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RESUMO

USO DA MORFINA NO PERIODO GESTACIONAL E LACTACAO: EFEITOS
SOBRE O DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL E
COMPORTAMENTO

O uso de substancias psicoativas € um dos maiores problemas da sociedade
moderna, causando transtornos sociais, econdémicos e a saude do usuario. Em 2010,
26,4-36 milhdes de pessoas utilizaram analgésicos opidides para fins néo-
terapéuticos, sendo a frequéncia de uso nocivo por profissionais de saude, cinco
vezes maior quando comparados a populacdo geral, devido ao acesso facilitado. A
prevaléncia no uso durante a gravidez apresenta taxas que variam de 1% a 21%,
representando preocupacao na sociedade, uma vez que os efeitos ocasionados no
desenvolvimento do feto ainda ndo estdo bem elucidados. O objetivo deste estudo foi
avaliar as respostas neurocomportamentais de ratos adultos apds exposi¢ao cronica a
morfina, durante o periodo intrauterino e lactacao. Ratas gravidas receberam durante
42 dias, via subcutanea, morfina 10 mg/kg/dia. A prole foi pesada nos dias D1, D5,
D10, D15, D20, D30, D60, e os ensaios comportamentais realizados com a prole aos
2,5 meses de idade, os quais consistiram no modelo do campo aberto, labirinto em
cruz elevado, nado for¢ado e rota-rod. Os resultados demonstraram que a exposi¢ao
a morfina promoveu reducdao no ganho de peso da prole apés o nascimento e
inclusive apds o desmame, aumento da locomogdo espontdnea das fémeas, bem
como aumento do comportamento do tipo ansiogénico e comportamento do tipo

depressivo, independente do sexo, porém sem prejuizo motor associado.

Palavras-chave: Opidides, Morfina, Exposic¢ao intrauterina, Comportamento.



ABSTRACT

USE OF MORPHINE DURING PREGNANCY AND LACTATION: EFFECTS ON THE
DEVELOPING CENTRAL NERVOUS SYSTEM AND BEHAVIOR

The use of psychoactive substances is a major problem in modern society, causing
social upheaval, economic and health of the user. In 2010, 26,4-36 million people used
opioid analgesics for non-therapeutic purposes, and the frequency of alcohol abuse by
health professionals, five times greater than the general population, due to easier
access. The prevalence in use during pregnancy introduces rates ranging from 1% to
21%, accounting concern in society, since the effects caused on fetal development are
not well understood. The aim of this study was to evaluate the neurobehavioral
responses of adult rats after chronic exposure to morphine during the intrauterine
period and lactation. Pregnant rats were given for 42 days subcutaneously, morphine
10 mg / kg / day. The offspring were weighed on days D1, D5, D10, D15, D20, D30,
D60, and behavioral assays performed with the progeny to 2.5 months of age, which
consisted of the open field model, elevated plus maze, forced swimming and rota-rod.
The results demonstrated that exposure to morphine promote changes in the weight
gain after the birth of offspring and even after weaning increase in spontaneous
locomotion in females, as well as increased anxiogenic-like behavior and the behavior

of the depressive type, regardless of sex, but without prejudice associated motor.

Keywords: opioid, morphine, intrauterine exposure, behavior.
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1.1 Epidemiologia da adigcé&o

O uso de substancias psicoativas € um dos maiores problemas da sociedade
moderna, causando transtornos sociais, econfémicos e a saude do usuario.
Globalmente, estima-se que 153-300 milhdes de pessoas entre 15-64 anos
utilizaram alguma droga ilicita pelo menos uma vez na vida, e cerca de 12% dos
usuarios desenvolvem dependéncia e tornam-se usuarios de drogas. De acordo com
a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 250 mil pessoas morrem a cada
ano de overdose ou doencas relacionadas ao uso de drogas (DEGENHARDT et al.
2008; MANCHIKANTI; SINGH, 2008; LEVRAN et al. 2012).

A ilegalidade no uso de drogas de abuso como anfetaminas, cocaina,
maconha e opidides impossibilita a exata estimativa de consumo. Em 2009,
aproximadamente 149-271 milhdes de pessoas usaram uma droga ilicita em todo o
mundo, e 4,5 milhdes de pessoas estavam recebendo tratamento para problemas
relacionados ao uso de drogas ilicitas. De acordo com dados do Escritério das
Nacdes Unidas sobre Drogas e Crimes (UNODC), o consumo global de maconha em
2009 entre pessoas de 15 a 64 anos foi de 2,8-4,5%; opidides de 0,3-0,5%;
anfetaminas 0,3-1,3%; e cocaina 0,3-0,5%. A avaliagdo do consumo por pais
evidenciou as regides de maior uso de drogas de abuso, sendo que a maconha
apresentou maiores indices de utilizagdo na América do Norte (10,7%) e regides
oeste e central da Europa (7,1%), enquanto que 0s opidides apresentaram maior
consumo nas regides norte e central da Africa (0,8-1,4%) e leste da Europa (0,9% a
1%). O abuso de cocaina apresentou taxas de utilizacdo de 1,4-1,9% na América do
Norte e Oceania (DEGENHARDT; HALL, 2012).

Os americanos constituem apenas 4,6% da populacdo mundial, porém tem
consumido dois tercos do fornecimento das drogas ilegais no mundo. A prevaléncia
do uso entre as mulheres é apenas cerca de dois tercos do observado entre os
homens. Porém, em alguns paises em desenvolvimento, incluindo Brasil e
Argentina, o uso de substancias psicoativas entre as mulheres é cerca de dois
tercos maior do que entre os homens (CARLINI et al. 2005). Resultados da
Avaliacdo Nacional de Uso de Drogas e Saude (NSDUH), realizada pelo Abuso de
Substéncias e Saude Mental Administracdo de Servicos (SAMHSA), estimaram que

no ano de 2006, 20,4 milhdes, ou 8,3% dos norte-americanos entre 12 anos ou
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mais, utilizavam drogas ilicitas como maconha/haxixe, cocaina, heroina,
alucinégenos, inalantes ou medicamentos prescritos para fins ndo terapéuticos como
tranquilizantes, analgésicos, estimulantes ou sedativos. Maconha e haxixe
apresentaram maior consumo, cerca de 14,8 milhdes de pessoas, 0 que
corresponde a 6% da populagdo dos EUA. O abuso de cocaina e alucinégenos foi
observado em 2,4 milhdes e 1 milhdo de pessoas, respectivamente (MANCHIKANTI;
SINGH, 2008).

Aproximadamente, 20% dos americanos relataram o uso de opidides para uso
nao terapéutico, sendo que esta taxa acompanha um aumento global de 149% das
vendas de opidides, variando de 222% para a morfina a 1293% para a metadona.
Em 2006, 5,2 milhdes de pessoas utilizaram analgésicos opidides para fins nao
terapéuticos no mundo. No ano seguinte, a estimativa foi de 6,9 milhées de pessoas,
alcancando 7 milhdes de usuarios no ano de 2009. A prevaléncia global do uso de
opidides em 2010 foi estimada em 26,4-36 milhdes de consumidores entre 15-64
anos, dos quais cerca de 13-21 milhdes utilizaram especialmente a heroina. A
América do Norte, Oceania e Europa Oriental e Sudeste europeu sdo as regides
com maior prevaléncia média global de consumidores de opidides (MANCHIKANTI;
SINGH, 2008; LEVRAN et al. 2012).

No Brasil, dados do 2° Levantamento Domicilar sobre o Uso de Drogas
Psicotropicas, realizado em 2005, revelam que 22,8% da populacdo pesquisada em
108 cidades com mais de 200 mil habitantes ja fizeram uso na vida de drogas exceto
tabaco e alcool, o que corresponde a uma populagédo de 10.746.991 pessoas, sendo
que para o alcool e tabaco, a estimativa de dependentes foi de 12,3% e 10,1%,
respectivamente. Observou-se que na faixa etaria de 12 a 17 anos, ja existem
relatos de uso das mais variadas drogas, bem como facilidade de acesso as
mesmas e vivéncia de consumo préoximo. Destes jovens, 7,8% relataram terem sido
abordados por pessoas comercializando drogas, dado este que enfatiza a
necessidade de aprimoramento de programas de prevencdo nesta faixa etaria
(CARLINI et al. 2005).

Entre as drogas ilicitas, a maconha aparece em primeiro lugar com 8,8% e o
solvente em segundo lugar com 6,1% de uso entre a populacdo entrevistada. A
prevaléncia sobre o uso de Cocaina, Crack e Merla foi respectivamente de 2,9%,
0,7% e 0,2%. Quanto aos estimulantes anfetaminicos e opidides, 0 uso na vida foi
de 0,1% e 1,3%, respectivamente (CARLINI et al. 2005).
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O Brasil € 0 maior consumidor de analgésicos opidides da América do Sul,
sendo os problemas mais prevalentes associados a heroina. O risco de uso e
dependéncia de outros opidides esta limitado a pessoas que desenvolveram
dependéncia no curso de um tratamento médico e aos profissionais de saude que
tem acesso a opidides. Estima-se, no Brasil, que entre os médicos a taxa de uso
nocivo € de 4% e dependéncia de opidides é de 22,7%. A frequéncia de uso nocivo
e dependéncia € aproximadamente cinco vezes maior que na populacdo geral
(ALVES et al. 2005; CARLINI et al. 2005).

Os profissionais de saude apresentam facilidade para o desenvolvimento de
dependéncia e alguns fatores de risco, dentre eles o acesso facil aos medicamentos,
perda do tabu em relacdo a inje¢cdes, historia familiar de dependéncia, problemas
emocionais, estresse no trabalho e em casa, auto-administracdo no tratamento para
dor e para o humor, e fadiga crénica. (HALE et al. 1999; MAIER et al. 2002;
PALANGIO et al. 2002; BALLANTYNE; MAO, 2003).

O risco de abuso de drogas prescritas € maior quando o individuo apresenta
os fatores de risco em trés categorias (fatores psicossociais, fatores relacionados
com a droga e fatores genéticos), portanto, os pacientes com dor que fazem uso de
opidides em doses estaveis em um ambiente controlado ndo s&o suscetiveis a
desenvolver adicdo a droga (MANCHIKANTI; SINGH, 2008).

O uso de opibides durante a gravidez apresenta alta prevaléncia, alcancando
taxas que variam de 1% a 21%. De acordo com o Levantamento Nacional sobre Uso
de Drogas e Saude, realizado em 2010, 4,4% das mulheres gravidas reportaram o
uso de drogas ilicitas em um periodo de 30 dias, sendo que 1% fizeram uso de
opibide para fins ndo terapéuticos no mesmo periodo. O uso de opidides parece nao
ser teratogénico ou citotoxico, porém a presenca de opidides no sangue materno
pode gerar sintomas de abstinéncia ou overdose fetal. Mulheres gravidas que fazem
uso abusivo de substancias psicotropicas apresentam risco de descoberta tardia da
gestacdo, comportamento negligente, ma-nutricdo, falta de acompanhamento
obstétrico adequado, exposi¢do a locais violentos, abuso de multiplas substancias,
elevado uso de nicotina e baixa adesdo a tratamentos. O uso de heroina
endovenosa por gestantes aumenta o risco de complicacbes médicas como doencas
infecciosas, endocardite, abscessos e doencas sexualmente transmissiveis
(MINOZZI et al. 2008; WINKLBAUR et al. 2008; WINKBAUR; JUNG; FISCHER,
2008; MINNES et al. 2011).
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1.2 Mecanismos de adicdo de drogas

Adicdo a drogas € definida como uma doenca crbénica primaria, com fatores
neurobioldgicos, genéticos, psicossociais e ambientais influenciando no seu
desenvolvimento e manifestacdes. E caracterizada por um padrdo mal-adaptativo de
uso de substancias, no qual o individuo apresenta compulsédo pelo uso da droga,
perda do controle sobre o seu consumo e surgimento de um estado emocional
negativo, evidenciado por sintomas como disforia, irritabilidade e ansiedade, quando
0 acesso a droga € impedido, além do abandono ou reducdo de importantes
atividades sociais, ocupacionais ou recreativas em virtude do uso da substancia
(KOOB; LE MOAL, 1997; APA, 2000; GOULD, 2010; JAN, 2010; KOOB; VOLKOW,
2010).

Entre as drogas de abuso, algumas apresentam propriedades reforcadoras,
responsaveis pela inducdo de autoadministracédo, a qual pode gerar estados de uso
abusivo, dependéncia e adi¢cdo. O uso abusivo proporciona a criacdo e manutencao
de habitos e comportamentos, além de acentuar o prazer produzido por determinado
nivel de estimulacdo cerebral e induzir dependéncia. O reforco da estimulagédo
elétrica cerebral pode ser positivo ou negativo, sendo o reforco positivo, a
capacidade da droga em produzir efeitos agradaveis e sensacdes de prazer,
gratificacdo ou alivio no momento do seu uso; e o refor¢co negativo € evidenciado
quando o uso da droga diminui as sensacfes desagradaveis, como estresse e
ansiedade, sendo lentos no inicio, porém esta aumentado com repetidas exposi¢cdes
(COMPTON; VOLKOW, 2006; DEGENHARDT et al. 2008; KOOB; VOLKOW, 2010;
LEVRAN et al. 2012).

A dependéncia as drogas € caracterizada pela perda de controle sobre o seu
uso, mesmo sob condi¢des adversas intensas (VOLKOW,; LI, 2005). De acordo com
a Associacdo Americana de Psiquiatria (APA), a dependéncia é diagnosticada
guando trés ou mais dos seguintes comportamentos caracteristicos sao exibidos: i)
forte desejo ou compulséo pelo uso da droga; ii) dificuldade no controle sobre o seu
consumo; iii) estado de abstinéncia fisiologico evidenciado pela reducdo ou
impedimento de seu uso; iv) tolerancia, sendo que doses crescentes sao
necesséarias a fim de alcancar os efeitos inicialmente obtidos com doses mais

baixas; v) abandono progressivo de atividades alternativas que proporcionavam bem
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estar, por causa do uso da droga; vi) e persisténcia no seu uso apesar das
consequéncias nocivas como danos ao figado, mudancas no estado de humor ou
comprometimento do funcionamento cognitivo.

O termo adicéo é preferencialmente utilizado ao termo dependéncia, uma vez
que este pode ser equivocadamente relacionado a dependéncia fisica, referente as
adaptacdes que ocasionam a sindrome de abstinéncia, quando da interrupcéo
abrupta do uso de uma droga. No padrdo de comportamento abusivo, as
consequéncias negativas sdo recorrentes e significativas, porém ainda nao ha
presenca de tolerancia, sindrome de abstinéncia e perda do controle sobre o uso
(KAPLAN; SADOCK, 1995). A adicao progride da impulsividade a compulsividade
em um ciclo de dependéncia composto por trés estagios: 1- intoxicacao; 2- sindrome
de abstinéncia; 3- preocupacéo/antecipacdo (craving), 0S quais interagem uns com
0S outros, tornando cada etapa mais intensa (KOOB; LE MOAL, 1997).

As regides cerebrais envolvidas no mecanismo de adicdo a drogas
apresentam fungbes cognitivas essenciais, incluindo aprendizado, memoria,
atencdo, raciocinio e controle dos impulsos. Exames de imagens cerebrais de
pacientes adictos revelam mudancas em &reas do cérebro responsaveis pela
tomada de decisfes, julgamento, controle, memoéria e aprendizado, as quais podem
explicar as acOes destrutivas e a compulsdo pelo uso da droga, que se
desencadeiam na adicdo (GOULD, 2010; JAN, 2010).

O uso de drogas de adicdo envolve neuroplasticidade em areas especificas,
gue resulta em mudangas cognitivas, essenciais para a aprendizagem baseada em
recompensa e comportamentos motivacionais. Estas memorias associadas as
drogas induzem ao uso cronico destas substancias, o que por sua vez gera aumento
do limiar de recompensa, induzindo a tolerancia e aumento dos efeitos negativos
observados na sindrome de abstinéncia (KAUER; MALENKA; 2007; KOOB,;
VOLKOW, 2010).

Devido a neuroplasticidade, os adictos sdo propensos a recaida, mesmo apos
anos de afastamento, principalmente em situagbes nas quais os individuos
encontram ao mesmo tempo estresse e 0 contexto em que a droga foi usada antes,
as quais desencadeiam uma grande “fissura” (craving), pela droga, isto €, uma
preocupacao intensa com o seu uso. Em parte, essa maior probabilidade de recaida

pode resultar de uma interacdo entre o circuito de recompensa e 0 circuito de
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memoria encefalico, que em circunstancias normais € atribuido valor emocional a
determinadas memarias (SHAHAN; HOPE, 2005; SWIFT; LEWIS, 2009).

Estudos de Nestler (2005) evidenciam que todas as drogas de adicdo
convergem a um circuito comum no sistema limbico cerebral (figura 1), responsavel

pelas respostas emocionais e impulsos motivacionais.

Vermis cerebelar

Figura 1: Sistema limbico cerebral
Fonte: http://www.guia.heu.nom.br/sistema_limbico.htm. Acesso em: 21/08/2013

A via dopaminérgica mesolimbica (figura 2) presente no sistema limbico e que
se inicia na area tegmentar ventral (ATV) no mesencéfalo e se projeta diretamente
para 0 nucleo accumbens (NAcc) € a principal responsavel pelos efeitos

recompensadores agudos das substancias psicotropicas.


http://www.guia.heu.nom.br/sistema_limbico.htm
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1- Substancia negra .
2- Area tegmental ventral
3- Amigdala

4- Nucleo accumbens

5- Estriado

6- Cortex frontal

@ Via dopaminérgica nigro-estriatal

@ Via dopaminérgica tuberoinfundibular
« Via dopaminérgica mesocortical

» Via dopaminérgica mesolimbica

Figura 2: Representacdo esquemética dos sistemas dopaminérgicos: nigroestriatal, mesolimbico,
mesocortical e tuberoinfundibular.

Fonte: http://pacotraver.files.wordpress.com/2012/04/dopamina.png. Acesso em: 21/08/2013

De acordo com estudos de Robbins e Everitt (1999), diferentes sistemas
dopaminérgicos, também observados na figura 2, apresentam funcdes na ativacao
do comportamento, como a projecdo nigroestriatal dopaminérgica, que se inicia na
substancia negra e converge para o estriado, participando da ativacdo do
comportamento, causado por estimulos enddgenos; enquanto que o sistema
mesolimbico dopaminérgico esta envolvido na ativacdo de respostas de incentivos e
motivacionais a estimulos externos.

A via tuberoinfundibular, cuja liberacdo de dopamina regula a secre¢édo de
prolactina, inicia-se no hipotalamo e se projeta para a glandula hipofise anterior; e a
via mesocortical, que conecta a ATV ao cértex pré-frontal, € essencial para a funcéo

cognitiva normal, além de estar envolvida em aspectos motivacionais e emocionais.


http://pacotraver.files.wordpress.com/2012/04/dopamina.png
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O aumento dos niveis de dopamina, tanto no sistema de recompensa
encefélico, representado pelos feixes prosencefalicos mediais, nucleos lateral e
ventromedial do hipotalamo e ATV, quanto nas vias dopaminérgicas provenientes de
diferentes areas do cortex, hipocampo, tdlamo e amigdala; além dos sistemas
opidides, gabaérgico e serotoninérgico, podem mediar o aprendizado e a associa¢gdo
relacionados a recompensa, a qual é responsavel pela adicdo a drogas (DI CHIARA,
1995; WEISS et al. 1996; BIENKOWSKI et al. 1999; NESTLER, 2005).

O cortex pré-frontal, considerado a “sede” da personalidade, participa do
planejamento de comportamentos e pensamentos complexos, tomada de decisdes,
capacidade de seguir sequéncias ordenadas de pensamentos e a modalidades de
controle do comportamento emocional. Esta area cortical apresenta conexdes com
estruturas subcorticais, tais como o hipotalamo e talamo (MACHADO, 2006;
TORTORA, 2008).

O hipotalamo controla e integra as atividades do sistema nervoso autonémico
e da glandula hipofise, além de regular os padrdes emocionais e comportamentais e
os ritmos circadianos. E responsavel pelo controle da temperatura corporal, da sede
e da fome, estando também relacionado a manutencdo do estado de vigilia e
estabelecimento dos padrdes de sono. Por outro lado, o tAlamo apresenta funcdes
relacionadas com a integracdo de informagOes sensoriais, de motricidade,
comportamento emocional, assim como ativacdo do cortex cerebral. As informacdes
recebidas e integradas devem ser amplamente enviadas ao cortex e necessitam ser
compartiihadas entre os dois hemisférios cerebrais. Esta transferéncia inter-
hemisférica é realizada por uma estrutura denominada de corpo caloso, promovendo
assim uma atuacdo harménica no cortex cerebral (MACHADO, 2006; TORTORA,
2008).

As informacdes oriundas do coértex sao recebidas pelo hipocampo, que é a
estrutura principal para a aquisicdo, consolidacdo e evocacdo de memorias
aversivas baseadas no condicionamento associativo. Esta estrutura possui intima
relacdo com a amigdala, modulando com esta a resposta emocional. O nucleo
basolateral da amigdala é o centro do processamento de informagdes cognitivas
relacionadas ao medo, participando também da formacéo e extingao de respostas
condicionadas aversivas. Ambas as estruturas encontram-se estrategicamente
conectadas a regides cerebrais que l|hes permitem processar informagbes

relacionadas ao aprendizado, integra-las e modificar seu significado e a resposta
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comportamental adequada aos diferentes tipos de aprendizado. A amigdala recebe
projecdes de &reas corticais associativas e sensoriais, incluindo o cortex pré-frontal
e, ainda de componentes do sistema limbico e do lobo temporal medial, enviando
projecbes aos nucleos da base, regides corticais e o hipocampo (VAN HOESEN,
1985; HYMAN et al. 1990; CAHILL et al. 1995; IZQUIERDO; MEDINA, 1997).

Além do sistema limbico, outras estrutura ndo-limbicas estdo envolvidos em
aprendizados motores. O cerebelo apresenta funcées motoras de coordenacéo e
regularizacdo dos movimentos complexos dependentes de habilidade, além de atuar
em diversos processos cognitivos. O dano cerebelar estd associado a disfuncdes em
tarefas executivas, de apendizagem, memoria processual e declarativa,
processamento de linguagem e fungdes visuais e espaciais, além de disfuncdes na
personalidade, no afeto e na cogni¢cdo (BERRIDGE, 2004).

Alteracbes na estrutura e funcionamento das é&reas acima descritas
ocasionadas ou ndo por drogas podem originar prejuizos emocionais e/ou
comportamentais. A ansiedade, depressdo e estresse sd0 as principais
consequéncias psiquiatricas do abuso cronico de drogas, especialmente durante a
retirada. Estas desordens interferem na habilidade de inibicdo e extincdo de
memodrias aversivas, e podem resultar na formacéo de redes neuronais que facilitam
memdrias intrusivas e sintomas associados de hipervigilancia como respostas de
sobressalto exagerada, labilidade afetiva, ansiedade, pertubacédo e hiperreatividade
do sistema nervoso autdbnomo. Situacdes como exposicao a sons fortes e subitos,
altura elevada e estimulos visuais grandes nao identificados produzem o chamado
medo incondicionado. Em contrapatida, o medo condicionado, ou aprendido, é
causado pela maioria dos estimulos que “avisam” o acontecimento de situagdes
ameacadoras ja vivenciadas (CAHILL, 1995; MYERS; DAVIS, 2002; LENT, 2005;
KOOB; KREEK; 2007).

A figura 3 ilustra os mecanismos celulares de recompensa de algumas drogas
de abuso como cannabis, morfina e o0s benzodiazepinicos, que apresentam
mecanismos celulares semelhantes, sendo que o aumento de dopamina ocorre
devido ao bloqueio do controle inibitorio dos neurbnios dopaminérgicos via
neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA). Drogas estimulantes como
anfetaminas e ecstasy, promovem liberagdo direta de dopamina no Nucleo
Accumbens (Nacc), enquanto que a cocaina atua na inibicdo do transportador de

dopamina (DAT), bloqueando sua recaptacdo, ambos resultando no aumento das
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concentracbes de dopamina na fenda sinaptica. O A&lcool, inibe terminais
GABAEérgicos e glutamatérgicos na ATV, aumentando também a dopamina no Nacc.
Outras drogas, como a nicotina, promovem despolarizacdo direta dos neurdnios de
dopamina, aumentando sua liberacdo (NESTLER, 2005; MAMELI; LUSCHER,
2011).

Opiodide “

ATV
interneuronio

Nicotina
Alcool

Entradas glutamato
(e.g., from cortex)

Alcool

é PCP

Opiodide

Estimulantes

Nicotina

Canabinodides _ﬁ‘

Entradas

glutamato
(e.g., from - 1
amigdala) | |

Figura 3. Esquema dos mecanismos de recompensa das drogas de abuso no complexo ATV-NAcc.

Fonte: Adaptado de Nestler, 2005.

Outros sistemas de neurotransmissores também estdo envolvidos no
desencadeamento dos efeitos motivacionais para o consumo de drogas, como a
norepinefrina, substancia P, vasopressina, neuropeptideo Y, endocanabindides e
nociceptina (KOOB, 2008).

A extensdo total do impacto das drogas sobre a cognicdo ainda é
desconhecida, porém as regides cerebrais alteradas em individuos adictos, como
corpo estriado, cortex pré-frontal, amigdala e hipocampo evidenciam prejuizos
potenciais tanto na memaria quanto na cognicao (JONES; BONCI, 2005; KALIVAS;
VOLKOW, 2005; KELLEY, 2004; LE MOAL; KOOB, 2007).
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1.3 Opiodides

O termo opidide, proposto por George H. Acheson, refere-se as substancias
naturais, semi-sintéticas ou sintéticas que reagem com receptores opidides, como
agonistas ou antagonistas, e sdo considerados a classe terapéutica mais efetiva no
tratamento de dores agudas e cronicas (ROSS; GILMAM, 1985; CHIANG et al.
2010).

O sistema opidide é composto por trés principais receptores metabotrépicos
acoplados a proteina G, a saber: receptores mu (u), subdivididos em pl e pu2; kappa
(k) e delta (8). Os receptores épsilon e sigma ndo parecem ter papel relevante na
analgesia. Quando ativados, estes receptores promovem: i) inibicdo da atividade da
adenililciclase levando a uma reducéo da concentracdo intracelular de monofosfato
ciclico de adenosina (CAMP); ii) abertura dos canais de K*, com hiperpolarizacéo do
neurdnio nociresponsivo, e reducao da excitabilidade; iii) e bloqueio da abertura dos
canais de Ca** voltagem-dependentes, inibindo a liberacdo do glutamato e da
substancia P pelos terminais aferentes priméarios (KATZUNG, 2003; GILMAN et al.
2005).

Os receptores mu (i) encontram-se amplamente distribuidos por todo o
encéfalo, principalmente no tronco cerebral e talamo medial, sendo responsaveis
pela analgesia supraespinhal, depressédo respiratoria, euforia, sedacao, reducédo da
motilidade gastrintestinal e dependéncia fisica. O subtipo pl estd relacionado a
analgesia e euforia e o p2 desencadeia a depressdo respiratéria, liberacdo de
prolactina, sedacao, anorexia e dependéncia fisica. Os receptores kappa (k) podem
ser encontrados no diencéfalo limbico e outras areas, tronco cerebral e medula
espinhal, promovendo analgesia espinhal, dispnéia, sedacdo, disforia, depresséo
respiratéria e dependéncia, além de regular o controle do balanco hidrico, ingesta
alimentar, atividade neuroenddécrina, comportamento afetivo e cogni¢do, podendo
também modular o comportamento reprodutivo em fémeas. Enquanto os receptores
delta (8) sdo observados na area do neocortex, caudado-putamen, nacleo acumbens
e amigdala, estando relacionados as funcdes de olfacdo, integragdo motora e
cognicao (BLOOR et al. 1991; TEODOROQYV et al. 2008; TRESCOT et al. 2008).
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Apés a identificacdo dos receptores opidides, John Hughes e Hans Kosterlitz
descobriram as endorfinas, substancias peptidicas responsaveis pela estimulacao
endogena desses receptores, conhecidas como [-endorfinas, encefalinas e
dinorfinas. As B-endorfinas podem ser encontradas na hipéfise anterior e nos
ndcelos do hipotalamo basal e se ligam aos receptores mu (u); a familia das
encefalinas esta presente em diversas regidées do sistema nervoso central (SNC) e
periferia, como hipotdlamo, amigdala, neocortex e medula drenal, no trato
gastrintestinal e medula espinhal, podendo se ligar aos receptores mu (u) e delta (5);
e as dinorfinas sdo encontradas no intestino, hipotdlamo, hipéfise posterior, tronco
encefalico e medula espinhal, ligando-se aos receptores mu (u), kappa (k) e delta
(8). Ap6s o conhecimento acerca da estrutura molecular dos receptores opidides,
assim como de seus ligantes, foi possivel o desenvolvimento de farmacos opidides,
principalmente para terapia algica (BLOOR et al. 1991; SIMON, 1991; PASTERNAK;
CHILDERS, 1992).

Os analgésicos opioides sao classificados de acordo com a a¢éo no receptor,
tendo como agonistas a morfina, meperidina, fentanil. codeina, metadona, heroina,
entre outros e como antagonistas a naloxona e naltrexona, dos quais, 0s principais
comercializados no Brasil sdo apresentados na tabela 1. A morfina € considerada o
opidide de referéncia quanto a poténcia analgésica, sendo largamente utilizada
desde 1820, quando se tornou comercialmente disponivel na Europa e América do
Norte e a sua popularidade como analgésico cresceu rapidamente (FERREIRA,
FACCIONE, 2005; TRESCOT et al. 2008).

Tabela 1: Principais opidides de uso comercial no Brasil

Substancia Nome Comercial
Buprenorfina Tangesic
Codeina Belacocid, Bromalgina, Codein, Codaten, Tylex
Diidrocodeina Synalgos- DC
Diidrocodeinona Hycodan
Fentanil Inovan
Meperidina Demerol, Dolantina
Morfina Dimorf
Propoxifeno Alfagan, Doloxen

Fonte: Adaptado de Cordeiro, 2010.
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Alcaloide natural, a morfina é extraida da planta Papaver somniferum,
conhecida popularmente como papoula. O 6pio € o suco obtido da papoula, cuja
composicdo quimica apresenta pelo menos 25 alcaldides representados por duas
classes: os fenantrenos e benzilisoquinolinas. O principal fenantreno é a morfina,
com quantidades menores de codeina e tebaina e a principal benzilisoquinolina é a
papaverina (GOZZANI, 1994).

A morfina foi descoberta pelo farmacéutico alemao Freidrich Serturner em
1806, e tem seu nome derivado de Morfeu, Deus grego dos sonhos. Sua estrutura
quimica foi elucidada em 1923 por Robert Robinson e colaboradores, porém apenas
em 1952 ocorreu sua sintese. Em 1843, o médico Alexander Wood descobriu a
possibilidade de administracéo injetavel da morfina, com diminuicdo no periodo de
acdo e aumento da poténcia. Em 1902 surgem os primeiros relatos em revistas
médicas discutindo os efeitos colaterais, sintomas de abstinéncia e a semelhanca da
sintomatologia a adicdo de morfina (PATRICK, 1995; KATZUNG, 2003).

A figura 4 ilustra a estrutura quimica da morfina (7,8-didesidro-4,5a-epoxi-17-
metilmorfinan-3,6a-diol), composta por um anel benzeno com uma hidroxila fendlica
na posicao trés e uma hidroxila alcodlica na posicao seis e no atomo de nitrogénio. A
forma terciaria do nitrogénio parece ser crucial para a analgesia da morfina, uma vez
que a estrutura quaternaria diminui consideravelmente a analgesia, por ndo poder
atravessar o SNC. A morfina é opticamente ativa, e apenas o isdmero levogiro é um
analgésico (TRESCOT et al. 2008).

MORFINA

Figura 4: Estrutura quimica da morfina
Fonte: Adaptado de Trescot et al. 2008
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A acdo farmacolégica da morfina ocorre a partir da ativagcdo de receptores
opidides u centrais e periféricos, proporcionando uma mudan¢a na conformacéo
deste receptor, a qual é responsavel pela abertura de um canal ibnico na membrana
celular, que permite a saida de ions de potassio (K*), causando a hiperpolarizacéo
do potencial de membrana, tornando-o o limiar de despolarizagdo mais dificil de ser
atingido, o que resulta na diminuicdo da excitabilidade neuronal. O aumento da
permeabilidade de K* promove a diminuicdo do influxo de ions de célcio (Ca?*) no
terminal nervoso, reduzindo, desta forma, a liberacdo de neurotransmissores
excitatorios, como a acetilcolina, noradrenalina, dopamina, serotonina e substancia
P na fenda sinaptica (KATZUNG, 2006; SILVA, 2006; TRESCOT et al. 2008).

A inibicdo direta do neurdnio transmissor de dor do corno dorsal blogueia as
mensagens de dor, resultando em um elevado efeito analgésico diretamente na
medula espinhal. Porém, como os receptores estéo intrinsecamente envolvidos com
os efeitos colaterais dos analgésicos, o bloqueio da dor é acompanhado de
depressao respiratoria, constipacao, excitacdo, euforia, nduseas e vomitos, sedacéo,
boca seca, prurido, pele quente e eritematosa, hipotenséo arterial, retencao urinaria,
tolerancia e dependéncia (PATRICK, 1995; TRESCOT et al. 2008).

A via mais importante de eliminacdo da morfina é a glicuronizagdo, com cerca
de dois tercos sendo excretado na bile. A metabolizagdo é realizada pelas UDP-
glicuronosiltransferases (UGTSs) no figado, as quais depuram o metabdlito morfina 3-
glicuronideo em morfina 6-glicuronideo, sendo que a depuracdo metabdlica da
morfina 3-glicuronideo é cerca de cinco vezes maior do que a eliminacdo metabdlica
de morfina 6-glicuronideo. A morfina 3-glicuronideo ndo tem nenhum efeito
analgésico, enquanto a morfina 6-glicuronideo tem efeito analgésico 20 vezes mais
potente que a prépria morfina (HARA et al. 2007).

O uso clinico da morfina é relativamente seletivo, por ser considerada mais
eficaz no alivio da dor continua e difusa, quando comparada a dor intermitente e
aguda. Constitui-se na droga de escolha para o tratamento da dor oncoldgica e
terapia algica em individuos com grandes queimaduras ou politraumatizados.
Também é utilizada antes da inducdo e durante a manutencédo de anestesias, pois
potencializa a sedacdo. Embora a dor nociceptiva em geral responda aos
analgésicos opidides, a dor neuropatica, causada pela lesdo das estruturas neurais,
nao responde bem a esta classe, podendo exigir doses maiores desses analgésicos
(GILMAN et al. 2003; BRASIL, 2010).
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A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) lancou em 1986, o sistema de
escadas para o tratamento da dor oncoldgica, sendo o primeiro modelo utilizado
para o controle da dor do cancer. A escada analgésica apresenta trés degraus, 0s
quais se baseiam na gravidade da dor segundo os pacientes. No primeiro degrau,
classificam-se as dores leves, para as quais sdo recomendados os antiinflamatorios
ndo esteroidais (AINES) e analgésicos comuns como dipirona e paracetamol; e as
dores neuropaticas nas quais sdo utilizadas medicacbes adjuvantes, como
antidepressivos e anticonvulsivantes. O segundo degrau € utlizado para o
tratamento de dores leves a moderadas, sendo incluido um opidide fraco, como
tramadol ou codeina, quando houver falha no tratamento anterior. No terceiro
degrau, séo classificadas as dores moderadas a graves, as quais ndo sao reduzidas
com a utilizacdo de um opidide fraco, sendo necesséaria a substituicdo por um
opioide forte, como a morfina. No Brasil, estdo disponiveis também a metadona,
oxicodona, hidromorfona, fentanil e buprenorfina transdérmicos. Os estudos
demonstram que o uso da escada analgésica da OMS proporciona alivio adequado
em 90% dos pacientes oncolégicos (PORTENOY; LESAGE, 1999; BRUERA; KIM,
2003).

A ampla distribuicdo de receptores opidides pela substancia periaquedutal
cinzenta (PAG), os nucleos talamicos e bulbares e o sistema limbico € responsavel
por mediar as respostas afetivas da morfina, como a euforia, sensacao irreal de
bem-estar, imensa calmaria e fuga da realidade. O uso abusivo de opidides, na
auséncia de dor, em doses usuais pode promover efeitos desagradaveis como
nauseas, vomitos, sonoléncia, agitacdo ocasional, dificuldade de raciocinio, apatia e
reducdo da atividade fisica (FUCHS; WANNMACHER, 1998; GILMAN et al. 2003;
PASSAGLI, 2011).

Os opidides usados abusivamente produzem um quadro de intoxicacéo,
caracterizado por sedacdo, alteracdo do humor e miose ou midriase, em casos de
uso abusivo de meperidina. O quadro clinico da overdose € normalmente agudo, ha
uma rapida estimulacdo cerebral seguida de depressdo do SNC, alteracdo da
consciéncia ou coma, depressao respiratéria, diminuicdo da atividade cardiaca e em
casos mais graves, convulsdes e morte. Os opidides séo a classe terapéutica mais
eficaz no alivio da dor, porém os problemas relacionados a tolerancia e dependéncia
restringem o seu uso (FRANCIS; FRANKLIN, 1995).
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A interacdo dos opidides com o sistema de recompensa encefalico,
observada na figura 5, ocorre através de duas vias de interacdo, sendo uma delas
localizada na ATV, onde tanto os opidides enddégenos quanto exdgenos, como a
morfina promove a inibicdo de interneurbnios GABAérgicos, que por sua vez,
desinibem os neurbnios dopaminérgicos, responséveis pela ativacdo da via de
recompensa encefalica; na segunda via, localizada no Nacc, os opi6ides também
inibbem os neurbnios GABAérgicos que se projetam de volta para a ATV,
aumentando a concentracdo de dopamina na ATV, permitindo a ativacdo da via de
recompensa encefalica (SWIFT; LEWIS, 2009).
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Figura 5: Interacdo dos opidides exdgenos e enddgenos com o sistema de recompensa encefalico
Fonte: Golan et al. 2009

O uso de drogas ilicitas durante a gravidez € especialmente preocupante,
uma vez que a prevaléncia no abuso dessas substédncias vem aumentando
consideravelmente. A taxa de gravidez ndo-intencional entre mulheres dependentes
de opioides, de acordo com estudos de Heil et al. (2011), varia entre 80% e 90%,
influenciada em grande parte devido aos efeitos dos opidides no sistema reprodutivo
feminino, que causam amenorreia e menstruagdes irregulares, além do estilo de vida
cadtico proporcionado pelo abuso da droga, levando a medidas de controle de
natalidade insuficientes, que resultam na maioria das vezes em gravidez inesperada
(DOHLER et al. 1991; MOORE et al. 2011).
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1.4 Morfina e Gravidez

O uso de morfina como droga ilicita durante a gravidez e lactacao representa
grande preocupagdo na sociedade, uma vez que os efeitos ocasionados no
desenvolvimento do feto ainda n&o estdo bem elucidados (BROUSSARD et al.
2011). Devido a capacidade em atravessar a barreira placentaria, os metabdlitos da
droga alcancam a corrente sanguinea fetal, podendo penetrar na barreira
hematoencefélica do feto, interferir no desenvolvimento da célula neuronal ou
provocar a sua morte, ocasionando retardo no desenvolvimento do SNC (LEE et al.
2008; KLAUSZ et al. 2011).

O desenvolvimento saudavel da gravidez também é afetado, uma vez que o
abuso de drogas pode alterar os habitos alimentares da mae e o tratamento pré-
natal, os quais sdo essenciais para a reducédo de complicacdes, como diabetes, pré-
elampsia e trabalho de parto precoce. Condicfes as quais comumente co-ocorrem
com o abuso de drogas, incluindo infecgdes sexualmente transmissiveis, depressao,
estresse e violéncia, também podem levar a lesédo fetal (VUCINOVIC et al. 2008;
UNGER et al. 2012).

O abuso de morfina promove alteragdes no parto e aumenta a probabilidade
de abortos, podendo ocorrer prematuridade, baixo peso ao nascer, reducdo do
comprimento do recém-nascido, diminui¢cdo da circunferéncia da cabeca, sindrome
de morte subita infantil (SMSI), deficiéncia de crescimento poés-natal, além de
ansiedade, sentimentos de rejeicdo, desatencdo e atraso na funcdo cognitiva do
neonato (MINNES et al. 2011; UNGER et al. 2012).

ApOs 0 nascimento, o recém-nascido também pode adquirir a sindrome de
abstinéncia neonatal (NAS) que ocorre devido ao uso de opidides durante a gravidez
e se manifesta nos primeiros dias ap6s o parto. Caracterizada por sintomas que
afetam principalmente o SNC, o sistema respiratério e digestivo como: espirros,
lacrimejamento aumentado, bocejos frequentes, succéo prejudicada, redugcdo na
duracdo do sono, irritabilidade, aumento dos reflexos e grito estridente; os quais
colocam o neonato sob estresse fisiologico, sendo necessarios cuidados intensivos
(CHOOA et al. 2004; MINOZZI et al. 2008; TAO et al. 2011; MINNES et al. 2011).
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7

O cuidado materno é um comportamento instintivo, determinado por
modificac¢des fisiolégicas que ocorrem antes e imediatamente apds o parto. Durante
este periodo, as fémeas gastam grandes quantidades de energia cuidando de seus
filhotes, lambendo, amamentando e carregando-os, garantindo dessa forma a
sobrevivéncia deles. Entre outras modificagbes que ocorrem com a mae, had o
aumento da agressividade, reducdo de medo, aumento do aprendizado e memoria,
possibilitando que ela deixe o ninho em busca de alimento e retorne para cuidar de
sua prole (ZIMBERKNOPF et al. 2011).

Mecanismos sensorios, hormonais, neurais e genéticos estdo envolvidos na
expressdo do comportamento materno, sendo as areas cerebrais como cortex pré-
frontal, lobos parietais e areas mesencefalicas (hipotdlamo, substancia negra e
amigdala) essenciais para a motivagdo e manutencdo do cuidado maternal
(TEODOROV et al. 2008; KIM et al. 2010).

Os opidides endogenos também estdo envolvidos nos comportamentos
exploratdrios e motivacionais, apresentando papel importante na manutencdo da
prenhez e controle do instinto materno. A administracéo crénica da morfina, durante
a gravidez, promove mudancas nos niveis de opidides enddgenos, alterando a
neurotransmissao da via opiéide na substancia cinzenta periaquedutal (PAG), regiao
envolvida em varios mecanismos comportamentais e fisioldégicos distintos como
medo, ansiedade, antinocicepcdo, luta ou fuga, e inclusive comportamentos
aversivo, maternal e predatorio (MANN et al. 1991; BRUNTON; RUSSEL, 2008;
TEODOROV et al. 2008).

A PAG recebe uma grande variedade de projecdes neurais ascendentes e
descendentes, principalmente do hipotalamo, que também recebe entradas (inputs)
do tronco cerebral, do prosencéfalo basal e de regides corticais. Os sistemas
limbico, motor e autondmico possuem aferéncias para esta regido, sendo possivel,
portanto, que a PAG represente uma area de integracdo desses trés sistemas
(BEITZ, 1982).

Devido a reducdo dos niveis de opidides enddgenos apds administracao
cronica do opibdide exdgeno, ocorre inibicdo ou atraso do comportamento materno,
enquanto algumas outras atividades n&o maternais aumentam, ocorrendo reducao
de comportamentos como a limpeza dos filhotes apdés o parto e a até mesmo
rejeicdo da prole por aversao maternal ao odor dos filhotes (GRIMM; BRIDGES,
1983; SLAMBEROVA et al. 2001; CRUZ et al. 2010).
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Os danos ao SNC durante o periodo pré-natal podem resultar em deficiéncias
comportamentais mais do que defeitos congénitos fisicos. Em longo prazo, as
alteracdes neurofisioldgicas observadas geram déficits na habilidade intelectual e
controle emocional em criancas durante o periodo escolar, incluindo hiperatividade,
ocasionada pelo aumento da liberacdo de dopamina na regido do NAcc. As
deficiéncias cognitivas e de aprendizado podem refletir em problemas sociais, 0s
quais favorecem o envolvimento do individuo com as drogas, e uma vez que ocorreu
exposicao anterior, a probabilidade de desenvolvimento de adi¢do torna-se maior
(WILSON et al. 1979; VORHEES, 1989; HAMMER et al. 1994; ORNOY, 2003;
GOULD, 2010; MINNES et al. 2011).

As deficiéncias observadas no crescimento e desenvolvimento do SNC
ocorrem devido a inadequada resposta aos sinais neurotroficos, ocorrendo
mudancas na densidade de catecolaminas e receptores opidides,
neurotransmissores GABAérgicos e glutamatérgicos (principalmente N-metil-D-
aspartato- NMDA) e esterbides sexuais, responsaveis por alteracbes no
desenvolvimento neurocomportamental, comportamento sexual na idade adulta e
capacidade de resposta ao estresse (VATH; KATAY, 1992; VELISEK et al. 1998;
VATHY et al. 2003; SLAMBEROVA et al. 2005; HUNT et al. 2008).

A administracdo de morfina durante a gravidez também pode induzir a
hiperalgesia inflamatéria na prole, devido a atividade pronociceptiva de receptores
NMDA, os quais sdo alterados pela exposicao a opioides. A sindrome de abstinéncia
pode afetar os receptores opidides, 0os quais sofrem um aumento da regulacéo (up-
regulation) durante a gravidez em diferentes areas cerebrais, induzindo tolerancia ao
efeito antinociceptivo e consequente sensibilizacdo a estimulos nociceptivos
(BABBINI; DAVIS, 1972; WISE; BOZARTH, 1982; MIRANDA-PAIVA et al. 2001;
ZHANG et al. 2008; KLAUSZ et al. 2011; TAO et al. 2011).

Diante deste cenario, este estudo objetivou avaliar alteracdes
neurocomportamentais de proles expostas a morfina durante o periodo gestacional e
lactacdo, haja vista que a prevaléncia no uso abusivo de opidides por mulheres
gravidas vem aumentando, 0 que representa grande preocupacédo na sociedade,
uma vez que as consequéncias no desenvolvimento pré e pds-natal ainda sao pouco

elucidadas.
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Il OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar as respostas neurocomportamentais de ratos adultos apds exposicao

cronica a morfina, durante o periodo intrauterino e lactacao.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar as possiveis alteragdes no ganho de peso da prole apdés o
nascimento até os dois meses de idade;

e Observar as possiveis alteracdes na atividade locomotora através do modelo
do Campo Aberto;

e Investigar as possiveis alteracdes relacionadas a componentes de ansiedade,
utilizando o Labirinto em Cruz Elevado;

¢ Investigar as possiveis alteracfes relacionadas a componentes de depresséo,
utilizando o Nado Forcado;

e Avaliar as possiveis alteracbes em processos de coordenacdo motora e

equilibrio através do modelo do Rota-Rod.
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Il METODOLOGIA
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3.1 Animais e Tratamento

Este estudo foi inicialmente aprovado pelo comité de ética em pesquisas
envolvendo animais da Universidade Federal do Para (UFPa), recebendo a
aprovacgao sob parecer BIO-CEPAE-UFPA: BIO 049-12 (ver comprovante na pagina
76), e obedeceu aos critérios e as normas estabelecidas por Guias de Cuidado e
Uso de Animais Laboratoriais.

Ratos Wistar, fémeas nuliparas (n=10) e machos (n=5) provenientes do
Biotério da UFPA, foram mantidos em caixas plasticas (39x32x16), sob condi¢des
padronizadas de temperatura, exaustdo, ciclo de luz claro/escuro de 12 horas, agua
e comida ad libitum.

Machos e fémeas foram colocados em casais para copular no periodo da
manha, em caixas isoladas, sem serragem, protegidas internamente por uma grade,
para proteger os animais do contato das fezes/urina e facilitar a localizagdo dos
tampdes vaginais liberados pelas fémeas apds a cépula, sendo que a presenca do
tampdo vaginal indica possivel prenhez. As fémeas prenhas foram isoladas em
caixas devidamente identificadas com a possivel data de nascimento da prole.

De acordo com o protocolo de Klausz et al. (2011), no primeiro dia de prenhez
(GD1), as fémeas receberam uma vez ao dia, por via subcutanea, morfina (10
mg/kg), sendo o tratamento continuado até o ultimo dia da amamentacdo (PD21). Os
animais controle receberam solucéo salina (0,9%) também por via subcutanea.

No primeiro dia poés-natal (PD1), todos os recém-natos foram retirados
individualmente de suas caixas e pesados em uma balanca previamente forrada
com toalhas de papel, para favorecer uma condicdo de conforto. Foram utilizadas
luvas para evitar o contato direto das mdos com o0s animais, reduzindo assim, a
possibilidade de rejeicdo das proles por parte das méaes. As proles foram mantidas
junto as mées até o 21° dia pés-natal (PD21), sendo realizado o desmame e apés 30
dias a sexagem (separacdo por sexo), para evitar o cruzamento entre machos e
fémeas da mesma ninhada.

ApOs este periodo, os animais foram mantidos em gaiolas plasticas
(39x32x16), com forracdo de serragem, sob condicbes padronizadas de
temperatura, exaustdo, ciclo de luz claro/escuro de 12 horas, agua e comida ad
libitum até completarem 2 meses e meio, idade na qual foram conduzidos os

experimentos.
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Para este estudo os animais foram divididos em dois grupos de tratamento

(tabela 2) e dois grupos experimentais (tabela 3):

Tabela 2: Grupos de tratamento, descricdo e quantidade de animais por grupo.

GRUPO DESCRICAO NUMERO
Controle - fémeas tratadas com solucéo salina (0,9%), via
01 subcutanea, durante os 21 dias de gravidez e por mais 21 5
dias de amamentacéo;
Morfina — fémeas tratadas com morfina (10 mg/kg/dia), via
02 subcutanea, durante os 21 dias de gravidez e por mais 21 5
dias de amamentacéao;
Tabela 3: Grupos experimentais, descri¢céo e quantidade de animais por grupo.
GRUPO DESCRICAO NUMERO
Controle — prole (machos) exposta a solucdo salina (0,9%,
01 via subcutanea, durante os 21 dias de gravidez e por mais 21 8-10
dias de amamentacéao;
Controle — prole (fémeas) exposta a solucao salina (0,9%, via
02 subcutanea, durante os 21 dias de gravidez e por mais 21 8-10
dias de amamentacéao;
03 Morfina — prole (machos) exposta a morfina (10 mg/kg/dia), 8-10
via subcutanea, durante os 21 dias de gravidez e por mais 21
dias de amamentacéao;
04 Morfina — prole (fémeas) exposta a morfina (10 mg/kg/dia), 8-10

via subcutanea, durante os 21 dias de gravidez e por mais 21

dias de amamentacéao;
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3.2. Ensaios Comportamentais

Os ensaios comportamentais foram realizados com as proles adultas aos 2
meses e meio de idade, 8-10 animais por grupo. Todos os experimentos foram
conduzidos entre 8:00 e 14:00 horas, com o0 objetivo de evitar as variacdes
circadianas, evitando interferéncias nos resultados experimentais. Nas salas onde
ocorreram 0S ensaios comportamentais foram utilizadas lampadas fluorescentes
para iluminacdo e minimizacdo de ruido e o0s animais foram previamente
aclimatados e habituados ao ambiente do teste por um periodo minimo de uma hora.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia da
Inflamacéo e do Comportamento (LAFICO), da Faculdade de Farmacia, do Instituto

de Ciéncias da Saude, da UFPa.

3.2.1 TESTE DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

A avaliacdo de roedores em uma arena ou campo aberto é um procedimento
muito utilizado com a finalidade de se observar a atividade exploratéria de animais
de pequeno porte, o que permite uma avaliagdo da atividade estimulante ou
depressora de um dado composto, bem como avaliar efeitos de drogas, de lesées,
estimulacdo elétrica do SNC, habituacdo, aprendizagem e atividade locomotora,
podendo ainda indicar atividades mais especificas como a ansiedade (AGUIAR,
1995; LAPA et al. 2003).

A tendéncia natural do animal em um ambiente considerado “novo” € a de
exploragéo, apesar do conflito com o medo por estar em um ambiente diferente do
habitual. O animal, portanto, pode apresentar uma resposta aversiva, caracteristica
de congelamento (freezing), que é um comportamento inerente do animal, que
muitas vezes o utiliza como forma de diminuigdo das detecg¢des visuais e auditivas
por parte dos predadores, aléem de miccdo e defecacdo, como sinais de medo
(MONTGOMERY, 1995).
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Os parametros que podem ser analisados neste teste, segundo Montgomery
(1995), sdo: o numero de cruzamentos, com as quatro patas, entre as divisdes do
campo, 0S quais representam a movimentacdo espontanea dos animais; o numero
de cruzamentos na periferia, indicando a atividade exploratéria; o tempo de
permanéncia no centro, referente a atividade ansiolitica ou sedativa;
comportamentos de auto-limpeza (grooming), de levantar (rearing), e sua defecacéo
como indices de emocionalidade; e imobilidade, tempo em que permanece parado,
como indicativo de sedac&o ou medo.

O comportamento de autolimpeza é uma importante atividade dos ratos. Eles
limpam suas orelhas e patas como forma de regular a temperatura corporal com
saliva. Quando o rato recebe estimulos que podem gerar algum nivel de estresse,
realiza o “grooming” por este também ter um efeito calmante sobre o animal
(ALMEIDA, 2006).

O equipamento consistiu em uma arena de madeira (100x100x40cm), pintada
com material ndo permeavel, em que o chao foi dividido em 25 quadrantes iguais de
20x20 cm (Figura 6).

=

Figura 6: Figura do campo aberto.

Os animais foram colocados individualmente no quadrante central do
campo aberto, sendo entdo permitido o livre deslocamento dentro do aparato por 5

minutos (300 segundos), tempo no qual foi contabilizada a locomocgéo total de cada
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animal, mensurada a partir da contagem do numero de quadrantes cruzados pelo
animal com as quatro patas. Também foi avaliado o percentual da locomogé&o central
em relacdo a locomocdo total, como parametro de ansiedade dos animais
submetidos ao teste, tempo de “groomming” e numero de levantamentos (Adaptado
de WALSH; CUMMINS, 1976; PANDOLFO et al. 2007). N&o foi considerada
locomocédo quando o animal colocou uma, duas ou trés patas em um dos
guadrantes, com retorno ao quadrante original. Apds este teste, os animais foram

submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado.

3.2.2 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

O labirinto em cruz elevado (LCE) € provavelmente o teste animal mais
utilizado para avaliacdo e estudo da ansiedade em ratos, sendo validado do ponto
de vista farmacolégico, bioquimico e comportamental (PELLOW et al. 1985; ZHANG,
2004).

Consiste em um equipamento em madeira, ilustrado na figura 7, na forma de
cruz, elevado 50 cm do chao, com dois bracos fechados (50x10x40 cm) e dois
abertos (50x10 cm), opostos entre si (HANDLEY; MITHANI, 1984). Uma protecao de
madeira de 1 cm de altura circunda os bragos abertos, objetivando impedir a queda

dos animais do aparato.

Figura 7: Figura do labirinto em cruz elevado.
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O animal quando colocado no aparelho, explora ambos os bracos, abertos e
fechados, porém tende a permanecer com maior frequéncia nos bracos fechados,
devido & aversdo natural do animal pelos bracos abertos (MORATO; BRANDAO,
1997). De acordo com Treit et al. (1993), o maior fator de contribuicdo para a
‘reacdo de medo” do animal € a falta das paredes altas nos bragos abertos, que
impedem a tigmotaxia (tendéncia de o animal permanecer com 0 corpo proximo a
superficies verticais). Dessa forma, 0os animais entram menos e permanecem por
menos tempo nos bracos abertos, podendo assim ser avaliado o nivel de ansiedade,
ou seja, 0 numero de entradas e o tempo gasto nos bragcos abertos sdo usados
como indicadores inversamente relacionados a ansiedade (PELLOW et al. 1985;
HOGG, 1996).

A avaliacgio de outras medidas comportamentais aumentam
consideravelmente a sensibilidade do teste como numero de imersdes de cabeca
(head-dipping) e levantar (rearing), os quais avaliam a atividade exploratéria; as
posturas de estiramento (strech-attend), indicativas de atividade ansiolitica.
Observa-se também o tempo de permanéncia na plataforma central, o qual se
correlaciona com uma tomada de decisé@o; e o numero de bolos fecais, indicativos de
emocionalidade (RODGERS, 1993; LAPA et al. 2003). De acordo com Graeff e
Guimarées (1999), o rato exibe uma estratégia de defesa denominada avaliagdo de
risco (AR), caracterizada pela exploracdo cautelosa, na qual o animal estira o dorso,
porém permanece com O ventre rente ao solo. Este comportamento pode ser
afetado por medicamentos ansioliticos.

Para a andlise do efeito ansiolitico ou ansiogénico, cada rato foi posicionado
no centro do LCE, com a face voltada para um dos bracos fechados e permitido a
exploracdo do equipamento por 5 minutos. De acordo com o protocolo de Pellow et
al. (1985), foram avaliados o percentual de entradas nos bracos abertos (%EBA);
percentual de tempo nos bragcos abertos (%TBA), como medida avaliativa de
ansiedade; e entradas nos bracos fechados (EBF), para avaliar a atividade
locomotora dos animais. ApoOs este teste, os animais foram submetidos ao modelo

do nado forgado.
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3.2.3 TESTE DO NADO FORCADO

Desenvolvido por Porsolt et al. (1977), o nado forcado € considerado o
modelo mais amplamente utilizado para avaliar depressédo, devido a sua facilidade
de uso, confiabilidade através de laboratorios e capacidade de detectar um amplo
espectro de drogas antidepressivas (CRYAN et al. 2002).

Conhecido como o modelo do “desespero comportamental”’, neste teste os
animais sao forcados a nadar em um recipiente com agua de onde é impossivel
escapar. Quando expostos a esta situacdo, a reacao natural do animal é tentar fugir
realizando intensa atividade fisica. Contudo, apds inUmeras tentativas de escape o
rato torna-se imoével, produzindo movimentos suficientes apenas para manter a
cabeca acima da superficie da dgua. Esse periodo de imobilidade é acompanhado
de hipotermia e se prolonga por meia hora apds o teste, podendo representar apatia,
na suposicdo de que os animais tenham desistido de tentar escapar, 0 que
caracteriza o estado do tipo depressivo (PORSOLT et al. 1978; CRYAN et al. 2002;
ALMEIDA, 2006).

O modelo do nado forcado acompanha alteracées de neurotransmissores,
gue por sua vez, podem auxiliar na elucidacao da etiologia da depresséo, bem como
contribuir para o desenvolvimento de novos farmacos (GOMEZ, 2003).

O procedimento adotado consistiu em colocar os animais em um cilindro
Plexiglass (30 cm de diametro e 50 cm de altura), observado na figura 8, contendo
40 centimetros de volume de agua a uma temperatura de 23 + 1 ° C por 5 min.

Figura 8: Figura do nado forcado.
Fonte: INEC/USP
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Os ratos geralmente exibem quatro tipos de comportamentos em um tempo
de 5 minutos: fuga, que geralmente é observada nos primeiros dois minutos, sendo
que, esta foi considerada habituacdo ao teste. Nos trés ultimos podem ser

contabilizados os seguintes parametros (figura 9):

a) permanecer flutuando, mantendo somente 0s movimentos minimos

necessarios para manter a cabeca fora da agua (imobilidade continua);
b) circulacdo em todo o cilindro, nadando de um quadrante para o outro (nado);

c) escalada, movimentos ascendentes ao longo dos lados do cilindro (climbing).

Imobilidade Nado Escalada

30 cm

Figura 9: ParAmetros analisados no teste do nado for¢cado: a) Imobilidade, b) Nado e c) Escalada.
Fonte: Adaptado de CRYAN et al. 2002.

A reducdo do tempo do nado ou da subida, e o aumento do tempo da
imobilidade foram definidos como indicativos de comportamentos relacionados a
depresséao (KIRBY; LUCKI, 1998; CRYAN et al. 2002).



45

3.2.4 TESTE DO ROTA-ROD

O teste do rota-rod, descrito por Dunham e Miya (1957), avalia coordenacao
motora e equilibrio em roedores, sendo considerado o teste com maior sensibilidade
para este tipo de andlise. O rota-rod, ilustrado na figura 10, € um equipamento de
aluminio que apresenta um eixo giratério de 8 cm de diametro, instalado
transversalmente a aproximadamente 20 cm do chdo, e mantido em rotacdo por
meio de um motor. A caixa dividida em 4 baias, de aproximadamente 10 cm de
largura, possui a capacidade de aumentar as rotagfes do eixo, além de permitir a
analise de 4 animais simultaneamente.

Os animais foram treinados a manterem-se sobre o eixo giratorio do
equipamento por um periodo de 180 segundos a quinze rotagdes por minuto, sendo
que cada vez que ocorria queda do animal, este era reposicionado no cilindro até o
término do tempo. Para permanecer sobre o cilindro giratorio, o animal necessitava
se locomover, sendo assim, apds o treino os animais foram submetidos ao teste, no
qual foi cronometrado o tempo de permanéncia do animal sobre a barra de rolagem
do rota-rod em trés etapas de trés minutos cada, com intervalo de 60 segundos
entre cada exposicao, além da contabilizacdo do nimero de quedas do animal em
cada etapa, permitindo a avaliagdo da funcdo motora dos animais (SHARMA et al.
2009).

Figura 10: Figura do rota-rod.
Fonte: Insight®.



46

3.3 Andlise Estatistica

A analise estatistica dos ensaios comportamentais foi realizada através da
Andlise de Variancia (ANOVA) de uma via e teste de Tukey para comparacdes post
hoc para avaliar as significancias estatisticas das diferencas meédias. Para a analise
estatistica da pesagem das proles, foi utilizado o teste t de student. Os dados de
cada grupo experimental foram expressos como a média + erro padrdo da média
(e.p.m) de 8-10 animais por grupo. A probabilidade aceita como indicativa da
existéncia de diferencas significantes foi de p<0,05. A construcéo grafica e a andlise

estatistica foram realizadas no programa GraphPad Prism 5.0.



47

IV RESULTADOS
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4.1 Avaliagcédo do ganho de massa corporal

A primeira pesagem da prole ocorreu no dia do nascimento (D1) e a cada 5
dias do periodo de amamentacédo (D5, D10, D15, D20), e apds o desmame (D30 e
D60). Os resultados ilustrados na figura 11 evidenciam que 0s animais expostos a
morfina durante o periodo da gravidez e amamentacdo ndo acompanharam a faixa
de ganho de peso corpéreo, quando comparados ao grupo controle (p<0,001), em
quase todos os periodos avaliados, mesmo apdés o desmame, sendo que apenas
aos 60 dias de vida da prole, esta ndo apresentou diferenca significativa em relacao

ao seu peso comparado ao grupo que néo foi exposto ao farmaco.
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Figura 11 - Efeitos do tratamento com morfina sobre o peso da prole exposta durante o periodo
gestacional e amamentacédo no 1° (D1), 5° (D5), 10° (D10), 15° (D15), 20° (D20), 30° (D30) e 60°
(D60) dias p6s-natais. Os grupos considerados foram controle salino (C-1 mL/kg/dia) e morfina (M-
10mg/kg/dia). Os resultados foram expressos como a média + e.p.m. de 8-10 animais por grupo. *p <
0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. Teste t de student.
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4.2 Avaliagdo comportamental

4.2.1 ATIVIDADE EXPLORATORIA NO CAMPO ABERTO

No teste do campo aberto, foi analisada a locomocéo total, representada pelo
namero total de quadrantes cruzados dos ratos como medida avaliativa da atividade
locomotora espontanea dos animais. A partir da figura 12A, foi possivel observar que
a exposicao intrauterina a morfina promoveu aumento significativo da locomocao
das fémeas (MF) (p<0,05), porém nao interferiu na deambulacdo dos machos (MM),
indicando maior sensibilidade do sexo feminino para comportamentos relacionados a
hiperlocomoc¢édo. Ndo houve diferenca entre os grupos controle (CM e CF), nao
indicando alterac6es comportamentais relacionadas ao sexo para este parametro.

A figura 12B apresenta resultados do percentual de locomocdo nos
guadrantes centrais como parametro avaliativo de ansiedade do animal. A partir da
andlise, é possivel inferir que proles expostas a morfina durante o periodo
gestacional e amamentacdo (MM e MF) apresentaram reducéo significativa do
tempo de exploragdo dos quadrantes centrais (p<0,0001), indicando possivel efeito
do tipo ansiogénico, quando comparados aos seus respectivos grupos controles (CM
e CF).
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Figura 12 — Efeitos no teste do campo aberto da prole de ratas expostas a morfina no periodo
intrauterino e lactacdo. A) Efeitos do tratamento com morfina sobre a locomocéao espontanea da prole
exposta durante o periodo gestacional e amamentacao; B) Efeitos do tratamento com morfina sobre a
locomocéo central da prole exposta durante o periodo gestacional e amamentacdo. Os grupos
considerados foram controle salino macho (CM-1 mL/kg/dia), controle salina fémea (CF-1 mL/kg/dia),
morfina macho (MM-10mg/kg/dia), morfina fémea (MF-10mg/kg/dia). Os resultados foram expressos
como a média * e.p.m. de 8-10 animais por grupo do nimero total de cruzamentos no teste do campo
aberto, durante 5 min. *p < 0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle macho ou fémea,
e #p < 0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo morfina macho ou fémea. ANOVA de uma via

seguida do Teste de Turkey.
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A figura 13A demonstra o comportamento de autolimpeza, conhecido como
“‘grooming”, importante atividade dos ratos a qual pode ser relacionada ao nivel de
estresse e perturbacdo do animal. Os resultados indicam que nao houve alteracéo
significativa em relagdo ao tempo de “grooming” dos animais expostos a morfina
intrauterina e durante a lactacdo (MM e MF), quando comparados aos seus
respectivos controles (CM e CF).

Na figura 13B, o numero de levantamento (“rearing”), comportamento nato
utilizado para avaliar e explorar o ambiente desconhecido, também foi considerado
pardmetro de andlise do estudo comportamental. Os resultados observados
demonstram que ndo houve diferenca significativa entre as proles expostas a
morfina durante a gravidez e lactacdo (MM e MF), quando comparados aos

controles CM e CF.
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Figura 13 - Efeitos no teste do campo aberto da prole de ratas expostas a morfina no periodo
intrauterino e lactacdo. A) Efeitos do tratamento com morfina sobre o tempo de autolimpeza; B)
Efeitos do tratamento com morfina sobre o nimero de levantamentos. Os grupos considerados foram
controle salino macho (CM-1 mL/kg/dia), controle salina fémea (CF-1 mL/kg/dia), morfina macho (MM-
10mg/kg/dia), morfina fémea (MF-10mg/kg/dia). Os resultados foram expressos como a média +
e.p.m. de 8-10 animais por grupo durante 5 min. ANOVA de uma via seguida do Teste de Turkey.
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4.2.2 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

No teste do LCE, foi possivel observar, a partir da figura 14A, uma reducao
significativa do percentual de tempo nos bragos abertos de machos (MM) e fémeas
(MF), (p<0,05), quando comparados aos seus respectivos grupos controles (CM e
CF), indicando que a exposicédo intrauterina e pos-natal durante a lactacdo promove
alteracdo comportamental do tipo ansiogénica na prole.

Porém, a figura 14B demonstra reducéo significativa do percentual de entrada
nos bracos abertos (p<0,05) dos machos expostos a morfina (MM) durante o periodo
gestacional e amamentacao, quando comparado ao controle salino (CM), indicando
possivel efeito do tipo ansiogénico, também observado no modelo do campo aberto.
As fémeas (MF), expostas as mesmas condicbes ndo apresentaram alteracédo
significativa do parametro analisado, podendo estar relacionado a hiperatividade das
fémeas observada no campo aberto.

Na figura 14C é possivel observar que o n° de entradas nos bracos fechados
(EBF) néo foi alterado pela exposicdo a morfina durante o periodo gestacional e
amamentacao, indicando que possivelmente estes animais ndo apresentavam nivel
de sedacdo, o qual pudesse inibir o comportamento motor dos animais, que

permaneceram deambulando nos bracos fechados.
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Figura 14 — Efeitos no teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) da prole de ratas expostas a morfina
no periodo intrauterino e lactagcdo. A) Efeitos do tratamento com morfina sobre o percentual de tempo
nos bragos abertos; B) Efeitos do tratamento com morfina sobre o percentual de entrada nos bragos
abertos; C) Efeitos do tratamento com morfina sobre o nimero de entrada nos bracos. Os grupos
considerados foram controle salino macho (CM-1 mL/kg/dia), controle salino fémea (CF-1 mL/kg/dia),
morfina macho (MM-10mg/kg/dia), morfina fémea (MF-10mg/kg/dia). Os resultados estdo expressos
como a média £ e.p.m de 8-10 animais por grupo. *p < 0,05 diferenca significativa em relagcao ao
grupo controle macho ou fémea, e #p < 0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo morfina
macho ou fémea. ANOVA de uma via seguida do Teste de Turkey.
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4.2.3 NADO FORCADO

No modelo do nado forcado, foi verificado, a partir da analise da figura 15A, o
tempo de imobilidade dos animais, periodo em que o rato mantém apenas 0S
movimentos necessarios para manter a cabecga para fora d’agua. Neste parametro,
0s machos e fémeas expostos a morfina durante a gravidez e lactagdo (MM e MF)
apresentaram aumento significativo do tempo de imobilidade, (p<0,05), quando
comparados aos seus respectivos controles salinos (CM e CF), indicando possivel

comportamento do tipo depressivo.
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Figura 15 — Efeitos no teste do nado forcado da prole de ratas expostas a morfina no periodo
intrauterino e lactacdo. A) Efeitos do tratamento com morfina sobre o tempo de imobilidade no nado
forcado da prole exposta durante o periodo gestacional e amamentacéo; B) Efeitos do tratamento
com morfina sobre o tempo de escalada no nado forcado da prole exposta durante o periodo
gestacional e amamentacao. Os grupos considerados foram controle salino macho (CM-1 mL/kg/dia),
controle salino fémea (CF-1 mL/kg/dia), morfina macho (MM-10mg/kg/dia), morfina fémea (MF-
10mg/kg/dia). Os resultados estdo expressos como a média + e.p.m de 8-10 animais por grupo. *p <
0,05 diferenga significativa em relagdo ao grupo controle macho ou fémea, e #p < 0,05 diferenca
significativa em relacdo ao grupo morfina macho ou fémea. ANOVA de uma via seguida do Teste de
Turkey.
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Na figura 15B, os resultados do tempo de escalada no modelo do nado
forgado permitem inferir que ndo houve comprometimento motor dos animais devido
a exposicao a morfina durante o periodo gestacional e amamentacdo, uma vez que
o tempo de escalada néo foi alterado tanto no grupo dos machos (MM), quanto no
grupo das fémeas (MF), quando comparados aos grupos controle (CM e CF),
respectivamente. Houve diferenca apenas entre os grupos experimentais (MM e
MF), indicando diferencas comportamentais relacionadas ao sexo para este

parametro.

4.2.4 ROTA-ROD

No teste do rota-rod, as proles foram expostas quatro vezes ao cilindro
giratério, com um intervalo de 60 segundos entre cada exposicdo. Na primeira
exposicao, os animais foram adaptados ao aparato desenvolvendo a aprendizagem
motora, nas exposi¢cdes seguintes foram avaliados a coordenacdo motora e o
equilibrio destes animais, a partir do tempo para a primeira queda em cada etapa
(adaptado de SHARMA et al. 2009).

A partir da analise da figura 16A, é possivel observar que o tempo de queda
na primeira etapa, apés a adaptacédo, foi semelhante entre as proles expostas a
morfina durante o periodo pré-natal e lactacdo (MF e MM) e seus respectivos
controles (CF e CM). Resultados semelhantes sado observados na figura 16B e 16C,
as quais correspondem respectivamente, ao tempo de queda na segunda etapa, e
ao tempo de queda na terceira etapa.

Estes resultados indicam que a exposi¢cdo a morfina durante o periodo de
gravidez e lactacdo nao promove alteracbes na coordenacdo motora e equilibrio

destes animais.
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Figura 16 — Efeitos no teste do rota-rod da prole de ratas expostas a morfina no periodo intrauterino e
lactacdo. A) Efeitos do tratamento com morfina sobre o tempo de queda na primeira etapa do rota-
rod, da prole exposta durante o periodo gestacional e amamentacdo; B) Efeitos do tratamento com
morfina sobre o tempo de queda na segunda etapa do rota-rod, da prole exposta durante o periodo
gestacional e amamentacdo; C) Efeitos do tratamento com morfina sobre o tempo de queda na
terceira etapa do rota-rod, da prole exposta durante o periodo gestacional e amamentagdo. Os
grupos considerados foram controle salino macho (CM-1 mL/kg/dia), controle salino fémea (CF-1
mL/kg/dia), morfina macho (MM-10mg/kg/dia), morfina fémea (MF-10mg/kg/dia). Os resultados estéo
expressos como a média + e.p.m de 8-10 animais por grupo. *p < 0,05 diferenga significativa em
relacdo ao grupo controle macho ou fémea, e #p < 0,05 diferenca significativa em relagdo ao grupo
morfina macho ou fémea. ANOVA de uma via seguida do Teste de Turkey.
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Neste estudo, foram investigadas as alteragcbes neurocomportamentais em
proles expostas a morfina durante o periodo intrauterino e pdés-natal (lactacdo),
sendo avaliados comportamentos relacionados a ansiedade e depressao e prejuizos
motores desses animais, bem como alteracbes no ganho de peso apdés o
nascimento até os dois meses de idade.

A exposicao a morfina durante o periodo de gravidez e amamentacgéo na dose
de 10 mg/kg/dia promoveu alteracbes nos pesos corporeos dos animais, indicando
gue a prole exposta ao tratamento ndo conseguiu acompanhar o ganho de peso do
grupo controle mesmo apds o desmame. Aos dois meses de idade os animais nao
apresentaram diferenca significativa em relagdo ao peso corporeo quando
comparados ao grupo controle. Os resultados observados ja foram previamente
relatados em estudos de Timar et al. (2010) e Klausz et al. (2011).

As altera¢des no ganho de peso dos animais estdo associadas aos problemas
fisicos, mentais e psicolégicos proporcionados pela adicdo a drogas, tanto nas maes
quanto em seus filhotes. O uso abusivo de substancias psicotropicas, em geral,
afeta o desenvolvimento saudavel da gravidez, alterando os habitos alimentares da
mae, bem como aumenta os riscos de anemia, hipertensdo e hepatites. A falta de
oxigénio apropriado e fornecimento de nutrientes, devido as alteragdes na placenta
ocasionada pela vasoconstricdo sanguinea, podem prejudicar o crescimento do feto,
repercutindo em efeitos negativos sobre o recém-nascido. O abuso de drogas
também aumenta os riscos de parto prematuro, baixo peso ao nascer e deficiéncia
de crescimento pos-natal (SUSSER, 1993; FAJEMIROKUN-ODUDEY!I et al. 2005;
MINNES et al. 2011; UNGER et al. 2012, SLAMBEROVA, 2012).

A exposicdo a morfina durante a gravidez pode ocorrer tanto via placentaria
guanto apds o nascimento através do leite materno. Poucos minutos apos o0 uso pela
mae, a morfina aparece no sangue do feto ou recém-nascido e apés uma hora, os
niveis da droga ultrapassam a concentracdo observada nas maes, devido a
capacidade limitada de degradacdo do figado de recém-natos. Durante o primeiro
més de vida, os filhotes apresentam atividade hepética ainda reduzida, além de
serem amamentados até o 21° dia ap0s o nascimento. Desta forma, os efeitos da
exposicao a morfina tornam-se menos pronunciados somente apds este periodo, o
que pode justificar a auséncia de diferengas significativas em relacdo ao peso
corpéreo aos dois meses de idade dos filhotes quando comparados ao grupo
controle (OBERLANDER et al. 2000; KARCH, 2002; SLAMBEROVA, 2012).



59

A partir da anéalise comportamental, utilizando o modelo do campo aberto, foi
possivel observar que os machos expostos a morfina durante a gravidez e lactacédo
nao apresentaram alteracbfes na locomocdo espontanea, diferindo do grupo das
fémeas expostas ao mesmo tratamento, que aumentaram significativamente a
deambulacdo no aparato, quando comparadas as fémeas do grupo controle e aos
machos expostos a intoxicacao. Os resultados sugerem que a exposicao intrauterina
a morfina promove hiperlocomocao nas fémeas.

No labirinto em cruz elevado, modelo experimental especifico para a analise e
determinacdo de efeito ansiolitico de drogas, a diminuicdo na propor¢cdo das
entradas e do tempo de exploracdo dos bragos abertos evidencia aumento do
comportamento do tipo ansiogénico dos animais (PELLOW et al. 1985). Os
resultados deste trabalho indicam que os machos e fémeas expostos a morfina
intrauterina e poOs-natal (lactacdo) apresentaram reducdo em pelo menos um
parametro avaliado no teste. Os machos alteraram tanto o percentual de entradas
como no tempo despendido nos bracos abertos, indicando aumento do componente
ansiogénico decorrente da exposicdo. As fémeas expostas a morfina durante o
periodo pré-natal e lactacdo reduziram o tempo de exploracdo dos bracos abertos,
porém ndo houve diferenca significativa do percentual de entradas nos bracos
abertos neste grupo, quando comparados ao grupo controle, o que demonstra
possivel atividade do tipo ansiogénica.

Drogas ansioliticas aumentam a exploragdo dos bracos abertos sem
promoverem alteracdo na atividade locomotora dos animais (LISTER, 1987;
CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). De acordo com Graeff et al. (1993), as drogas
ansioliticas que atuam sobre o sistema serotoninérgico ndo apresentam efeito
ansiolitico no LCE, podendo apresentar até mesmo efeito ansiogénico.

O tratamento cronico com morfina induz a um estado de estresse cronico nas
maes, causando hiperatividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), que por
sua vez pode reprogramar o desenvolvimento do referido eixo na prole. A ativagcao
aumentada da HPA promove aumento da secre¢do do horménio
adrenocorticotropico (ACTH) pela pituitaria, o qual estimula a secrecdo de
glicocorticoides, conhecidos como horménios do estresse, caracterizando-se como
fatores importantes nas doencas psiquiatricas, como ansiedade e depresséo
(JURUENA et al. 2004; WEAVER et al. 2004; DOMOKOS et al., 2008; SOBOR et al.
2010; KLAUSZ et al. 2011).
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Os transtornos de ansiedade podem ser considerados como desordens de
defesa, sendo que as respostas defensivas variam de acordo com fatores
especificos do estimulo ameacador e das oportunidades comportamentais
disponiveis. Os animais também podem demonstrar sinais de medo como
congelamento, defecacdo e miccdo, além do aumento do nivel plasmatico de
cortisona, o horménio do estresse (BLANCHARD et al. 1990; DEAKIN; GRAEFF,
1991; GRAEFF; GUIMARAES, 1999).

A prole exposta a morfina intrauterina desenvolve respostas comportamentais
ao estresse as quais sao género-especificas. Os hormoénios sexuais organizam a
circuitaria neuronal envolvida em fun¢gBes neuroendocrinas e comportamentais,
sendo responsaveis pelas diferencas existentes entre os géneros, como tamanho de
certas areas cerebrais, conexfes sinapticas, concentracdes e atividade de
neurotransmissores. O desenvolvimento de neurbnios dopaminérgicos e
noradrenérgicos diferem morfolégica e funcionalmente na auséncia de esterdides
sexuais, sendo que nos machos ocorre aumento da atividade noradrenérgica no
nacleo paraventricular do hipotalamo (PVN) e locus coeruleus (LC), ambos
envolvidos a estruturas limbicas e relacionados ao comportamento afetivo, sendo a
PVN reguladora central do eixo HPA; enquanto que nas fémeas, ocorre reducao de
norepinefrina em todas essas é&reas relacionadas ao estresse. Tais alteracdes
sexuais no desenvolvimento do cérebro poderiam explicar algumas das diferencas
no comportamento de machos e fémeas tanto em condi¢cdes normais como em
condicbes estressantes, como no campo aberto, ambiente no qual os machos
apresentam menor tempo de deambulacdo e maiores indices de defecacao,
enquanto que as fémeas, por demonstrarem menor sensibilidade a estimulos
externos, comparadas aos machos apresentam locomocdo aumentada (BEYER;
FEDER, 1987; VATHY; KATAY, 1992; VATHY et al. 1994; VATHY, 2002;
WEINSTOCK, 2007).

As alteracdes produzidas pela exposicdo crénica a morfina intrauterina néo se
restringem a um Unico local do cérebro ou a um Unico neurotransmissor ou
neuromodulador, em vez disso, ha amplas mudancas, sendo que no sistema
opibdide, estas alteragcbes também sao influenciadas pelo género. O excesso de
opidides tais como a morfina durante a gestacdo, podem modificar a expressao ou
acdo de fatores troficos os quais controlam o seu crescimento. Em ratos machos,

observa-se uma diminuicdo da producdo de pro-encefalinas na area pré-optica
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medial (MPOA), localizada na regido anterior do hipotdlamo. A presenca de
estrogénio aumenta a quantidade de pré-encefalinas em vérias regiées do cérebro,
indicando que as fémeas apresentam fisiologicamente maiores quantidades destes
opibdides enddgenos. Porém, quando h&a exposicdo intrauterina a morfina, ocorre um
blogueio na inducdo da producdo de pré-encefalinas no nucleo ventromedial do
hipotalamo (VMH), reduzindo a quantidade de opidides enddgenos nesta regido, ndo
afetando outras areas (VATHY et al. 1995; HNATCZUK; VATHY, 1997; VATHY,
2002; SCHINDLER et al. 2004).

Estes achados poderiam justificar o comportamento do tipo ansiogénico
evidenciado tanto em machos quanto nas fémeas no LCE, além das alteracdes
locomotoras observadas neste estudo, sendo que o aumento da locomocéao total das
fémeas no campo aberto pode estar relacionado ao percentual de entradas nos
bracos abertos do LCE, indicando que as fémeas nao alteraram este parametro
devido a possivel hiperlocomocao, observada no modelo experimental anterior,
apesar de terem reduzido o tempo de exploracédo dos bracos abertos, parametro que
indica o0 comportamento do tipo ansiogénico no sexo feminino.

No modelo do nado for¢cado, a exposicdo a morfina durante a gravidez e
lactagdo promoveu aumento significativo do tempo de imobilidade dos machos e
fémeas quando comparados aos seus respectivos grupos controle. De acordo com
Porsolt et al. (1978), Kirby e Lucki (1998) e Cryan et al. (2002), o aumento no tempo
de imobilidade é indicativo de comportamentos relacionados a depressdo. Os
resultados dos estudos de Klausz et al. (2011), indicam que a exposi¢cdo a morfina
promove aumento do comportamento do tipo depressivo na prole, porém héa
contradicdo com relacdo aos niveis de corticosterdides, 0s quais apresentam-se
reduzidos na prole e sdo importantes hormonios associados a depressao.

A depressao esté relacionada a reducéo da atividade de opidides enddgenos,
devido a elevada quantidade de receptores localizados no sistema limbico e
hipotalamo os quais interagem com os sistemas noradrenérgico e dopaminérgico. A
exposicdo a morfina induz a reducdo da producédo destes receptores enddgenos,
contribuindo também para o quadro patologico da depressdo. O transtorno
depressivo maior tem sido associado a niveis mais elevados do hormonio liberador
de corticotrofina (CRF) no liquido cefalorraquidiano, sendo elevado também em
pacientes com perturbagdo de estresse pos-trauméatico (PTSD) (PICKAR et al. 2004;
KLAUSZ et al. 2011; VAN'T VEER; CARLEZON JR, 2013).
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Desordens emocionais decorrentes de tensdes no ambiente familiar ou local
de trabalho durante a gravidez tém sido relacionadas a um aumento da incidéncia de
distirbios comportamentais em criancas, incluindo reducéo da atividade intelectual e
desenvolvimento da linguagem, bem como autismo, déficit de atencao,
esquizofrenia, ansiedade e depressao (WOOLLEY, et al. 1997; BEVERSDORF, et
al. 2005). Estudos de Burton et al. (2006) indicam que altos niveis plasméticos de
ACTH e cortisol no plasma, observados durante o periodo de 20 a 30 semanas de
gestacdo foram associados com nascimentos prematuros e baixo peso ao nascer,
0s quais podem desencadear problemas relacionados a disfuncdo cognitiva e
déficits de atencdo (INDER, et al. 2001; WEINSTOCK, 2007).

Outrossim, a prole exposta € propensa a desenvolver transtornos
psiquiatricos acompanhados de problemas adaptativos ao longo da vida, devido
também a um atraso ou diminuicdo do comportamento materno, que prejudica o
cuidado com a prole (GRIMM; BRIDGES, 1983; SLAMBEROVA et al. 2001; YIM et
al. 2006; SOBOR et al. 2010). Ap6s o parto, as fémeas se preocupam com a
sobrevivéncia de seus filhotes, sendo outros comportamentos inibidos, porém, a
exposicdo a morfina induz aumento do comportamento exploratério em detrimento
aos cuidados maternos, sendo que as maes gastam mais tempo explorando o
ambiente ou cacando do que cuidando da prole (SUKIKARA et al. 2007).

No abuso das drogas, muitas médes negligenciam seus neonatos como
consequéncia da procura pelo consumo da droga, evitando assim 0s sintomas da
sindrome de abstinéncia. Isto pode ocorrer devido a um aumento da regulagcéo (up-
regulation) de receptores opidides em areas cerebrais relacionadas ao
comportamento materno (MIRANDA-PAIVA et al. 2001; SOBOR et al. 2010).

Desta forma, estudos demonstram que a exposicdo a morfina intrauterina
interfere no desenvolvimento cognitivo, causando dificuldades de aprendizagem,
desatencdo, problemas comportamentais e hiperatividade em criancas na fase
escolar (ORNOY, 2003; HUNT et al. 2008). Slamberova et al. (2001) associa a
exposicdo pré-natal a morfina a efeitos duradouros sobre o aprendizado, memoria e
respostas ao stress de ratos adultos. Tais observacdes nos levam a crer que, neste
estudo, a exposicdo a morfina durante a gravidez e lactacdo ocasionou alteracdes

comportamentais nas proles de ratas com repercussoes para a vida adulta.
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Os resultados obtidos demonstram que:

e A exposicdo a morfina durante a gravidez e o periodo de amamentacéao
interferiu no desenvolvimento da prole, promovendo redugéo no ganho

de peso dos animais apds o0 nascimento e inclusive ap6s o desmame;

e As fémeas apresentaram aumento da locomocdo espontanea,
sugerindo possivel hiperlocomoc¢éo no sexo feminino apds exposicao a

morfina durante a gravidez e lactacao.

e Na investigacdo de alteracbes comportamentais relacionadas a
ansiedade, foi observado que a exposi¢cao a morfina durante a gravidez
e lactacdo promoveu comportamento do tipo ansiogénico independente
do sexo;

e A prole apresentou comportamento do tipo depressivo, tanto em

machos quanto em fémeas.

Em conjunto, estes resultados demonstraram que a intoxicacdo com morfina
em ratos, no periodo do neurodesenvolvimento, causou prejuizos nas analises
comportamentais referentes a ansiedade e depressao, porém sem prejuizo motor.

Estudos complementares sdo necessarios para avaliar as vias de sinalizacéo
gue possam estar alteradas e que possam explicar essas respostas
comportamentais encontradas, assim como a identificacdo dos possiveis
mecanismos de ac¢ao toxicoldgicos, investigando também se h& perdas neuronais e
se fatores apoptoticos e/ou necréticos estdo presentes e que justifiguem os

resultados observados neste estudo.
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PARECER BIOO49-12

Projeto: Uso da morfina no periodo gestacional e lactacio: efeitos sobre o
desenvolvimento do sistema nervoso central, comportamento e nocicepcio

Coordenador: Professora. Dra. Cristiane do Socorro Ferraz Maia
Area Temitica: Farmécia
Vigéneia: 032011 a 0372013

Nono CEPAE-UFPA: BIO049-12

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Efica Em Pesquisa Com
Ammas de Experimentagiio da Universidade Federal do Para (CEPAE). O tema eleito para
a iInvestigaco e de alto teor cientifico justificando a utilizacio do modelo animal proposto.
Os procedmentos experimentais utilizados seguem as nomas locais e nfemacionals para
tratamento & manipulacio de ammeis de expenmentagiio. Portanto, o CEPAE, atraveés de
seu presidente, no use das atribuigbes delegadas pela portaria Mo 39882011 do Reitor da
Umiversidade Federal do Pard, resolve APROVAR a utihizacio de ammais de
experimentacio nas atividades do projeto em questiio, no periodo de vigéneia estabelecido.
As atividades expenmentais fora do periodo de vigéneia devem receber nova automzagio
deste comité.
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Prof. Dr. Walace Gomes Leal
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