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RESUMO

NOCICEPGAO EM PROLE ADULTA DE CAMUNDONGO EXPOSTA A MORFINA NO
PERIODO GESTACIONAL E LACTAGAO

O uso de morfina como droga de abuso durante a gravidez e lactagao induz a efeitos no
desenvolvimento do feto que ainda ndo estdo bem elucidados, no qual a exposicéao
perinatal a morfina demonstrou aumento da sensibilidade ao efeito de reforgco da
morfina na prole adulta. O presente estudo investigou se a exposi¢cao a morfina durante
a gravidez e lactagéo pode alterar a nocicepgdo em prole adulta descendentes de mées
tratadas com morfina. Camundongos fémeas gravidas foram expostas a morfina (10
mg/Kg/dia) por via subcutdnea durante 42 dias (21 dias de prenhez e 21 dias de
lactacdo). Ao completar 21 dias, a prole foi sexada em machos e fémeas,
posteriormente, aos 75 dias de vida, submetida aos testes do campo aberto e de
nocicepgao, pelos métodos da contor¢do abdominal induzida por acido acético, placa
quente e formalina. No teste da locomocéo total, os animais ndo apresentaram
alteragdes motoras. Nos ensaios de nocicepgao, foi observado aumento da resposta
nociceptiva de camundongos machos e fémeas do grupo morfina submetidos ao teste
da contorcdo. Os machos que foram expostos no periodo perinatal a morfina
apresentaram redugédo do limiar nociceptivo na segunda fase (fase inflamatéria) da
formalina. Na placa quente, os animais machos e fémeas apresentaram alteragao na
sensibilidade a dor, invertendo os perfis de sensibilidade dos seus controles, no qual o
grupo de machos exposto no periodo perinatal a morfina apresentou aumento da
sensibilidade ao estimulo térmico aos 120 min do teste e o grupo de fémeas exposto no
periodo perinatal a morfina apresentou redugdo da sensibilidade térmica quando
comparados aos seus controles. Estes resultados sugerem que exposi¢cao a morfina no
periodo intrauterino e lactacido afeta os limiares nociceptivos na prole na vida adulta e

que esta alteracao é depende do tipo e do tempo de exposicado ao estimulo nociceptivo.

Palavras chave: Morfina; Hiperalgesia; Nocicepcgao; Gravidez; Placa quente;
Formalina.



ABSTRACT

NOCICEPTION OFFSPRING IN MOUSE ADULT EXPOSED TO MORPHINE DURING
PREGNANCY AND LACTATION

The use of morphine as a drug of abuse during pregnancy and lactation induces effects
on the developing fetus are still not well elucidated, in which the perinatal exposure to
morphine showed increased sensitivity to morphine reinforcement effect in the adult
offspring. The present study investigated whether exposure to morphine during
pregnancy and lactation can change nociception in adult offspring offspring of mothers
treated with morphine. Pregnant female mice were exposed to morphine (10 mg / kg /
day) subcutaneously for 42 days (21 days of pregnancy to 21 days of lactation). Upon
completion 21 days, the progeny is sexed in males and females, then at 75 days of age,
subjected to the open field test and nociception by the methods of writhing induced by
acetic acid, hot plate and formalin. In the test of the total locomotion, the animals
showed no motor changes. In nociception tests, we observed increased nociceptive
response in male mice and female morphine group tested for contortion. Males who
have been exposed perinatally to morphine decreased the nociceptive threshold in the
second phase (inflammatory phase) of formalin. In the hot plate, the male and female
animals showed abnormalities in pain sensitivity, reversing the sensitivity profiles of its
controls, in which the group of males exposed perinatally to morphine showed increased
sensitivity to thermal stimulus at 120 min test and the group of females exposed
perinatally to morphine decreased thermal sensitivity when compared to their controls.
These results suggest that exposure to morphine in the intrauterine period and lactation
affects nociceptive thresholds in the offspring in later life and that this change is

dependent on the type and length of exposure to noxious stimuli.

Key words: Morphine, Hyperalgesia, Nociception, Pregnancy; Hot plate test;
Formalin test
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1.1 Opidides

Os opidides sao derivados da espécie de papoula denominada Papaver
somniferum (LE MERRER et al. 2009). No século lll a.C., Teofrasto referiu-se ao latex
obtido da capsula da papoula como 6pio (BOOTH, 1998), no qual este possui mais de
40 alcaldides, entre eles a morfina, 0 mais potente composto analgésico conhecido, na
planta (ZHANG; CHEN; YU, 2008).

A nomenclatura dos componentes dos opidides tem se alterado no decorrer do
tempo, inicialmente foram denominados narcéticos, posteriormente passou-se a
designar os derivados naturais de opiaceos e os derivados sintéticos de opidides.
Todavia, todo o grupo foi generalizado como agentes opidides (JAFFE e MARIN, 1985).

O extrato de papoula é a apresentacdao de opidide mais antiga utilizada na
medicina. Inicialmente foi empregado para controlar diarréias, entretanto suas
propriedades analgésicas logo foram observadas (SAMUELSON, 1991).

Atualmente o uso de opidides, particularmente a prescrigdo de analgésicos,
aumentou substancialmente na ultima década (BACK et al. 2011). Isto porque os
analgésicos opiodides sao considerados a classe terapéutica mais efetiva no tratamento
de dores agudas e crbnicas (CHIANG et al. 2010) e seu uso de modo racional derivou
do conhecimento dos receptores e portanto esclarecimento de seu principal mecanismo
de agdo (GOZZANI, 1994).

Os efeitos farmacoldgicos dos opidides sdao mediados por receptores Mu (u),
Delta (8) e Kappa (k) expressos no Sistema Nervoso Central (SNC) (encéfalo e medula
espinhal) e na periferia (LANG et al. 2010). Estes receptores sdo associados com
multiplas respostas fisioldgicas e psicologicas desencadeadas por ligantes endégenos e
exogenos (ver tabela 1). Os opidides e seus receptores sdo conhecidos pelos seus
potentes efeitos analgésicos, sedativos e hipndticos; porém com tendéncia a produzir
tolerancia e dependéncia. Estes dois ultimos fatores se constituem em limitacdes para
uso em tratamentos prolongados (CROFFORD, 2010).



Tabela 1: Classificacao dos receptores opidides e seus efeitos
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Receptor Efeito Agonista Antagonista
M (mu) Analgesia supra-espinhal B endorfina
Depressao ventilatoria Dinorfina A1-13 Naloxona
Euforia Morfina e
Dependéncia derivados
Miose
0 (delta) Modulagao Leu-encefalina
Analgesia B endorfina Naloxona
Depressao ventilatoria Dinorfina A1-8 Naltrindol
K (kapa) Analgesia espinhal Dinorfina
Depressao ventilatoria Morfina Naloxona
Sedacao e miose Nalbufina Nor-
binaltorfimina
d (sigma)* Disforia Pentazocina?
Alucinacao Fenciclidina? -

Estimulagdo vasomotora
Midriase

*O receptor sigma nao parece ser um receptor opidide verdadeiro. Suas reagdes nao sao
revertidas pela Naloxona. Ha algumas evidéncias que seria um receptor de Fenciclidina.

Fonte: Adaptado de Gozzani (1994) e Emmerson et al. (1994).

Entre os analgésicos opidides, a morfina (C17 H19 03 N), um derivado

fenantreno é considerado como protétipo e o opidide de referéncia quanto a poténcia
analgésica (GOZZANI, 1994; DUARTE, 2005; ZHANG; CHEN; YU, 2008).

A morfina foi descoberta em 1806 pelo alemao Freidrich Sertuner através da

extragao do 6pio, e passou a ser largamente utilizada por médicos da época (Figura 1).

MORFINA

Figura 1: Estrutura quimica da morfina
Fonte: Adaptado de Trescot et al. 2008
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Em 1850, a morfina tornou-se a droga padréo para redugédo de dores durante e
apos cirurgias (PASSAGLI, 2011). Atualmente é classificada como agonista opioide de
escolha no manejo de dor aguda intensa e no controle de dor moderada a intensa
relacionada ao céncer, assim como na indugdo e manutengdo da anestesia para
garantir poténcia a sedagdo e no pds-operatorio para obtengdo de analgesia. No
entanto, quando administrada na auséncia de dor, pode induzir disforia e aumento de
efeitos adversos como nauseas, vomitos, depressao respiratéria e agitagdo ocasional
(BRASIL, 2010). Os adictos de morfina procuram na droga os efeitos caracteristicos da
depressao cerebral, como estado de torpor, imensa calmaria e fuga da realidade
(PASSAGLI, 2011).

1.2 Mecanismo de Ac¢ao da Morfina

Apesar da morfina ter sido extraida do opio em 1806, ainda € considerada o
“padrao ouro” no tratamento da dor aguda e crénica grave, embora nao tenha clara
superioridade na eficacia e tolerabilidade sobre outros opiaceos (BEKKERING et al.
2011). Sua agdo mimetiza os opidides enddgenos por agir em receptores opidides
(CRUZ et al. 2010), apresentando fortes propriedades analgésicas, exercendo seus
efeitos principalmente no SNC (YAKSH, 1997), por ativagdo dos receptores p-opidide
localizados a nivel espinhal e supraespinhal, levando a diminui¢do da liberagao de
neurotransmissor das fibras aferentes e atenuagcdo da mensagem na transmisséo da
dor espinhal e supraespinhal, também interagindo com vias de controle descendente
(YAKSH,1997). A partir da sensibilizagdo de receptores opidides, ha reducdo na
produgéo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), induzindo ao aumento do efluxo de
potassio e diminuicdo do influxo de calcio, ocasionando inibicdo da liberacdo de

neurotransmissores na fenda sinaptica (GOZZANI, 1994).
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Figura 2: Mecanismo de acdo da morfina.
Fonte: www.changepain-emodules.com, acesso em 10/07/2014.

Os efeitos da morfina ocorrem através de receptores expressos tanto a nivel
central quanto periférico (CROFFORD, 2010). Estes receptores sdo associados com
uma gama de eventos psicoldgicos e fisioldégicos que s&o diretamente relacionados a
abertura de canais de potassio, visto que, a condutancia aumentada a ions K+ leva a
hiperpolarizacdo da membrana, reduzindo a excitabilidade neuronal (HAESELER et al.
2006). O receptor opidide presente no sistema nervoso periférico pode modular a
excitabilidade do pequeno terminal aferente e exercer uma agado anti-hiperalgésica
(PRZEWLOCKI e PRZEWLOCKA, 2001).

1.3 Farmacocinética

A morfina é rapidamente metabolizada no figado, gerando o metabolito inativo
morfina-3-glicuronideo (M3G) e o metabdlito ativo morfina-6-glicuronideo (M6G), no
qual uma pequena quantidade de morfina-3,6-diglicuronideo também ¢é formada. Os
estudos em animais indicam que a M6G € um agonista do receptor p-opidide com maior

poténcia que o farmaco original e rapidamente atravessa a barreira hematoencefalica—
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BHE (DAHAN et al. 2008). Quando absorvida, as concentragdes de morfina no liquido
cefalorraquidiano (LCR) sdo em média trés vezes mais baixas que o0s niveis
plasmaticos; e a concentragdo de seus metabdlitos M3G e M6G sdo em média 10
vezes mais baixos que suas concentragdes no plasma. Além disso, verificou-se que no
estado de equilibrio a infusdo de morfina subcutanea resultou numa propor¢ao elevada
de M3G/Morfina, mas ndo de M6G/Morfina no LCR (WOLFF et al. 1996). Este estudo
de WOLFF et al. (1996) também demonstrou que a administragdo subcuténea de
morfina, no estado de equilibrio, em certa medida prediz as concentragdes de morfina
no LCR, mas ndo no plasma. Ocorre passagem dos principais metabolitos M3G e M6G
através da BHE, resultando em indices de LCR/plasma médio de 0,08 e 0,10,
respectivamente. Ha razdes para acreditar que as concentragées de M3G e M6G no
plasma sao influenciadas pela fungao renal. Além disso, ndo foi encontrada nenhuma
evidéncia clinica de que M3G prejudica ou que M6G aumenta a analgesia induzida por
morfina ou influencia a severidade dos efeitos colaterais na dor do cancer apds a
administragao subcutanea continua (WOLFF et al. 1996).

Apods uso de heroina ou de morfina em seres humanos, tanto a morfina quanto
seus metabdlitos M3G e M6G sao encontrados no sangue, a0 mesmo tempo
(KILPATRICK e SMITH, 2005). Em camundongos C57BL, as meias-vidas de morfina,
M6G e M3G sao reportadas como sendo de 28, 25 e 27 minutos, respectivamente, e a
biodisponibilidade subcutanea é de aproximadamente um minuto (HANDAL et al. 2002).

Para determinar a contribuicdo de M6G na analgesia a morfina, foi administrado
em voluntarios saudaveis, por via intravenosa, morfina e M6G para construir um modelo
farmacocinético-farmacodindmico (do inglés “pharmacokinetic-pharmacodynamic-
PKPD”) do metabolismo da morfina em M6G. A fracdo de morfina metabolizado em
M6G foi de 6,0 £ 0,2% (valor médio * erro padrdo) e a formagdo de M6G foi sexo
independente (ROMBERG et al. 2004).

Estudos de simulacdo demonstraram que a infusdo continua de morfina (0,1
mg/kg a intervalos de 8 horas) resultou em efeito local estavel de M6G (SNC), no qual
as concentragbes de 10-20 nM, contribuiram com aproximadamente 15% (homens) e

8% (mulheres) para a resposta analgésica (MARTINI et al. 2011).
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1.4 Uso de Morfina Durante a Gravidez e Lactagao

A grande preocupagao quanto o uso de morfina como droga de abuso e uso
terapéutico, durante a gravidez e lactacdo se deve aos efeitos ocasionados no
desenvolvimento do feto que ainda n&do estdo bem elucidados (BROUSSARD et al.
2011).

O principal opiaceo de abuso é a heroina, que é rapidamente convertida em
morfina no organismo. Como muitas drogas de abuso, a morfina pode atravessar a
placenta, BHE e ser eliminada através do leite materno. Os opiaceos parecem se
acumular seletivamente nos tecidos nervosos da prole, presumivelmente devido a um
aumento da permeabilidade da BHE fetal, e parece afetar o desenvolvimento do SNC e
causar uma série de atrasos na ontogenia (PETERS; TURNBOW; BUCHENAUER.
1972; SHAH e DONALD, 1979).

De acordo com os resultados de Timar et al. (2010), a exposigao perinatal a
morfina demonstrou aumento da sensibilidade ao efeito de reforgo da morfina na prole
adulta. Sabe-se que o uso de morfina no terceiro trimestre de gravidez pode causar
depressao respiratdria neonatal, estase gastrica, e prolongamento do trabalho de parto,
sendo classificada de acordo com o Food and Drug Administration (FDA), como
categoria de risco C se utilizado por periodos prolongados ou D quando em doses
elevadas (BRASIL, 2010).

Em virtude da capacidade em atravessar a barreira placentaria e BHE, além de
ser excretada no leite materno, a exposi¢cao pré-natal proporciona o acumulo de niveis
significativos de morfina no tecido nervoso do feto, ocasionando retardo no
desenvolvimento do SNC (KLAUSZ et al. 2011). Apdés o nascimento, o neonato pode
adquirir a sindrome de abstinéncia a morfina, além de deficiéncia de crescimento pods-
natal, e aumento na ocorréncia da sindrome de morte subita infantil (CHOOA et al.
2004; MINOZZI et al. 2008; TAO et al. 2011).

Em longo prazo, os efeitos da morfina estdo relacionados as alteragbes
neurofisiolégicas que geram déficits na habilidade intelectual e controle emocional em
criancas durante o periodo escolar, incluindo hiperatividade e comportamento
antissocial (WILSON et al. 1979; ORNQY, 2003).
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No aspecto molecular, a exposicdo pré-natal a morfina esta relacionada ao
aumento da densidade do receptor mu-opidide na regido do nucleo accumbens e
amigdala central, ambas envolvidas no comportamento de ansiedade e depressao
(HARRIS et al. 2006; VATHY et al. 2003). Outros comportamentos podem ser alterados
pela exposicao intrauterina a morfina. De acordo com Dohler (1991), proles expostas a
morfina durante a vida intrauterina apresentam alteragdes no ciclo ovariano e
comportamento sexual.

Considerando a nocicepgao, resultados controversos foram apresentados em
diferentes estudos. Tempel et al. (1988) evidenciaram que a administragdo crénica de
agonistas opioides durante o periodo pré- e/ou pos-natal promoveu dessensibilizagdo
dos receptores opidides por mecanismos de regulagdo negativa (down-regulation),
induzindo um comportamento de tolerancia, responsavel pela diminuicdo de analgesia
induzida por morfina. Contrariamente, Tao (2011) afirma que proles expostas a morfina
intrauterina apresentam maior sensibilidade a dor, evidenciado mais significativamente
em fémeas, porém machos e fémeas apresentam-se suscetiveis ao desenvolvimento
de efeitos adversos, tais como a hiperalgesia inflamatdria. Sabe-se que em humanos, a
hiperalgesia inflamatéria também pode ser afetada por condi¢des fisicas adquiridas e
fatores sociais ao longo da vida (ORNOQY et al. 1996).

Apesar dos significativos avangos relacionados principalmente a sintese de
novos compostos e ao aparecimento de novos derivados, apesar dos riscos de abuso,
os opidides e os antiinflamatdérios ndo esteroidais (AINEs), mesmo com seus efeitos
adversos, continuam sendo os farmacos de primeira escolha para o tratamento da dor
(MILANO, 2008).

1.5 Nocicepgao e Dor

Nocicepgdo é a deteccdo de um estimulo nocivo por terminais sensoriais e
transmissao de informagdes quanto a presenca e qualidade deste estimulo pelas
conexdes sinapticas das células nervosas transmissoras, do local estimulado até o
cérebro. Essas informagdes passam por uma cadeia de trés neurénios: i) neurénio de

primeira ordem, originado na periferia e projetando-se para medula espinhal; ii)
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neurénio de segunda ordem, que ascende pela medula espinhal até o cérebro; iii) e o
neurénio de terceira ordem, que projeta-se para o cortex cerebral (COSTIGAN e
WOOLF, 2000; MESSLINGER, 1997) (Figura 3).
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Dor, segundo a Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), é definida
como uma experiéncia sensorial ou emocional desagradavel associada a lesao real ou
potencial dos tecidos (PIETROVSKI, 2004). A etiologia da dor precisa ser mais bem

compreendida, pois nem sempre ocorre lesdo do tecido como no caso da cefaleia e dor
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pélvica cronica, que de acordo diagndstico clinico parece ndo ocorrer lesdo do tecido
(BRAVIM, 2008).

O estudo da dor é dividido em termos anatdmicos, fisioldgicos e farmacoldgicos.
Por ser uma experiéncia humana singular, no qual a dor é influenciada por diversos
elementos como emogao, cognigdo, memoria e o proprio meio social. Desta forma,
muitos fatores estdo envolvidos na dor exigindo uma abordagem multifatorial para
estudar a analgesia (FARQUHAR-SMITH, 2007). Além disso, em condi¢cdes
patologicas, podem ocorrer alteracbes na capacidade de percepgao de estimulos
nocivos, no qual estimulos inécuos sé&o percebidos como nocivos (alodinia) ou ha o
desenvolvimento de uma sensibilidade aumentada para estimulos dolorosos -
hiperalgesia (LOESER e TREEDE, 2008).

A transdugao do estimulo doloroso ocorre nas terminagdes nervosas das fibras C
nao-mielinizadas e nas fibras Ad mielinizadas. A maioria dos nociceptores responde a
estimulos mecanicos, térmicos e quimicos, razdo pela qual sdo chamados de
nociceptores polimodais (LEE et al. 2005).

Os estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos geram sinais nociceptivos de alta
intensidade sobre os nociceptores, que sao terminacdes nervosas livres das fibras
amielinicas do tipo C ou mielinicas finas do tipo Ad. Os corpos celulares destas fibras
localizam-se nos ganglios da raiz dorsal adjacente a medula espinhal e os
prolongamentos centrais destas células penetram na medula espinhal fazendo sinapse
com neurénios de segunda ordem, principalmente, na substancia gelatinosa (laminas II)
do corno dorsal (GRUBB, 1998).

Muitas moléculas de transdugdo da nocicepcao tém sido identificadas na ultima
década, e o maior grupo de detectores de estimulos nocivos é a familia dos receptores
de potencial transitério (TRP) (CHENG e JI, 2008; PATAPOUTIAN et al. 2009). O
receptor de potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV1), € comumente referido como
receptor da capsaicina e foi o primeiro descrito como receptor polimodal ativado por trés
estimulos dolorosos: pelos compostos vanildides (capsaicina, resiniferatoxina), calor
nocivo (> 43 °C) e pH baixo (< 5,9) (CATERINA e JULIUS, 2001; TOMINAGA, 2007).

Os canais ibnicos sensiveis ao acido (ASICs), que sao canais de cations

insensiveis a voltagem, sao outros receptores que participam da transdugdo da
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nocicepcao (PETROFF et al. 2008). Os prétons extracelulares ativam os ASICs e
alguns estudos demonstraram que a sua expressédo é aumentada por mediadores pré-
inflamatorios, como fator de crescimento do nervo (NGF), serotonina (5-HT),
interleucina 1 (IL-1) e bradicinina (BK) (MAMET et al. 2002; VOILLEY et al. 2001).

Ocorrendo lesdo tecidual, existe um sistema especializado na percepc¢ao da dor,
pois ha transferéncia de informacédo da lesdo tecidual ao SNC, local da percepcao.
Apos a lesdo, a sensibilizacdo periférica € primaria e a central € secundaria que é
formada por um conjunto de mediadores quimicos que agem na periferia € na medula
espinhal, que em complexidade sdo semelhantes aos neurotransmissores do encéfalo
(FARQUHAR-SMITH, 2007).

Varios sao os mediadores quimicos que podem estimular os nociceptores
resultando em dor. Entre eles estdo os mediadores inflamatdrios histamina e BK. A
acao da BK ocorre através de receptores ligados a proteina G, produzindo varios
efeitos pro-inflamatorios que inclui vasodilatagdo e edema (MAYER et al. 2007). A BK
também estimula atividade enzimatica da fosfolipase A2 ligada a membrana que,
consequentemente, causa desesterificagdo da membrana produzindo liberacdo do
acido araquidbnico livre (acido eicosatetraendico) e biossintese subsequente de
prostaglandinas (PGE2 e prostaciclinas, PGI2) pela cicloxigenase (COX) (Figura 4). Por
serem potentes vasodilatadoras, as prostaglandinas s&o importantes mediadores na dor
inflamatéria (WIENECKE et al. 2008).
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A Figura 4 demonstra um estimulo nociceptivo provocado por lesao tecidual com
sintese de substancias como prostaglandinas, BK, NGF, 5-HT, H+, histamina entre
outras.

Os sinais de dor neuropatica e inflamatéria originam predominantemente em
terminais sensoriais periféricos, mas sdo mantidos por sensibilizagdo central. Mutagdes
dos canais de sddio, ou expressao desregulada nos aferentes periféricos primarios e
neurénios do SNC ao longo do eixo da dor, demonstraram contribuir para o
estabelecimento e manutengao de estados de dor (WAXMAN e HAINS, 2006; DIB-HAJJ
et al. 2007; 2009).
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Além deste complexo sistema de transmissdo e reconhecimento da dor, os
organismos, especialmente os mamiferos, possuem mecanismos capazes de suprimi-
la. Em 1965, foi sugerido por Melzack e Wall um mecanismo modulatério descendente
(Teoria da Comporta). A hipdtese é a existéncia de uma espécie de comporta no corno
dorsal da medula espinhal, que, quando aberta, permitiria a passagem dos impulsos
nociceptivos e, quando fechada, bloquearia a passagem destes impulsos.

A neuromodulagdo da dor € o ultimo passo do processamento do estimulo
nociceptivo. Este evento representa alteragdes que ocorrem no SNC em resposta ao
estimulo nocivo e permite que sinais de danos na periferia recebidos pelo corno dorsal
da medula espinhal sejam seletivamente inibidos. Desta maneira, sinais de danos que
deveriam ultrapassar a medula para os centros superiores ndo serdo mais transmitidos
(YAKSH, 2006).

O sistema de modulagdo da dor consiste de interneurdnios inibitérios presentes
nas camadas superficiais da medula espinhal e tratos neuronais descendentes, os
quais podem inibir a transmissdo do sinal de dor (YAKSH, 2006), e elementos
neuronais presentes no tronco encefalico, talamo, estruturas subcorticais, cortex
cerebral e, possivelmente, sistema nervoso periférico (XIE et al. 2009).

O sistema supressor € composto por neurotransmissores, 0s opidides
endégenos, além da 5-HT. A ativagcdo do controle inibitério descendente pode ter a
participacdo de estruturas corticais, como cortex cingulado anterior, cortex insular,
cortex somatosensorial primario e secundario e cortex orbito-ventrolateral. Estas
regides atuam aumentando a sintese dos neurotransmissores, os quais pelos tratos
descendentes se projetam a substancia cinzenta da medula espinhal e tratos
ascendentes para estruturas encefalicas, exercendo atividade inibitéria sobre os
componentes do sistema nociceptivo (CARVALHO e LEMONICA, 1998).

Os medicamentos opidides sao utilizados terapeuticamente para o alivio da dor
por milhares de anos. Na década de 1940, opidides foram restritos para serem usados
legalmente quando fosse prescrito por um médico. Um dilema ético surgiu, pois o
tratamento de pacientes com opidides para doengas cronicas, controle da dor e da
qualidade de vida, apresentava risco de dependéncia quimica e tolerancia as drogas
opidides (DAITCH et al. 2012).
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1.6 Tolerancia e Dependéncia a Opidides

A tolerancia é definida farmacologicamente como redugdo da poténcia dos
efeitos analgésicos da morfina apds a sua administragao repetida. Do mesmo modo, a
ativagdo de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) na medula espinhal demonstrou
desempenhar um papel crucial no desenvolvimento de tolerancia aos efeitos
analgésicos da morfina. A co-administragdo de morfina com MK-801, um antagonista
nao competitivo do receptor de NMDA, evita eficazmente o desenvolvimento de
tolerancia a morfina em varios modelos animais, incluindo ratos, camundongos e
cobaias (MAREK et al.1991; TANGANEILI et al. 1991; TRUJILLO e AKIL, 1991; BEN
ELIYAHU et al. 1992).

Para além dos seus efeitos preventivos sobre o desenvolvimento de tolerancia a
morfina, o uso de LY274614, um antagonista competitivo do receptor NMDA,
administrado gradualmente (durante varios dias) reverteu a tolerancia aos efeitos
antinociceptivos da morfina em ratos que se tornaram tolerantes apds tratamento
cronico (TISEO e INTURRISI, 1993).

Assim, é claro que a ativagcdo do receptor de NMDA na medula espinhal
desempenha um papel importante no desenvolvimento de tolerdncia a morfina
(WILCOX, 1993), embora seja possivel que outras regides do SNC também podem
estar implicadas nos mecanismos de tolerdncia a morfina mediada por receptores
NMDA (MAO et al. 1995).

Por outro lado, a ativagdo de receptores ionotropicos ndo-NMDA (ex: cainato/
alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico -AMPA) no interior da medula espinhal
tem sido implicada no desenvolvimento de hiperalgesia em ratos com dor neuropatica
experimental (MAO et al. 1992) e inflamacéo periférica (REN et al. 1992), mas a fungao
dos receptores cainato/AMPA na tolerancia a morfina ndo é clara (MAO et al. 1994).

Atualmente, o que esta claro é que a ativacéo central dos receptores NMDA esta
estrategicamente envolvida em ambos, hiperalgesia resultante de varias etiologias
patolégicas e o desenvolvimento de tolerancia a morfina (MAO et al. 1995).

A dependéncia as drogas é caracterizada pela perda de controle sobre o seu
uso, mesmo sob condigdes adversas intensas (VOLKOW e LI, 2005). De acordo com a

Associagdo Americana de Psiquiatria (APA, 1994), o termo adi¢ao é preferencialmente
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utilizado ao termo dependéncia, uma vez que este pode ser equivocadamente
relacionado a dependéncia fisica, referente as adaptacbes as quais ocasionam a
sindrome de abstinéncia, quando ha interrupgdo abrupta do uso de uma droga. No
padrao de comportamento abusivo, as consequéncias negativas do uso da droga sao
recorrentes e significativas, porém ainda ndo ha presenca de tolerancia, sindrome de
abstinéncia e perda do controle sobre o uso (KAPLAN e SADOCK, 1995).

1.7 Neurobiologia da Adi¢ao

De acordo com a APA, a adi¢cdao a drogas é definida como um comportamento
compulsivo, determinado por um padrao mal-adaptativo de uso de substancias. Esse
comportamento ocasiona prejuizos clinicos significativos evidenciados por tolerancia,
abstinéncia e abandono ou reducido de importantes atividades sociais, ocupacionais ou
recreativas em virtude do uso da substancia (APA, 2000).

A toxicodependéncia ou adi¢gao € uma doenga crbnica recidivante que tem sido
caracterizada por (i) compulsdo de procurar e consumir a droga; ii) perda de controle
em limitar o consumo; e (iii) aparecimento de estado emocional negativo (por exemplo,
disforia, ansiedade, irritabilidade), refletindo uma sindrome de abstinéncia motivacional
quando ha o impedimento ao acesso a droga (definida como Dependéncia de
Substancias pelo Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais [DSM-5] da
Associagcdo Americana de Psiquiatria) (KOOB e VOLKOW, 2010).

O uso prolongado de drogas de adicdo gera alteracbes em regides cerebrais
envolvidas em fungbes cognitivas essenciais, incluindo aprendizado, memoéria, atengao,
raciocinio e controle dos impulsos. Nestas aeras ocorrem mudangas cognitivas,
desencadeadas pelo uso de drogas, consequéncia da adigao (GOULD, 2010).

Esta bem estabelecido que todas as drogas de adigdo convergem para uma
circuitaria comum no sistema limbico cerebral, sendo a via dopaminérgica, que tem
inicio na area tegmentar ventral (ATV) no mesencéfalo e se projeta diretamente para o
nucleo accumbens (NAcc), a principal responsavel pelos efeitos recompensadores

agudos destas substancias. O aumento dos niveis de dopamina, tanto no sistema de
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recompensa encefalico, representado pelos feixes prosencefalicos mediais e ATV,
quanto nas vias dopaminérgicas provenientes de varias areas do cortex, hipocampo,
talamo e amigdala, e dos nucleos serotoninérgicos podem mediar o aprendizado e a
associagao relacionados a recompensa, a qual é responsavel pela adicdo a drogas
(NESTLER, 2005).

Ha estudos que mostram que o abuso de uma droga pode aumentar a
sensibilidade a outra droga. Este efeito € chamado de sensibilizagdo cruzada
(BARTOLETTI et al. 1985; HE et al. 2004; VALVASSORI et al. 2007). Esta
sensibilizagdo pode ser induzida ndo s6 entre drogas afins, tais como cocaina e
anfetaminas (psicoestimulantes), mas também entre as drogas nao relacionadas, como
entre opidides e cocaina (LERI et al. 2003; HE et al. 2004) ou entre os
endocanabindides e cocaina (ARNOLD, 2005) ou opiaceos (FATTORE et al. 2005),
respectivamente.

Malanga e Kosofsky (2003) demonstraram que roedores expostos as varias
drogas de abuso no utero, tornaram-se sensibilizados para os efeitos de recompensa
de drogas na idade adulta. Por exemplo, os animais objeto do estudo tornaram-se mais
responsivos a doses mais baixas de droga que os animais controle.

Estudos prévios e mais recentes evidenciaram que o aumento da predisposi¢cao
de abuso de drogas na idade adulta foi resultante da exposicdo na fase pré-natal de
proles a cocaina (HEYSER et al. 1992; ROCHA et al. 2002; ESTELLES et al. 2006),
canabindides (VELA et al. 1998) e morfina (GAGIN et al. 1997), observado pelo
aumento de comportamento de procura de droga nos testes de auto-administracéo e de
preferéncia condicionado de lugar (CPP), que € um dos testes de recompensa de
drogas mais difundidos (TZSCHENTKE, 1998).

Em relacdo ao género, estudos sugerem que as mulheres progridem mais
rapidamente do uso a dependéncia do que os homens, assim como sofrem mais graves
consequéncias fisicas e emocionais. O conhecimento destas diferengas, torna-se muito
importante, pois podem auxiliar no desenvolvimento de abordagens de tratamento
multimodal necessarios para mulheres com dependéncia a opidides (BACK et al. 2011).

Para o tratamento da dependéncia de drogas um dos aspectos mais importantes

como estratégia terapéutica € destinada a reduzir o sindrome de abstinéncia (ARACIL-
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FERNANDEZ et al. 2013). Importante ressaltar que o objetivo do tratamento de um
modo geral é a redugdo de danos e geralmente, os compostos que se ligam aos
receptores, mas nao produzem respostas como agonistas, atuam como antagonistas e
sdo utilizados para o tratamento (LAMEH et al. 2010).

Seguindo esta linha, varios compostos s&o utilizados para este fim, como por
exemplo, a metadona que é um opiaceo sintético de longa agéo, utilizado no tratamento
da dependéncia a opidides e dor crbnica. Este farmaco impede os sintomas de
abstinéncia de opidides, reduz o desejo quanto ao uso e bloqueia os efeitos eufdricos
dos opidides de agédo curta, como a heroina e morfina (THE COLLEGE OF
PHYSICIANS AND SURGEONS OF ONTARIO, 2006).

O tratamento com metadona para a dependéncia de opidides, muitas vezes é
uma terapia de longo prazo, administrada normalmente uma vez por dia. Este
tratamento é dividido em trés fases: estabilizacdo precoce, estabilizacao tardia e fase
de manutengado. Durante os primeiros dois meses de tratamento, a metadona deve ser
administrada sob supervisdo direta de profissional de saude. Apds dois meses de
tratamento, os pacientes clinicamente estaveis, podem comecar receber metadona para
administracdo sem supervisdo. Neste caso, o paciente estabilizado pode receber a
dose para um dia, e levar consigo para administragdo sem supervisdo. Exigira seis
meses de comportamento estavel para adquirir seis doses que € a dose maxima
permitida para utilizacdo sem supervisao (THE COLLEGE OF PHYSICIANS AND
SURGEONS OF ONTARIO, 2006).

Ha também relato sobre os efeitos da pregabalina para o alivio dos sintomas de
abstinéncia em paciente dependente a opidides (KAMMERER et al, 2012). Neste caso,
houve uma preocupacgao inicial sobre o potencial deste farmaco, para causar
dependéncia. Naquele momento, na base de dados de estudos clinicos, ndo havia
nenhuma evidéncia do desejo, desvio, uso indevido, dependéncia ou adigao em relagao
a pregabalina (PAPAZISIS e TZACHANIS, 2014).

No entanto, deve ser notado que desde que a pregabalina entrou em uso clinico
difundido nos ultimos anos, os relatos de abuso comegaram a aparecer, geralmente
envolvendo individuos com um histérico de abuso de outros medicamentos (PAPAZISIS
e TZACHANIS, 2014).
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A naloxona é um outro antagonista do receptor p-opidide utilizada na pratica
clinica para reverter depressao respiratoria e tratamento da dependéncia induzida por
opidides. Ao contrario da metadona, a naloxona desde que foi sintetizada pela primeira
vez em 1960 por Jack Fishman, e desenvolvido através da década de 1970 por Harold
Blumberg (GARFIELD, 1983), pouco progresso tem sido feito sobre as politicas para
administrar as doses adequadas de naloxona para provocar reversio rapida dos efeitos
morfinicos, com uma possibilidade limitada de renarcotizagdo em quadros de adi¢ao
(MARTINI et al. 2011).

1.8 Dados Epidemiolégicos da Adigao

A prevaléncia de abuso de opidides € alta em todo o mundo, especialmente em
pessoas jovens. Como a morfina é uma droga que causa dependéncia, na sociedade
isto resulta na crescente perda de produtividade, morbidade e morte (NESTLER, 2004)

A problematica do uso difundido destes farmacos advém dos mecanismos de
tolerancia e dependéncia fisica e psiquica os quais propiciam o abuso dessa classe
terapéutica, ocasionando sérios problemas sociais e econdémicos ao redor do mundo
(CHIANG et al. 2010).

Na populagédo mundial o consumo de substancias psicoativas se constitui em um
dos fendmenos mais frequentes (ELLIOTT e BOWER, 2008; KHALSA et al. 2008;
SANCHIS e ARAGON, 2007; UHART e WAND, 2009). Estados de uso abusivo,
dependéncia e adicdo sdo gerados por autoadministragdo de drogas psicoativas que
apresentam propriedades reforgadoras (ALMEIDA, 2006).

De acordo com dados do Servigo das Nagdes Unidas em Drogas e Crimes, o
consumo global de maconha no mesmo ano, entre pessoas de 15 a 64 anos, foi de 2,8-
4,5%; opiodides de 0,3-0,5%; anfetaminas 0,3-1,3%; e cocaina 0,3-0,5%. A avaliagao do
consumo por pais evidenciou que as regides de maior uso de drogas de abuso com
opidides foram as regides norte e central da Africa (0,8-1,4%) e leste da Europa (0,9% a
1%) (DEGENHARDT e HALL, 2012).
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Resultados da Avaliacdo Nacional de Uso de Drogas e Saude (NSDUH),
realizada pela Substance Abuse and Menthal Health Services Administration (SAMHSA)
estimaram que no ano de 2006, 20,4 milhdes (8,3%) dos norte-americanos entre 12
anos ou mais, utilizavam drogas ilicitas como maconha/haxixe, cocaina, heroina,
alucindégenos, 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, o 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 e SINGH, 2008).

O uso de analgésicos opidides para fins ndo terapéuticos foi estimado em 4,7
milhdes de pessoas em 2005, sendo que em 2006 este numero foi de 5,2 milhdes,
evidenciando o aumento do uso indiscriminado de medicamentos prescritos com
potencial de abuso (MANCHIKANTI e SINGH, 2008).

No Brasil, foi realizado um estudo sobre o uso de drogas psicotrépicas (2°
Levantamento Domiciliar) e revelou que 22,8% da populagédo 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 populagdo de 10.746.991 pessoas. Observou-se
que na faixa etaria de 12 a 17 anos ja existem relatos de uso de diversas drogas, bem
como facilidade de acesso as mesmas e vivéncia de consumo proximo. Dentre estes,
os jovens (7,8%) relataram haverem sido abordados para venda de drogas, dado este
que enfatiza a necessidade de aprimoramento de programas de prevengao nesta faixa
etaria (BRASIL, 2005).

Entre a populagdo entrevistada, a maconha aparece em primeiro lugar em
consumo com 8,8% entre as drogas ilicitas, e o solvente em segundo lugar com 6,1%
de uso. A prevaléncia sobre o uso de Cocaina, Crack e Merla foi, respectivamente,
2,9%, 0,7% e 0,2%. Quanto aos estimulantes anfetaminicos e opidides, o uso foi de
0,1% e 1,3%, respectivamente (BRASIL, 2005).

Os dados epidemiolégicos do Inquérito Nacional do NSDUH em 2006
demonstrou que as pessoas iniciam o uso indiscriminado de drogas mais por
analgésicos do que qualquer outra substancia. Além disso, 0os censos de inicio do

tratamento refletem a importancia da dependéncia de opiaceos entre os individuos que
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procuram os servicos em SAMHSA. O Servico de Tratamento Episédio e Conjunto de
Dados (TEDS) revelou que 18% das 1,8 milhdes de internagbes anuais para drogas e
alcool nos centros de tratamento de abuso foram contabilizados por transtornos por uso
de opidides (SAMHSA, 2007). Admissdes de tratamento para a dependéncia de
opidides foram menores apenas que as admissdes para transtornos por uso de alcool
(BACK et al. 2011)

O custo anual estimado de abuso de opidides de prescricdo nos EUA é de US $
9,2 bilhées (BIRNBAUM et al. 2006). Maior custo social também pode ser visto nos
servicos de emergéncia do hospital onde aos pacientes com dor, sdo por vezes,
negado o acesso a estes medicamentos devido as preocupagdes quanto a
responsabilidade pelo abuso de opidides (TAMAYO-SARVER et al. 2004).

Como citado anteriormente, o abuso de drogas opidides por mulheres
apresentam caracteristicas especiais, além de acarretar riscos aos neonatos expostos a
droga no periodo pré-natal, ha dificuldade da mulher se afastar do uso da morfina no
periodo da gravidez (BACK et al. 2011).

Até o momento, pouca atengcdo tem sido dada as diferencas de género em
transtornos por uso de opidides, mais especificamente em mulheres que fazem uso
tanto terapéutico, quanto aditivo durante gravidez e lactagdo. E considerando, que o
crescente numero de usuarios de drogas de abuso, é nocivo para a saude publica, um
fator muito complexo para a justica e de modo geral danoso para a sociedade atual,
resultando em crescentes custos sociais, espera-se que este trabalho, contribua de
forma valiosa para o conhecimento dos reais efeitos desta substancia na vida adulta e
as possiveis intervengdes para minimizar preventivamente os danos, visto que estudos

desta natureza sdo escassos em nosso pais.
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Il OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar as alteragdes nociceptivas de camundongos adultos ap6s exposigao

cronica a morfina, durante o periodo intrauterino e na lactacao.

2.2 Objetivos Especificos

+ Observar na prole possiveis alteragdes na locomocao espontanea por meio do modelo
do Campo Aberto;
+ Analisar na prole a nocicepcao através:
o Do teste de Contorgdo Abdominal induzida por Acido Acético;
o Do teste da Placa Quente;

o Do teste da Formalina.



Il MATERIAL E
METODOS
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3.1 Animais e Tratamento

Para realizagao dos testes foram utilizados camundongos Swiss, fémeas (n=10)
e machos (n=5) provenientes do Biotério do Instituto Evandro Chagas (IEC), os quais
foram mantidos em caixas plasticas (39x32x16 cm) sob condi¢des padronizadas de
temperatura (26+£1° C), exaustao, ciclo de luz claro/escuro de 12 horas (luzes ligadas as
7:00 h), agua e comida ad libitum.

Antes da execucdo, o projeto foi previamente submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo Animais da Universidade Federal do Para (CEPAE), obedecendo-
se aos critérios das normas estabelecidas pelo Guia de Cuidado e Uso de Animais
Laboratoriais e foi aprovado segundo o parecer n°® CEPAE-UFPA: BIO 049-12 (Anexo
A). Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia da Inflamacao e
do Comportamento (LAFICO) da Faculdade de Farmacia.

No periodo da manha, os casais foram colocados para copular em caixas
isoladas, sem serragem, protegidas internamente por grade metalica, para protecdo dos
animais do contato das fezes e urina e facilitar a localizagdo dos tampdes vaginais
expelidos pelas fémeas apds a coépula, o que indica a possivel prenhez. As fémeas
potencialmente prenhas foram isoladas em caixas para roedores, devidamente
identificadas com a data de nascimento da prole.

De acordo com o protocolo de Klausz et al. (2011), no primeiro dia de prenhez,
as fémeas receberam uma vez ao dia, pela via s.c, sulfato de morfina (10 mg/kg), sendo
o tratamento continuado durante toda a gravidez até o ultimo dia da amamentagéo da
prole aos 21 dias. Os animais controles receberam solucéo salina (0,1 ml/kg) também
pela mesma via.

No primeiro dia pds-natal, 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 maos com os animais, reduzindo assim a possibilidade de rejeigao das proles
por parte das maes. As proles foram mantidas junto as méaes até o 21° dia pos-natal,
sendo realizados os desmames e sexagem (separagdo por sexo), para evitar o

cruzamento entre machos e fémeas da mesma ninhada.
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Apoés este periodo, os animais foram mantidos em gaiolas plasticas (39x32x16
cm), 05 animais por grupo, com forragdo de serragem, sob condigbes padronizadas de
temperatura, exaustao, ciclo de luz claro/escuro de 12 horas, agua e comida ad libitum
até completarem 75 dias (n = 8-14 por grupo), idade na qual foram realizados os

experimentos (Figura 5).

Figura 5 - Prole de camundongos Swiss.
Fonte: CASTRO, 2013

Para realizagdo dos testes de nocicepgdo, os grupos de animais foram
separados exclusivamente para cada experimento, visto que um mesmo grupo nao
pode ser submetido a diferentes testes. Os animais foram conduzidos ao laboratério 1
hora antes de cada experimento para habituacao e os testes foram realizados entre 08
e 14 h, com o objetivo de evitar as variagdes circadianas, que poderiam interferir nos
resultados experimentais. Nas salas onde foram realizados os ensaios, foram utilizadas

lampadas fluorescentes para iluminagdo e com minimo nivel de ruido.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Grupos experimentais:
Controle macho (CM)- prole (camundongos Swiss) no qual as méaes foram expostas a
solugdo salina (0,9%, s.c.) durante os 21 dias de gravidez e por mais 21 dias de

amamentacao;
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+ Controle fémea (CF) - prole (camundongos Swiss) no qual as maes foram expostas a
solugédo salina (0,9%, s.c.) durante os 21 dias de gravidez e por mais 21 dias de
amamentacao;

+ Morfina Macho (MM) - prole (camundongos Swiss) no qual as maes foram expostas a
morfina (10 mg/kg/dia, s.c.) durante os 21 dias de gravidez e por mais 21 dias de
amamentacao;

+ Morfina Fémea (MF) - prole (camundongos Swiss) no qual as maes foram expostas a
morfina (10 mg/kg/dia, s.c.) durante os 21 dias de gravidez e por mais 21 dias de

amamentacao.

3.3 ENSAIO COMPORTAMENTAL

Teste da Locomocao Total (Campo aberto)

O teste do campo aberto consiste de um aparato com uma area central aversiva,
que avalia tanto o nivel de ansiedade, quanto parametros de deambulacdo ou atividade
locomotora de animais de pequeno porte (Figura 6).

Sabe-se que naturalmente camundongos, assim como 0s seres humanos,
poderao reagir ao ambiente considerado “novo” e apresentar uma resposta aversiva,
caracteristica de congelamento (do inglés “freezing”), que € um comportamento inerente
ao animal, e que muitas vezes o utilizam como forma de diminuir as deteccdes visuais e
auditivas por parte dos predadores. No entanto, em uma segunda instancia, ha a
exploragcao do ambiente onde se encontra.

Para realizacdo deste experimento, todos os animais foram conduzidos a sala de
teste por um periodo de, no minimo, uma hora para aclimatagdo e habituagcdo ao
ambiente do teste. Para o teste, foi utilizada uma arena em madeira (100x100x40cm),
pintada com material ndo permeavel preto, onde o chéao foi dividido em 25 quadrantes
iguais de 20x20 cm. Apos habituag&o, os animais foram colocados individualmente no

quadrante central do campo aberto e foi permitido o livre deslocamento dentro do
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aparato por 5 minutos. Foi contabilizado o numero total de quadrantes cruzados do

animal para avaliar a aptiddo motora e subsidiar os testes de nocicepgao.

7777

Figura 6 — Desenho ilustrativo da arena utilizada para o teste do Campo Aberto.

3.4. ENSAIOS FARMACOLOGICOS

3.4.1 Estudo da Atividade Nociceptiva

3.4.1.1. ATIVIDADE ANALGESICA PERIFERICA

Teste de Contorcdo Abdominal Induzida por Acido Acético

O teste da contor¢cado abdominal foi descrito por Koster et al. (1959) e é utilizado
como um modelo de dor visceral, no qual consiste na administragao de acido acético na
concentracédo de 0,6% v/v (0,1 mL/10g de peso) por via intraperitoneal (i.p) em
camundongos (LE BARS et al. 2001).

O acido acético provoca irritagdo na membrana do peritbnio, visto que é um

agente flogistico, apresentando agao nociceptiva através da liberagdo de substancias
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enddgenas as quais estimulam as terminagdes da dor. Estas contorgdes consistem em
movimentos estereotipados como contracdo da parede abdominal, rotagdo do corpo e
extensdo das patas traseiras (LE BARS et al. 2001; AMABEOKU e KABATENDE,
2011).

O acido acético, na concentragdo utilizada neste teste, avalia efeitos nociceptivos
periféricos de natureza inflamatéria, por induzir dor indireta, resultado de uma
inflamacao aguda no peritonio (IKEDA et al. 2001).

A resposta ao teste de contorgao induzida por acido acético € amplamente usado
para avaliar e comparar a eficacia de novos medicamentos no tratamento da dor
visceral (MIRANDA e PINARDI, 1998; LE BARES et al. 2001; FENG et al. 2003;
MEYMANDI e SEPEHRI, 2008; STEPANOVIC-PETROVIC et al. 2008; ROMERO et al.
2010), porém neste trabalho sera utilizado para avaliar possiveis alteragbes na
nocicep¢cao de proles de camundongos expostos a morfina durante o periodo
intrauterino e pds-natal (lactagéo).

Nesse modelo de nocicepgao, macréfagos e mastdcitos sinalizam a presenca de
material estranho, liberando citocinas e mediadores inflamatorios classicos
(prostaglandinas, histamina, 5-HT e BK). A hiperalgesia é provocada pela liberagdo de
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1B (IL-1B) e interleucina 8 (IL-8) por
macréfagos e mastocitos residentes na cavidade peritoneal (RIBEIRO et al. 2000).
Estas citocinas liberadas pelas células residentes medeiam as contorgoes,
principalmente através da proliferacao de produtos da ciclo-oxigenase (COX), tais como
prostaglandinas, assim como mediadores simpatomiméticos, os mediadores finais de
hiperalgesia (BRITO et al. 2001).

Neste teste, os camundongos previamente avaliados no campo aberto, foram
colocados sob um funil de vidro de aproximadamente 22 cm de didmetro e apds 10
minutos da administragcdo do agente irritante, foi contabilizado o numero total de

contorgcdes abdominais em um periodo de 20 minutos.
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Figura 7 — Injecdo Intraperitoneal de Acido Acético para Teste de Contorgdo Abdominal
Fonte: www.lookfordiagnosis.com, acesso em 28/10/2014.

3.4.1.2 ATIVIDADE ANALGESICA CENTRAL

Teste da Placa Quente

Em 1946, MacDonald et al. descreveram um protocolo experimental para avaliar
o limiar térmico de nocicepgao a partir da utilizagcdo de uma placa metalica aquecida a
temperatura fixa (55 + 0,5 °C), o qual foi denominado teste da placa quente (Figura 7).

Este teste avalia o envolvimento do SNC no efeito nociceptivo, indicando
resposta ao estimulo térmico associado a neurotransmisséo central (HUNSKAAR et al.
1996), por ativacao das fibras Ad e C, e condugdo do estimulo ao corno dorsal e
posteriormente aos centros corticais (DICKENSON e BENSON, 1997). Assim, avalia
receptores vanildides e opidides ao estimulo térmico que produz efeito supraespinhal
(MARCHIORO et al. 2005).

O teste de placa quente é considerado seletivo para compostos analgésicos de
agao central, como a morfina, enquanto analgésicos periféricos sdo conhecidos por

serem inativos neste tipo de estimulo doloroso (CHU et al. 2008).


http://www.lookfordiagnosis.com/
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Para realizacdo do teste, os animais previamente avaliados no campo aberto,
foram colocados na placa aquecida (modelo Ugo Basile, Italia) e foi avaliado o tempo
em segundos em que o animal levou para apresentar os componentes
comportamentais de retirada de qualquer uma das patas, lamber as patas ou saltar
sobre a placa, que sao consideradas respostas supraespinhais, indicando dor ao
estimulo térmico (LE BARS et al. 2001). Segundo KURAISHI et al. (1983), observa-se a
resposta ao estimulo em cinco tempos para cada animal: 0, 30, 60, 90 e 120 minutos
(LE BARS et al. 2001).

Figura 8 — Teste da placa quente.
Fonte: Castro, 2013.

Teste da Formalina

O teste da formalina (Figura 8) foi realizado conforme protocolo descrito por
Hunskaar et al. (1987), para avaliagdo da dor neurogénica e dor inflamatéria.

A formalina consiste de uma solugao de formaldeido na concentragao de 1% em
solugéao fisiologica. Esta solugdo, apds ser injetada na pata traseira do animal, produz
estimulo subsequente, bem caracterizado por comportamento de dor bifasico, que sao
dependentes da ativagdo quimica direta de nociceptores (fase | ou neurogénica),

inibicdo descendente (quiescéncia), e posteriormente ocorre sensibilizagdo central (fase
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Il ou inflamatdria) (TJOLSEN et al. 1992). A primeira e segunda fase acredita-se refletir
excitacdo de nociceptores aferentes periféricos e sensibilizacdo central,
respectivamente (DICKSON e SULLIVAN, 1987; YAKSH et al. 2001).

Neste teste, foi administrado o volume de 20 uL de uma solugao de formalina na
superficie plantar da pata traseira direita dos animais. Em seguida, os animais foram
colocados individualmente sob um funil de vidro com didametro de aproximadamente 22
cm e foram observados e anotado o tempo no qual o animal permaneceu lambendo a
pata na qual foi injetado formalina. Este periodo foi dividido em duas fases: 0 a 5
minutos caracterizando a fase neurogénica, na qual se observa um efeito direto sobre
0s nociceptores, imediatamente apos a injecdo da formalina; de 15 a 30 minutos, fase
inflamatdria, caracterizada pela liberacdo de mediadores inflamatérios os quais
representam papel importante na dor, acompanhada de uma resposta inflamatéria

relacionada a liberagdo de mediadores inflamatérios (HUNSKAAR et al. 1987).

Figura 9 - Animais submetidos ao Teste de Formalina
Fonte: CASTRO, 2013.
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3.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram através da Andlise de Varidncia de duas vias
(ANOVA) com comparagdes multiplas post hoc utilizando o teste de Bonferroni. Os
dados de cada grupo experimental foram expressos como a média £ erro padrdo da
média (e.p.m.) de 7-14 animais. A probabilidade aceita como indicativa da existéncia de
diferencas significantes foi de p<0,05. Para as analises estatistica foi utilizado o

software GraphPad Prism versao 5.0.
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IV RESULTADOS
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TESTE DA LOCOMOGCAO TOTAL

No teste da atividade locomotora espontdnea foi observado que os grupos
controle e grupo exposto a morfina no periodo perinatal e lactagdo ndo apresentaram
alteragcdes em relagdo aos seus controles, porém o grupo das fémeas expostas a
morfina no periodo perinatal apresentaram maior deambulagdo que o grupo macho
exposto a morfina, representado pelo aumento do numero de quadrantes cruzados
(Figura 10). Este teste permitiu a realizacdo dos demais testes nociceptivos, uma vez
que ficou demonstrado que os animais em estudo ndo apresentavam deficiéncias

motoras que inviabilizassem os testes de nocicepgéo.
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Figura 10- Teste da atividade locomotora espontidnea. Comportamento locomotor da prole de méaes
tratadas com morfina (10mg/Kg/dia) ou solugéo salina (0,1mL/Kg/dia) na fase pré-natal e lactacdo. Cada
coluna representa média + EPM (n = 7-10 por grupo). #P < 0,05 em relacdo ao grupo de morfina machos,

ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Bonferroni.
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TESTE DA CONTORCAO ABDOMINAL

Os resultados apresentados na Figura 11 mostram o efeito do uso de morfina no
periodo pré-natal e lactagdo sobre o numero de contor¢ées abdominais induzidas por
acido aceético. Foi observado que o numero de contor¢gdes dos grupos tratados com
morfina foi maior que as contor¢gdes apresentadas pelos seus grupos controle. Na
analise dentre os géneros observa-se que as fémeas expostas a morfina apresentaram
maior numero de contorgbes comparadas aos machos também expostos aquela droga
(P < 0,05; ANOVA duas vias; Figura 11).
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Figura 11- Teste de contor¢gdo abdominal. Comportamento de dor da prole de maes tratadas com morfina
(10mg/Kg/dia) ou solugdo salina (0,1mL/Kg/dia) na fase pré-natal e lactagdo. Cada coluna representa
média + EPM (n = 8-14 animais por grupo). *P < 0,05 em relagdo aos seus respectivos grupos controle.
#P < 0,05 em relacdo ao grupo de morfina machos, ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de

Bonferroni.
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TESTE DA PLACA QUENTE

O prévio tratamento das maes com morfina na dose de 10 mg/Kg/dia durante o
periodo perinatal e lactagdo demonstrou que todos os grupos analisados apresentaram
0 mesmo comportamento nociceptivo nos tempos 0, 30, 60 e 90 minutos do teste.
Porém, no ultimo estagio do ensaio (120 min), o grupo macho exposto a morfina no
periodo perinatal apresentou aumento na sensibilidade ao estimulo térmico em relagao
ao seu respectivo controle (p<0,01) e ao grupo controle fémea (p<0,001). De forma
contraria, o grupo de fémeas expostas a morfina no periodo perinatal aumentou a
resisténcia ao estimulo térmico em relacdo ao seu controle fémea (p<0,01),
apresentando comportamento similar ao limiar nociceptivo apresentado pelo grupo
controle macho, observado pelo aumento no tempo de inicio de resposta ao estimulo
(Figura 12).

Controle Machos
Morfina Machos
Controle Fémeas
Morfina Fémeas

Fthd

Laténcia (s)

#H#

I
0 30 60 20 120
Tempo (min)

Figura 12- Teste da placa quente. Comportamento de dor pelo estimulo nociceptivo térmico (55 *
0,5°C) da prole de maes tratadas com morfina (10mg/Kg/dia) ou solugéo salina (0,1mL/Kg/dia) na
fase pré-natal e lactagdo em camundongos. Cada linha representa média £+ EPM (n = 8-11 animais
por grupo). **P < 0,01 em relagdo aos seus respectivos grupos controle. ##%p < 0,001 e *P < 0,05
em relagdo aos respectivos grupos de machos, ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de
Bonferroni.
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TESTE DA FORMALINA

A figura 13 evidencia os resultados obtidos no teste da formalina, no qual o
painel A é referente a primeira fase (0-5 min) que avalia a dor neurogénica, e o painel B
(15-30 min) é referente a segunda fase que avalia a dor inflamatdria. Na primeira fase,
0s animais apresentaram respostas semelhantes tanto nas avaliagdes intergrupos
quanto intertratamentos. Entretanto, na segunda fase do teste, o grupo macho exposto
a morfina no periodo perinatal apresentou diminuigdo no tempo de lambida na pata
apo6s o estimulo quimico em relagdo ao seu controle, o0 que ndo ocorreu com 0O grupo
das fémeas expostas a morfina no periodo perinatal. Deve-se ressaltar que o grupo
controle fémea também apresentou diminuicdo do tempo de lambida na pata na

segunda fase do teste em relagéo ao grupo controle macho.
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Figura 13- Teste da formalina. Comportamento de dor pelo estimulo nociceptivo quimico (formalina 1%
intraplantar) na 12 fase (dor neurogénica, 0-5 min; painel A) e 22 fase (dor inflamatéria, 15-30 min; painel
B) da prole de mées tratadas com morfina (10mg/Kg/dia) ou solugao salina (0,1mL/Kg/dia) na fase pré-
natal e lactagdo em camundongos. Cada linha representa média + EPM (n = 7-10 animais por grupo). **P
< 0,01 em relagdo ao seu respectivo grupo controle. *P < 0,05 em relagdo ao respectivo grupo de
machos, ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Bonferroni.
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V DISCUSSAO
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Este estudo investigou se a exposicdo a morfina no periodo perinatal induzia a
alteragdes nos limiares nociceptivos da prole na vida adulta. Foi avaliada a atividade
locomotora espontanea, utilizando o modelo de campo aberto; resposta nociceptiva
através dos testes de contor¢cdo abdominal, da placa quente e injecao intraplantar da
formalina, os quais foram conduzidos nas proles machos e fémeas com setenta e cinco
dias de vida correspondente a idade adulta (KLAUSZ et al. 2011).

Inicialmente, os animais em estudo foram submetidos ao teste locomotor para
verificar qualquer prejuizo motor que pudesse inviabilizar os ensaios de nocicepcgao. Os
resultados ndo apontaram para alteracbes motoras que interferissem nos resultados
obtidos.

Dentre os ensaios nociceptivos, os testes de contor¢do abdominal foram
realizados para avaliar os efeitos da intoxicacdo crbnica com morfina em terminais
periféricos da prole das maes tratadas. Os resultados demonstraram que fémeas
oriundas de maes tratadas com morfina no periodo perinatal apresentaram maior
sensibilidade a dor ao expressar maior numero de contor¢ées em relagédo ao grupo
controle fémea, assim como em relagao a prole de machos no qual as maes receberam
morfina no periodo perinatal.

O peritonio parietal recebe inervagdo somatica, assim a inje¢ao intraperitoneal de
acido acético é util como um modelo visceromotor somatico de dor. Embora este teste
seja de baixa especificidade pode ser considerado um modelo misto, equivalente a
peritonite aguda, que ativa diretamente nociceptores viscerais e somaticos que inervam
o peritbnio e induz a inflamagcdo em 6rgdos sub-diafragmaticos, mas também esta
presente na parede do musculo. Portanto, este modelo de dor somatico-visceral é
considerado um modelo simples, pratico da dor intestinal clinicamente relevante que
pode prever as respostas em humanos (LE BARS et al. 2001; STEPANOVIC-
PETROVIC et al. 2008).

Nas visceras, os nociceptores consistem de mecanorreceptores de alto e baixo
limiar, e durante a dor visceral, transmissdes de um grande componente destas fibras
aferentes que normalmente estdo silenciados sdo estimuladas pela presenca de
inflamacéao ou lesao tecidual (SENGUPTA, 2009).
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Dor visceral em animais pode ser produzida por substancias irritantes, tais como
acido trinitrobenzenosulfénico, formalina, glicerol e 6leo de mostarda administrado
diretamente no intestino, célon, bexiga ou no utero de roedores (LE BARS et al. 2001;
OHASHI-DOI et al. 2010).

A transmissdo da dor visceral € caracterizada por fibras aferentes que
normalmente ndo respondem a estimulos, mas tornam-se ativadas no processo
inflamatorio (SENGUPTA, 2009). Injecéo intraperitoneal de acido acético representa um
modelo misto e ativa nociceptores viscerais e somaticos, induz a inflamag¢ao na camada
sub-cutanea e muscular da parede abdominal e sub-diafragmatica de 6rgaos viscerais
(SATYANARAYANA et al. 2004). A SP e seu receptor NK1 desempenham papéis
significativos na dor inflamatdria e visceral ativando nervos aferentes sensiveis com
origens gastrointestinais (LAIRD et al. 2000; GREENWOOD-VAN MEERVELD et al.
2003).

A morfina afeta a SP na coluna vertebral, no qual como agonista p-opidide,
diminui a liberacdo da SP através da ativacao direta de fibras aferentes primarias, que
reduz o numero de neurdnios c-fos-positivos na lamina superficial (BEAUDRYet al.
2011). Desta forma, os resultados obtidos, sugerem que a exposigao indireta a morfina
no periodo perinatal altera a via nociceptiva ao longo prazo, tornando-a mais reativa
aos estimulos nociceptivos na vida adulta onde ndo ha mais a presenga da droga
circulante e que estas alteragdes sao mais evidentes nas fémeas, tornando-as mais
susceptiveis a percepg¢ao da dor neste protocolo de nocicepgao.

O teste de contorgdo € um modelo de dor usado para detectar tanto analgesia
central como periférica e apresenta um resultado inespecifico que necessita de testes
complementares para elucidar quais mediadores foram afetados pela exposicdo a
morfina de forma croénica (VAZ et al. 1996; DU et al. 2007).

O teste da sensibilidade térmica no modelo da placa quente foi realizado com o
objetivo de identificar as possiveis alteragbes na nocicepgao central. Os resultados
demonstram que nos tempos iniciais do teste, os animais ndo apresentaram diferengas
no limiar nociceptivo entre os grupos de tratamento ou entre os géneros. Porém, apés
sucessivas exposi¢cdes ao agente térmico, as fémeas e machos do grupo exposto a

morfina apresentaram alteragées no ultimo estagio do teste (120 min). As fémeas do
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grupo exposto a morfina apresentaram aumento da resisténcia na sensibilidade a dor
em relagdo ao seu controle, que neste teste apresenta limiar basal de maior
sensibilidade ao estimulo térmico que machos. Porém, contraditoriamente, os animais
machos, que foram mais resistentes que as fémeas neste modelo (controle macho vs
controle fémea), quando expostos a morfina apresentaram aumento na sensibilidade a
dor (efeito hiperalgésico), apresentando um padrdo de sensibilidade similar ao
comportamento basal das fémeas controle, inclusive com maior percepgéao de dor que o
grupo fémea exposta a morfina sob o mesmo protocolo de tratamento. Estes resultados
sugerem que ocorreram alteragbes do limiar térmico de nocicepgdo ou nas vias de
conducdo da dor em proles fémeas e machos de camundongos tratados com morfina
no periodo perinatal e lactagao.

De forma inversa, ficou demonstrado que ocorreram alteragdes decorrentes do
uso cronico de morfina, e que estes efeitos sdo diferentes em fungdo do género. Além
de tudo, é importante ressaltar que os efeitos da exposi¢cado a morfina foram observados
na vida adulta da prole (75 dias de vida), mesmo apds um longo periodo sem o contato
com a droga. Neste estudo foi mimetizado o uso abusivo de morfina por maes humanas
com comportamento aditivo em relagdo a morfina.

De acordo com Tao et al. (2011), o sistema opidide contribui para a maior
vulnerabilidade a hiperalgesia. Isto pode ser devido a alteragdo nas concentragdes ou
sensibilidade de peptideos opidides enddogenos e pela facilitacdo na ativagdo dos
receptores opiodides, ocasionado pela exposi¢cao pré-natal a morfina. A exposigcao
cronica a morfina pode levar a diminuida poténcia analgésica e dependéncia, e mais
recentemente os opidides foram reportados por aumentar paradoxalmente a
nocicepcao (BODNAR e KEST, 2010). Neste sentido, Csaba e Tekes (2005) apontaram
que uma unica exposicdo aguda a opidides pode promover alteragdes no sistema
sensorial, durante esta fase determinante para desenvolvimento neonatal, tanto em
moléculas enddgenas quanto exégenas, e que pode ser capaz de provocar alteragdes
em regides especificas do SNC, mesmo a longo prazo.

E importante ressaltar que além de exposi¢do as substancias neurotoxicantes,
uma lesdo pode alterar o desenvolvimento sinaptico normal produzindo mudangas no
processamento somatossensorial (FABER et al. 1997; ANAND et al.1999; RUDA et al.
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2000). De fato, em humanos, a exposicdo precoce aos estimulos dolorosos tem
consequéncias em longo prazo (TADDIO et al. 1997; OBERLAND et al. 2000).

Durante o periodo neonatal ocorre profunda reorganizagao estrutural e funcional
nos sistemas sensorioespinhais (ALVARES e FITZGERALD, 1999; FITZGERALD e
BEGGS, 2001) e isto & fortemente influenciado por atividade anormal ou excessiva para
a maturagcdo das fibras nociceptivas do tipo C no periodo neonatal (FITZGERALD;
BUTCHER; SHORTLAND, 1994; BEGGS et al. 2002;). Com isso, interferéncias neste
periodo podem gerar mudangas na atividade do aferente primario, no processamento
da medula espinhal e no controle descendente da dor (ZHANG e SWITZER, 2008).

Além disso, a exposi¢cado cronica a morfina durante o periodo neonatal pode
alterar a maturagdo normal do circuito nociceptivo em diferentes niveis do neuroeixo,
principalmente na aferéncia primaria e sinapse da medula espinhal, no qual a
maturagdo pds-natal inclui alteragdes estruturais e funcionais em neurdnios aferentes C,
Ad e A e consequentemente na sensibilidade a dor (FITZGERALD et al. 1994), o que
até o momento ainda nao foram elucidadas.

A dor neurogénica e a dor inflamatéria foram avaliadas através do teste da
formalina, que desenvolve um comportamento de dor estereotipado e bifasico, que séo
dependentes diretamente de ativacdo quimica dos nociceptores, caracteristicos da fase
I. Em seguida, ocorre inibicdo descendeste das vias, periodo conhecido por quiescéncia
e posteriormente ativagdo dos nociceptores acoplados a sensibilizagdo central,
conhecida como fase Il (TJOLSEN et al.1992). A primeira fase corresponde a dor
neurogénica aguda, enquanto a segunda fase corresponde a dor inflamatéria. A
primeira e segunda fase acredita-se refletir a excitagdo de nociceptores periféricos
aferentes e sensibilizagdo central, respectivamente (DICKENSON e SULLIVAN, 1987;
YAKSH et al. 2001).

Este teste avaliou a estimulagdo quimica direta nos nociceptores,
predominantemente a fibra C, associada a liberacdo de aminoacidos excitatérios, como
glutamato; SP, oxido nitrico e outros, resultando em extravasamento plasmatico,
vasodilatacdo de capilares vizinhos, ativacdo de fibras simpaticas, mastécitos e

macréfagos. Como citado anteriormente, a solugédo de formaldeido a 1% (formalina)



55

injetada na pata induz resposta em duas fases distintas, a fase neurogénica e a
inflamatoria (LE BARS et al. 2001).

A SP, 6xido nitrico e BK participam da primeira fase, enquanto 5-HT, histamina,
BK, e as prostaglandinas estdo envolvidas na segunda fase (GARCIA et al. 2004).
Farmacologicamente, diferentes mecanismos mostram envolvimento na primeira e
segunda fase de comportamento nociceptivo. Por exemplo, enquanto o comportamento
da segunda fase é seletivamente atenuado por inibidores da COX, o comportamento de
primeira e segunda fase é atenuado por opiodides (YAKSH et al. 2001).

Um aumento do comportamento nociceptivo na fase Il induzido por formalina,
apods exposicao a morfina de em dose semelhante a terapéutica, no periodo equivalente
ao terceiro trimestre da gravidez em roedores, sugerem que as alteragdes observadas
na prole gerada podem ocorrer no aferente primario e a sinalizagcdo em curso tem
demonstrado contribuir, em parte, para comportamentos de sensibilizacdo central na
fase Il do teste da formalina (ZISSEN et al. 2006). O estudo de Zissen et al. (2006)
corrobora com os resultados do presente estudo, porém este trabalho sugere ainda que
os machos foram mais suscetiveis as mudancas no padrao de sensibilidade da dor por
estimulo quimico, aumentando a sensibilidade ao estimulo nociceptivo em relacdo ao
seu controle, onde os animais foram expostos a morfina por setenta e duas horas na
idade de cinco dias pds-natal.

Estudos anteriores sugerem que o receptor p-opidide tem um papel central em
mediar mudancas de nocicepc¢ao induzida por formalina, apés a exposicao a morfina
neonatal e este efeito pode ser em decorréncia de: (1) uma maior percentagem de
neurénios do ganglio da raiz dorsal, tanto de pequeno e grande didametro, que
expressam o receptor y-opidide durante a primeira semana de vida; (2) a expressao do
receptor y-opidide € regulada nos neurénios de maior didametro, com a maturacao pos-
natal (BELAND e FITIGERALD, 2001); e (3) mudangas na ligagao ao receptor y-opiodide
nas porcoes apicais da medula espinhal no sétimo dia apdés o nascimento em um
padrao difuso de ligacdo que se localiza, com a maturagcado, no corno dorsal superficial
(RAHMAN et al. 1998).

O aumento da expressdo de receptores P sugere uma agao mais ampla de

atividade da morfina diretamente na medula espinhal e, indiretamente, através das
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largas terminagdes dos aferentes primarios em ratos jovens (07 dias pds-natal) em
comparagao com ratos mais velhos (NANDI et al. 2004). Este achado associado com a
supraexpressao de vias excitatérias no aferente primario da sinapse medular espinhal
tem um papel vital para expressao de receptores g na maturagdo normal do circuito
nociceptivo e, portanto, a ruptura deste por administragdo exdgena de agonistas
opidides podem ter consequéncias prejudiciais na maturagdo dos circuitos da dor
(THORNTON e SMITH, 1998; THORNTON et al. 2000). Processos dependentes de
atividade opidide conduzem a maturagao de fibras-C nociceptivas, durante este periodo
critico de maturacédo (FITZGERALD et al. 1994; BEGGS et al. 2002). O aferente
primario sofre importantes alteragbes anatébmicas e funcionais durante as trés primeiras
semanas pos-natal em rato. Em ratos adultos, fibras aferentes primarias Ad e C
transmitem estimulos dolorosos, o que nao ocorre com as fibras AB. Em contraste, no
sétimo dia pds-natal em ratos, as fibras AB aferentes primarias também podem
transmitir estimulos dolorosos (FITZGERALD e JENNINGS, 1999).

Existe uma hipétese que a atividade aumentada das fibras AR no inicio do
desenvolvimento pode ser modulado pelas despolarizagbes sub-limiares da fibra C
(DICKENSON e RAHMAN, 1999). Funcionalmente, em roedores adultos, agonistas
opidides inibem seletivamente fibras Ad e C, mas nao fibras AR (RAHMAN e
DICKENSON, 1999). Em contraste, a morfina em ratos jovens pode inibir a atividade
mediada por fibras AB e C na medula espinhal lombar (RAHMAN et al. 1998), que é
paralela a expressao de receptores p em células do ganglio da raiz dorsal, de pequeno
(Ad e C) e grande (AB) didametro (BELAND e FITZGERALD, 2001).

Em roedores adultos, receptores p pré-sinapticos residem predominantemente
em fibras C de aferentes primarios (ABBADIE et al. 2002; JONES et al. 2003; LU et al.
1997). Em ratos jovens, a expressao aumentada de receptores gy em uma populagéo
diversa de aferentes primarios sugere que a especializagdo de fibras C desenvolve
transversalmente a maturagao pés-natal (RAHMAN et al. 1998) e, portanto, pode ser
influenciada por precoce exposicao aos opioides.

Em relacdo a adicdo de drogas, estudos tem demonstrado importantes
consequéncias cognitivas da exposigao pré-natal a morfina (CHE et al. 2005; SARKAKI

et al. 2008; WANG e HAN, 2009), porém os efeitos na nocicepgao € negligenciada.
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Sabe-se que a morfina induz a tolerancia e que este efeito foi correlacionado com a
ocorréncia de apoptose neuronal no corno dorsal da medula espinhal superficial (MAO
et al. 2002), que na fase de neurodesenvolvimento poderia produzir modificagdes
fisiolégicas de longo prazo na sensibilidade e/ou condugdo da dor (KYLE, 2006;
BERMAN et al. 2008;).

Uma vez que a exposigao prolongada de morfina intrauterina pode causar
vasoconstricdo fetal e placentaria (COLLINS et al. 2005), parece que os efeitos
prejudiciais de morfina sdo em parte devido ao estresse oxidativo provocado no tecido
placentario. Demonstrou-se que a hipdxia pode estimular a apoptose nos tecidos da
placenta, e o aumento no nivel de apoptose placentaria pode levar a restricdo do
crescimento fetal (CHEN e DAI, 2008; GUDE et al. 2000; MYATT e CUI, 2004), assim a
transferéncia de morfina através da placenta e seu efeito direto sobre desenvolvimento
do embrido seria a parte mais importante de seu papel prejudicial (NASIRAEI-
MOGHADAM et al. 2010).

Estudos de Nasiraei-Moghadam et al. (2010) demonstraram que aumento da
atividade da caspase 3, reforca a conclusao que a morfina pode desencadear a cascata
molecular que leva a apoptose no desenvolvimento do tubo neural. Considerando o
papel importante da apoptose no desenvolvimento normal do sistema nervoso, é
provavel que o aumento da susceptibilidade a apoptose seja de fundamental
importancia no desenvolvimento de anormalidades fetais e embrionarias induzida por
morfina (NASIRAEI-MOGHADAM et al. 2010).

As diferentes alteragbes fisioldgicas entre machos e fémeas decorrentes da
exposicao a morfina sdo ainda pouco conhecidas. Estudos anteriores demonstraram
que o surgimento de receptores opidides em ratos € paralelo ao aparecimento de
receptores esterdides no cérebro, que gira em torno de 14 dias da vida fetal, quando o
final da divisdo celular do hipotalamo se completa (CLEDENINN et al. 1976;
JACOBSON e GORSKI, 1981). Este periodo também coincide com o inicio da secregéo
de esterdides das gbnadas no feto macho (DOHLER, 1991) e tais eventos podem servir
como sinais para o inicio do "periodo critico" de diferenciacdo sexual em nivel central
(VITO e FOX, 1981). A observagdao de que a maior concentragdes de receptores

opidides neuronais estdo no sistema limbico, talamo, estriado, hipotalamo,
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mesencéfalo, e na medula espinal (SIMON e MILLER, 1978; SNYDER, 1978) sugere
que os mecanismos fisioldgicos que ndo seja a analgesia e percepgao da dor, podem
ser afetados por narcéticos (SIDDIQUI et al, 1995), assim como opidides podem induzir
a uma condi¢ao de hipogonadismo masculino, tanto em humanos quanto em roedores
(ALOISI et al. 2009).

Um fator importante que necessita profundamente ser estudada € a resposta a
dor, considerando o género, visto que as diferengcas na percepc¢ao da dor entre os
sexos sao, frequentemente, de uma magnitude substancial (PALMEIRA; ASHMAWI e
POSSO, 2011).

As influéncias do ciclo estral sobre o desempenho comportamental de ratos séo
conhecidas desde o inicio do século XX, mas apenas a partir da década de 70 estudos
sistematicos sobre diferengcas de género em modelos animais de ansiedade passaram a
ser feitos em larga escala (BREEDLOVE, 1993).

O conhecimento das diferengas na morfologia e na fungdo do SNC entre os
sexos se torna mais detalhado a cada dia, tanto em humanos quanto em animais
(MCEWEN,1999; ALOISI, 2000). Consideram-se diversos fatores responsaveis pelas
diferengas na percepcao entre os sexos e assim como a grande prevaléncia de dor
cronica nas mulheres (TOUSIGNANT-LAFLAMME e MARCHAND, 2009).

Acredita-se que fatores biolégicos, como, por exemplo, hormbnios sexuais,
representam um dos principais mecanismos que explicam as diferengas na percepcao
da dor entre os sexos. Essa hipotese é apoiada por diversos achados em estudos
realizados com animais (FILLINGIM e GEAR, 2004; GAUMOND, ARSENAULT e
MARCHAND, 2005; THOMPSON, ANGELOTTI, NAG, HAGIWARA, KIMURA,
MITSUSHIMA, 2010) e humanos (BERKLEY, 1997; FILLINGIM e GEAR, 2004), assim
como os resultados deste trabalho, que apontam neste sentido.

Em ratas, o ciclo hormonal dura de quatro a cinco dias e tem quatro fases,
denominadas de Estro, Metaestro, Diestro e Proestro. O Estro corresponde a ovulagao
e nesta fase a progesterona encontra-se em seu nivel maximo. O Metaestro
corresponde a fase entre os ciclos, na qual ndo ha acido hormonal identificavel. O
Diestro corresponde a agao inicial do estradiol sobre o organismo, com niveis de

estradiol correspondentes a metade da taxa maxima. O Proestro corresponde ao pico
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da acdo do estradiol (SCHWATZ, 1969; CARTER, 1993; KANDELI, SCHWATZ &
JESSEL, 1995).

Fazendo uma correlagdo entre ciclo hormonal e receptores opidides, alguns
estudos evidenciaram que o sistema opioide do tronco espinhal € em muitos aspectos
mais robusto e eficiente no sexo masculino do que em roedores do sexo feminino
(GUPTA et al. 2007; MITROVIC et al. 2003). No nucleo parabraquial da ponte, a
expressdo do receptor p-opidide flutua durante o ciclo estral e ha uma redugéo
significativa na expressao deste receptor em ratas proestro, quando comparados com
os ratos (MURPHY et al. 2009). Na substancia cinzenta periaquedutal (PAG), as
diferencas entre os géneros no numero de receptores p foi também demonstrada
(LOYD et al. 2008). Assim, as fémeas apresentaram niveis mais baixos de receptor y -
opidides em varias regides do cérebro envolvidas na transmissdo da dor
(AMANDUSSON e BLOMQVIST, 2013).

Em humanos, a ativacdo do receptor p-opidide no cérebro em resposta aos
estimulos dolorosos em mulheres é dependente de estradiol (SMITH et al. 2006) e
mulheres em um estado de baixo nivel de estradiol, demonstram menor capacidade de
ativar o sistema opidide em resposta a dor sustentada em relacdo aos homens e,
consequentemente, apresentam indices mais elevados de dor (ZUBIETA et al. 2002).
Desta forma, estes achados podem justificar a maior sensibilidade a dor devido ao
estimulo nociceptivo quimico, porém n&o € capaz de explicar o aumento na resisténcia
ao estimulo térmico (dor central). Outros estudos apontam que o abuso de opidides
pode levar a uma interrupcdo na ciclicidade normal devido ao aumento da atividade
opidide (GENAZZANI et al. 1993; DANIELL, 2008;). Este fato pode ter um fundo
bioldgico plausivel para menor expressao basal de opidides endégenos em mulheres
(AMANDUSSON e BLOMQVIST, 2013).

A via da dor espino-talamo-cortical € somente vista em primatas; espécies
subprimatas exibem uma via menos especifica e maior integragdo com o prosencéfalo
(CRAIG, 2003). Em humanos, ha uma relagao reciproca entre o sistema opidide e eixo
hipotalamo-hipofisario-gonadal tal que os estrogénios modulam opidides e opidides
endbégenos, que por sua vez, controlam a ciclicidade hormonal e a ovulagao
(AMANDUSSON e BLOMQVIST, 2013).
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Outro ponto importante € que as vias analgésicas opidide espinhal séo
sexualmente dismoérficas, tanto que a ativagédo de receptores u esclarece analgesia em
machos, mas nas fémeas é necessaria a combinagao da ativagao dos receptores py e k
para produzir analgesia, que parece ser devido aos hormoénios sexuais ovarianos e nao
a mera auséncia de hormonios testiculares (LIU et al. 2007).

Em relacdo aos machos, o estudo de Siddiqui et al. (1995) evidenciou que
proles expostos a morfina apresentaram alta sensibilidade ao efeito supressor de
morfina, nestes animais a fungao testicular foi quase abolida com aspermatogénese e
muito baixa atividade esteroidogénica.

Neste sentido, os resultados obtidos neste trabalho, demonstram que ocorreu
uma inversdo da resposta nociceptiva das proles, com as fémeas apresentando
comportamento nociceptivo similar aos machos, assim como machos apresentando
comportamento nociceptivo semelhante as fémeas, quando as maes foram tratadas
com morfina no periodo perinatal e lactagcdo, demonstrando diferencas na resposta
analgésica em funcao da diferenga entre os géneros. Desta forma, este estudo revela
as possibilidades de novos trabalhos com o intuito de determinar qual o mecanismo

induzido pela morfina foi responsavel pelas mudangas observadas.
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Este trabalho demonstrou que a exposi¢cao continua a morfina na dose de
10mg/Kg/dia durante o periodo da gravidez e lactagdo gerou alteragbes na
sensibilidade nociceptiva nas proles na idade adulta. Pela primeira vez, este estudo
demonstra que esta alteracao foi contraditéria em fungéo do género, visto que fémeas
apresentaram modificacbes duais na sensibilidade, que foi dependente do estimulo
nociceptivo, tornando-a mais sensivel a percepc¢ao da dor para estimulos quimicos
intraperitoneais, porém mais resistente ao estimulo térmico de nocicepg¢ao central. Os
machos expostos a morfina no periodo perinatal também apresentaram aumento da
sensibilidade a dor pelo estimulo quimico intraperitoneal, porém com menor intensidade
que as fémeas. Além disso, contrariamente as fémeas, os machos foram mais sensiveis
ao estimulo térmico (nocicepgao central) e mais resistentes a dor inflamatéria, que nao
foi afetada nas fémeas.

Dessa forma, ha necessidade de maiores investigagdes acerca dos possiveis
mecanismos e vias afetadas pela morfina nestas proles que justifiquem a permanéncia
das alteragdes encontradas na vida adulta, assim como avaliar quais areas neurais
foram modificadas, mesmo apds um longo periodo sem o contato com a droga, gerando

as alteracdes na percepcao da dor observada neste estudo.
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Projeto: Uso da morfina no periodo gestacional e lactacio: efeitos sobre o
desenvolvimento do sistema nervoso central, comportamento e nocicepcio

Coordenador- Professora. Dia. Cristiane do Socorro Ferraz Maia
Area Temitica: Farmdcia
Vigéncia: 0372011 a 0372013

Nono CEPAE-UFPA: BIOO49-12

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Ammais de Expenmentacio da Universidade Federal do Para (CEPAE). O tema eleito para
a investigacdo e de alto teor cientifico justificando a utithzacio do modelo animal proposto.
Os procedmentos expermmentals utilizados seguem as nomnas locals e mfernacionals para
tratamento e mampulacdo de animais de expenmentacio. Portanto, o CEPAE, através de
seu presidente. no uso das atnbwgdes delegadas pela portana No 3988/2011 do Restor da
Universidade Federal do Para, resolve APROVAR a ufilizacio de ammms de
expenmentacio nas atividades do projeto em questio, no periodo de vigéncia estabelecido.
As atividades expenmentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova auforizacio
deste comité.

Belém, 02 feveremro de 2011

UJJ.H - f

Prof. Dr. Walace Gomes Leal
Presidente CEPAE-UFPA



