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APRESENTAÇÃO 

 

 

Esta Tese está estruturada em 3 partes: - Parte I - Introdução, Revisão da Literatura, 

Objetivos e Referências Bibliográficas;  

- Parte II - Materiais e Métodos, Resultados e Discussão na forma de artigos científicos;  

- Parte III – Considerações Finais, aprovação do comitê de ética e a produção acadêmica 

durante o período de doutorado. 

 O item Referências Bibliográficas refere-se somente às referências contidas nos itens 

Introdução, Revisão da Literatura e Considerações Finais. 

  Detalhes técnicos mais precisos sobre a metodologia empregada em cada um dos 

trabalhos apresentados podem ser encontrados nos trabalhos científicos. 

 

 

 

 



Administração de Morfina Durante o Período Neonatal: Avaliação de Sistemas de Neurotransmissão, Parâmetros 

Comportamentais e Bioquímicos. 

 xiv 

RESUMO 

Dor em pediatria tem sido o foco de muitos estudos nas últimas décadas devido ao fato de que 

neonatos apresentam menor limiar a estímulos nocivos e inócuos em relação aos adultos. 

Desta forma, o uso de analgésicos é frequente para sedação e analgesia em UTIs pediátricas, e 

entre os opioides, a morfina é um dos mais utilizados. Adicionalmente, exposição a estímulos 

estressantes como a deprivação materna está entre os fatores ambientais relacionados a 

alterações no desenvolvimento neural. O estresse social ou a negligência do cuidado parental, 

e mais precisamente do cuidado materno em ratos, está associado a importantes alterações 

comportamentais na vida adulta. Entre estas alterações apresentadas ao longo da vida estão 

alterações na resposta ao estresse, e à alteração na sensibilidade a estímulos dolorosos, 

indexadas por hiperalgesia. Consquentemente, o estresse social gerado pela deprivação 

materna está relacionado a prejuízos cognitivos, emocionais e sociais, além de alterações 

neuroquímicas de longo prazo. Deste modo, é necessário atenção, prevenção e tratamento a 

esses eventos físicos, emocionais e comportamentais no período neonatal e durante a infância, 

uma vez que as bases neurobiológicas envolvidas nestes fenômenos ainda não foram 

completamente elucidadas. Considerando a relevância do tema, o objetivo deste estudo foi 

verificar os efeitos do tratamento com 5 µg de morfina, uma vez ao dia, do P8 ao P14 e a 

exposição a deprivação materna por 3 horas durante os primeiros 10 dias de vida em curto 

(P16), médio (P30) e longo prazo (P60), sobre o desenvolvimento dos reflexos neuromotores 

da prole por meio do Reflexo de Endireitamento, Geotaxia Negativa e Marcha; 

comportamento nociceptivo por meio dos testes Tail-Flick e Placa Quente, respectivamente. 

Um total de 58 filhotes foi utilizado. Os animais foram divididos em 5 grupos: controle total 

(C), que não recebeu nenhuma intervenção; salina (S), que recebeu solução salina; morfina 

(M), que recebeu morfina; deprivado salina (DS), que foram submetidos a deprivação 

maternal e receberam solução salina; e deprivado morfina (DM), que foram submetidos a 
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deprivação maternal e receberam morfina. Em relação aos testes neuroquímicos, foram 

analisados níveis de BDNF, NGF, IL-1β e IL-4 em tronco e córtex cerebral que estão 

relacionados a fenômenos modulatórios em sistemas nervoso e imune. Os animais que 

receberam morfina e os deprivados maternos que receberam morfina apresentaram atraso no 

desenvolvimento dos reflexos iniciais. Alterações neuroquímicas também foram observadas. 

Os níveis de BDNF no tronco encefálico foram diminuídos em animais que receberam 

morfina e deprivação materna. Animais deprivados apresentaram um aumento nos níveis de 

NGF no tronco encefálico. Além disso, observou-se um aumento nos níveis de NGF do córtex 

cerebral em animais que receberam morfina, deprivados maternos e deprivados maternos que 

receberam morfina. Uma diminuição no limiar nociceptivo foi observada em animais que 

receberam morfina, deprivados maternos e os deprivados maternos que receberam morfina. 

Também houve interações em tronco encefálico e córtex cerebral nos níveis de BDNF, IL-1β 

e IL-4 entre as variáveis independentes: tratamento, deprivação e tempo, o que levou à 

modificação nos níveis centrais dos neuroimunomoduladores avaliados. Estes dados 

demonstram a importância de estudos focados nos efeitos do tratamento com morfina no 

período neonatal ao longo da vida, assim como na busca por alternativas terapêuticas que 

possam reverter possíveis alterações decorrentes da separação materna no período neonatal. 

 

 

Palavras-Chave: dor, neonatos, morfina, deprivação materna, respostas comportamentais, 

nociceptivas e neuroquímicas. 
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ABSTRACT 

Pediatric pain has been the focus of many studies in the last decades due to the fact that 

neonates have a lower threshold for innocuous and noxious stimuli than for adults. Thus, the 

use of analgesics is frequent for sedation and analgesia in pediatric intensive care units, and 

among opioids, morphine is one of the most used. Additionally, exposure to stressful stimuli 

such as maternal deprivation is among the environmental factors related to changes in neural 

development. The social stress or neglect of parental care, and more precisely maternal care in 

rats, is associated with important behavioral changes in adult life. Among these changes 

presented throughout life are changes in the response to stress, and the change in sensitivity to 

painful stimuli, indexed by hyperalgesia. Consequently, the social stress generated by 

maternal deprivation is related to cognitive, emotional and social impairments, further to 

long-term neurochemical changes. Thus, attention, prevention and treatment are necessary to 

these physical, emotional and behavioral events in the neonatal period and during childhood, 

since the neurobiological bases involved in these phenomena have not yet been fully 

elucidated. Considering the relevance of the subject, the objective of this study was to verify 

the effects of treatment with 5 µg of morphine once a day from P8 to P14 and exposure to 

maternal deprivation for 3 hours during the first 10 days of short (P16), medium (P30) and 

long- term (P60), on the development of neuromotor reflexes of offspring through the righting 

Reflex, Negative Geotaxis and Gait; nociceptive behavior through the Tail-Flick and Hot 

Plate tests, respectively. A total of 58 puppies were utilized. The animals were divided in 5 

groups: the total control group (C), which did not receive any intervention; saline group (S), 

which receive saline solution; morphine group (M), which receive morphine; deprived saline 

(DS), which were subjected to maternal deprivation and receive saline solution; and deprived 

morphine group (DM), which were subjected to maternal deprivation and receive morphine. 
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In relation to the neurochemical tests, levels of BDNF, NGF, IL-1β and IL-4 were analyzed in 

the brainsteam and cerebral cortex and are related to modulatory phenomena of the nervous 

and immune systems. Animals that received morphine and deprived animais that received 

morphine showed a delay in the development of early reflexes. Neurochemical changes were 

also observed. BDNF levels in the brainstem were decreased in animals receiving morphine 

and maternal deprivation. Deprived animals had an increase in NGF levels in the brainstem. 

Besides, an increase in NGF levels of the cerebral cortex was observed in animals receiving 

morphine, maternal deprivation and maternal deprivation receiving morphine. A decrease in 

the nociceptive threshold was observed in animals receiving morphine, maternal deprivation, 

and maternal deprivation receiving morphine. There were also interactions in the brainstem 

and cerebral cortex in the levels of BDNF, IL-1β and IL-4 among the independent variables: 

treatment, deprivation and time, which led to the modification in the central levels of the 

neuroimmunomodulators evaluated. These data demonstrate the importance of studies 

focused on the effects of treatment with morphine in the neonatal period throughout life, as 

well as on the search for therapeutic alternatives that may reverse possible changes due to 

maternal deprivation in the neonatal period. 

 

Keywords: pain, neonates, morphine, maternal deprivation, behavioral, nociceptive and 

neurochemical responses.  
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INTRODUÇÃO 

Dor no neonato é um fenômeno complexo e envolve diferentes sistemas de 

neurotransmissores em um Sistema Nervoso (SN) em desenvolvimento (Smith et al., 2000; 

Fitzgerald & Beggs, 2001). Recém-nascidos (RNs) rotineiramente sofrem procedimentos 

dolorosos necessitando de cuidados intensivos, e nos últimos anos, têm sido documentados 

efeitos deletérios de longos períodos de exposição a procedimentos dolorosos em Unidades de 

Terapia Intensiva Neonatal (UTINs) (El Sayed et al., 2007; Anand et al., 2007; Pacifici, 

2016). Não obstante, apesar do conhecimento de que a exposição a eventos dolorosos e 

estressantes no período neonatal significam sofrimento e desconforto para os RNs, é 

necessário à busca de tratamentos para minimizá-los, demonstrando a importância do estudo 

da dor em neonatos (Pereira et al., 2007; Pacifici, 2016). Sabe-se que os componentes do SN 

envolvidos na transmissão do estímulo doloroso ao córtex cerebral estão presentes em RNs a 

termo e em prematuros, porém a maturação e a organização desse sistema neurossensorial 

continua durante a vida pós-natal (Guinsburg et al., 2000). A indicação de analgesia deve ser 

individualizada e sempre considerada em todos os RNs submetidos a procedimentos 

invasivos, cirúrgicos ou não, pois tais procedimentos levam à alteração na sensibilidade a 

estímulos dolorosos, indexadas por hiperalgesia e alodinia (De Lima et al., 1999; Whitfield & 

Grunau, 2000; Grunau et al., 2001) e na resposta ao estresse (Grunau et al., 2004). É 

essencial, portanto, uma correta avaliação do quadro doloroso e o estabelecimento da 

intervenção adequada para o alívio deste são imprescindíveis para diminuir ou evitar efeitos 

nocivos ao desenvolvimento dos RNs. Deste modo, e levando em conta que o alívio da dor é 

uma das missões médicas primordiais, o uso de analgésicos vem crescendo em pacientes nesta 

faixa etária (De Lima et al., 1996; Suresh & Anand, 2001, El Sayed et al., 2007; Prestes et al., 

2016).  

Entre os analgésicos, os opioides e, sobretudo a morfina é um dos mais utilizados para 

sedação e analgesia em neonatos. Estudos prévios demonstram que em animais a exposição 
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de RNs a estímulos nocivos pode resultar em alterações comportamentais e nociceptivas na 

idade adulta (Anand et al., 1999; Bhutta et al., 2001; Anseloni et al., 2005, Rozisky et al., 

2008, Medeiros, et al., 2011). Corroborando estes dados, estudos demostram que RNs 

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

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

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

neonato seja responsável por estes efeitos (Ruda et al. 2000; Walker et al., 2003; Saab et al., 

2004). Estudos em modelos animais evidenciaram que no 1º dia pós-natal (P1), os receptores 

opioides já se encontram bem distribuídos no Sistema Nervoso Central (SNC), sendo que os 

receptores µ (mu) e k (kappa) são os que predominam neste período. Entretanto, o pico de 

densidade do receptor µ ocorre no sétimo dia pós-natal (P7) e declina gradualmente até a 

terceira semana quando, então, atinge os níveis do adulto (Beland & Fitzgerald, 2001; Kar & 

Quirion, 1995).  

Deste modo, tem sido sugerido que a potência analgésica da morfina é maior no 

neonato e declina com o avanço da idade (Nandi & Fitzgerald, 2005). Também foi 

demonstrado que alterações induzidas pela exposição à morfina no período pré-natal podem 

ter impacto, ao longo do desenvolvimento, sobre processos de neuroplasticidade (Schrott et 

al., 2008). A exposição à morfina no período pré-natal diminui os níveis de fator neurotrófico 

derivado do encéfalo (BDNF) em hipocampo, o que sugere a presença de alterações 

neuroplásticas (Schrott et al., 2008). Estudos anteriores do nosso grupo mostraram que 

animais submetidos à exposição repetida de morfina no início da vida apresentam 

comportamento hiper nociceptivo na vida adulta (Rozisky et al., 2011) e aumento dos níveis 

de BDNF no hipocampo associado a possível sensibilização central, em médio e em longo 

prazo (Rozisky et al., 2013). Nesse contexto, a exposição a fármacos no início da vida pode 

ter implicações duradouras para o SN em desenvolvimento, como alterações neuroquímicas e 
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comportamentais em longo prazo em roedores (Rozisky et al., 2008, 2010, 2012, 2013, 2014, 

2016). 

Adicionalmente, crescente número de estudos clínicos demonstra a influência de 

fatores externos sobre dor (Tall, 2009; Gabriel et al., 2009; Gabriel et al., 2010). Além disso, 

fortes evidências apontam que, em seres humanos, transtornos psiquiátricos apresentados na 

vida adulta, tais como ansiedade, depressão, medo e esquizofrenia, também têm sido citados 

como decorrentes de processos dolorosos na infância (Reichert et al., 2000; Carbajal et al., 

2008; McGrath, 2011; Rodkey & Pillai Riddell, 2013; Victoria & Murphy, 2016). 

Além das consequências associadas à manipulação dolorosa e/ou a tratamentos 

farmacológicos, a deprivação materna (DM) pós-natal é um dos mais potentes estressores 

naturais durante o desenvolvimento (Bentetti et al., 2009). A exposição a DM pode causar um 

atraso no desenvolvimento, afetando negativamente o desenvolvimento cerebral e, assim, 

aumentando o risco de ocorrência de dificuldades comportamentais (Macri et al., 2011; Weiss 

et al., 2011). De fato, a exposição a estímulos estressantes é, sobretudo, um dos fatores 

ambientais relacionados a alterações no desenvolvimento neural (Lai et al., 2006; Aisa et al., 

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

vida adulta, quando o SN está mais suscetível às adaptações (Fernández-Teruel et al., 2002; 

Nunes et al., 2003). Considerando que neonatos em UTINs são submetidos a procedimentos 

dolorosos e que esse é um período em que naturalmente estes se encontram deprivados de 

suas mães; é de alta relevância clínica, investigar em modelos pré-clínicos o papel da 

administração repetida de morfina em ratos neonatos associado a DM, uma vez que permite 

verificar as alterações comportamentais e neuroquímicas envolvidas com o processo 

nociceptivo no período neonatal.  
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2.1 Estratégias para Localizar e Selecionar Informações 

Nesta revisão de literatura buscou-se apresentar os principais aspectos da dor em 

neonatos, morfina, deprivação materna e a relação com biomarcadores. A estratégia de busca 

envolveu as seguintes bases de dados: MEDLINE (site PubMed), LILACS, SciELO. Foram 

selecionados artigos publicados entre 1996 e 2016. 

Nos sites PubMed, LILACS, SciELO foram realizadas buscas utilizando os termos: 

neonates pain, morphine, maternal deprivation, BDNF, NGF, IL-1β e IL-4. Em relação ao 

termo neonates pain, foram encontrados 5.666 artigos no PubMed e 56 artigos no LILACS, já 

no SciELO foram encontrados 59 artigos. Utilizando-se o termo morphine foram encontrados 

26.131 artigos no PubMed, 437 artigos no LILACS e 334 no SciELO. Com o descritor 

maternal deprivation a busca no PubMed encontrou 2.438  artigos, 29 no LILACS e 24 no 

SciELO. Com o descritor BDNF, foram encontrados 17.484 no PubMed, 64 no LILACS e 46 

no SciELO. Para NGF, 9.871 artigos foram encontrados no PubMed, 85 no LILACS e 21 no 

SciELO. Em relação a IL-1β 31.649 artigos foram encontrados no PubMed, 103 no LILACS e 

86 no SciELO. Por último, a busca simples de IL-4 revelou 37.717 artigos no PubMed,  330 

no LILACS e 1.026 no SciELO. 

Refinando-se a busca, com cruzamentos entre as palavras-chave foi encontrado um 

reduzido número de artigos como mostrado na Figura 1. 
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Figura 1. Fluxograma da pesquisa realizada com as palavras-chave 
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2.2 Dor 

 Dor é considerada uma das grandes preocupações da humanidade. Desde os 

primórdios da civilização, de acordo com os registros gráficos da pré-história e com os 

diversos documentos escritos posteriormente, o ser humano busca esclarecer as razões que 

justificam a ocorrência da dor e desenvolver procedimentos destinados ao seu controle 

(Madigan & Raj, 2000). De acordo com a Associação Internacional para o Estudo da Dor 

(IASP), dor é “uma experiência sensorial e emocional desagradável associada a dano tecidual 

real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano” (Merskey & Bogduk, 1994). No entanto, 

estudo publicado recentemente sugere uma nova definição no conceito dor, abrangendo 

aspectos cognitivos e sociais (Williams & Craig, 2016). Tais pesquisadores sugerem que a 

definição existente é parcial, omitindo as qualidades essenciais necessárias para promover 

uma boa ciência e ótimos cuidados de saúde. Assim, definem a dor como “uma experiência 

angustiante associada a dano tecidual real ou potencial com componentes sensoriais, 

emocionais, cognitivos e sociais” (Williams & Craig, 2016).  

Distinguem-se dois componentes envolvidos na dor; a sensação dolorosa propriamente 

dita ou nocicepção, e a reatividade emocional à dor. O termo nocicepção, derivado de noci 

(dano ou lesão em latim), é empregado para descrever a resposta neural aos estímulos 

nocivos, os quais podem ser exógenos (mecânicos, químicos, físicos e biológicos) ou 

endógenos (como inflamação e isquemia cerebral). Além disso, compreende a recepção dos 

estímulos nocivos por receptores específicos (nociceptores), condução até o SNC por meio de 

vias sensoriais e a integração da sensação dolorosa em níveis talâmico e cortical (Loeser et al., 

2001). A reatividade emocional à dor corresponde à interpretação afetiva da dor, de caráter 

individual e influenciada por estados ou traços psicológicos, experiências prévias e fatores 

sociais, culturais e ambientais (Jones, 1993; Wall & Melzack, 1994). Deste modo, a dor é 

sempre uma manifestação subjetiva. Em modelos animais fala-se de nocicepção, uma vez que 



Administração de Morfina Durante o Período Neonatal: Avaliação de Sistemas de Neurotransmissão, Parâmetros 

Comportamentais e Bioquímicos. 

 9

a dor é avaliada indiretamente por meio de respostas comportamentais (Millan, 1995). Em 

relação à transdução dos estímulos dolorosos, esta depende da ativação de receptores 

especializados, os nociceptores, que são terminações nervosas livres das fibras C e Aδ. Os 

nociceptores são ativados quando um estímulo atinge o limiar nocivo (Schaible, 2007) e a 

resposta pode aumentar progressivamente de acordo com a intensidade do estímulo, se a 

estimulação for contínua, pode ocorrer diminuição do limiar de resposta destes nociceptores, 

fenômeno conhecido como sensibilização (Riedel & Neeck, 2001; Schaible, 2007).  

O estímulo nociceptivo é detectado pelos nociceptores, receptores sensoriais ativados 

por estímulos nocivos transmitindo o sinal para o SNC como estímulo elétrico (potenciais de 

ação) (Zhang & Bao, 2006). Estes nociceptores estão localizados nas terminações nervosas 

livres, e encontram-se amplamente distribuídos no organismo. Os nociceptores são 

classificados, de acordo com suas modalidades, em mecânicos, térmicos e polimodais, e são 

constituídos por fibras mielinizadas (tipo Aδ), possuindo velocidade de condução rápida de 

aproximadamente 5-30 m/s. Ainda, os nociceptores polimodais são ativados por estímulos 

químicos, térmicos ou mecânicos de alta intensidade e são constituídos por fibras não 

mielinizadas (tipo C) e possuem velocidade de condução lenta de aproximadamente 1,0 m/s. 

As projeções destas fibras entram no corno dorsal, ascendem por segmentos pelo trato 

pósterolateral (Trato de Liassauer) e terminam nas lâminas superficiais do corno dorsal 

(Cervego & Iggo, 1980). No corno dorsal da medula espinhal tais fibras fazem sinapse com 

neurônios aferentes secundários, interneurônios e neurônios do corno ventral motor (Basbaum 

& Jessel, 2000; Loeser et al., 2001). A lâmina I (lâmina marginal) recebe somente aferências 

nociceptivas, enquanto a lâmina II (substância gelatinosa) é formada por interneurônios 

excitatórios e inibitórios, os quais respondem às estimulações nocivas e não nocivas 

(Basbaum & Jessel, 2000) (Figura 2).  

 Os nociceptores são estimulados por substâncias como a serotonina, H+, K+, 

histamina, bradicinina, colecistocinina e substância P (Loeser et al., 2001). A condução do 
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estímulo por meio das fibras induz a liberação de neurotransmissores entre os neurônios de 1a 

e 2ª ordem no corno dorsal da medula espinhal como o glutamato, substância P e peptídeo 

relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). O glutamato promove potenciais excitatórios 

pós-sinápticos rápidos por meio da ativação de receptores ácido α-amino-3-hidróxi-5-metil-4-

isoxazolepropiônico (AMPA); entretanto, os potenciais lentos são produzidos por meio da 

liberação de peptídeos como substância P e CGRP (Menescal-de-Oliveira, 2008). Algumas 

dessas fibras se projetam para o sistema límbico, responsável pelas respostas de luta e fuga e 

emocionais desagradáveis ao estímulo nociceptivo (Loeser et al., 2000; Basbaum & Jessel, 

2001). 

As vias ascendentes de condução são os tratos espinotalâmico, espinorreticular, 

espinomesencefálico e espino-hipotalâmico. O trato espinotalâmico é a via mais proeminente 

na medula espinhal. Os axônios cruzam a linha média no nível da comissura anterior e 

chegam até o tálamo, que é subdivido em espinotalâmico lateral ou via neoespinotalâmica, e 

espinotalâmico medial ou via paleoespinotalâmica. A via neoespinotalâmica projeta-se no 

núcleo póstero-lateral do tálamo, de onde partem projeções para o córtex somatossensorial 

primário, onde ocorre a percepção da dor; este trato é relacionado com aspectos 

discriminativos da dor como localização, intensidade e duração (Loeser et al., 2001). Por 

outro lado, a via paleoespinotalâmica, a partir da medula, projeta-se para o tálamo medial e 

posteriormente para o córtex cerebral de ambos os hemisférios, e perde-se, assim, a 

somatotopia do estímulo (Ferreira, 2004). As aferências chegam ao tálamo, estrutura 

responsável pela integração dos impulsos nociceptivos, que envia projeções até o córtex por 

meio dos neurônios de 3ª ordem (DeMarco & Pascoe, 2008). O córtex é essencial para 

determinar aspectos discriminativos como localização, intensidade, duração e natureza do 

estímulo nocivo e aspectos afetivo-cognitivos como emoção, percepção, aprendizado e 

memória (Craig & Dostrovsky, 1999; Sherman & Guillery, 1996, 2002).  
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Figura 2. Transmissão do estímulo nociceptivo.  (Adaptado de Basbaum et al., 2009). 

 A transmissão nociceptiva é influenciada por processos centrais e periféricos e 

liberação de substâncias mediadoras (neurotransmissores, peptídeos e neuromoduladores) que 

podem ativar ou inibir este processo. De acordo com a complexidade na transmissão do 

estímulo nociceptivo, os processos de dor crônica podem desencadear alterações plásticas em 

diversos níveis deste sistema, levando à sensibilização tanto em nível periférico quanto central 

(Ji et al., 2003; Basbaum et al., 2009; Costigan et al., 2009). De fato, a sensibilização 

periférica está envolvida com o acúmulo de moduladores locais liberados em resposta ao dano 

e que atuam sobre a aferência nociceptiva primária. Esta sensibilização tem como 

consequência a exacerbação da resposta ao estímulo doloroso (Woolf & Chong, 1993; Aida et 
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al., 1999). Dentre os mediadores, a bradicinina e a substância P promovem intensa 

vasodilatação e aumento da permeabilidade capilar, contribuindo para o aumento da 

inflamação (Karabucak et al., 2005) e as prostaglandinas promovem a diminuição do limiar 

dos nociceptores (O’Banion, 1999). A sensibilização central pode resultar de processos 

independentes (sensibilização sináptica clássica, wind up e potenciação de longa duração – 

LTP) (Ji et al., 2003). A sensibilização sináptica clássica está relacionada aos estímulos 

periféricos que aumentam à resposta das fibras A e C (potenciação homossináptica) e fibras 

Aβ (potenciação heterossináptica). O wind up resulta da estimulação aferente repetida de 

baixa frequência (inferior a 5 Hz) por tempo prolongado com liberação de neurotransmissores 

excitatórios, sobretudo glutamato, no corno dorsal da medula espinhal. O glutamato liga-se a 

receptores NMDA resultando em influxo de cálcio e ativação da proteína cinase C, que 

modifica estruturalmente o canal de NMDA, aumentando sua sensibilidade ao glutamato e a 

resposta à dor frente a estímulos repetidos de mesma intensidade (Schaible, 2007). A LTP 

torna mais eficiente a transmissão sináptica (Zhuo, 2009) e está relacionada a estímulos 

repetidos de alta frequência com posterior ativação de receptores AMPA e de neurocinina 

(NK)-1 (Randic et al., 1993). 

 Nos diversos estágios das vias de dor, diferentes sistemas de controle modulam, 

constantemente, tanto de maneira ascendente quanto descendente, a transmissão da 

informação nociceptiva (Woolf, 2011). Os receptores NMDA e opioides fazem parte dos 

dois sistemas mais importantes na modulação da nocicepção e antinocicepção e estão 

distribuídos em praticamente todas as regiões do SNC (Riedel & Neeck, 2001). 

 

2.3 Dor e Nocicepção em Neonato 

 

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

submetidos a uma série de procedimentos dolorosos tais como intubação, acesso venoso, 
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coleta de exames por punção arterial, punção lombar, aspiração de tubo orotraqueal, 

ventilação mecânica, drenagem de tórax e punção de calcanhar (Anand et al., 2006). Na 

prática clínica, prematuros em UTINs são rotineiramente expostos a uma média de dez 

terapias ou procedimentos invasivos por dia, sem analgésicos (Carbajal et al., 2008; Lee et al., 

2016). Os RNs não podem relatar dor ou desconforto da mesma maneira que crianças de 

maior idade ou adultos (Anand et al., 2006). Por conseguinte, muitos dos instrumentos de 

estudo padrão usados para medir a eficácia da analgesia ou definir as metas de sedação ou 

analgesia não pode ser aplicado nesta população (Buttner & Finke, 2000). Estudos indicam 

que tanto crianças, (Guinsburg et al., 2000; El Sayed et al., 2007; Disher et al., 2016) quanto 

animais (Falcon et al., 1996; Rozisky et al., 2008; 2012, 2013, 2014, 2016; Lee et al., 2016) 

de menor faixa etária são capazes de responder a estímulos dolorosos indicativos de dor, uma 

vez que o processo de maturação das vias nociceptivas inicia na gestação e continua após o 

nascimento.  

Nesse contexto, estudos com modelos animais possibilitam uma melhor compreensão 

da neurofisiologia da dor no RN determinando que neonatos não somente sentem dor como 

também são capazes de responder aos estímulos dolorosos (Fitzgerald & Beggs, 2001; 

Rozisky et al., 2008, 2012, 2013, 2014, 2016). Desde então, tem havido um crescimento em 

estudos focados no sistema neurobiológico do desenvolvimento das vias nociceptivas 

(Fitzgerald & Beggs, 2001; Rozisky et al., 2008; 2012, 2013; 2014, 2016).  

 O processo nociceptivo envolve alterações neurobiológicas sequenciais induzidas pela 

ativação de nociceptores periféricos com consequente modulação central (Basbaum & Jessen, 

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

do sistema nociceptivo pode ser modificado, resultando em alterações em nível espinhal e 

supraespinhal (Anand & Scalzo, 2000). Anand & Scalzo relatam que modelos de experiência 

precoce, como dor repetitiva, sepse ou deprivação materna em roedores e outras espécies 

promovem alterações múltiplas no encéfalo adulto, correlacionadas com fenótipos 
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comportamentais específicos, dependendo do momento e da natureza do insulto (Anand & 

Scalzo, 2000). Nos diversos estágios das vias de dor, diferentes sistemas de controle 

modulam, constantemente, tanto de maneira ascendente quanto descendente, a transmissão da 

informação nociceptiva (Woolf, 2011). Assim, o processamento nociceptivo começa a ser 

traçado a partir da presença dos nociceptores próximos à epiderme e, gradualmente, eles 

descem para as camadas mais profundas de acordo com o desenvolvimento epitelial (Anand 

& Carr, 1989; Fitzgerald, 1991). Durante a 16ª semana de gestação, os receptores sensoriais 

cutâneos encontram-se presentes, na 30ª semana de gestação as vias nociceptivas talâmicas e 

espinhais encontram-se mielinizadas e as vias aferentes nociceptivas atingem o córtex entre a 

20ª e 26ª semanas de gestação (Simons & Tibboel, 2006). A partir da 26ª semana de gestação 

o feto já apresenta considerável maturação das vias ascendentes periféricas, espinhais e 

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

vias ascendentes estarem pré-estabelecidas (Berde & Sethna, 2002). 

 Ratos RNs apresentam maturação das vias nociceptivas semelhantes às de um feto 

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

no rato, se assemelham às de um humano RN a termo (Figura 3), e com 21 dias são 

semelhantes a uma criança de um ano de idade (Fitzgerald & Anand, 1993). Evidências 

sugerem que dores não tratadas em crianças e adolescentes podem desencadear alterações no 

perfil de resposta nociceptiva, aumentando a necessidade de analgesia no pós-operatório em 

procedimentos na vida adulta (Caumo et al., 2003; Peters et al., 2005). Assim, as 

consequências da dor intensa ou persistente no prematuro ou neonato podem provocar 

alterações de comportamento como déficits cognitivos e comportamentais, bem como a 

percepção da dor, que podem persistir ao longo da vida (Bhutta & Anand, 2002). Estudos 

prévios sugerem que exposição à morfina durante o período neonatal de ratos pode promover 

mudanças em vias de sinalização da dor que pode ser expressa como um aumento da resposta 

nociceptiva na vida adulta (Sweitzer et al., 2004; Rozisky et al., 2011; 2012; 2016). 
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Adicionalmente, outros estudos têm documentado os efeitos deletérios de longa duração 

resultantes da exposição repetida a procedimentos dolorosos em UTINs, como resposta 

alterada ao estresse (Grunau et al., 2004) e hiperalgesia (Whitfield & Grunau, 2000; Grunau et 

al., 2001; Rozisky et al., 2011, 2016). Recentemente, um estudo publicado pelo nosso grupo 

de pesquisa demonstrou que a administração repetida de baixas doses de morfina no período 

neonatal induz hiperalgesia em ratos adultos (Rozisky et al., 2016). Cabe salientar que esta 

resposta nociceptiva aumentada foi totalmente revertida pela administração de melatonina 

sugerindo que a melatonina pode ser uma importante opção terapêutica para inibir os efeitos 

deletérios na ontogenia das vias nociceptivas induzidas pela exposição à morfina no período 

neonatal (Rozisky et al., 2016). Desta forma, estudos em animais têm contribuído nas 

investigações dos efeitos deletérios do estímulo doloroso resultante de procedimentos 

invasivos (Ruda et al., 2000; Beland & Fitzgerald, 2001; Rozisky et al., 2008; 2012, 2013, 

2014, 2016). 
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Figura 3. Linha de tempo da nocicepção em seres humanos. (Adaptado de Moore & Persuad, 

1998). 

 

2.4 Sistema Opioide 

 

O conhecimento do ópio remonta à pré-história ou, pelo menos, aos períodos 

históricos muito distantes (Booth, 1998). Consta que desde tempos imemoriais, o ópio e os 

seus derivados, além de exercerem ponderável influência sobre o comportamento dos seres 

humanos, têm sido empregados como sedativo e como analgésico (Duarte, 2005). Na década 

de 1960, Paul Janssen sintetizou pela primeira vez o fentanil em seu laboratório e, nos anos 

1970, foram isolados e purificados os primeiros polipeptídeos endógenos, as encefalinas e β-

endorfinas (Pasternak et al., 1976). Alguns anos após, em 1973, ocorreu à descoberta dos 

receptores opioides por meio de estudos farmacológicos com antagonistas e agonistas em que 

foram identificados os receptores µ (mu) e k (kappa) (Pert & Snyder, 1973). Na década de 
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1980, outro grupo de polipeptídeos endógenos foi identificado e foi chamado de dinorfinas 

(Brownstein, 1993). Mais tarde, Kosterlitz e col. (1980), utilizando-se de vas deferens de 

ratos, determinou um novo tipo de receptor e, seguindo a mesma regra de nomenclatura, 

denominou δ (delta), com isso, totalizando três receptores opioides (Brownstein, 1993; Pert 

&Snyder, 1973). Portanto, a partir do século XIX, com o isolamento dos alcalóides do ópio e 

as facilidades para o emprego dessas substâncias por via parenteral, houve aumento do 

interesse pelo uso criterioso dos opioides na área médica e da análise das consequências 

sociais de seu uso abusivo (Duarte, 2005; Prestes et al., 2016).  

Os opioides desempenham um papel central na nocicepção. Opioides endógenos 

modulam a experiência da dor, sendo a terapêutica de opioides fundamental para o manejo 

clínico da dor aguda e crônica (Marvizon et al., 2010). Quando utilizados em dosagens 

adequadas, os opioides produzem alívio seletivo da dor sem afetar a consciência. Apesar do 

uso generalizado, terapias atuais com opioides não são benéficas em todos os tipos de dor, e 

podem resultar em efeitos secundários desfavoráveis (Marvizon et al., 2010). A analgesia é 

consequência da ação em diferentes níveis do SNC (Rocha et al., 2004). A morfina é um 

agonista de receptores opioides µ, k e δ (delta), frequentemente utilizado em ambiente 

hospitalar para aliviar a dor moderada a grave durante o período neonatal devido à presença 

de receptores opioides espinhais desde o nascimento (Rahman & Dickenson, 1999). Sabe-se 

que receptores opioides estão amplamente expressos em várias estruturas do SNC e no 

sistema nervoso periférico (SNP) (Beland & Fitzgerald, 2001; Pereira et al., 2007). Um 

estímulo aos receptores inibe a transmissão do estímulo nociceptivo aos centros superiores de 

processamento, assim os opioides inibem a aferência da dor em medula espinhal e ativam vias 

descendentes inibitórias (Pereira et al., 2007).  

Os receptores opioides presentes nas membranas celulares são acoplados à proteína G 

inibitória e sua ativação promove a inibição de adenilato ciclase, diminuindo a concentração 

intracelular de adenosina monofosfato cíclico (AMPc). Em sequência ocorre o fechamento 
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dos canais de cálcio voltagem-dependentes nas terminações pré-sinápticas, reduzindo a 

liberação de neurotransmissores excitatórios como o glutamato. Os receptores opioides 

também atuam na pós-sinapse, abrindo canais de potássio (K+), promovendo hiperpolarização 

neuronal, reduzindo a excitabilidade evocada pelas fibras Aδ e C, bloqueando a transmissão 

do estímulo doloroso (Jordan & Devi, 1999). Desde 1º dia pós-natal (P1), os receptores já se 

encontram distribuídos no SNC, sendo que os receptores µ e k são os que prevalecem neste 

período. Igualmente, em ratos, no período neonatal, µ e k são os receptores predominantes. O 

pico de ligação do receptor µ ocorre no 7º dia pós-natal (P7), e declina gradualmente até a 

terceira semana, quando atinge os níveis de adulto (Beland & Fitzgerald, 2001; Kar & 

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

maior no neonato e declina com o avanço da idade (Nandi & Fitzgerald, 2005; Rozisky et al., 

2008). 

 As ações dos opioides dependem da afinidade pelo subtipo de receptores e da 

localização dos mesmos no SN. Receptores k estão localizados no hipotálamo, substância 

cinzenta periaquedutal, substância gelatinosa, além de neurônios sensitivos periféricos. Estes 

receptores k estão envolvidos na resposta nociceptiva, mas também em termorregulação, 

controle de diurese e secreção neuroendócrina (Dhawan et al., 1996). Receptores δ são 

responsáveis primariamente pela analgesia, mas também modulam funções cognitivas e de 

dependência física. Estão localizados nos núcleos pontinos, amígdalas, bulbo olfatório, córtex 

cerebral profundo e neurônios sensitivos periféricos (Dhawan et al., 1996). Os receptores µ 

regulam processos nociceptivos, ciclo respiratório e trânsito intestinal; localizam-se no córtex 

cerebral, tálamo, substância cinzenta periaquedutal, substância gelatinosa e trato 

gastrintestinal (Dhawan et al., 1996). A morfina é agonista dos receptores opioides atuando 

por meio de sua ligação aos receptores do tipo µ, classificados nos subtipos µ1 e µ2, que estão 

distribuídos ao longo da medula espinhal (Valadão et al., 2002). Assim, a morfina atua no 
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mesencéfalo e medula, ativando as vias nociceptivas descendentes, que modulam a 

nocicepção, e no sistema límbico, alterando os componentes emocionais da dor.  

 

2.5 Morfina em Neonatos 

 

Desde o início dos anos 80, tem-se tornado cada vez mais evidente que o feto e o RN 

percebem e respondem a estímulos dolorosos por uma série de complexos bioquímicos, 

fisiológicos e alterações comportamentais (Fitzgerald & Beggs, 2001; Anand et al., 2006). A 

partir de estudos neurobiológicos do desenvolvimento da dor, observou-se que os pacientes 

nesta faixa etária não só sentem dor, como apresentam diminuição no limiar da dor em 

resposta ao estímulo nocivo e inócuo em relação às crianças de maior idade e aos adultos 

(Grunau et al., 1994; Johnston et al., 1996). Os primeiros reflexos são respostas automáticas a 

uma forma de estimulação e constituem a base para as habilidades motoras, assim o 

desenvolvimento prejudicado pode indicar um fator preditivo de modificações 

comportamentais na idade adulta por meio da avaliação de reflexos neonatais e dessa forma é 

possível identificar a persistência ou ausência de reflexos e detectar atraso no 

desenvolvimento (Berk, 2006). Associado a isto, sabe-se que as primeiras experiências 

dolorosas podem ter efeitos em longo prazo sobre as respostas nociceptivas (Johnston et al., 

1996; Grunau et al.,1994, 2004; Ruda et al., 2000). Estudos pré-clínicos demonstram que a 

administração de morfina no período neonatal pode induzir efeitos em longo prazo nos 

circuitos da dor, levando à hiperalgesia induzida pelo opioide na vida adulta (Rozisky et al., 

2011, 2016). Devido a estas importantes descobertas e com o reconhecimento dos efeitos em 

longo prazo da dor subtratada em lactentes e crianças, tem ocorrido um aumento da utilização 

de analgésicos nesta população de pacientes (De Lima et al., 1996; Suresh & Anand, 2001, El 

Sayed et al., 2007).  
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Ao longo das últimas décadas, o uso de analgésicos opioides como a morfina 

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

identificação e tratamento da dor em crianças (Suresh & Anand, 2001; El Sayed et al., 2007). 

Os avanços dos cuidados neonatais dos RNs de baixo peso, especialmente aqueles RNs 

abaixo de 1000g requereram muitos processos invasivos. Entre estes, estão a intubação 

endotraqueal e a ventilação prolongada, devido à severa imaturidade pulmonar, doença da 

membrana hialina e displasia broncopulmonar (Aranda et al., 2005; Anand et al., 2006). 

Estima-se mais da metade dos RNs de baixo peso ao nascer entre 401-1500g sejam intubados 

na sala de parto e 70% destes RNs com peso menor que 1500g ao nascer recebam em algum 

momento ventilação mecânica durante a sua hospitalização (Aranda et al., 2005; Anand et al., 

2006). Deste modo, melhorias nos resultados clínicos de curto e longo prazo de RNs 

criticamente doentes necessitaram o amplo uso de fármacos opioides para analgesia e sedação 

(Suresh & Anand, 2001; El Sayed et al., 2007). Neonatos são rotineiramente tratados com 

morfina para o alívio da dor, especialmente com exposição crônica para sedação para permitir 

ventilação mecânica nas UTIs pediátricas (Anand et al.; 1999; Aranda et al., 2005). Estudo de 

Anand e colaboradores (1999) reforçam a hipótese que os RNs que receberam morfina 

apresentaram menor risco de morte e menor morbidade neurológica comparado com os RNs 

que receberam midazolam, que embora possua propriedades sedativas, é destituída de efeito 

analgésico. Os autores acreditam que o efeito benéfico observado naqueles que receberam 

morfina se deva à diminuição do estresse, estabilidade da pressão e melhora da oxigenação. 

 A morfina, quando administrada em neonatos humanos, apresenta início de ação rápida, 

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

pelo fígado pela enzima uridina 5′-difosfato glucoroniltransferase em dois compostos: 

morfina-3- glucuronídeo (M3G) e morfina-6 glucuronídeo (M6G), e o clearance ocorre por 

meio da eliminação dos seus metabólitos pela urina (Guinsburg, 1999). Dentre os efeitos 

adversos da morfina destacam-se depressão respiratória, náuseas e vômitos e retenção 
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urinária, comuns a todos os opioides. A morfina desencadeia também liberação de histamina, 

a qual está relacionada a prurido e broncoespasmo, este último especialmente em neonatos 

portadores de doença pulmonar crônica. Além disso, tolerância e síndrome de abstinência 

podem ser observadas, dependendo do tempo de utilização do fármaco e da estratégia 

empregada para a sua suspensão (Arnold et al., 1990; Guinsburg, 1999). A tolerância é 

definida como alterações da resposta fisiológica ou celular à exposição repetida a opioides 

levando a diminuição do efeito analgésico, e a dependência representa a manifestação dos 

sintomas que ocorrem após a retirada do opioide (Richardson et al., 2006). Do mesmo modo, 

o tratamento com opioide durante o período neonatal também pode desencadear alterações 

comportamentais após a retirada do fármaco (síndrome de abstinência). Mais de 48% dos 

bebês e crianças que recebem doses terapêuticas de opioides intravenosos demonstram 

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

quais são também demonstrados por meio de modelos animais (Franck & Vilardi, 1995; 1998; 

Taddio, 2002; Pereira et al., 2007). 

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

sido demonstrada em muitos estudos na área (Nandi & Fitzgerald, 2005; Rozisky et al., 2008, 

2011, 2012, 2013, 2014, 2016). Embora mecanismos inibitórios descendentes não sejam 

completamente formados até a terceira semana de vida (Nandi & Fitzgerald, 2005), morfina e 

outros agonistas dos receptores opioides são analgésicos eficazes durante o período neonatal, 

devido à presença de receptores opioides espinhais desde o nascimento (Rahman & 

Dickenson, 1999). Alguns autores sugerem que a potência analgésica da morfina é maior no 

neonato e declina com o avançar da idade (Nandi & Fitzgerald, 2004). Outros postulam que o 

efeito da morfina aumenta com a idade devido à proliferação dos receptores opioides (Auguy-

Valette et al., 1978; Zhang & Pasternak, 1981) e pela maturação dos mecanismos inibitórios 

de modulação na terceira semana após o nascimento (Nandi & Fitzgerald, 2004). Além das 

evidências relacionadas à maturidade do sistema neurobiológico, a mudança de resposta ao 
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efeito da morfina também tem sido demonstrada a partir de estudos comportamentais. Prévios 

estudos do nosso grupo de pesquisa demonstraram que animais que receberam morfina no 

período neonatal, do P8 ao P14, apresentam maior tempo de analgesia no último do que no 

primeiro dia de tratamento (Rozisky et al., 2008), portanto não desenvolveram tolerância ao 

opioide. No entanto, quando submetidos à exposição aguda a morfina na idade adulta 

apresentaram maior tempo de analgesia do que os que não foram tratados previamente com 

morfina. Assim, estes resultados refletem possíveis alterações em longo prazo induzidas pela 

morfina em estruturas do SNC que modulam as respostas nociceptivas (Rozisky et al., 2008).  

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

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

tolerância ao longo do desenvolvimento. Outro estudo do nosso grupo em que os animais 

foram submetidos à exposição repetida de morfina no início da vida apresentou 

comportamento hiper nociceptivo na vida adulta (Rozisky et al., 2011). Este aumento da 

resposta nociceptiva foi revertido por um antagonista do receptor de N-metil-d-aspartato 

(NMDA) (Rozisky et al., 2011), o que sugere que a exposição à morfina no início da vida 

reduz o limiar nociceptivo devido a possíveis adaptações no sistema glutamatérgico. Além 

disto, Rozisky et al. (2013) demonstraram que o tratamento repetido com morfina no início da 

vida pode levar ao aumento dos níveis de BDNF no hipocampo, associado a possível 

sensibilização central, a médio e longo prazo. Recentemente, outro estudo do nosso grupo 

explorou uma nova abordagem farmacológica para reverter à hiperalgesia induzida pelo 

opioide na vida adulta. A melatonina foi escolhida devido ao seu conhecido efeito 

antinociceptivo e anti-inflamatório, além da sua capacidade de interagir com o sistema 

opioide. Os resultados mostraram que a melatonina foi capaz de reverter a hiperalgesia 

induzida pela exposição repetida à morfina no período neonatal a médio e longo prazo, 

podendo ser utilizada como um fármaco adjuvante na terapia da dor, envolvendo 

componentes neurogênicos e inflamatórios (Rozisky et al., 2016). Sendo assim, a exposição a 
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fármacos no início da vida pode ter implicações duradouras para o SN em desenvolvimento, 

como alterações neuroquímicas e comportamentais de longo prazo em roedores (Rozisky et 

al., 2008, 2010, 2011, 2012, 2013, 2014, 2016).  

 

2.6 Deprivação Materna 

 

Nos últimos anos, vários modelos comportamentais de estresse precoce em roedores, 

como a DM têm sido usados para estudar a base neurobiológica de transtornos emocionais e 

motivacionais (Martini & Valverde, 2012; Fuentes et al., 2014; Gracia-Rubio et al., 2015). 

Em humanos, experiências estressantes no início da vida pós-natal, tais como a negligência do 

cuidado parental ou o abuso durante a infância, estão associados com o risco aumentado de 

alterações emocionais que podem persistir na idade adulta (Gross & Hen, 2004; Heim & 

Binder, 2012). Contudo, interações genéticas e ambientais regulam os mecanismos neurais 

envolvidos no desenvolvimento de determinados comportamentos. Entre as diversas 

estratégias de investigação dos efeitos de experiências estressantes no início da vida de um 

rato, está a DM repetida (Mello et al., 2009; Benetti et al., 2009; Kikusui et al., 2009). Este 

modelo é muito utilizado na literatura e atua como um dos mais potentes estressores para os 

filhotes durante o período de desenvolvimento e consiste em um tempo diário de 3 a 6 horas 

de deprivação dos filhotes da mãe durante os primeiros 10 dias de vida (Mello et al., 2009; 

Benetti et al., 2009; Kikusui et al., 2009). 

Em mamíferos, incluindo roedores, intervenções na relação mãe-filhote nas fases 

iniciais da vida promovem alterações na emocionalidade bem como nas funções cognitivas 

que perduram ao longo da vida. Dessa forma, essas alterações podem representar um 

considerável fator de risco para o desenvolvimento de doenças de ordem psiquiátricas e 

neurodegenerativas como déficits de memória (Benetti et al., 2009; Kikusui et al., 2009). 

Além disso, exposição a estímulos estressantes estão entre os fatores ambientais que podem 
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interferir no desenvolvimento neural (Lee et al., 2007; Aisa et al., 2009). Portanto, o ambiente 

é um fator determinante desde o nascimento até o início da vida adulta, quando o SN está 

mais suscetível às adaptações (Fernández-Teruel et al., 2002; Nunes et al., 2003). O estresse 

social ou a negligência do cuidado parental, e mais precisamente do cuidado materno em 

ratos, está associado a mudanças comportamentais importantes na vida adulta, como 

alterações na resposta ao estresse e maior risco de desenvolvimento de psicopatologias ao 

longo da vida (Huot et al., 2004; Benetti et al., 2009; Amini-Khoei et al, 2015).  

É importante salientar que as duas primeiras semanas de vida de um rato constituem o 

chamado período hiporresponsivo ao estresse (Levine, 2002), esta fase representa um período 

crítico para o desenvolvimento neural e, consequentemente a estimulação precoce atua sobre 

o desenvolvimento do SN e induz a uma variedade de mudanças neuroquímicas e 

comportamentais na fase adulta. Estudos prévios demonstram que a DM promove alterações 

neuroquímicas e comportamentais que persistem ao longo da vida (Lee et al., 2001; Aisa et 

al., 2009; Amini-Khoei et al, 2015). Corroborando estes dados, foi demonstrado que ratos 

deprivados da mãe no período neonatal apresentam maiores níveis de comportamento do tipo 

ansioso em resposta a um agente estressor na vida adulta (Renard et al., 2005; 2007), altos 

níveis de corticosterona (Huot et al., 2004; Plotsky et al., 2005), maior inibição 

comportamental provocada por exposição a ambiente novo (Madruga et al., 2006) e maior 

imobilidade (Aissa et al., 2007). Evidências sugerem que a DM é um estresse psicossocial 

potente e que afeta as funções cerebrais, sejam elas plásticas ou neuroquímicas. Estudos 

clínicos e pré-clínicos demonstraram que vários mecanismos explicam as consequências 

deletérias da DM na idade adulta, tais como alterações na neurotransmissão em diferentes 

áreas do encéfalo (Martisova et al., 2012; Xue et al., 2013).  

Em 2000, foi proposto por Anand & Scalzo que a falta de atividade do receptor 

NMDA a partir da DM e do isolamento sensorial leva a aumento de apoptose em múltiplas 

áreas do encéfalo imaturo. Por outro lado, a exposição à dor repetitiva pode causar uma 
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ativação excessiva de aminoácidos NMDA/excitatórios resultando em danos excitotóxicos 

nos neurônios em desenvolvimento. Contudo, essas mudanças promovem dois fenótipos 

comportamentais distintos caracterizados por aumento da ansiedade, sensibilidade à dor 

alterada, distúrbios de estresse, hiperatividade decorrente do transtorno de déficit de atenção, 

levando a habilidades sociais prejudicadas e padrões de comportamento autodestrutivo. Sendo 

assim, a importância clínica destes mecanismos consiste na prevenção de insultos precoces, 

tratamento eficaz da dor e estresse neonatal e, possivelmente, na descoberta de novas 

abordagens terapêuticas que limitam a excitotoxicidade neuronal ou a apoptose (Anand & 

Scalzo, 2000). Além disso, a DM neonatal demonstra ter efeitos duradouros sobre uma série 

de respostas, incluindo nocicepção e eficácia analgésica, que pode se estender até a idade 

adulta em ratos (Iijima & Chaki, 2005; Dickinson et al., 2009). Sabe-se que o sistema opioide 

endógeno e seus receptores são amplamente expressos em várias regiões do SNC (Erbs et al., 

2015). Sob condições estressantes, o sistema opioide sofre alterações consideráveis que 

contribuem para a regulação de comportamentos como nocicepção (Martenson et al., 2009). 

Neste sentido, estudos mostraram que a experiência de adversidade durante a infância, como a 

DM, induziu alterações duradouras na regulação do sistema endógeno de opioides, tanto em 

humanos quanto em animais (Troisi et al., 2012; Preter et al., 2014). A este respeito, pesquisas 

anteriores propuseram que o estresse por DM reduziu o limiar de dor em animais e que esse 

efeito foi correlacionado com a hipofunção do sistema opioide no SNC (Bernardi et al., 1986; 

Kwok et al., 2014). 

Estímulos estressantes como a DM têm a capacidade de interferir sobre o sistema 

límbico, o qual se relaciona com o hipotálamo. Tal fato ocasiona disfunções no eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA), como aumento da ansiedade e também falhas de 

aprendizagem e na memória (Aissa et al., 2007). Em 1999, Lehmann e seus colaboradores 

estudaram os efeitos na cognição do paradigma da DM usando um protocolo de 24 horas de 

separação única e demonstraram que ratos deprivados apresentavam déficits cognitivos na 
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memória de medo condicionado e na esquiva ativa (Lehmann et al., 1999), mas não tinham 

déficits cognitivos no labirinto aquático de Morris  (LAM) (Lehmann et al., 1999; 2002), e 

atribuíram esses efeitos cognitivos a uma maior ansiedade e liberação de glicocorticoides no 

hipocampo. Por outro lado, estudos usando ratos e camundongos, mostraram que a DM no 

período neonatal diminuiu a expressão de BDNF (Fumagalli et al., 2004; Lippmann et al., 

2007) e alterou a expressão de receptores glutamatérgicos em hipocampo em ratos (Pickering 

et al., 2006). Em camundongos, ocorre diminuição não só a produção de BDNF como 

também a neurogênese (Kikosui et al., 2009). Ratos adultos deprivados repetidamente 

mostram um aumento na apoptose neuronal e redução no número de neurônios hipocampais, 

evidenciando as alterações estruturais (Huot et al., 2002; Mirescu et al., 2004). Assim o 

estudo da DM em modelos animais é de alta relevância clínica, uma vez que permite a 

investigação das alterações neuroquímicas e comportamentais que podem estar associadas 

com o processamento da dor. 

 

2.7 Biomarcadores 

 

Biomarcadores podem ser utilizados como parâmetros de avaliação em diversas 

situações, entre elas, confirmação de diagnóstico, relação causa-efeito e efetividade de 

tratamento. Estes biomarcadores podem ser encontrados periférica ou centralmente, sendo de 

fácil mensuração como aqueles que estão em soro ou plasma. Atualmente, estudos buscam 

marcadores que possam estar relacionados com processos de doenças entre elas, a dor crônica.  

O processo doloroso é capaz de ativar diversos sistemas como endócrino, autonômico e 

imune. Um biomarcador sugerido é o BDNF, neurotrofina amplamente expressa em várias 

estruturas do SNC, apresentando elevados níveis em hipocampo (Davies, 1994). Sua ligação 

ao receptor tirosina quinase B (TrkB) regula a sobrevivência neuronal, promove o 

crescimento neuronal e mantém a conectividade sináptica no SN adulto (Zhang & Ko, 2009). 
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Estudos clínicos demonstraram que a exposição à opioide leva a alterações nos níveis de 

BDNF (Akbarian et al., 2001; Bolaños & Nestler, 2004; Hatami et al., 2007). Corroborando 

estes dados, estudos em modelos animais demonstraram que a exposição à morfina no período 

perinatal e pós-natal diminuiu os níveis de BDNF em hipocampo (Schrott et al., 2008; 

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

pré-natal tenham impacto sobre processos de plasticidade sináptica ao longo do 

desenvolvimento (Schrott et al., 2008). Além disso, estudo clínico com pacientes adictos de 

heroína demonstrou que estes pacientes apresentavam níveis séricos de BDNF diminuídos 

(Angelucci et al., 2007). 

Administração de BDNF induz hiperalgesia térmica e alodinia mecânica (Miki et al., 

2000; Zhou et al., 2000), assim como um aumento no grau de despolarização de receptores 

NMDA em medula espinhal in vitro, um mecanismo de sensibilização central de neurônios 

espinhais (Kerr et al., 1999). BDNF atua sobre os receptores NMDA nas vias nociceptivas 

ascendentes e descendentes (Malenka & Bear, 2004) e na regulação de interneurônios 

gabaérgicos em córtex cerebral (Woo & Lu, 2006). Adicionalmente, outros estudos 

mostraram que o BDNF possui ação neuromoduladora no aprendizado, na memória, na 

depressão e na dependência química (Grimm et al., 2003; McGough et al., 2004; Filip et al., 

2006). Tem sido demonstrado que intervenções na relação mãe-filhote em roedores nas fases 

iniciais da vida promovem alterações na emocionalidade, bem como em funções cognitivas ao 

longo da vida (Fumagalli et al., 2004; Lippmann et al., 2007). Também, há evidências de que, 

após a retirada de opioides, o BDNF tem um papel significativo em processos de plasticidade 

sináptica (Li et al., 2005) e sensibilização locomotora (Liang et al., 2011).  

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

amplamente expressas no SNC e SNP em desenvolvimento (Huang & Reichardt, 2001). Eles 

estão envolvidos na sobrevivência neuronal, no crescimento axonal, bem como na regulação 

da atividade neuronal e na plasticidade sináptica e dendrítica (Huang & Reichardt, 2001). 
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Tem sido demonstrado que, assim como o BDNF, o NGF também atua no processo 

nociceptivo, tanto em nível central quanto periférico (Bennet, 2001; Bannwarth & Kostine, 

2014). Cahill et al. (2003) demonstrou que administração intratecal de NGF restaurou a 

efetividade da morfina em atenuar a hipersensibilidade a dor após a lesão do nervo periférico. 

Em estudos clínicos, há evidências da neurogênese durante a retirada de opioide. Os níveis 

séricos de NGF estão aumentados em pacientes abstinentes à heroína (Mousa et al., 2007; 

Heberlein et al., 2012). Estudo pré-clínico, recentemente publicado, sugere que o sistema de 

sinalização de NGF é um novo alvo potencial para tratamento de tolerância induzida por 

opioides (Cheppudira et al., 2016). Assim, sugere-se que o NGF tem importante papel de 

modulação em analgesia a opioide e dependência (Mousa et al., 2007; Bhalla et al., 2016).  

Além do mais, nos estudos pré-clínicos que simulam situações adversas precoces, o 

estresse da DM alterou os níveis de NGF e BDNF em áreas límbicas, bem como induziu 

mudanças duradouras no comportamento emocional e respostas alteradas ao estresse. Estes 

dados sugerem que essas neurotrofinas poderiam modular mecanismos subjacentes à ligação 

social (Meaney, 2001; Cirulli, 2003a; Roceri et al., 2004; Cirulli et al., 2007). Estudo 

publicado por Cirulli et al. (2000), mostrou que os efeitos da DM na expressão de NGF são 

mais fortes quando protocolos de deprivação são mais longos, e não se restringem à região do 

hipocampo, mas podem ser vistos também em outras áreas do encéfalo. Em geral, esses 

resultados indicam que fatores externos, como a presença ou ausência da mãe, podem 

modificar a disponibilidade do fator neurotrófico no encéfalo, apontando o NGF como um 

potencial agente na plasticidade cerebral modulada pelo meio ambiente durante o 

desenvolvimento (Cirulli et al., 2000). 

Está bem estabelecido que citocinas apresentam atividade no processo nociceptivo 

(Ren & Torres, 2009; Üçeyler et al., 2009). Citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β induzem 

efeitos principalmente álgicos; no entanto as anti-inflamatórias, como a IL-4 tem função 

analgésica (Üçeyler et al., 2009). A IL-1β é liberada pela glia e capaz de regular o 
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desenvolvimento e plasticidade de circuitos neuronais (Deverman & Patterson, 2009), 

incluindo as vias nociceptivas (Schäfers & Sorkin, 2008; McMahon & Malcangio, 2009; Ren 

& Torres, 2009). O sistema imune, quando ativado, promove a liberação de mediadores como 

óxido nítrico, IL-6, TNF-α, IL-1β, e NGF (Sommer et al., 2004; Coutaux et al., 2005; Zhang 

& Huang, 2006), que contribuem para a sensibilização periférica e central (Julius & Basbaum, 

2001; Coutaux et al., 2005; Planells-Cases et al., 2005). As citocinas e outros mediadores 

inflamatórios são capazes de alterar correntes iônicas nos nociceptores (Binshtok et al., 2008). 

Prévios estudos em animais sugerem que a morfina pode afetar as funções 

imunológicas (Börner et al., 2009; Madera-Salcedo et al., 2011). Um estudo demonstrou que a 

morfina exerce a ativação de células da glia, com o aumento da secreção de citocinas pró-

inflamatórias, como TNF-α, IL-6, e IL-1β (Hutchinson et al., 2011). Também foi demonstrado 

o papel da glia no desenvolvimento de tolerância à morfina e hiperalgesia induzida pela 

retirada da morfina, particularmente associada à citocinas pró-inflamatórias (Song & Zhao, 

2001; Raghavendra et al., 2002). Um estudo com ratos mostrou que a administração crônica 

de doses crescentes de morfina induziu a alterações neuro-adaptativas que precipitam o 

desenvolvimento de tolerância a muitos dos efeitos agudos da morfina, como a analgesia, a 

ativação do eixo HHA e a supressão das atividades de células imunes (Ballard et al., 2006).  

Adicionalmente, a exposição a estresse neonatal como a DM induz mudanças 

fisiológicas permanentes que podem influenciar o sistema imunológico (Vig et al., 2010). 

Muitos dos sistemas regulatórios, que são modificados pela DM também têm sido implicados 

na regulação imunológica (McEwen, 2000b), embora pouco se saiba sobre seu impacto em 

modelos de doenças clinicamente relevantes. Pesquisas experimentais demonstram, por 

exemplo, que exposição a DM resulta em mudanças nas respostas do sistema imune (Loram et 

al., 2011; Painsipp et al., 2011). O mesmo tem sido observado na pesquisa clínica onde a 

negligência parental pode afetar processos inflamatórios com o aumento de biomarcadores 

inflamatórios na vida adulta (Danese et al., 2007; Slopen et al., 2010). Um estudo que 
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investigou a expressão de múltiplos genes de citocinas (IL-1β, IL-4, IL-5, IL-7, IL-10) em 

animais submetidos a DM mostrou que o estresse crônico gerado no início da vida resultou 

em uma resposta imunossupressora, com baixa regulação da expressão de vários genes de 

citocinas no encéfalo do rato (Dimatelis et al., 2012). Outro estudo em ratos comprovou que a 

DM durante o período neonatal aumenta os níveis de citocinas pró-inflamatórias, como o fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α) tanto em hipocampo como em córtex pré-frontal, além de 

citocinas anti-inflamatórias como IL-10 no hipocampo (Pinheiro et al., 2015). Estudos prévios 

em modelos animais mostraram que a exposição ao estresse psicossocial, conhecido com 

derrota social, levou a um aumento nos níveis plasmáticos da IL-6 e IL-1β e também 

aumentou estas citocinas no córtex pré-frontal e no hipocampo de ratos (Audet et al., 2010, 

2011; Sukoff Rizzo et al., 2012). Estes dados sugerem que, o processo inflamatório é uma 

consequência imunológica resultante da exposição aos eventos estressantes no início da vida, 

como a negligência maternal (Danese et al., 2007). Desta forma, a produção de citocinas 

contribui para desregulação do eixo HHA e promove anormalidades na plasticidade neural, 

incluindo uma diminuição do suporte neurotrófico e uma neurogênese prejudicada (Gracia-

Rubio et al., 2016). 
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3 JUSTIFICATIVA  

Neonatos prematuros e a termo, assim como crianças com mais idade, são expostos 

com frequência a estímulos nocivos repetidos, incluindo vacinações, traumas e procedimentos 

necessários a tratamentos e diagnósticos. Ainda que o alívio da dor seja um dos princípios 

básicos da medicina, na prática, a analgesia em pacientes com dificuldades de verbalizar 

sensações e sentimentos é comumente negligenciada ou insuficiente. Analgésicos opioides, 

como a morfina, são os mais efetivos e frequentemente usados no alívio da dor moderada a 

severa. Além disso, evidências sugerem que experiências sensoriais negativas no periodo pós-

natal como a deprivação materna podem aumentar a vulnerabilidade a alterações 

comportamentais na vida adulta e deste modo, desencadear prejuízos cognitivos, emocionais e 

sociais, muitas vezes associados a alterações neuroquímicas. Considerando que neonatos em 

UTINs são submetidos a procedimentos dolorosos e que esse é um período em que 

naturalmente estes se encontram deprivados de suas mães, é de alta relevância clínica, o 

desenvolvimento de estudos com modelos animais focados em sistemas de neurotransmissão 

envolvidos com o processo nociceptivo no período neonatal. O reconhecimento de possíveis 

alterações neuroquímicas decorrentes da exposição repetida à morfina contribui desta forma, 

para o aprimoramento dos conhecimentos pertinentes à farmacologia em indivíduos de menor 

idade. Por conseguinte, modelos experimentais como o aqui proposto é fundamental para o 

estabelecimento de efeitos decorrentes da exposição a fármacos no período neonatal e suas 

repercussões em curto, médio e longo prazo, resultantes de seu uso, permitindo suplantar 

limitações presentes em estudos clínicos, especialmente com pacientes pediátricos. Além 

disto, tornam possível a avaliação de repercussões comportamentais e neuroquímicas ao longo 

da vida decorrentes da exposição a experiências sensoriais negativas no período neonatal.  
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4.1 Objetivo Geral 

 

Considerando que a dor pediátrica tem sido foco de muitos estudos nas últimas 

décadas devido ao fato de que neonatos apresentam menor limiar a estímulos nocivos e 

inócuos em relação aos adultos, o objetivo deste trabalho foi avaliar as repercussões de 

tratamentos farmacológicos no período neonatal no processo de desenvolvimento 

neuroneuroquímico e comportamental ao longo da vida destes animais. Avaliou-se, em curto, 

médio e longo prazo o efeito da administração repetida de morfina e/ou deprivação maternal 

em ratos neonatos Wistar na ontogênese de parâmetros comportamentais e neuroquímicos.  

 

 

4.2 Objetivos Específicos 

  

Foi avaliado o efeito da administração repetida de morfina no período neonatal (P8-

P14) e da exposição à deprivação maternal precoce em curto (P16), médio (P30) e longo 

(P60) prazo sobre os seguintes parâmetros: 

Artigo I 

� Padrões de reflexos iniciais nos filhotes; 

� Níveis de BDNF e de NGF em tronco encefálico e córtex cerebral; 

Artigo II 

� Resposta nociceptiva a estímulo térmico nocivo; 

� Resposta hiperalgésica térmica; 

� Níveis de BDNF, IL-1β e IL-4 em tronco encefálico e córtex cerebral. 
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CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

Considerando a importância do estudo da farmacologia da dor em neonatos, nós 

buscamos abordar mecanismos neurobiológicos no processo de desenvolvimento do sistema 

nociceptivo e os possíveis efeitos das intervenções precoces sobre o curso do 

desenvolvimento. Esta questão se reveste de importância ainda maior, em vista de que 

experiências sensoriais negativas como exposição a fármacos e deprivação materna no 

período neonatal podem alterar a ontogênese das vias neurobiológicas produzindo alterações 

duradouras no comportamento e na percepção da dor, e deste modo, desencadear prejuízos 

cognitivos, emocionais e sociais, muitas vezes associados a alterações neuroquímicas. 

 Quando avaliamos os reflexos iniciais nos filhotes, nós demonstramos que exposição 

repetida à morfina e a deprivação materna induziram um atraso no desenvolvimento dos 

reflexos. Estes resultados afetam negativamente o desenvolvimento cerebral e aumentam o 

risco de alterações comportamentais. Deste modo, a administração precoce da morfina e a 

deprivação materna podem alterar, independentemente ou em conjunto, perfis fenotípicos 

importantes com alto significado adaptativo na idade adulta, demonstrando a importância do 

ambiente como gerador de mudanças plásticas em sistemas comportamentais. 

 Além disso, os resultados apresentados nesta tese demonstram que o tratamento 

repetido com morfina no período neonatal e deprivação materna de ratos levam a alterações 

em curto, médio e longo prazo em parâmetros nociceptivos e neuroquímicos. Nós mostramos 

que o trauma de vida precoce corresponde com o processamento de dor alterado na idade 

adulta, uma condição que pode ser clinicamente relevante para o tratamento de condições de 

dor crônica. 
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Estes resultados demonstram a necessidade de novas pesquisas focando em 

alternativas terapêuticas que possam reverter os efeitos deletérios sobre a ontogenia das vias 

nociceptivas induzidas pela exposição à morfina e deprivação materna no período neonatal.  
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PERSPECTIVAS 

 

Para investigar possíveis efeitos dos sistemas opioidérgico e glutamatérgico no 

processo nociceptivo neste estudo será avaliada a expressão do receptor opioide (µ) e 

glutamatérgico (NMDA) em medula espinhal por meio da técnica de Western Blotting. 

Sabendo que existe uma interação entre os sistemas opioidérgico e colinérgico, e que 

exposição repetida à morfina e deprivação materna no início da vida podem causar efeitos 

neurobiológicos duradouros. Pretendemos investigar se alguns dos aspectos cognitivos desses 

déficits podem estar relacionados a uma disfunção no sistema colinérgico, medindo a 

atividade da enzima aceticolinesterase (AChE) em hipocampo por meio do método  

espectrofotométrico. 

Esperamos compreender a interação entre os sistemas opioidérgico e dopaminérgico 

no modelo experimental proposto, avaliando os níveis de dopamina em hipocampo por meio 

de ensaio imunoenzimático ELISA. 
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