$

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS: FISIOLOGIA

Dissertacdo de Mestrado
Impacto do exercicio fisico na hiperalgesia induzida pela administracao repetida

de morfina em ratos neonatos

Ellen Almeida Nunes

Porto Alegre, 2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS: FISIOLOGIA

Impacto do exercicio fisico na hiperalgesia induzida pela administragdo repetida

de morfina em ratos neonatos

Ellen Almeida Nunes

Orientadora: Profa. Dra. Iraci Lucena da SilvaTorres

Dissertacdo apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Biologicas: Fisiologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como requisito parcial para obtencdo do titulo

de Mestre em Fisiologia.

Porto Alegre, 2016



Comissdo Examinadora

Profa. Dra. lonara Rodrigues Siqueira
Departamento de Fisiologia

ICBS — UFRGS

Profa. Dra. Isabel Cristina de Macedo
Departamento de Fisiologia

ICBS - UFRGS

Prof. Dr. Régis Adriel Zanette
Departamento de Farmacologia

ICBS — UFRGS



Dedico esse trabalho ao meu filho, a minha
familia e a0 meu noivo que sempre estiveram
ao meu lado apoiando-me para a realizagdo dos

meus sonhos.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus, por me iluminar e me dar forca em todos 0s momentos
da minha vida.

A minha familia, por estar sempre ao meu lado me apoiando, principalmente a minha
mée que fez todo o esforco possivel para que eu seguisse meus estudos, as minhas irmés por
serem minhas companheiras em especial a minha irma Gléisse que me recebeu com tanto
carinho em sua casa para que eu pudesse estudar em Porto Alegre.

Ao meu filho por em todos 0s momentos me incentivar com seus gestos simples, mas
carregados do mais puro amor, a conclusdo desse mestrado foi devido a ter ele como minha
motivacao.

Ao meu noivo e companheiro, Léo, por todo amor, carinho e dedicacdo para comigo e
com nosso filho, por sempre me motivar a seguir meus sonhos e por me apoiar
incondicionalmente. Obrigada ainda pela compreensao e paciéncia.

A minha orientadora, Iraci Torres, por abrir as portas desta instituicdo e com confianca,
me dar a oportunidade de trabalhar em seu grupo de pesquisa. Obrigada pelos conselhos e
sugestdes fundamentais para meu desenvolvimento profissional e deste trabalho.

A Liciane, que desempenhou o papel de minha coorientadora mesmo néo tendo este
titulo. Obrigada pelas sugestdes, pelos ensinamentos, pela paciéncia e dedicacéo.

A todos os colegas do laboratdrio de Farmacologia e Neuromodulacdo: Pesquisas pre-
clinica, por serem indispensaveis para realizacdo deste trabalho, em especial aos colegas Isabel,
Joice e Jonnsin pela amizade, ajuda constante e pelos os momentos de descontracéo.

Aos profissionais da Unidade de Experimentacdo Animal pelo bom humor e por estarem
sempre prontos a ajudar.

A Andressa, pela ajuda com as analises bioguimicas.



A todos 0s meus amigos e amigas, que sempre estiveram presentes, pelo apoio,
paciéncia, incentivo, carinho e por entenderem minha auséncia em alguns momentos. Enfim
a todas as pessoas que direta ou indiretamente contribuiram para a execugdo dessa

dissertacdo.
Ao CNPQ, pelo apoio financeiro.

Ao FIPE do Hospital de Clinicas, pelo financiamento deste projeto, e ao GPPG.



SUMARIO

RESUMO ...t ettt ns e b e nnr e nneas 12
AB ST R A CT et 14
LN ERI0] 516 107:Y0 IO 16
HIPOTESES ...ttt 22
OBUIETIVOS ...ttt ettt e bttt nne e e b e s nn e neennn e 22
(@] o= 1LY oo T | SRS 22
ODjJEtIVOS BSPECITICOS ....c.veiieiie ettt be e re e re e e e nneers 23
MATERIAIS E METODOS .......ocoeiieieeeseteetesesisss st se st ssssssessss s s s sn s sensssenns 23
Protocolo eXPerimental.............coiiiiiiiiir e 23
TaMANNO 08 AMOSLIA. ...ttt bbbt n e 26
Tratamento farmacolOgICO........ccoveiuiiii e 27
Avaliacdes das resSpostas NOCICEPLIVAS ........covveieiriiieiieiee e e et sre e 27
Teste da Placa QUENTE........cci ettt et eneente et e eneenreenneenee e 27
Teste Randall & Selitto. ......ccooiiiiii s 28
TESIE AE VON FIBY .t bbbttt b bbbt 28
Protocolo de EXErCiCio FISICO.....c..iiiriiiiriiieiesie et 29
Morte dos animais e COleta das AMOSIIAS. ..........cuiiiirieieierere e 29
Avaliacdo dos niveis de BDNF, NGF, IL-6 € IL10 por ELISA ... oo 30
ANALISE BSTALISTICA ...ttt bbbttt ettt be e 30
CONSIABTAGOES BLICAS ... ..veeveeieesee ettt bbbttt bbbttt b et e st et bbb neenes 30
RESULTADOS ...ttt st b et e et et e e sbe e e st e e s seeeteesreeenbeenreas 31

Efeito da administracdo de morfina no periodo neonatal sobre as respostas nociceptivas

térmicas e mecéanicas em ratos Wistar machos em P16, P30 € P60 ........cccovveeeeeeeeeeseeeeeeeeen 31



Efeitos da administracdo de morfina no periodo neonatal sobre os niveis de BDNF, NGF, IL-6
e IL-10 em tronco encefalico de ratos Wistar machos em P16, P30 € P60. ...........ccccevvrvrnnnne. 34
Efeitos da administracdo de morfina no periodo neonatal sobre os niveis de BDNF, NGF, IL-6
e IL-10 em cortex cerebral de ratos Wistar machos em P16, P30 € P60..........ccooceverirvninnne. 36
Efeito da exposicdo a uma sessao de exercicio fisico sobre a hiperalgesia térmica e alodinia
mecanica induzidas pela administracdo repetida de morfina no periodo neonatal, em P30 e P60
39
Efeitos da administracdo de morfina no periodo neonatal e/ ou exposicdo a uma sessao de
exercicio fisicoem P30 e P60 sobre os niveis de BDNF, NGF, IL-6 e IL-10 em tronco encefalico
de ratos Wistar machos em P30 € PBO..........cccoiiiiiiiinieiiie et 43
Efeitos da administracdo de morfina no periodo neonatal e/ ou exposicdo a uma sessao de

exercicio fisico em P30 e P60 sobre os niveis de BDNF, NGF, IL-6 e IL-10 em cortex cerebral

de ratos Wistar machoSs €M P30 € PBO........coo oottt e e eee e e e e e e e 46
CONGCLUSAO ..ottt ettt ettt et et et ettt et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et et eeenenerenes 59
R T O  BINCIAS ..ttt ettt et e e ettt et e ettt it et e e e e e nnnnnnnnnn 60



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Linha do tempo com os procedimentos feitos nos animais desde PO até o P1.

Figura 2 - Linha do tempo com os procedimentos realizados nos animais desde PO até

P B, e 26

Figura 3 - Linha de tempo com os procedimentos realizados nos animais do PO até P62.

Figura 4 - Laténcia da retirada da pata avaliada pelo teste da placa quente em P16...32

Figura 5 - Laténcia da retirada da pata avaliada pelo teste da placa quente em P30 e

Figura 7 - Limiar nociceptivo avaliado pelo teste de VVon Frey no P16, P30 e P60....33

Figura 8 - Niveis de BDNF em tronco encefalico medido em P16, P30 e P60........... 34
Figura 9 - Niveis de NGF em tronco encefalico medido em P16, P30 e P60 ............. 35
Figura 10 - Niveis de IL-6 em tronco encefalico medido em P16, P30 e P60. ........... 35
Figura 11 - Niveis de I1L-10 em tronco encefalico medido em P16, P30 e P60.. ........ 36
Figura 12 - Niveis de BDNF em cortex cerebral medido em P16, P30 e P60............. 37
Figura 13 - Niveis de NGF em cortex cerebral medido em P16, P30 e P60.............. 37
Figura 14 - Niveis de IL-10 em cortex cerebral medido em P16, P30 e P60. ............. 38
Figura 15 - Niveis de IL-6 em cortex cerebral medido em P16, P30 e P60. ............... 38

Figura 16 - Laténcia no teste da placa quente em P30, 1h e 24h ap0s o exercicio......39
Figura 17 - Laténcia no teste da placa quente em P60, 1h e 24h ap0s o exercicio......40
Figura 18 - Limiar nociceptivo avaliado no teste de Von Frey (g) em P30 e 24h ap0s a

SESSA0 U BXBICICIO. ..eieeeeeeee et s 41



Figura 19 - Limiar nociceptivo avaliado pelo Von Frey (g) em P60 e 24h apés o
3] (o[ o TSR U TSR U P PP PTPRORPRPO 42
Figura 20 - Niveis de BDNF em tronco encefalico medido em P30 e P60 ap0s a sessao
(01 =y (=] {1 (o 0TSSP T PSSR U TP R PR PTPPRPRPO 44
Figura 21 - Niveis de NGF em tronco encefalico medido em P30 e P60 ap0s a sesséo
A8 BXEICICIO ...ttt b et b ettt bbb bt b et b e 44
Figura 22 - Niveis de IL-6 em tronco enceféalico medido em P30 e P60 apds a sessdo de
3] (o[ o O OSSR U ST U PSP PTPROPPRO 45
Figura 23 - Niveis de IL-10 em tronco encefalico medido em P30 e P60 ap0s a sessdo
(0L =y (=] £ (o] 0SSP TS U PP PP PTPROPPRO 45
Figura 24 - Niveis de BDNF em cortex cerebral medido em P30 e P60 apds a sessdo de
3G (o[ o O OSSR U TSP TP PP PTPROPPRO 47
Figura 25 -Niveis de NGF em cortex cerebral medido em P30 e P60 apds a sessao de
3G (o[ o TSRS 47
Figura 26 - Niveis de IL-6 em cortex cerebral medido em P30 e P60 apos a sessdo de
232G (o[ o TSRS 48
Figura 27 - Niveis de 1L-10 em cortex cerebral medido em P30 e P60 ap0s a sesséo de

L= (o] (o1 [0 UUUUT TP U RRR R RRTURPPPPRRRRR 48



LISTA DE ABREVIACOES
AMPc - adenosina 5’-monofosfato ciclico
ANOVA - Anédlise de variancia (Analysis of Variance, em inglés)
BDNF - Fator neurotréfico derivado do cérebro (brain derived neurotrophic factor, em inglés)
CFA - Adjuvante completo de Freund (Freund's Complete Adjuvant, em inglés)
CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
CREAL - Centro de Reproducéo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio
ELISA - Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
EPM — Erro padrdo da média
FTCB- Fator transformador de crescimento 3
GRD - Ganglio da raiz dorsal
HCPA — Hospital de Clinicas de Porto Alegre
IL — Interleucina
NacCl - Cloreto de sddio
NGF - Fator de crescimento neural (neural growth factor, em inglés)
NMDA - N-metil D-Aspartato
PO - dia do nascimento
P1- 1° dia pés-natal
P8 - 8° dia p6s-natal
P14 -14° dia pos-natal
P16 - 16° dia pos-natal
P17 - 17° dia pos-natal
P21 - 21° dia poOs-natal
P29 - 29° dia pos-natal

P30 - 30° dia pos-natal



P31 - 31° dia pos-natal

P59 - 59° dia pos-natal

P60 - 60° dia pos-natal

P61 - 61° dia pos-natal

P62 - 62° dia pos-natal

PQ —Placa Quente

RN — Recém-nascido

RNAm - Acido ribonucleico mensageiro (ribonucleic acid, em inglés)
SNC — Sistema nervoso central

SNK - Student-Newman-Keuls

SNP — Sistema nervoso periférico

TNF- a - Fator de necrose tumoral o (Tumor Necrosis Factor o, em inglés)
TrkB-R - Receptor de tropomiosina quinase B

UEA — Unidade de experimentacdo animal

UTI — Unidade de tratamento intensivo

VF —Von Frey

VR-1 — Receptor vaniloide tipo 1



RESUMO

A morfina é um analgésico eficaz e muitas vezes opioide usado para aliviar a dor
moderada a grave durante o periodo neonatal precoce. A exposicdo repetida de morfina
no inicio da vida tem implica¢6es duradouras para o desenvolvimento do sistema nervoso,
tais como alteracBes neuroquimicas e comportamentais a longo prazo em ratos. O
exercicio fisico vem sendo utilizado como uma alternativa ndo farmacoldgica para
tratamento de quadros dolorosos. Deste modo nosso objetivo foi avaliar o efeito da
exposicao a morfina no periodo neonatal nas respostas nociceptiva (térmica e mecanica)
e bioquimicas (citocinas e neurotrofinas) em ratos de P30 e P60 antes e ap0s a exposicao
ao exercicio fisico. Ratos Wistar com 7 dias foram divididos em dois grupos: salina (SA)
e morfina (MO) e submetidos a 5 mg / dia / 7 dias P8 para P14 a soro fisiolégico ou MO
respectivamente. Nas idades de P16, P30 e P60 a resposta nociceptiva térmica foi avaliada
através do teste da placa quente (PQ), a resposta mecanica por Von Frey (VF) e Randal e
Selitto (RS). Ainda foram medidos os niveis basais de BDNF, NGF, IL-6 e IL-10 em
cortex cerebral e tronco encefalico. Apds a sessdo de exercicio foram realizados em P30
e P60 o teste de PQ, 1h e 24h apds o exercicio, o teste de VF foi realizado 24h apds e 0s
niveis de BDNF, NGF, IL-6 e IL-10 também foram medidos em cdrtex cerebral e tronco
encefalico apds a exposicao ao exercicio. Nossos resultados demonstram que 0s animais
que receberam morfina no periodo neonatal apresentam diminuicdo do limiar nociceptivo
térmico e mecanico em P30 e P60. Os niveis de BDNF, NGF, IL-6 e IL-10 apresentaram
relacdo direta com a idade em tronco encefalico, aumento ao longo do tempo. Em cortex
cerebral os niveis de BDNF e NGF demonstraram uma interacdo entre os fatores grupo e
idade, onde os animais do grupo MO tém diminuicdo desses com a idade. A 1L-10 teve

efeito somente da idade, enquando a IL-6 ndo se mostrou alterada por nenhum fator. Apos



a exposicdo ao exercicio no teste da PQ no P30 e P60 os animais SAE tiveram uma
diminuicdo do limiar nociceptivo se igualando aos grupos que receberam morfina. No
teste de VF em P30 os grupos que receberam morfina séo diferentes do grupos salina. Em
P60 o grupo SAE mostra mais uma vez diminuigao do limiar nociceptivo se igualando as
grupos morfina. Nos niveis de BDNF e NGF em tronco encefalico ocorreu interacéo entre
idade e grupo, onde o grupo MOE demonstra diminui¢cdo. Em tronco encefalico a IL-6 e
[1-10 s6 tiveram efeito da idade. Em cortex cerebral os niveis de BDNF tiveram interacdo
entre idade e grupo, o grupo MOE teve diminuigdo destes niveis em comparacao aos
demais grupos. Nos niveis de NGF se observou efeito do tempo e do grupo onde 0s grupos
que recebem morfina tém niveis menores do que os que recebem salina em P60. O grupo
MOS teve niveis menores de IL-6 em cortex cerebral do que os demais grupos, enquanto
que os niveis de 1L-10 s6 tiveram efeito da idade. Portanto a morfina no periodo neonatal
leva a diminuicdo no limiar nociceptivo térmico e mecanico em ratos e que 0 exercicio
fisico melhora os niveis BDNF, NGF e IL-6 em animais expostos a morfina no periodo
neonatal. Porém o exercicio fisico ndo foi capaz de reverter a hiperalgesia e alodinia
induzida pela morfina nos animais de P30 e P60. Sendo assim nossos dados mostram a
necessidade de mais estudos sobre a dor em recém-nascidos e 0 sobre 0 uso de opioides
neste periodo. Também se mostra necessario mais estudos sobre tratamentos ndo

farmacologicos como o exercicio fisico.

Palavras chave: Morfina, ratos neonatos, nocicep¢do, BDNF, NGF, IL-6, IL-10, exercicio

fisico.
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ABSTRACT

Morphine is an effective analgesic often used to relieve moderate to severe pain during the early
neonatal period. In our previous study, repeated morphine exposure in early life triggered
persistent implications for the development of the nervous system, such as neurochemical and
behavioral alterations in rats at long-term. The exercise has been used as a non-pharmacological
alternative for treating painful conditions. Thus our aim was to evaluate the effect of repeated
morphine exposure during the neonatal period upon nociceptive responses (thermal and
mechanical) and biochemical markers (cytokines and neurotrophins) before and after unique
physical exercise session in rats at P30 and P60. Seven-day-old male Wistar rats were divided
into two groups: saline and morphine and subjected to saline and morphine (5 pg/day/7 days)
from P8 to P14, respectively. At P16, P30 and P60, the thermal nociceptive response was
assessed using the hot plate test (HP), while the mechanical response by Von Frey (VF) and
Randal and Selitto (RS) tests. The basal levels of BDNF, NGF, IL-6 and IL-10 were measured
in brainstem and cerebral cortex. One hour and 24h after exercise, the HP was conducted in
P30 and P60, the VF test was only performed 24 ho after exercise, as well as the levels of
BDNF, NGF, IL-6 and IL-10 were also measured in cerebral cortex and brainstem. Our results
show that rats that received morphine in the neonatal period presented decreased thermal and
mechanical nociceptive threshold in P30 and P60. And, BDNF, NGF, IL-6 and IL-10 levels
presented a direct relationship with age in brainstem, increase their levels when the age
increased. In cerebral cortex, BDNF and NGF levels showed an interaction between age and
treatment group, where the morphine group showed decreased levels when the age increased.
There was age effect upon IL-10 levels and no effects upon IL-6 levels in cerebral cortex. After
24h of exercise, saline group subjected to exercise presented decreased nociceptive threshold
in using HP at P30 and P60, with similar threshold presented by morphine group. In VF test,

both morphine groups presented decreased threshold in relation to both saline groups at P30.
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However, at P60, saline group subjected to exercise presented decreased nociceptive threshold,
matching the morphine groups. In brainstem, we found interaction between age and group in
BDNF and NGF levels, where morphine-exercise group showed decreased levels; and we
observed only age effect upon IL-6 and IL-10 levels. In cerebral cortex, we observed interaction
between age and group upon BDNF levels, where morphine-exercise group showed decreased
levels compared to other groups. In relation to NGF levels, we observed effect of age and group,
where morphine groups presented lower levels than saline groups in P60. The morphine-
sedentary group presented lower IL-6 levels in the cerebral cortex than the other groups, while
only age effect was observed on IL-10 levels. Our data lead us to conclude that morphine
exposure in the neonatal period triggers a decrease in thermal nociceptive and mechanical
thresholds in rats. And, the physical exercise improves BDNF, NGF and IL-6 levels in rats
exposed to morphine in the neonatal period. However, on session of exercise was not able to
revert the hyperalgesia and allodynia induced by morphine in rats at P30 and P60. Therefore,
our data highlight the need of more studies about pain in newborns and neonates and the effect
of the opioid use in this period. And, it is necessary more studies about non-pharmacological
treatments, for example exercise.

Keywords: Morphine; neonatal rats; nociception; BDNF; NGF; IL-6; IL-10; exercise.
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INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, houve um maior interesse na fisiologia da dor e no tratamento
analgésico em recém-nascidos (RNs). RNs sdo expostos diariamente a muitos procedimentos
invasivos em UTIs Neonatais, incluindo coleta de exames para hemograma, hemocultura e
realizacdo de puncdo lombar, intubacdo endotraqueal e ventilagdo. Todos estes procedimentos
sdo extremamente dolorosos requerendo a administracdo de farmacos analgésicos como a
morfina (Anand et al., 1999). E importante salientar que RNs tratados com morfina
apresentaram menor risco de morte e menor morbidade neuroldgica quando comparados a RNs
tratados com midazolam, importante hipnético destituido de propriedade analgésica (Anand et
al., 1999). Esta diferenca é atribuida a diminuigdo do estresse, estabilidade da presséo arterial
e melhora da oxigenagdo induzidas pela morfina. Estudos em modelos animais mostram a
presenca dos receptores opioides desde o 1° dia po6s-natal (P1) amplamente distribuidos no
sistema nervoso central (SNC), com predominio, neste periodo, de receptores p (mu) e k
(kappa). Prévio estudo de nosso grupo de pesquisa mostrou que animais que receberam baixa
dose de morfina no periodo neonatal (do P8 ao P14), ndo desenvolveram toleréncia; ao
contrario, apresentaram maior tempo de analgesia em P14 do que em P8; e maior tempo de
analgesia quando submetidos a tratamento com morfina na idade adulta. Estes dados sugerem
possiveis alteraces em sistemas de neurotransmissao centrais responsaveis pela modulagéo das
respostas nociceptivas (Rozisky et al., 2008).

Morfina € agonista de receptores opioides p, k e 6 (delta), amplamente expressos central
e perifericamente. Estes receptores estdo acoplados a proteina G inibitoria e sua ativacdo
promove inibigdo de adenilato ciclase, diminuindo a concentragéo intracelular de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc). Em sequéncia ocorre o fechamento dos canais de calcio
voltagem-dependentes nas terminagdes pré-sinapticas, reduzindo a liberacdo de

neurotransmissores excitatorios. Receptores opioides também atuam na pos-sinapse, abrindo
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canais de K*, promovendo hiperpolarizacdo neuronal, reduzindo a excitabilidade evocada pelas
fibras Ad e C, bloqueando a transmissdo do estimulo doloroso (Jordan e Devi, 1999). As ac0es
dos opioides dependem de sua afinidade pelo subtipo de receptores e de sua localizacdo no
sistema nervoso. Receptores k estdo localizados no hipotalamo, substancia cinzenta
periaquedutal, substancia gelatinosa, além de neurdnios sensitivos periféricos. Estes receptores
k estdo envolvidos na resposta nociceptiva, mas também em termorregulacdo, controle de
diurese e secrecdo neuroendocrina (Dhawan et al., 1996). Receptores & sdo responsaveis
primariamente pela analgesia, mas também modulam funcdes cognitivas e de dependéncia
fisica. Estdo localizados nos nucleos pontinos, nas amigdalas, no bulbo olfatorio, no cortex
cerebral profundo e nos neurdnios sensitivos periféricos (Dhawan et al., 1996). Receptores p
regulam processos nociceptivos, ciclo respiratério e transito intestinal; localizam-se no cortex
cerebral, no talamo, na substancia cinzenta periaquedutal, na substancia gelatinosa e no trato
gastrintestinal (Dhawan et al., 1996).

Os analgésicos opioides apresentam potencial para adi¢do. Em modelos animais, estes
farmacos promovem sintomas comportamentais dependentes, em parte, do sistema
dopaminérgico (Kuribara, 1995). Por exemplo, o fendmeno de sensibilizacdo comportamental
avaliado pelo aumento da resposta locomotora, é observado ap6s a administracdo cronica de
morfina. Prévio estudo de nosso grupo mostrou que animais que receberam baixa dose de
morfina no periodo neonatal (do P8 ao P14) apresentaram aumento da atividade locomotora em
P16 e P30 que foi revertido pela administracdo de antagonista D2 (haloperidol) (Rozisky et al.,
2013). Adicionalmente, outro importante estudo de nosso grupo corrobora sobre o
envolvimento do sistema glutamatérgico neste modelo animal, uma vez que os ratos que
receberam morfina (P8-P14) apresentaram uma menor captacdo do glutamato extracelular a
longo prazo (P30 e P60) (Rozisky et al., 2012). Isto pode indicar uma alteragdo em

transportadores indispensaveis na remo¢do do glutamato da fenda sinédptica, modulando a
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ativacdo de seus receptores e a transmissao neuronal. Alterac6es nestes transportadores, em sua
funcionalidade, densidade e localizacgdo podem ter importantes implicacbes para o0
funcionamento do SNC (para revisdo ver Danbolt, 2001). Estudo de nosso grupo ainda
demostram que animais que receberam morfina no periodo neonatal apresentaram aumento em
comportamentos relacionados a nocicepcao no teste da formalina em P30 e P60. No P30, ocorre
aumento da resposta nociceptiva na fase Il (inflamatoria) do teste, enquanto que em P60 a
resposta nociceptiva apresentou-se aumentada em ambas as fases neurogénica (fase I) e
inflamatdria (fase 11). Estas respostas nociceptivas foram totalmente revertidas por cetamina,
um antagonista de receptor glutamatérgico do tipo NMDA e parcialmente revertidas por
indometacina, um antiinflamatorio néo esteroidal (Rozisky et al., 2011). I1sso nos mostra que a
exposicdo a morfina durante o periodo neonatal é capaz de alterar respostas nociceptivas tanto
em médio quanto em longo prazo. A reversdo da hiperalgesia pela cetamina indica um
envolvimento do sistema glutamatérgico neste fendmeno (Silverman, 2009). O processo de
sensibilizacdo central pode ser decorrente da ativacao persistente dos receptores NMDA pelo
glutamato liberado pelas fibras aferentes primarias levando a hipersensibilizacdo dos neurénios
do corno dorsal da medula espinhal (Baranauskas e Nistri, 1998). Em modelos experimentais
de dor inflamatéria ocorre aumento dos niveis de glutamato no ganglio da raiz dorsal e na
medula espinhal corroborando o envolvimento dos neurotransmissores excitatorios em
processos nociceptivos (Lofgren et al., 1997; Ossipov et al., 2005; Wimalawansa, 1996).
Adicionalmente, outro importante estudo de nosso grupo corrobora sobre o envolvimento do
sistema glutamatérgico neste modelo animal, uma vez que os ratos que receberam morfina (P8-
P14) apresentaram uma menor captacdo do glutamato extracelular a longo prazo (P30 e P60)
(Rozisky et al., 2012). Desta forma, estes dados compdem forte evidéncia da participacdo do
sistema glutamatérgico na hiperalgesia induzida pela administracdo de morfina no periodo

neonatal. E importante salientar que relatos da literatura tém demonstrado que a durac&o de uso,



19

a dose e o tipo de opioide sdo importantes fatores no desenvolvimento da hiperalgesia induzida
por opioides. Sendo assim, a busca de medidas farmacoldgicas e ndo farmacologicas que
atenuem esta hiperalgesia sdo de suma importancia.

Adicionalmente, o fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF, do inglés brain
derived neurotrophic factor) e o fator de crescimento neuronal (NGF, nerve growth factor) sdo
neurotrofinas amplamente expressas no sistema nervoso em desenvolvimento. Essas
neurotrofinas sdo peptideos mediadores de diversas funcBes centrais, como regulacdo do
crescimento axonal, modulacédo da atividade sinaptica, diferenciacdo, mielinizacdo, promocéo
de sobrevivéncia e regulacdo de morte neuronal (Zhang e Ko, 2009). Os fatores neurotréficos
possuem funcao no desenvolvimento e regeneracdo do sistema nervoso e apresentam um papel
importante em situacdes patologicas, incluindo as condi¢des de dor crbnica, depressdo e adi¢cdo
(Chae e Kim, 2009; Gottmann et al., 2009). Ha evidéncias de que o BDNF desempenha papel
central na sensibilizacdo comportamental apds a retirada de opioides (Liang et al., 2011). No
SNC adulto, ambas neurotrofinas, BDNF e NGF, tém efeitos troficos sobre modificacGes
estruturais e plasticidade funcional das sinapses centrais (Chao e Bothwell, 2002; Poo, 2001).
Um estudo recente descreveu que a hiperalgesia induzida por opioide esta relacionada com
modificacbes epigenéticas, como o padrdo de metilagdo do promotor do gene BDNF em
neurdnios do génglio da raiz dorsal (GRD)(Chao et al., 2016).

Outros estudos ainda apontavam para uma interacdo entre 0s antidepressivos, 0
exercicio e a expressao de neurotrofina, descrevendo a regulacéo positiva do RNAm do BDNF,
apos tratamento tanto com antidepressivo como com exercicio voluntario (Russo-Neustadt et
al., 2001). Os niveis de BDNF encontram-se aumentados em hipocampo de animais apos o
exercicio agudo em esteira (Soya et al., 2007). O exercicio voluntario também aumentou 0s
niveis de BDNF em hipocampo ap06s lesdo cerebral (Griesbach et al., 2008). Alguns trabalhos

na literatura evidenciam que poucos dias de exercicio fisico sdo suficientes para aumentar a
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producdo de BDNF no musculo e no GRD, e também de NGF, melhorando a sobrevida e a
regeneracdo de axénios em modelos de lesées no SNP ou SNC (Chae e Kim, 2009; Gomez-
Pinilla et al., 2001; Molteni et al., 2004; Neeper et al., 1995).

Conclusdes interessantes mostraram que a exposi¢do a morfina nas fases iniciais pode
desencadear diferentes alteracbes a longo prazo, embora a exposicdo pré-natal a morfina
reduziu os niveis de BDNF do hipocampo (Ahmadalipour et al., 2015). Em nosso estudo
anterior, observou-se que o tratamento com morfina no periodo neonatal aumenta os niveis de
BDNF do hipocampo a médio e longo prazo, e diminui a razdo de superéxido dismutase /
glutationa peroxidase a longo prazo. No entanto, verificou-se efeito do tratamento e da idade
nos niveis de TNF-a em hipocampo e nenhum efeito nos niveis de desidrogenase de lactato ou
na viabilidade celular (Rozisky et al., 2013).

Citocinas sdo importantes mediadores inflamatdrios envolvidos em processos de dor,
produzidas por diversos tipos de células no local da lesdo, influenciando atividade,
diferenciacdo, proliferacdo e sobrevida de células do sistema imune. Além disto, regulam
producdo e atividade de outras citocinas pré-inflamatdrias ou anti-inflamatérias envolvidas no
processo inflamatério. E importante salientar que a morfina provoca sinais diretos e indiretos
(Mika, 2008) provocando mudancas na microglia e nos astrocitos (Horvath et al., 2010),
resultando em aumento da producdo de muitas substancias, tais como radicais livres, 6xido
nitrico, citocinas pré-inflamatdrias, quimiocinas, prostaglandinas, neurotoxinas, fatores
neurotroficos, e aminoacidos excitatorios que se opde ativamente aos efeitos analgésicos da
morfina e contribui para o desenvolvimento de tolerancia (Eidson e Murphy, 2013; Hameed et
al., 2010). As citocinas produzidas pelas celulas gliais, particularmente as pro-inflamatorias,
tém sido relacionadas ao desenvolvimento de toleréncia a morfina e hiperalgesia relacionada a

abstinéncia a morfina (Raghavendra et al., 2002; Song e Zhao, 2001). Dentre as consideradas
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pré-inflamatorias estdo IL1, IL2, IL6, IL7 e TNF- a, e as antiinflamatorias séo IL-4, IL-10, IL-
13 e FTCp (fator transformador de crescimento [3).

E importante salientar que o exercicio fisico, utilizado como um tratamento n&o
farmacoldgico no presente estudo, aumenta as concentracfes plasmaticas de IL-6 e IL-10 (Jia
et al., 2014; Northoff e Berg, 1991). Apesar das concentracdes plasmaticas de outras citocinas
aumentarem durante o exercicio fisico, a IL-6 é que apresenta aumento mais pronunciado
(Fischer, 2006), sendo a citocina mais estudada em relacdo aos efeitos do exercicio. A
combinacéo de fatores como modo, intensidade e duracao do exercicio determina a magnitude
do aumento plasmatico de IL-6. Porém, a duracdo do exercicio parece ser o parametro que mais
influencia este aumento (Fischer, 2006).

Estudos prévios tém sugerido o exercicio fisico como uma alternativa nao farmacoldgica
para tratamento de quadros de dores cronicas (Chatzitheodorou et al., 2007; Hayden et al.,
2005). Além disto, a analgesia induzida por exercicio fisico parece ser decorrente da liberacao
de opioides enddgenos, tanto em nivel periférico quanto central (Morgan, 1985). No entanto,
dados da literatura sdo controversos em relacdo as vias e aos efeitos do exercicio fisico nos
quadros de dor. Estudos com modelos animais mostraram que a natacao, por tempo prolongado,
reduziu a dor neuropatica periférica (Kuphal et al., 2007). Exposicdo a natacdo e ao exercicio
em esteira, reduziu a hiperalgesia em modelo de lesdo medular (Hutchinson et al., 2004). Um
estudo utilizando protocolo de esteira, de curta e de longa duragdo, mostrou que apenas o
protocolo de curta duragdo reduz dor neuropatica induzida por lesdo de nervo periférico em
camundongos e facilita os processos de regeneracao do nervo lesado (Cobianchi et al., 2010).
Exercicio regular em esteira de intensidade moderada diminui hipersensibilidade de ratos com
dor neuropatica, este mesmo estudo também sugere que opioides endogenos ao nivel do tronco
encefalico contribuem para este efeito (Stagg et al., 2011). Atividade em esteira também

demonstrou ser benéfica prevenindo desenvolvimento de tolerdncia a morfina em ratos
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(Shokraviyan et al., 2014). Adicionalmente, diversos estudos tém mostrado o beneficio do
exercicio sobre a resposta nociceptiva e o envolvimento do sistema opioide neste efeito
(Bement e Sluka, 2005; Haier et al., 1981; Hoffmann e Thoren, 1988; Koltyn, 2000; Stagg et
al., 2011). No entanto, pouco estudos elucidam os mecanismos pelos quais o exercicio induz
analgesia.

Considerando que estudos prévios de nosso grupo de pesquisa demonstram que a
morfina administrada no periodo neonatal causa hiperalgesia em P30 e P60, nesta dissertacdo
buscamos confirmar o modelo de hiperalgesia pela administracdo de morfina e verificar o efeito

do exercicio fisico em esteira nesta hiperalgesia e 0s possiveis mecanismos de acao envolvidos.

HIPOTESES DE TRABALHO

1. A administracdo repetida de morfina no periodo neonatal leva a hiperalgesia térmica
e mecanica em ratos jovens (P30) e adultos (P60).

2. Exercicio fisico reverte em P30 e P60 a hiperalgesia induzida pela administracao
repetida de morfina no periodo neonatal de ratos Wistar machos.

3. Hiperalgesia induzida pela administracdo repetida de morfina no periodo neonatal
e/ou exposicdo ao exercicio fisico em ratos Wistar machos alteram os niveis de interleucinas e

neurotrofinas.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar os efeitos da administracdo repetida de morfina no periodo neonatal e de uma
sessdo de corrida em esteira sobre as respostas nociceptivas térmica e mecanica e sobre

marcadores bioguimicos.
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Objetivos especificos

Avaliar o efeito da administragdo de morfina no periodo neonatal sobre as repostas
nociceptivas térmicas e mecanicas em ratos Wistar machos em P16, P30 e P60. Estudar o efeito
da exposicdo em P30 e P60 a uma sessdo de exercicio fisico na hiperalgesia induzida pela

administracao repetida de morfina no periodo neonatal nos seguintes parametros:

1. resposta nociceptiva por meio dos testes de Von-Frey, Randall & Selitto (alodinia
mecanica) e hiperalgesia térmica por meio da Placa Quente em P16, P30 e P60;

2. efeito do exercicio fisico sobre a resposta nociceptiva por meio dos testes de Von-Frey
(alodinia mecénica) e hiperalgesia térmica por meio da Placa Quente em P30 e P60
imediatamente e 24 horas apos.

3. avaliar o efeito da morfina e do exercicio sobre os niveis das neurotrofinas BDNF e
NGF em tronco encefalico e cortex cerebral.

4. avaliar em tronco encefalico e cortex cerebral, o efeito da morfina e do exercicio sobre

0s niveis das citocinas pro- e anti-inflamatorias, IL-6 e 1L-10, respectivamente.

MATERIAIS E METODOS

Protocolo experimental

Foram utilizadas ninhadas de ratos machos Wistar provenientes do Centro de
Reproducgdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério - CREAL/UFRGS na Unidade de
Experimentagdo Animal (UEA)/Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) (considerar-se-
& PO o dia em que for feita a verificagdo de nascimento), padronizadas em 8 animais por
ninhada. As ninhadas foram alojadas em caixas-moradia, confeccionadas em polipropileno,
medindo 49x34x16cm, com assoalho recoberto de serragem, 1 ninhada por caixa. Ciclo claro-

escuro de 12 horas, em temperatura ambiente (22°C + 2°C) e livre acesso a agua e racao
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Nuvital®. Os filhotes permaneceram junto com as mées até o desmame em P21 e apds, foram
mantidos quatro animais por caixa. Considerando que a primeira semana de vida do rato
corresponde a idade gestacional de 24 a 40 semanas de vida gestacional do feto humano (Marsh
et al., 1997; Pattinson e Fitzgerald, 2004) e que no P7 o desenvolvimento do SNC é compativel
ao de uma crianca nascida a termo (Marsh et al., 1997), foram utilizados nesse estudo animais
na segunda semana de vida (P8), portanto com o SNC ainda imaturo. No P8 iniciou-se a
administracdo de morfina uma vez ao dia sempre no mesmo horario (9h) até P14. Os
experimentos foram divididos em trés levas, considerando as idades dos animais, em cada leva,

os animais foram divididos em dois grupos a partir do P8:

1. SALINA (SA): submetido a administracdo de solucédo fisioldgica 0,9% (veiculo) por

via subcutanea (5uL);

2. MORFINA (MO): grupo submetido & administracdo de morfina (Dimorf® 10mg/ml,

Cristalia) por via subcutanea (SuL).

Na primeira leva a resposta nociceptiva dos animais foi avaliada em P16 e os animais

foram mortos em P17 (Figura 1).

Divisfo dos
Erupos em

Morfina e Salina Testes
comportamentais
|I PO | P8 P14 | P16 I P17 I|
Nascimento o . Morte
dos animais Administragio de dos
morfina ou solugdo animais
zalina

Figura 1 - Linha do tempo dos procedimentos feitos nos animais desde PO até o P17.
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Na segunda e terceira levas os animais foram avaliados em P30 e P60 respectivamente,
apos a avaliacdo basal eles foram subdivididos em quatro grupos para realizacdo do exercicio

em:.

1.1 SALINA SEDENTARIO (SAS): foram submetidos a administracdo de solugéo

fisioldgica a 0,9% (veiculo) e ndo foram submetidos ao exercicio fisico.

1.2. SALINA EXERCITADO (SAE): foram submetidos & administracdo de solugéo
fisiologica a 0,9% (veiculo) e ao exercicio fisico em esteira ergométrica antes dos testes

nociceptivos.

2.1. MORFINA SEDENTARIO (MOS): foram submetidos & administracdo de morfina
(Dimorf® 10mg/ml, Cristalia) e ndo foram submetidos ao exercicio fisico antes dos testes

nociceptivos.

2.2. MORFINA EXERCITADO (MOE): foram submetidos a administracdo de morfina
(Dimorf® 10mg/ml, Cristéalia) e ao exercicio fisico em esteira ergométrica antes dos testes

nociceptivos.

A resposta nociceptiva foi avaliada em uma hora e 24 horas ap0s a realizacdo da sesséo
de exercicio. A morte dos animais ocorreu 24 horas ap0s a Ultima avaliagdo comportamental

(P32 e P62) (Figuras 2 e 3).
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Testes
comportamentais i
Divisdo dos a.m.egda esteira e Repehgar: dos bte;sites
N comportamentais
B Morfma ¢ Desmame 1 hora apbs 24h apés a esteira
Salina _
dos animais {}
| | PO | P8 P14 | P21 | P29 | P30 I P31 | P32 |
Nasci.n.:lenT.o {“} Morte dos
dos animais. Subdivisio dos grupas E)Sposlc;ao vou animais
em Salina Sedentirio, sao 2 585530
Salina Exercitado, N exe::_m
Morfina Sedentirio e em esteira
Morfina Exercitado

Figura 2 - Linha do tempo dos procedimentos realizados nos animais desde PO até P32.

Testes
comportamentais inm
Divisdo dos antefda esteira e Repetu;ar: dos t;sites
Morfi . comportamentais
gmpo;aljna e 1hora apés 24h apos a esteira

<~

| | PO | Pg P14 | P21 | pso | P60 | P61 | P62 |
Nascigleu?o Morte dos
dDE animais. Subdivisio dos erupos EEIJOSIQEU vDLl animais
em Salina Sedentario, TD a 585‘52?.0
Salina Exercitado, N exe;‘g‘.cm
Morfina Sedentdrio e em esteira
Morfina Exercitado

Figura 3 - Linha de tempo dos procedimentos realizados nos animais do PO até P62.

Tamanho de amostra

Para detectar uma diferenca entre as médias das variaveis em estudo de 1,5 de desvio
padrao (magnitude de efeito grande), considerando a=0,05 e poder de confianga de 90%. Serao
alocados oito animais por grupo (filhotes) para cada experimento comportamental, com base
em estudos prévios do grupo, disponiveis na literatura (Battastini et al., 1991; da Silva et al.,
2005; da Silva Torres et al., 2003; Torres et al., 2002a; Torres et al., 2002b). Foram utilizados

117 animais divididos em:
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e P16: para testes comportamentais e neuroquimicos foram utilizados quatro
grupos de oito animais (morfina e salina), considerando a necessidade de fazer
pool de dois animais para cada analise (totalizando 32 animais).

e P30 e P60 os a animais foram divididos em quatro grupos de oito animais para
0s testes comportamentais e bioquimicos (sendo 64 animais divididos em P30 e
P60).

e Foram também utilizadas 21 mées que foram descartadas ap6s o desmame.

Tratamento farmacologico

Foram administrados os farmacos e solugdes descritas a seguir:

1. Veiculo: solucdo salina (NaCl a 0,9%) por via subcuténea, na regido midi-escapular,

durante 7 dias, uma vez por dia no volume de 5 pL;

2. Morfina (Dimorf® 10 mg/ml, Cristalia), na dose total de 5 pg, independentemente do
peso do animal, por via subcutanea, na regido midi-escapular, durante 7 dias, uma vez por dia

no volume de 5 pL.

AvaliagOes das respostas nociceptivas

Teste da Placa Quente

Os animais foram colocados em cilindro transparente de polipropileno sobre a superficie
aquecida e o tempo entre a colocag&o dos animais e o inicio de retirada das patas ou “sapateado”

foram registrados como laténcias de respostas em segundos (Woolfe e Macdonald, 1944). Os
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animais foram habituados ao ambiente, por 5 minutos, 24 horas antes do teste. A temperatura
da placa foi mantida entre 50°C para os animais de P16 para que ndo houvesse lesdo e 55°C
para as demais idades. O teste da placa quente foi feito no basal, uma hora apds a exposi¢do o

exercicio e 24 horas ap0s, nas idades de P30 e P60.

Teste Randall & Selitto

Os animais foram colocados em equipamento apropriado denominado analgesimetro
(Insight, Ribeirdo Preto, Brasil), que gerou aumento linear da forca (em gramas) sobre a
superficie dorsal da pata do animal, até que o mesmo produzisse uma resposta caracterizada
pela retirada da pata. O reflexo de retirada da pata é considerado representativo do limiar
hipernociceptivo, ou seja, a forca necessaria aplicada a pata para que induza uma resposta
aversiva a um estimulo nocivo. A forca necessaria para que o animal demonstre tal resposta é
registrada em gramas (Randall e Selitto, 1957). Este teste foi feito somente no basal nas idades

P16, P30 e P60, pois optamos por somente um teste apos o exercicio devido a duracao do teste.

Teste de Von Frey

Os animais foram alocados na caixa de contengdo do aparato 30 minutos antes do teste,
0 sensor do analgesimetro é posicionado na parte dorsal da pata do animal usando como
orientacdo pela imagem refletida no espelho. O teste baseia-se na pressao maxima em
gramas(g), necessaria para que o animal demonstre sensibilidade ao sensor do analgesimetro
(Fruhstorfer et al., 2001), quando o animal retira a pata essa medida é registrada. Como nestes
experimentos 0s animais ndo tinham lesdo em nenhuma das patas foi feita uma média das patas
direitas e esquerdas de cada animal. Os ratos foram habituados ao ambiente, 24 horas antes do

teste por um periodo de 5 minutos. O teste de Von Frey foi realizado no basal e 24 horas ap6s
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a exposicdo ao exercicio, pois este teste é relativamente longo e a avaliacdo imediata do

exercicio fisico ficaria inviavel.

Protocolo de Exercicio Fisico

Em P30 ou P60, os animais foram expostos a uma sessao de exercicio que consistiu em
correr em uma esteira motorizada para ratos com pistas individuais de acrilico a uma
intensidade de 12m/min por 20 min, esta intensidade é considerada como moderada segundo
Brust et al, (2014). Os animais foram habituados a esteira desligada durante 3 dias por 5 minutos
antes do dia da sesséo de exercicio. Nao se utilizou choque elétrico nem estimulo fisico neste

estudo. Este procedimento foi adaptado de Brust et al., (2014).

Morte dos animais e coleta das amostras

As ratas maes foram eutanasiadas por sobredose anestésica de isoflurano (4-5%)
vaporizado em 100% O (0,5l/min) até 10 minutos ap6s a constatacdo de parada
cardiorrespiratoria. Os animais machos submetidos aos tratamentos farmacoldgicos foram
mortos por decapitacdo. O sangue do tronco foi retirado para centrifugagdo em tubos plasticos
por 5 minutos em 4500 rpm a temperatura ambiente. O soro foi congelado a -80°C para
posterior analise. Os animais foram mortos por decapitacdo e sem uso de anestésico, pois 0
modelo prevé a verificacdo dos efeitos neuroquimicos e dosagens bioquimicas que podem ser
alteradas pela utilizacdo de anestesia na morte desses animais (Bickler e Fahlman, 2006; Lu et
al., 2006). Além do que, estudos ja demonstraram que a decapitacdo causa inconsciéncia rapida
e indolor (Holson, 1992; van Rijn et al., 2011). Os animais foram mortos 48 horas apds a sessao

de exercicio e 24 horas ap0s o Ultimo teste comportamental.
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Avaliacao dos niveis de BDNF, NGF, IL-6 e IL10 por ELISA

Os tecidos do SNC (cértex e tronco encefalico) foram homogeneizados utilizando-se
um homogeneizador manual, em solugdo tampdo. Os homogenatos resultantes foram
centrifugados durante 10 min a 4500 rpm. Os niveis de BDNF, NGF, IL-6 e IL-10 foram
determinados por (ELISA) usando-se um kit de reagentes para dosagens (Millipore, USA), de
acordo com as recomendacOes do fabricante. As dosagens foram medidas e expressas como
pg/mg de proteina. A quantidade total de proteinas foi medida pelo método de Coomassie Blue

usando albumina sérica bovina como padréo (Bradford, 1976).

Analise estatistica

O teste da Placa Quente em P16 foi avaliado com teste t de Student. Todos os testes
bioquimicos e comportamentais foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA) de duas
vias (idade e tratamento como variaveis independentes), e quando necessario, seguidos pelo
teste de comparacdes multiplas de Student-Newman-Keuls (SNK) para a determinacdo da
diferenca entre os grupos. Os testes comportamentais realizados ap6s o exercicio foram
avaliados por porcentagem do grupo salina sedentario. Quando houve diferenca significativa
entre os grupos foi realizada ANOVA de uma via para identificacdo destas diferencas. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdao da média (E.P.M.), a diferenca entre os
grupos foi considerada significativa quando P<0,05. Para analise estatistica utilizou-se software

SPSS 20.0 para Microsoft Windows.

Considerac0es eticas

Os procedimentos realizados neste trabalho obedecem aos principios internacionais
orientadores para a pesquisa envolvendo animais (Guide for the Care and Use of Laboratory

Animals: 8th Edition Published 2011). Bem como foi seguida a Lei n® 11.794/2008 de
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Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais (Lei Arouca). Assim como todos o0s
procedimentos foram realizados de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos (Resolu¢cdo Normativa N. 30, 2016) e
Resolucdo Normativa n° 13/2013 (Pratica de Eutandsia- CONCEA). Todos 0s experimentos e
procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GPPG-
HCPA protocolo n° 140425). Com base na legislacdo, todos os procedimentos visaram

minimizar o sofrimento dos animais e diminuir fontes externas de dor e desconforto.

RESULTADOS

Efeito da administracdo de morfina no periodo neonatal sobre as respostas

nociceptivas térmicas e mecanicas em ratos Wistar machos em P16, P30 e P60

Para avaliar a resposta nociceptiva mecanica e térmica foram realizados ao longo do
tempo, os testes nociceptivos de Randall Selitto, von Frey e Placa Quente, nas idades de P16,
P30 e P60.

No teste da Placa Quente realizado em P16, ndo houve diferenca significativa no limiar
de retirada da pata entre os grupos (teste t de Student, P >0,05, Figura 4), no entanto em P30 e
P60 observou-se que a morfina promoveu uma diminuicdo do limiar nociceptivo térmico
(ANOVA de duas vias/SNK, F,59=33,550 P <0,001, Figura 5). A comparagdo entre as trés
idades (P16, P30 e P60) ndo pode ser realizada, pois a temperatura da Placa Quente para 0s
animais de P16 € menor em relacdo as demais idades.

Houve interacdo entre a idade e o tratamento na resposta nociceptiva mecanica avaliada
pelos testes de Randall Selitto e Von Frey (ANOVA de duas vias/SNK, F,89= 10,037, P <0,001
e Feeo= 12,641, P <0,001, Figura 6 e 7, respectivamente). Houve uma relacéo direta entre

idade e limiar nociceptivo. No entanto, este aumento foi menor nos animais que receberam
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morfina indicando que a morfina administrada no periodo neonatal induz alteracdo na resposta

nociceptiva mecanica em médio (P30) e longo prazo (P60).

Placa Quente

P16

Figura 4 - Laténcia da retirada da pata avaliada pelo teste da Placa Quente realizado no P16 nos animais que
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receberam morfina de P8 a P14. N&o houve diferenca significativa entre os grupos (teste t de Student, t30) =

2,209, P >0,05 n = 16). Dados apresentados como média + E.P.M. de laténcia em segundos (s).
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Figura 5 - Laténcia da retirada da pata avaliada pelo teste da Placa Quente realizado em P30 e P60 nos animais

Laténcia (s)

que receberam morfina de P8 a P14. Houve efeito significativo do tratamento (ANOVA de duas vias/SNK, F s9)=

33,550 P <0,001, n = 31-32). Dados apresentados como média + E.P.M. da laténcia em segundos (5).
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Randall & Selitto

100,0
90,0
80,0
70,0

60,0
50,0 M Salina
40,0 B Morfina
30,0
20,0
10,0

0,0

P16 P30 P60

Figura 6 - Limiar nociceptivo avaliado pelo teste de Randall & Selitto no P16, P30 e P60 nos animais que

Limiar nociceptivo (g)

receberam morfina de P8 a P14. Houve interagdo entre idade e tratamento (ANOVA de duas vias/SNK,
F(289=10,037, P <0,001, n = 31-32). Dados apresentados como média + E.P.M. do limiar da retirada da pata

registrado em gramas (g).

Von Frey

50,0

45,0
__ 40,0
20
S 35,0
2
g
8 .
S M Salina
o
< B Morfina
B
£
—

30,0
25,0
20,0
15,0
10,0
- NN
0,0
P16 P30 P60

Figura 7 - Limiar nociceptivo avaliado pelo teste de VVon Frey em P16, P30 e P60, nos animais que receberam
morfina de P8 a P14. Houve interacéo entre idade e tratamento (ANOVA de duas vias/ SNK, F(,89=12,641 P

<0,001, n = 31-32). Dados apresentados como média + E.P.M. do limiar da retirada da pata registrado em gramas

(9).
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Efeitos da administracédo de morfina no periodo neonatal sobre os niveis de BDNF,

NGF, IL-6 e IL-10 em tronco encefalico de ratos Wistar machos em P16, P30 e P60.

Os niveis de BDNF, NGF, IL-6 e IL-10 apresentaram relacdo direta com a idade
(ANOVA de duas vias/SNK, F50=85,09, F50=131,55, F(251=96,809 e F(251)=106,156,
respectivamente, P<0,01, (Figura 8, 9, 10 e 11) para ambos 0s grupos (salina e morfina) em
tronco encefalico.
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Figura 8 - Niveis de BDNF em tronco encefalico medidos em P16, P30 e P60, nos animais que receberam morfina
de P8 a P14. Houve efeito significativo da idade (ANOVA de duas vias/ SNK, F50=85,09, P <0,01, n = 5-15).

Dados apresentados como média + E.P.M. (pg/mg de proteina).
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NGF
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Figura 9 - Niveis de NGF em tronco enceféalico medido em P16, P30 e P60, nos animais que receberam morfina
de P8 a P14. Houve efeito significativo da idade (ANOVA de duas vias/ SNK, Fs0= 131,55, P<0,01, n = 5-15).

Dados apresentados como média + E.P.M. (pg/mg de proteina).
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Figura 10 - Niveis de IL-6 em tronco encefalico medido em P16, P30 e P60, nos animais que receberam morfina
de P8 a P14. Houve efeito significativo da idade (ANOVA de duas vias/ SNK, F51= 96,809, P<0,01, n = 6-15).

Dados apresentados como média + E.P.M. (pg/mg de proteina).
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IL-10
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Figura 11 - Niveis de IL-10 em tronco encefalico medido em P16, P30 e P60, nos animais que receberam morfina
de P8 a P14. Houve efeito da idade (ANOVA de duas vias/ SNK, F(51=106,156, P<0,01, n = 6-15). Dados

apresentados como média = E.P.M. (pg/mg de proteina).

Efeitos da administracéo de morfina no periodo neonatal sobre os niveis de BDNF,

NGF, IL-6 e IL-10 em cortex cerebral de ratos Wistar machos em P16, P30 e P60

Houve interacdo entre fatores independentes, tratamento e idade, nos niveis de BDNF e
NGF (ANOVA de duas vias/SNK, F@s57=11,870, Fp57)=4,022, respectivamente, P <0,05,
Figura 12 e 13). Os grupos controle apresentam niveis de BDNF e NGF aumentando ou se
mantendo estaveis durante o cresimento dos animais. No entanto 0s animais que receberam
morfina apresentam um efeito idade-dependente onde ocorre diminicdo destes niveis com o
aumento da idade dos animais. No cortex cerebral, observou-se somente efeito significativo da
idade nos niveis de IL-10 (ANOVA de duas vias /SNK, F@s57=5.375, P<0.05, Figura 14). Ndo
houve diferenca significativa entre os grupos nos niveis de 1L-6 em cortex cerebral (ANOVA

de duas vias, Fusn= 1.584, P> 0.05, Figura 15).
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Figura 12 - Niveis de BDNF em cortex cerebral medidos em P16, P30 e P60, nos animais que receberam morfina
de P8 a P14. Houve interacdo entre idade e tratamento (ANOVA de duas vias/SNK, F@sn= 11,870, P<0,05, n =

8-16). Dados apresentados como média + E.P.M. (pg/mg de proteina).
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Figura 13 - Niveis de NGF em cértex cerebral medidos em P16, P30 e P60, nos animais que receberam morfina
de P8 a P14. Houve a interagdo entre idade e tratamento (ANOVA de duas vias/SNK, F@57=4,022, P<0,05, n = 8-

16). Dados apresentados como média + E.P.M. (pg/mg de proteina).
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Figura 14 - Niveis de IL-10 em cortex cerebral medidos em P16, P30 e P60, nos animais que receberam morfina
de P8 a P14. Houve efeito significativo da idade (ANOVA de duas vias/SNK, Fqs7)= 5,375, P<0,05, n = 8-16).

Dados apresentados como média + E.P.M. (pg/mg de proteina).
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Figura 15 - Niveis de IL-6 em cortex cerebral medidos em P16, P30 e P60, nos animais que receberam morfina
de P8 a P14. N&o houve efeito de nenhum dos fatores independentes ou interagéo entre eles (ANOVA de duas

vias, F,57=2,597, P>0,05, n = 8-16). Dados apresentados como média + E.P.M. (pg/mg de proteina).
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Efeito da exposicdo a uma sessdo de exercicio fisico em P30 e P60 sobre a
hiperalgesia térmica e alodinia mecanica induzidas pela administracdo de morfina no

periodo neonatal.

No teste da Placa Quente, realizado no P30 apds exposi¢do a sessdo de exercicio, houve
interacdo entre os fatores grupo e idade (ANOVA de duas vias/SNK, Fg4=4,716,P<0.001).
No basal os animais do grupo morfina sedentario e morfina exercitado apresentaram menor
limiar nociceptivo em relagdo aos grupos salina sedentario e salina exercitado (ANOVA de uma
via/SNK, F328=12,363 P<0,001). Uma hora e 24 horas ap0s a sessdo de exercicio 0s animais
do grupo salina exercitado apresentaram menor limiar nociceptivo em relagdo ao salina
sedentério, atingindo os limiares dos grupos expostos a morfina neonatal (ANOVA de uma via
ISNK, F3,28)=7,942 P<0,005, F(3,28=37,557 P<0,001 respectivamente, Figura 16).
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Figura 16 - Laténcia no teste da Placa Quente em P30, 1h e 24h ap06s o exercicio, nos animais que receberam
morfina de P8 a P14. Houve interacéo entre idade e grupo (ANOVA de duas vias/SNK, Fgs=4,716 P<0.001, n=8
animais por grupo). Dados apresentados por porcentagem do controle, como média + E.P.M. da laténcia em
segundos ().

*Diferenca significativa dos grupos salina (ANOVA de uma via/SNK, F28=12,363 P<0,001).

&Diferenca do grupo salina sedentario (ANOVA de uma via/SNK, F28=7,942 P<0,005);

(ANOVA de uma via/SNK, F328=37,557 P<0,001).
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Em P60 no teste da Placa Quente realizado apds a sessdo de exercicio houve novamente
interacdo entre os fatores idade e grupo (ANOVA de duas vias/SNK, F1)=3.014, P<0.05). O
grupo morfina exercicio apresentou menor limiar nociceptivo que os grupos salina sedentario
e salina exercicio no basal (ANOVA de uma via/SNK, F3.27)=4,928 P<0,05). Uma hora apos a
sessdo de exercicio o grupo morfina sedentario diferi dos demais grupos (ANOVA de uma
via/SNK, F328=8,384 P<0,001), enquanto que o grupo morfina exercicio ndo diferiu do
controle sedentario, demonstrando efeito agudo do exercicio na melhora da hiperalgesia térmica
induzida pela administracdo de morfina neonatal. Vinte e quatro horas ap6s a sessdo de
exercicio os grupos exercitados apresentam reducdo significativa no limiar de resposta em
relacdo ao grupo salina sedentario, demonstrando um efeito hiperalgésico do exercicio

(ANOVA de uma via/SNK, F28=4,862 P<0,05, Figura 17).
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Figura 17- Laténcia no teste da Placa Quente em P60, 1h e 24h, ap6s o exercicio, nos animais que receberam
morfina de P8 a P14. Ha interaco idade e grupo (ANOVA de duas vias/SNK, F81)=3.014, P<0.05, n=8 animais
por grupo). Dados apresentados por porcentagem do controle, como média + E.P.M. da laténcia em segundos (s).
*Diferenca significativa em relagdo aos grupos salina sedentério e salina exercitado (ANOVA de uma via/SNK,

F(,2n=5,232 P<0,05).
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#Diferenga significativa em relagdo aos grupos salina sedentario, salina exercitado e morfina exercitado.
(ANOVA de uma via/SNK, F2¢=8,384 P<0,001).

&Diferenca significativa em relacdo ao grupo salina sedentario (ANOVA de uma via/SNK, F(3,28)=4,862
P<0,05).

No teste de von Frey realizado em P30 houve diferenca significativa entre 0s grupos
(ANOVA de duas vias/SNK, F(3,55)=36,895 P<0.05, Figura 18). No basal de P30 o grupo
morfina sedentario e morfina exercitado diferem entre si e dos grupos salina sedentario e salina
exercitado (ANOVA de uma via/SNK, F(3,28)=53,821, F(3,28)=9,784, P<0,05), ja 24 horas
apos o exercicio 0s grupos que receberam salina diferiram dos grupos tratados com morfina
(ANOVA de uma via/SNK, F(3,27)=10,771 P<0,05). Em P60, houve interacdo entre idade e
grupo (ANOVA de duas vias/SNK, F(3,54)= P<0.001, Figura 19). Em P60 no basal houve
diferenca entre grupos salina sedentario e salina exercitado e 0s grupos morfina sedentario e
morfina exercitado (ANOVA dg uma via/SNK, F327=10,771 P<0,05), vinte quatro horas apos
a exposicdo ao exercicio, os grupos salina exercitado, morfina e morfina exercitado foram

diferentes do grupo salina no teste de von Frey (ANOVA de uma via/SNK,

F(3.27)=7,949,P<0,05).
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Figura 18 - Limiar nociceptivo avaliado no teste de VVon Frey (g) em P30 e 24h ap6s a sessao de exercicio, nos

animais que receberam morfina de P8 a P14. Houve diferenca significativa entre os grupos (ANOVA de duas
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vias/SNK, F55=36,895 P<0.05, n=8 animais por grupo). Dados apresentados por porcentagem do controle,
como média £ E.P.M. do limiar de retirada da pata registrado em gramas (g).

* Diferenca significativa em relagdo aos grupos salina sedentério, salina exercitado e morfina exercitado
(ANOVA de uma via/SNK, F28=53,821, P<0,05).

& Diferenga significativa em relagdo aos grupos salina sedentério, salina exercitado e morfina sedentario
(ANOVA de uma via/SNK, F328=9,784 P<0,05).

# Diferenca significativa em relacdo aos grupos salina sedentario e salina exercitado (ANOVA de uma via/SNK,

F(,2n=10,771 P<0,05).
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Figura 19 - Limiar nociceptivo avaliado pelo Von Frey (g) em P60 e 24h ap6s o exercicio, nos animais que
receberam morfina de P8 a P14. Houve interacéo idade e grupo (ANOVA de duas vias/SNK, F(s4=7,699, P<0.05,
n=8 animais por grupo). Dados apresentados por porcentagem do controle, como média + E.P.M. do limiar de
retirada da pata registrado em gramas (g).

* Diferenca significativa em relacdo aos grupos salina sedentério e salina exercitado (ANOVA de uma via/SNK,
F.27=10,771 P<0,05).

&Diferenca significativa em rela¢do ao grupo salina sedentario (ANOVA de uma via/SNK, F27=7,949 P<0,05).
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Efeitos da administracdo de morfina no periodo neonatal e/ ou exposi¢do a uma
sessao de exercicio fisico em P30 e P60 sobre os niveis de BDNF, NGF, IL-6 e IL-10 em

tronco encefalico de ratos Wistar machos em P30 e P60

Os niveis de BDNF e NGF mostram interacdo entre os fatores idade e grupo (ANOVA
de duas vias/SNK, F47)=6,059 e F347=3,929 respectivamente, P<0,05, Figura 20 e 21). No
BDNF em P30 houve diferenca entre os grupos salina exercitado e morfina exercitado, ja em
P60 a diferenca ocorreu entre os grupos morfina sedentario e morfina exercitado (ANOVA de
uma via/SNK, F@24=4,072, P<0,05). A idade e o exercicio tém efeito nos niveis dessas
neurotrofinas, no entanto o grupo morfina exercitado ndo demonstra a mesma resposta
(ANOVA de uma via/SNK, F323=3,706, P<0,05). Em P30 houve diferenca significativa nos
niveis de NGF em tronco encefélico entre os grupos salina sedentario e salina exercitado
(ANOVA de uma via/SNK, F24=4,033, P<0,05). Em P60 o grupo morfina exercitado
apresenta menores niveis neste parametro em relacdo ao grupo morfina sedentario (ANOVA de
uma via/SNK, F3,23=3,379, P<0,05).

Os niveis de interleucinas 6 e 10 em tronco encefélico apresentaram um efeito
significativo positivo em relacdo a idade (ANOVA de duas vias /SNK, F47=51,719,

F(1,47=59,322 respectivamente, P<0,01, Figura 22 e 23).
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Figura 20 - Niveis de BDNF em tronco encefélico medido em P30 e P60 apds a sessdo de exercicio, nos animais
que receberam morfina de P8 a P14. Houve interacdo entre idade e grupo (ANOVA de duas vias/SNK,
F(,47=6,059, P <0,01, n=5-8 animais por grupo). Dados apresentados como média + E.P.M. (pg/mg de proteina).
* Diferenca significativa do grupo salina exercitado (ANOVA de uma via/SNK, F24=4,072, P<0,05).

# Diferenca signifivativa do grupo morfina sedentario (ANOVA de uma via/SNK, F323=3,706, P<0,05).
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Figura 21- Niveis de NGF em tronco encefalico medidos em P30 e P60 apds a sessdo de exercicio, nos animais
que receberam morfina de P8 a P14. Houve interacdo entre idade e grupo (ANOVA de duas vias/SNK,
F.47=3,929, P <0,05, n=5-8 animais por grupo). Dados apresentados como média + E.P.M. (pg/mg de proteina).
* Diferanca significativa do grupo salina sedentario (ANOVA de uma via/SNK, F324=4,033, P<0,05).

# Diferenca significativa do grupo morfina sedentario (ANOVA de uma via/SNK, F23=3,379, P<0,05).
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Figura 22- Niveis de IL-6 em tronco enceféalico medido em P30 e P60 apds a sessdo de exercicio, nos animais que
receberam morfina de P8 a P14. Houve efeito da idade (ANOVA de duas vias/SNK, F47=51,719, P <0,01, n=5-

8 animais por grupo). Dados apresentados como média + E.P.M. (pg/mg de proteina).
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Figura 23 - Niveis de IL-10 em tronco encefalico medido em P30 e P60 apds a sessdo de exercicio, nos animais
que receberam morfina de P8 a P14. Houve efeito da idade (ANOVA de duas vias/SNK, F147=59,322, P <0,01,

n=6-8 animais por grupo). Dados apresentados como média + E.P.M. (pg/mg de proteina).
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Efeitos da administracdo de morfina no periodo neonatal e/ ou exposicdo a uma
sessao de exercicio fisico em P30 e P60 sobre os niveis de BDNF, NGF, IL-6 e IL-10 em

cortex cerebral de ratos Wistar machos em P30 e P60

Nos niveis de BDNF houve interacdo entre os fatores independentes, grupo e idade,
(ANOVA de duas vias/SNK, F352=3,061, P<0,05, Figura 24). Os animais dos grupos salina
sedentario apresentaram aumento nos niveis de NGF com o aumento da idade, porém o0s
animais do grupo morfina sedentario ndo demonstram essa mesma resposta (ANOVA de uma
via/SNK, F@25= 4,563, P<0,05). Nos niveis de NGF se verificou efeito da idade e do grupo
(ANOVA de duas vias /SNK, F@s2)= 4,621,F1,52= 4,186 respectivamente, P<0.05, Figura 25).
Os grupos salina sedentério e salina exercitado sdo diferentes em P60 dos grupos morfina
sedentério e morfina exercitado (ANOVA de uma via/SNK, F25=9,546, P<0,001).

Os niveis de IL-6 tém efeito do grupo (ANOVA de duas vias /SNK, F52=3,048,
P<0.05, Figura 26). Em P60, o grupo morfina sedentério é diferente significativamente dos
demais grupos (ANOVA de uma via/SNK, F@25=4,379, P<0,05). A analise dos dados dos
niveis corticais de IL-10 apresentaram efeito da idade (ANOVA de duas vias /SNK,

F(1,52=4,608, P<0.05, Figura 27).
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Figura 24 - Niveis de BDNF em cdrtex cerebral medido em P30 e P60 apds a sessdo de exercicio, nos animais
que receberam morfina no de P8 a P14. Houve interacdo entre idade e grupo (ANOVA de duas vias/SNK,
F(52=3,061, P <0,05, n=5-8 animais por grupo). Dados apresentados como média + E.P.M. (pg/mg de proteina).

* Diferenca significativa do grupo salina sedentario (ANOVA de uma via/SNK, F25= 4,563, P<0,05).
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Figura 25 -Niveis de NGF em cortex cerebral medido em P30 e P60 ap0s a sessdo de exercicio, nos animais que
receberam morfina no de P8 a P14. Houve efeito do tempo e do grupo (ANOVA de duas vias /SNK, Fs2)= 4,621,
Fs2= 4,186 respectivamente, P <0,05, n=5-8 animais por grupo). Dados apresentados como média + E.P.M.
(pg/mg de proteina).

* Diferenca significativa dos grupos salina sedentério e salina exercitado (ANOVA de uma via/SNK, F325=9,546,

P<0,001).
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Figura 26 - Niveis de IL-6 em cortex cerebral medido em P30 e P60 ap6s a sessdo de exercicio, nos animais que
receberam morfina de P8 a P14. Houve efeito do grupo (ANOVA de duas vias /SNK, F52=3,048, P <0,05, n=5-
8 animais por grupo). Dados apresentados como média + E.P.M. (pg/mg de proteina).

* Diferenga significativa dos grupos salina sedentério, salina exercitado e morfina exercitado (ANOVA de uma

via/SNK, F(3,25):4,379, P<0,05).
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Figura 27 - Niveis de IL-10 em cértex cerebral medido em P30 e P60 ap6s a sessdo de exercicio, nos animais que
receberam morfina de P8 a P14. Houve efeito do tempo (ANOVA de duas vias /SNK, F 52=4,608, P <0,05, n=5-

8 animais por grupo). Dados apresentados como média + E.P.M. (pg/mg de proteina).
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DISCUSSAO

Nesta dissertacdo observamos que os animais submetidos a administracéo repetida de
morfina no periodo neonatal entre P8 ao P14 ndo apresentam alteracdo no limiar nociceptivo
térmico ou mecanico em P16 comparados aos animais que receberam solucdo salina. No
entanto, em P30 e P60 observou-se que a administracéo repetida de morfina no periodo neonatal
promoveu diminuicao do limiar nociceptivo termico (PQ) e mecanico (VF) em ambas as idades.
Adicionalmente, em P30 e P60 houve interacao entre as variaveis independentes, grupo e idade
para hiperalgesia térmica (teste da Placa Quente), hipernocicepcdo (teste de Randall-Selitto) e
alodinia mecénica (teste de Von Frey). Houve uma relacdo direta entre idade e limiar
nociceptivo mecanico. No entanto, este aumento foi menor nos animais que receberem morfina,
indicando que a administracdo de morfina no periodo neonatal induz alteracdo na resposta
nociceptiva mecanica em médio (P30) e longo prazo (P60).

Nossos dados concordam com estudo prévio que mostra que a administracdo de morfina
no periodo neonatal pode induzir alteracbes duradouras em respostas farmacologicas e
sinalizagdo celular em um sistema nervoso em desenvolvimento (Stanwood e Levitt, 2004).
Estudo prévio do nosso grupo demonstrou que animais que receberam morfina no periodo
neonatal apresentam hiperalgesia na fase Il do teste da formalina em P30 e em P60, houve
aumento na resposta nociceptiva em ambas fases | e Il do teste de formalina (fases inflamatoria
e neurogénica, respectivamente) (Rozisky et al., 2010). Corroborando nossos dados, Sweitzer
et al., (2004) demonstaram que a administracdo aguda de morfina em ratos jovens induz
hipersensibilidade a estimulo nocivo associada a abstinéncia a morfina. A administragéo de
morfina neonatal, além de alterar comportamentos nociceptivos pode afetar atividade
exploratdria e induzir efeito ansiolitico, em curto e médio prazos (Rozisky et al., 2016). Li et
al., (2001) mostraram que animais adultos que receberam morfina por seis dias apresentaram

hiperalgesia térmica e alodinia mecénica durante varios dias ap0s a administracao.
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E importante salientar que utilizando diferentes testes de avaliagdo nociceptiva
obtivemos 0 mesmo resultado, ou seja, 0os animais submetidos a administracdo repetida de
morfina no periodo neonatal de P8 ao P14 apresentaram hiperalgesia térmica e alodinia
mecanica em P30 e P60. O teste da placa quente € um teste seletivo para avaliacdo de
substancias analgésicas com efeito central (Ankier, 1974). Este teste gera uma resposta rapida
ao estimulo nocivo, mediada pela ativacdo de fibras C ¢ Ad, conduzindo o impulso ao corno
dorsal da medula espinhal e estruturas supramedulares (Dickenson, 1997). Este tipo de estimulo
térmico ativa receptores vaniloides, especificamente o receptor do tipo VR-1 (limiar de ativacédo
em torno de 43°C) e receptor tipo VRL-1 (limiar de ativagdo em torno de 52°C), sendo que 0s
receptores VR-1 sdo 0s mais importantes na medicdo da resposta a estimulos térmicos nocivos
(Julius e Basbaum, 2001). Por outro lado, os testes utilizados para avaliacdo do limiar mecéanico
foram Randall-Selitto que € utilizado para avaliacdo da hipernocicepcdo (Randall e Selitto,
1957) e teste de VVon Frey, utilizado para avaliar a sensibilidade tecidual ao estimulo mecanico.
Este dltimo permite avaliar o aumento da sensibilidade a estimulos indcuos (alodinia) ou
nocivos (hiperalgesia). Porém, além de estimulo de nociceptores de fibras Ad e nociceptores de
fibras C, também podem ativar mecanorreceptores, particularmente von Frey test € usado para
avaliar por meio de estimulo mecénico indcuo e crescente sensibilidade tecidual (Le Bars et al.,
2001).

Estes resultados indicam que a exposicao a opioide, mais especificamente, no inicio da
vida pode ter consequéncias ao longo da vida. Isto provavelmente ocorra devido a imaturidade
estrutural e funcional do sistema nervoso neonatal e a mudancas significativas no sistema
opioide que ocorrem apds 0 nascimento atingindo niveis de adulto somente em P21 (Beland e
Fitzgerald, 2001; Marsh et al., 1997; Rahman et al., 1998).

Tem sido mostrado que exposi¢do cronica aos opioides induz a mudanca na atividade

neuronal em medula espinhal, que durante a retirada de opioides pode se manifestar como
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hiperatividade neuronal (Gardell et al., 2006; Rohde et al., 1997; Vanderah et al., 2001). A
exposicao cronica a opioides pode levar a processos neuroplasticos em medula espinhal (Mao
e Mayer, 2001), relacionadas a alteragdes em sistemas moduladores do processo nociceptivo
em nivel supra-espinhal (Ossipov et al., 2005). A administracdo de morfina no periodo neonatal
pode levar alteracbes em vias excitatorias, relacionadas a alteracbes em ndmero ou
sensibilidade de receptores e / ou na sintese de substancias algésicas (Yaksh et al., 1986), que
tem como consequéncia diminuicdo no limiar de dor (Celerier et al., 1999; Larcher et al., 1998).
Estudo prévio mostra que a administracdo de morfina no periodo neonatal esta associada com
aumento de apoptose supra-espinhal em regides anatdmicas distintas, como areas sensoriais do
cortex e de processamento de memaria emocional (amigdala) (Bajic et al., 2013).
Adicionalmente aos resultados de comportamento nociceptivos nesta dissertacao
mostramos que em coértex cerebral os niveis de NGF e BDNF estdo diminuidos apds
administracdo de morfina no periodo neonatal. Estudos indicam que a administracdo aguda de
morfina aumenta os niveis de RNAmM de BDNF no coértex pre-frontal, mas o tratamento crénico
de morfina ndo apresenta esse efeito (Robinson e Kolb, 2004; Thomas et al., 2008). Koo et al.,
(2012) tambeém demonstraram que a administracdo cronica de morfina suprime a expressao
génica de BDNF na area tegumentar ventral de ratos e que tal bloqueio melhora as respostas de
recompensa e atividade locomotora quando em uso de morfina, aumentando a atividade de
neurdnios dopaminérgicos. Considerando os dados da literatura podemos concluir que o efeito
da administracdo de opioides em niveis centrais de BDNF é controverso, pois depende da via
de administracdo, da area cerebral avaliada e da idade do animal. Em tronco encefalico, os
niveis de BDNF, NGF, IL-6 e IL-10 ndo sofreram nenhum efeito da morfina, porém os niveis
destes marcadores aumentam com a idade dos animais. Este efeito também foi observado
quando os animais foram expostos ao exercicio fisico, pois os niveis de NGF, IL-6 e IL-10 em

cortex cerebral também aumentaram com a idade. Assim como houve aumento em tronco
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encefalico ap0os o exercicio dos niveis de BDNF e IL-10. Em cortex cerebral houve aumento
dos niveis de IL-10 com o0 aumento da idade dos animais, enquanto IL-6 ndo mostrou alteracdes
em seus niveis tanto pela idade ou quanto pela administracdo de morfina.

Em relacdo ao NGF, vérios estudos fornecem evidéncias de que o NGF esta envolvido
na plasticidade neural anatdbmica e molecular de aferentes primarios e na regulacéo de peptideos
sabidamente envolvidos em vias nociceptivas (Ma et al., 1995; Verge et al., 1985). NGF
apresentou regulacao epigenetica negativa no soro de pacientes abstinente ao alcool (Heberlein
et al., 2013). Por outro lado a infusdo de NGF na area tegumentar ventral ndo alterou
comportamento de procura de cocaina (Lu et al., 2004). Sendo assim, o papel do NGF em
drogadicdo ainda é pouco claro embora possa estar envolvido, juntamente com o0 BDNF, em
alteracdes estruturais e funcionais observadas durante o processo de dependéncia de drogas
(Russo et al., 2009). Estudo com NGF e morfina em animais acometidos por dor ou lesdo do
nervo mostra que uma infusao crénica intratecal de NGF reverte os sintomas de dor neuropatica
e restaura eficicia da morfina neste modelo animal (Cahill et al., 2003). Outro estudo também
mostra o papel da neurotrofina sobre o comportamento nociceptivo, onde uma injecao
intraperitoneal de NGF induz sensibilidade mecénica depois de 6h e aumento na sensibilidade
térmica em 15 min apds sua administracdo (Lewin e Mendell, 1993).

Como a administracdo de morfina no presente estudo é realizada no periodo neonatal e
existem poucos dados sobre esse tipo de administracdo e as alteragdes induzidas em longo
prazo, podemos sugerir que a diminui¢do dessas neurotrofinas ocorra provavelmente devido a
desregulacdo causada pela administracdo da morfina no periodo em que o SNC ainda esta em
desenvolvimento e que seja sitio-especifica, pois foi observada somente em cortex cerebral e
ndo em tronco encefélico. Ainda, sabe-se que em ratos adultos a administracdo crénica de
opioides pode diminuir ramificacdo dendritica e espinhais, bem como os niveis de BDNF, em

algumas regides (Meng et al., 2013). Ainda podemos sugerir que essa reducdo pode estar
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relacionada a possivel diminuicdo de neurotrofinas, resultando assim em alteracGes de
comportamento apresentadas pelos animais que receberam morfina neonatal. E importante
salientar que, em um estudo em humanos, uma analise pds-morte mostrou uma diminuicdo dos
niveis de BDNF e NGF em cérebro de individuos suicidas (Banerjee et al., 2013).

Nossos achados mostram que a IL-6 medida em cortex cerebral ndo sofreu nenhuma
alteracdo em seus niveis pela idade nem pela administracdo repetida de morfina no periodo
neonatal. No entanto, IL-6, uma citocina pro-inflamatoria, € um fator critico no controle dos
sistemas imune e hematopoiético induzindo que as células B iniciem a proliferacdo e
diferenciacdo nas células formadoras de anticorpos (Abbas, 2015). A IL-6 também atua em
conjunto com a IL-3 para induzir a proliferacdo de progenitores hematopoiéticos, sendo
secretada pelas células T, B, macrofagos, monocitos, linfécitos, fibroblastos, células
endoteliais, queratindcitos e muitas linhagens de células tumorais (Abbas, 2015). No tecido
nervoso, IL-6 afeta a sobrevivéncia, diferenciacdo e regeneracdo neuronal (De Jongh et al.,
2003; Gadient e Otten, 1997). IL-6 estd envolvida em plasticidade sinéptica e
hiperexcitabilidade e pode induzir a sintese ou liberacdo de outras substancias com efeitos
neuroprotetores ou neuromoduladores (Tancredi et al., 2000). Estudos mostram que a
administragdo central ou periférica de IL-1 B, IL-6, TNF-o sdo conhecidas por induzir a
hiperalgesia e alodinia em ratos (Hori et al., 1998). Um possivel mecanismo pelo qual as
citocinas induzem hiperalgesia é sua interacdo e modulagdo da funcdo de receptores opioides
(Raffa et al., 1993). Nossos dados mostram que a morfina administrada no periodo neonatal
néo foi capaz de modificar os niveis de IL-6 nesses animais. O estudo de Liang et al., (2008)
corrobora parcialmente nossos achados, pois os animais que tiveram tratamento crénico com
morfina ndo apresentaram niveis de IL-6 alterados.

Por outro lado, IL-10 é uma citocina imunorreguladora que desempenha um papel

fundamental na regulacédo da inflamacdo e desencadeia respostas imunoadaptativas (Choy e
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Panayi, 2001). As citocinas sdo sinais potentes para induzem a sintese e expressao de receptores
opioides nas células imunomoduladoras, estas modulam a expressao dos receptores em células
neuronais (Kline e Wiley, 2008). De acordo com a literatura, o anticorpo anti-IL-10 quando
administrado em longo prazo desencadeou uma hiperalgesia significativa, e também reduziu a
expressao do receptor espinhal opioide p e facilitou o desenvolvimento de tolerancia a morfina
em ratos com artrite induzida por adjuvante (CFA), inferindo assim que a citocina IL-10 pode
estar envolvida no desenvolvimento de tolerancia a morfina, afetando a expressdo do receptor
opioide p (Zaringhalam et al., 2014). Em nosso estudo, a morfina administrada no periodo
neonatal ndo foi capaz de provocar alteragdes nas citocinas (IL-6 e IL-10) avaliadas em tronco
e cOrtex cerebrais, e nossos achados corroboram os de Monibi et al., (2015), onde as citocinas
ndo se mostram alteradas apds a administracdo de morfina em animais sem comorbidades.

Buscando melhor entender a hiperalgesia térmica e alodinia mecanica induzida pela
administracdo de morfina no periodo neonatal utilizamos a exposi¢do a uma sessdo de exercicio
fisico como uma terapia ndo farmacoldgica destes estados hipernociceptivos. Na literatura, ja é
bem consolidado o fendmeno de analgesia induzida pelo exercicio (Koltyn, 2002). Alguns
pesquisadores relatam que uma sessao de exercicio fisico é capaz de alterar a percepcao da dor,
tanto durante quanto ap6s a realizacdo da mesma (Koltyn, 2000; O'Connor e Cook, 1999). Neste
sentido, protocolos de exercicio sdo utilizados na reabilitacdo de pacientes com doencas
musculoesqueléticas cronicas tais como: fibromialgia, lombalgia cronica e dor miofascial
(Gowans e deHueck, 2004; Wright e Sluka, 2001).

Atualmente, sabe-se que a prética de exercicios fisicos causa beneficios tanto para a
saude fisica, como mental, reduzindo a incidéncia de patologias, como: cancer, diabetes,
doencgas cardiacas e osteoporose (Booth et al., 2002; Cotman et al., 2007; Fentem, 1994;
Steinmetz e Potter, 1996). O exercicio também promove neuroprotecdo e neuroplasticidade

(Hayes et al., 2008; Viveros et al., 1979), melhora a cognicao e possui atividade ansiolitica e



55

antidepressiva (Cotman et al., 2007; Greenwood e Fleshner, 2008). Além destes efeitos, 0
exercicio fisico é capaz de influenciar o limiar nociceptivo (Koltyn, 2000; Kuphal et al., 2007).
Quando se trata da préatica de exercicio fisico alguns principios de treinamento devem ser
levados em consideracdo, como: a frequéncia, a intensidade e a duracdo do exercicio, eles
determinam a extensdo da adaptacdo ao treinamento. A intensidade refere-se ao nivel de
dificuldade do exercicio; a frequéncia, ao numero de sessdes; e a duracdo, ao periodo de idade
durante o qual o individuo esteve em treinamento, ou a duracdo de uma Unica sessdo de
exercicio (Maughan, 2000).

O exercicio fisico € importante para auxiliar no controle de algumas condi¢6es dolorosas
(Wright e Sluka, 2001). Na literatura, alguns estudos relatam a analgesia induzida pelo exercicio
e o principal mecanismo envolvido nessa analgesia € o sistema opioide enddgeno, que teria esse
efeito analgésico por meio de beta endorfinas (Koltyn, 2002). As b eta-endorfinas sédo
encontradas abundantemente nos olhos, coracéo, rins, trato gastrointestinal, medula espinal e
encéfalo (Imura e Nakai, 1981) . Além disso, as células cromafins da medula adrenal foram
bem caracterizadas como uma rica fonte de opioides enddgenos podendo assim contribuir no
controle da dor (Rowbotham, 1999).

Nesta dissertagdo também trazemos os dados das neurotrofinas e citocinas avaliadas
apos a exposicdo ao exercicio fisico dos animais que foram expostos a morfina no periodo
neonatal. O observado em tronco encefalico na idade de P30 foi um aumento de BDNF nos
animais que receberam morfina e foram expostos ao exercicio fisico, aumento que foi
observado nos animais que receberam salina e foram expostos ao exercicio. Ja nos niveis de
NGF em tronco encefalico observou-se que nesta mesma idade os animais que receberam salina
e foram expostos ao exercicio apresentaram niveis menores de NGF. Os animais de P60 que
receberam s0 morfina demonstram um aumento nos niveis de BDNF e NGF em tronco

encefalico. Essa resposta é atenuada nos animais que recebam morfina e foram expostos ao
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exercicio. Em cortex cerebral temos 0 mesmo resultado obtido nos testes basais que mostra que
a morfina causa uma diminui¢do dos niveis de NGF e BDNF quando comparados com 0s
animais que receberam solucdo salina, mas quando comparamos 0s nhiveis de BDNF dos
animais que receberam morfina e foram expostos ao exercicio com os niveis dos demais grupos
ndo vemos diferencas.

Estes resultados nos levam a sugerir que ocorre uma interacao entre os fatores morfina
e exercicio, podendo o exercicio causar uma melhora nos niveis de BDNF e NGF dependendo
da estrutura analisada. Nossos achados corroboram com dados da literatura que dizem que
animais expostos ao exercicio de baixa intensidade tém os niveis de BDNF e de RNAm de
BDNF aumentados. A mesma resposta nao foi observada quando a intensidade do exercicio foi
moderada ou intensa (Soya et al., 2007). O estudo de Vaynman et al., (2003) nos relata que em
hipocampo o exercicio voluntario nao sé eleva a expressdo do BDNF, mas também aumenta
seu receptor de transducao de sinal TrkB-R. Outro estudo em hipocampo de ratos submetidos
a um protocolos de exercicio moderado em esteira também mostra aumentar os niveis de NGF
(Chae e Kim, 2009).

As interleucinas IL-6 e IL-10 medidas em tronco encefalico apds o exercicio fisico
também aumentam com a idade, resposta que corrobora com o0s nossos dados encontrados no
basal. J& em cortex cerebral a morfina reduziu os niveis de 1L-6 nos amimais com sessenta dias
de idade. Esta mesma resposta ndo foi verificada nos animais que receberam morfina e foram
expostos ao exercicio fisico. Os niveis de IL-10 também se mostraram aumentados com a idade
principalmente nos animais que receberam morfina. Nossos achados nos levam a crer que o
exercicio e a morfina ndo foram capazes de modificar a maioria das interleucinas mensuradas
neste estudo, isso pode ser devido ao fato que a maioria dos estudos que encontra alteracdes
dessas citocinas sdo feitos com medi¢des logo apds a exposicao ao exercicio. A literatura mostra

que a concentracao plasmatica de IL-6 pode aumentar em até 100 vezes em relacdo ao valor
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basal. Os niveis de IL-10 também se mostram modificados ap6s um protocolo de oito semanas
consecutivas de exercicio (Yakeu et al., 2010). Aumentos plasmaéticos de IL-6 ndo possuem
linearidade com o tempo e 0 seu pico é atingido ao final do exercicio ou em curtos intervalos
poOs-exercicio, retornando rapidamente aos valores pré-exercicio (Fischer, 2006). Porém, nossos
dados mostram que o exercicio reverteu a diminuic¢éo nos niveis de IL-6 causada pela morfina,
dado que corrobora com a literatura mostrando a normalizacao da expresséo de IL-6 no encéfalo
de camundongos com neuroinflamacdo submetidos ao exercicio fisico aerobio (Leem et al.,
2011).

Nosso estudo mostra que o exercicio fisico ndo foi capaz de reverter a hiperalgesia e
alodinia induzida pela administracdo de morfina nos animais de P30 e P60, e que por outro
lado, desencadeou uma diminuicdo do limiar nociceptivo nos animais do grupo salina
exercitado. Porém o exercicio fisico foi eficaz em normalizar os efeitos da morfina sobre os
niveis de BDNF, NGF e IL-6, sendo assim o0 exercicio que propomos neste estudo pode ter sido
de intensidade relativamente baixa para produzir uma resposta analgésica, mas foi eficaz para
promover a homeostase dos niveis de neurotrofinas e citocinas. A primeira questdo a ressaltar
com relacdo a analgesia induzida pelo exercicio é que ela esta diretamente relacionada com
intensidade, e em nosso estudo utilizamos uma intensidade moderada que néo foi capaz de
produzir analgesia, como também descrito por Droste et al., (1991) e Pertovaara e Kemppainen,
(1992), que questionaram se esta intensidade de exercicio fisico seria suficiente para provocar
efeito analgésico. Reforcando essas afirmacdes, Lana et al., (2006) mostraram uma reducédo do
limiar de dor durante a resposta inflamatoria aguda em ratos treinados em esteira ergomeétrica,
sob um protocolo utilizando cerca de 70% do VO2 maximo destes animais. Corroborando com
estes estudos Koltyn, (2000), relata que a hipoalgesia é alcancada apenas com exercicio fisico

de alta intensidade. Outro importante fator a considerar € que realizamos uma Unica exposi¢do
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ao exercicio fisico em esteira e desta forma néo foi possivel mensurar a da VO, méxima para
medirmos exatamente a intensidade do exercicio.

Apesar de ja ser bem consolidado na literatura que a morfina desencadeia hiperalgesia,
0s mecanismos pelos quais este fenémeno ocorre ainda nao estdo bem elucidados, diferentes
mecanismos foram identificados para esse processo de adaptacdo incluindo sensibilizacdo dos
neurdnios aferentes primarios e maior liberacdo de glutamato por estes aferentes,
hiperexcitabilidade de neurénios de segunda ordem, regulacdo positiva de neuromoduladores
nociceptivos feito por controle descendente da dor (Chu et al., 2008; Lee et al., 2011). Mais
recentemente, ndo apenas os neurbnios, mas também as células gliais tém sido demonstradas
participando deste processo, sendo ativadas concomitantemente com a hiperalgesia induzida
por opioides (Hutchinson et al., 2011).

O estudo da dor em pediatria permanece relativamente inexplorado na clinica e
experimentalmente. Pouco se sabe sobre a experiéncia da dor em criancas. Uma razdo é a
pesquisa limitada na area basica direcionada para este grupo etario, que fornece suporte sobre
0s mecanismos envolvidos no desenvolvimento de dor e sua modulagdo em uma idade precoce.
A maioria dos estudos mostraram resultados com animais com idade entre PO e P7. Embora
seja dificil fazer correlacdes diretas entre seres humanos e roedores, ao nascer o rato tem um
desenvolvimento neurol6gico semelhante ao de um recém-nascido prematuro de 24 semanas

(Fitzgerald e Anand, 1993).
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CONCLUSAO

Os resultados dessa dissertacdo demonstram que a exposi¢do a morfina no periodo
neonatal leva a diminuic&o no limiar nociceptivo térmico e mecéanico em ratos.

Em relagdo aos pardmetros bioquimicos, mostramos efeito da idade nos niveis de
BDNF, NGF, IL-6 e IL-10, que aumentam em tronco cerebral, j& os niveis de IL-10 diminuem
com 0 aumento da idade em cortex cerebral total.

Ainda com relacdo aos parametros bioquimicos mostramos que o exercicio fisico
melhora os niveis BDNF, NGF e IL-6 em animais expostos a morfina no periodo neonatal.

O exercicio fisico ndo foi capaz de reverter a hiperalgesia e alodinia induzida pela
morfina nos animais de P30 e P60.

Nossos dados mostram a necessidade de mais estudos sobre a dor em recém-nascidos e
0 sobre o uso de opioides neste periodo. Também se mostra necessario mais estudos sobre

tratamentos ndo farmacol6gicos como o exercicio fisico.
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