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APRESENTACAO

Esta Tese esta estruturada em 3 partes: - Pari@rbeducdo, Revisdo da Literatura,

Objetivos e Referéncias Bibliograficas;
- Parte Il - Materiais e Métodos, Resultados e iséo na forma de artigos cientificos;

- Parte Ill — Consideragfes Finais, aprovacao duitéode ética e a producdo académica

durante o periodo de doutorado.

O item Referéncias Bibliogréaficas refere-se somest referéncias contidas nos itens

Introducéo, Revisdo da Literatura e Consideracdesd:

Detalhes técnicos mais precisos sobre a metodokmgpregada em cada um dos

trabalhos apresentados podem ser encontradosabhathivs cientificos.
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RESUMO

Dor em pediatria tem sido o foco de muitos estudssultimas décadas devido ao fato de que
neonatos apresentam menor limiar a estimulos ne@@mocuos em relacdo aos adultos.
Desta forma, o uso de analgésicos é frequentespdegdo e analgesia em UTIs pediatricas, e
entre os opioides, a morfina € um dos mais utibzaddicionalmente, exposicao a estimulos
estressantes como a deprivacdo materna esta entfatoves ambientais relacionados a
alteracbes no desenvolvimento neural. O estressal 8o a negligéncia do cuidado parental,
e mais precisamente do cuidado materno em ratt#s,aesociado a importantes alteracdes
comportamentais na vida adulta. Entre estas afiesagpresentadas ao longo da vida estéao
alteracdes na resposta ao estresse, e a alteragdensibilidade a estimulos dolorosos,
indexadas por hiperalgesia. Consquentemente, @sesstrsocial gerado pela deprivacao
materna esta relacionado a prejuizos cognitivogyceEmais e sociais, além de alteracbes
neuroquimicas de longo prazo. Deste modo, € ng@esgancao, prevencao e tratamento a
esses eventos fisicos, emocionais e comportamertgisriodo neonatal e durante a infancia,
uma vez que as bases neurobiolégicas envolvidakesndsndmenos ainda ndo foram
completamente elucidadas. Considerando a relevaaci@ma, o objetivo deste estudo foi
verificar os efeitos do tratamento conu® de morfina, uma vez ao dia, do P8 ao P14 e a
exposicao a deprivagcao materna por 3 horas ducenfgimeiros 10 dias de vida em curto
(P16), médio (P30) e longo prazo (P60), sobre erdedvimento dos reflexos neuromotores
da prole por meio do Reflexo de Endireitamento, t&@a Negativa e Marcha;
comportamento nociceptivo por meio dos testes Hlaik e Placa Quente, respectivamente.
Um total de 58 filhotes foi utilizado. Os animamsdm divididos em 5 grupos: controle total
(C), que nao recebeu nenhuma intervencao; salinag(® recebeu solucéo salina; morfina
(M), que recebeu morfina; deprivado salina (DS)e daram submetidos a deprivacao

maternal e receberam solugéo salina; e deprivadéinaqDM), que foram submetidos a

Xiv
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deprivacdo maternal e receberam morfina. Em relag@® testes neuroquimicos, foram
analisados niveis de BDNF, NGF, IB-le IL-4 em tronco e coOrtex cerebral que estédo
relacionados a fenbmenos modulatérios em sistereagso e imune. Os animais que
receberam morfina e os deprivados maternos queeste morfina apresentaram atraso no
desenvolvimento dos reflexos iniciais. Alteragfesroquimicas também foram observadas.
Os niveis de BDNF no tronco encefalico foram dirfdes em animais que receberam
morfina e deprivacdo materna. Animais deprivadassgmtaram um aumento nos niveis de
NGF no tronco encefalico. Além disso, observourseaumento nos niveis de NGF do cortex
cerebral em animais que receberam morfina, deps/athternos e deprivados maternos que
receberam morfina. Uma diminuigdo no limiar noctoep foi observada em animais que
receberam morfina, deprivados maternos e os delmsvenaternos que receberam morfina.
Também houve interagbes em tronco encefalico exaédrebral nos niveis de BDNF, 13-1

e IL-4 entre as varidveis independentes: tratamesfgprivacdo e tempo, o que levou a
modificacdo nos niveis centrais dos neuroimunonauthrbs avaliados. Estes dados
demonstram a importancia de estudos focados na®fdo tratamento com morfina no
periodo neonatal ao longo da vida, assim como saadbpor alternativas terapéuticas que

possam reverter possiveis alteracdes decorrenwepdaacdo materna no periodo neonatal.

Palavras-Chave: dor, neonatos, morfinajeprivagdo materna, respostas comportamentais,

nociceptivas e neuroquimicas.
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ABSTRACT

Pediatric pain has been the focus of many studiethe last decades due to the fact that
neonates have a lower threshold for innocuous am@us stimuli than for adults. Thus, the
use of analgesics is frequent for sedation andgasel in pediatric intensive care units, and
among opioids, morphine is one of the most usedlitAchally, exposure to stressful stimuli
such as maternal deprivation is among the envirotahéactors related to changes in neural
development. The social stress or neglect of pareate, and more precisely maternal care in
rats, is associated with important behavioral ckanm adult life. Among these changes
presented throughout life are changes in the resptmstress, and the change in sensitivity to
painful stimuli, indexed by hyperalgesia. Consedlyenthe social stress generated by
maternal deprivation is related to cognitive, emadl and social impairments, further to
long-term neurochemical changes. Thus, attentiogyemtion and treatment are necessary to
these physical, emotional and behavioral eventeemeonatal period and during childhood,
since the neurobiological bases involved in thekenpmena have not yet been fully
elucidated. Considering the relevance of the stibjee objective of this study was to verify
the effects of treatment with jig of morphine once a day from P8 to P14 and expgotur
maternal deprivation for 3 hours during the firét days of short (P16), medium (P30) and
long- term (P60), on the development of neuromogfiexes of offspring through the righting
Reflex, Negative Geotaxis and Gait; nociceptivedwadr through the Tail-Flick and Hot
Plate tests, respectively. A total of 58 puppiesendtilized. The animals were divided in 5
groups: the total control group (C), which did meteive any intervention; saline group (S),
which receive saline solution; morphine group (Mhich receive morphine; deprived saline
(DS), which were subjected to maternal deprivatiad receive saline solution; and deprived

morphine group (DM), which were subjected to makdeprivation and receive morphine.

XVi
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In relation to the neurochemical tests, levels DNE, NGF, IL-13 and IL-4 were analyzed in
the brainsteam and cerebral cortex and are retategodulatory phenomena of the nervous
and immune systems. Animals that received morphme deprived animais that received
morphine showed a delay in the development of eaflgxes. Neurochemical changes were
also observed. BDNF levels in the brainstem wereadesed in animals receiving morphine
and maternal deprivation. Deprived animals hadnarease in NGF levels in the brainstem.
Besides, an increase in NGF levels of the ceredmdéx was observed in animals receiving
morphine, maternal deprivation and maternal defiamareceiving morphine. A decrease in
the nociceptive threshold was observed in animedsiving morphine, maternal deprivation,
and maternal deprivation receiving morphine. Theege also interactions in the brainstem
and cerebral cortex in the levels of BDNF, Ig-4nd IL-4 among the independent variables:
treatment, deprivation and time, which led to thedification in the central levels of the
neuroimmunomodulators evaluated. These data dematmsthe importance of studies
focused on the effects of treatment with morphimehie neonatal period throughout life, as
well as on the search for therapeutic alternatixas may reverse possible changes due to

maternal deprivation in the neonatal period.

Keywords: pain, neonates, morphine, maternal deprivatiorhaberal, nociceptive and

neurochemical responses.
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INTRODUCAO

Dor no neonato € um fenbmeno complexo e envolveratites sistemas de
neurotransmissores em um Sistema Nervoso (SN) sendelvimento (Smith et al., 2000;
Fitzgerald & Beggs, 2001). Recém-nascidos (RNsheotmente sofrem procedimentos
dolorosos necessitando de cuidados intensivossdilionos anos, tém sido documentados
efeitos deletérios de longos periodos de exposigiocedimentos dolorosos em Unidades de
Terapia Intensiva Neonatal (UTINs) (El Sayed et 2007; Anand et al., 2007; Pacifici,
2016). Nao obstante, apesar do conhecimento deaqgerposicdo a eventos dolorosos e
estressantes no periodo neonatal significam saftone desconforto para os RNs, é
necessario a busca de tratamentos para minimizéédéosonstrando a importancia do estudo
da dor em neonatos (Pereira et al., 2007; Pac#ixig). Sabe-se que os componentes do SN
envolvidos na transmisséo do estimulo dolorosodaiex cerebral estdo presentes em RNs a
termo e em prematuros, porém a maturacdo e a aegaini desse sistema neurossensorial
continua durante a vida pds-natal (Guinsburg e28D0). A indicacdo de analgesia deve ser
individualizada e sempre considerada em todos os Ribmetidos a procedimentos
invasivos, cirargicos ou nao, pois tais procedimmgrievam a alteracdo na sensibilidade a
estimulos dolorosos, indexadas por hiperalgesiadinga (De Lima et al., 1999; Whitfield &
Grunau, 2000; Grunau et al., 2001) e na respostast@sse (Grunau et al., 2004). E
essencial, portanto, uma correta avaliagdo do quadioroso e o0 estabelecimento da
intervencdo adequada para o alivio deste sdo isipdégeis para diminuir ou evitar efeitos
nocivos ao desenvolvimento dos RNs. Deste modevantio em conta que o alivio da dor é
uma das missdes médicas primordiais, 0 uso deé&siedg vem crescendo em pacientes nesta
faixa etaria (De Lima et al., 1996; Suresh & Ana2@D1, El Sayed et al., 2007; Prestes et al.,
2016).

Entre os analgésicos, os opioides e, sobretudorfina@ um dos mais utilizados para

sedacdo e analgesia em neonatos. Estudos préwimmseam que em animais a exposi¢ao
2
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de RNs a estimulos nocivos pode resultar em afiesacomportamentais e nociceptivas na
idade adulta (Anand et al., 1999; Bhutta et alQ120Anseloni et al., 2005, Rozisky et al.,
2008, Medeiros, et al., 2011). Corroborando es@dosl estudos demostram que RNs
expostos a agentes nocivos podem ter aumento aoui@gio da sensibilidade aos estimulos
nociceptivos na idade adulta, dependendo do tigoracdo do estimulo (Wang et al., 2004;
Hohmann et al., 2005; Randich et al., 2006). E §wel' que a natureza plastica do SN do
neonato seja responsavel por estes efeitos (Rumla2000; Walker et al., 2003; Saab et al.,
2004). Estudos em modelos animais evidenciaramnque® dia pés-natal (P1), os receptores
opioides ja se encontram bem distribuidos no Sestiervoso Central (SNC), sendo que 0s
receptorest (mu) e k (kappa) séo os que predominam nestedeertentretanto, o pico de
densidade do receptr ocorre no sétimo dia pés-natal (P7) e declina gabxente até a
terceira semana quando, entéo, atinge os nivessldto (Beland & Fitzgerald, 2001; Kar &
Quirion, 1995).

Deste modo, tem sido sugerido que a poténcia aietgéla morfina € maior no
neonato e declina com o avan¢go da idade (Nandi ®&gé&iald, 2005). Também foi
demonstrado que altera¢fes induzidas pela expogigdorfina no periodo pré-natal podem
ter impacto, ao longo do desenvolvimento, sobregesos de neuroplasticidade (Schrott et
al., 2008). A exposicao a morfina no periodo pr&drdiminui os niveis de fator neurotrofico
derivado do encéfalo (BDNF) em hipocampo, o queesip presenca de alteragbes
neuroplasticas (Schrott et al., 2008). Estudosrianés do nosso grupo mostraram que
animais submetidos a exposicdo repetida de morfinainicio da vida apresentam
comportamento hiper nociceptivo na vida adulta {§lgzet al., 2011) e aumento dos niveis
de BDNF no hipocampo associado a possivel sersibdb central, em médio e em longo
prazo (Rozisky et al., 2013). Nesse contexto, @®gpo a farmacos no inicio da vida pode

ter implicacdes duradouras para o SN em desenvehtom como alteracfes neuroquimicas e
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comportamentais em longo prazo em roedores (Roeiski;, 2008, 2010, 2012, 2013, 2014,
2016).

Adicionalmente, crescente numero de estudos clnaemonstra a influéncia de
fatores externos sobre dor (Tall, 2009; Gabrigllet2009; Gabriel et al., 2010). Além disso,
fortes evidéncias apontam que, em seres humamanstdrnos psiquiatricos apresentados na
vida adulta, tais como ansiedade, depressao, medquizofrenia, também tém sido citados
como decorrentes de processos dolorosos na inf@Reiahert et al., 2000; Carbajal et al.,
2008; McGrath, 2011; Rodkey & Pillai Riddell, 20M¢toria & Murphy, 2016).

Além das consequéncias associadas a manipulac&woskl e/ou a tratamentos
farmacoldgicos, a deprivagdo materna (DM) pos-nataim dos mais potentes estressores
naturais durante o desenvolvimento (Bentetti e28I09). A exposi¢cao a DM pode causar um
atraso no desenvolvimento, afetando negativamendesenvolvimento cerebral e, assim,
aumentando o risco de ocorréncia de dificuldadagpootamentais (Macri et al., 2011; Weiss
et al., 2011). De fato, a exposicdo a estimuloseessintes é, sobretudo, um dos fatores
ambientais relacionados a alteracdes no desenvaiwameural (Lai et al., 2006; Aisa et al.,
2009). Desta forma, o ambiente é um fator detemténeesde o nascimento até o inicio da
vida adulta, quando o SN est&4 mais suscetivel astagbes (Fernandez-Teruel et al., 2002,
Nunes et al., 2003). Considerando que neonatos EilNd ka0 submetidos a procedimentos
dolorosos e que esse é um periodo em que natutelrastes se encontram deprivados de
suas maes; € de alta relevancia clinica, investgarmodelos pré-clinicos o papel da
administracao repetida de morfina em ratos neoregssciado a DM, uma vez que permite
verificar as alteracbes comportamentais e neurdgagmenvolvidas com 0 processo

nociceptivo no periodo neonatal.
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2.1 Estratégias para Localizar e Selecionar Informagées

Nesta revisao de literatura buscou-se apresentarinsipais aspectos da dor em
neonatos, morfina, deprivacdo materna e a relag@obiomarcadores. A estratégia de busca
envolveu as seguintes bases de dados: MEDLINE RsibiMed), LILACS, SciELO. Foram

selecionados artigos publicados entre 1996 e 2016.

Nos sites PubMed, LILACS, SciELO foram realizadasdas utilizando os termos:
neonates pain, morphine, maternal deprivation, BDNEGF, IL-15 e IL-4. Em relacdo ao
termoneonates painforam encontrados 5.666 artigos no PubMed e tigoarno LILACS, ja
no SciELO foram encontrados 59 artigos. Utilizaséos termanorphineforam encontrados
26.131 artigos no PubMed, 437 artigos no LILACS3d 310 SciELO. Com o descritor
maternal deprivatiora busca no PubMed encontrou 2.438 artigos, 2BIIDACS e 24 no
SciELO. Com o descritd8DNF, foram encontrados 17.484 no PubMed, 64 no LILACSES
no SciELO. Par&GF, 9.871 artigos foram encontrados no PubMed, 8BIbACS e 21 no
SciELO. Em relacdo B.-14 31.649 artigos foram encontrados no PubMed, 103I0&CS e
86 no SciELO. Por ultimo, a busca simpleslidel revelou 37.717 artigos no PubMed, 330

no LILACS e 1.026 no SciELO.

Refinando-se a busca, com cruzamentos entre agrgsiehave foi encontrado um

reduzido namero de artigos como mostrado na Fiura
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Palavras-Chave

Figura 1. Fluxograma da pesquisa realizada com as palahieagc
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2.2 Dor

Dor é considerada uma das grandes preocupacOebumi@nidade. Desde os
primordios da civilizacdo, de acordo com os regsstgraficos da pré-histéria e com o0s
diversos documentos escritos posteriormente, ds@ano busca esclarecer as razbes que
justificam a ocorréncia da dor e desenvolver primgedtos destinados ao seu controle
(Madigan & Raj, 2000). De acordo com a Associag#erhacional para o Estudo da Dor
(IASP), dor é “uma experiéncia sensorial e emodideaagradavel associada a dano tecidual
real ou potencial, ou descrita em termos de tabtd@vierskey & Bogduk, 1994). No entanto,
estudo publicado recentemente sugere uma novaigd&fimo conceito dor, abrangendo
aspectos cognitivos e sociais (Williams & Craigl@0 Tais pesquisadores sugerem que a
definicdo existente € parcial, omitindo as qualeaéssenciais necessarias para promover
uma boa ciéncia e 6timos cuidados de saude. Aslgfimem a dor como “uma experiéncia
angustiante associada a dano tecidual real ou @atlenom componentes sensoriais,
emocionais, cognitivos e sociais” (Williams & Cra)16).

Distinguem-se dois componentes envolvidos na deenaacéo dolorosa propriamente
dita ou nocicepcao, e a reatividade emocional a @aermo nocicepc¢ao, derivado deci
(dano ou lesdo em latim), € empregado para desceevesposta neural aos estimulos
nocivos, 0s quais podem ser exdgenos (mecanicdsjiaps, fisicos e bioldgicos) ou
endogenos (como inflamacao e isquemia cerebramAdisso, compreende a recepcao dos
estimulos nocivos por receptores especificos (eptices), conducdo até o SNC por meio de
vias sensoriais e a integracao da sensacao dolemosdveis talamico e cortical (Loeser et al.,
2001). A reatividade emocional a dor corresponderpretacdo afetiva da dor, de carater
individual e influenciada por estados ou tracosq@égicos, experiéncias prévias e fatores
sociais, culturais e ambientais (Jones, 1993; Wadlllelzack, 1994). Deste modo, a dor &

sempre uma manifestacao subjetiva. Em modelos anfala-se de nocicepc¢do, uma vez que
8
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a dor é avaliada indiretamente por meio de respagimportamentais (Millan, 1995). Em
relacdo a transducdo dos estimulos dolorosos, degtande da ativacdo de receptores
especializados, 0s nociceptores, que séo termisag@wosas livres das fibras C é. s
nociceptores sdo ativados quando um estimulo atinigmiar nocivo (Schaible, 2007) e a
resposta pode aumentar progressivamente de acordoacintensidade do estimulo, se a
estimulacao for continua, pode ocorrer diminuicadichiar de resposta destes nociceptores,
fendbmeno conhecido como sensibilizacdo (Riedel &dke2001; Schaible, 2007).

O estimulo nociceptivo é detectado pelos nociceptaeceptores sensoriais ativados
por estimulos nocivos transmitindo o sinal paraN@C®omo estimulo elétrico (potenciais de
acéo) (Zhang & Bao, 2006). Estes nociceptores detddizados nas terminacdes nervosas
livres, e encontram-se amplamente distribuidos mgardsmo. Os nociceptores sao
classificados, de acordo com suas modalidades, etAnitos, térmicos e polimodais, e sao
constituidos por fibras mielinizadas (tip@)Apossuindo velocidade de conducédo rapida de
aproximadamente 5-30 m/s. Ainda, 0s nociceptordisnpdais sdo ativados por estimulos
guimicos, térmicos ou mecanicos de alta intensidad&fio constituidos por fibras néo
mielinizadas (tipo C) e possuem velocidade de cgéllenta de aproximadamente 1,0 m/s.
As projecOes destas fibras entram no corno doesaendem por segmentos pelo trato
posterolateral (Trato de Liassauer) e terminam |laasnas superficiais do corno dorsal
(Cervego & Iggo, 1980). No corno dorsal da meduglairehal tais fibras fazem sinapse com
neurénios aferentes secundarios, interneuréni@®nios do corno ventral motor (Basbaum
& Jessel, 2000; Loeser et al., 2001). A laminagmiha marginal) recebe somente aferéncias
nociceptivas, enquanto a lamina Il (substanciatigelsa) é formada por interneurénios
excitatorios e inibitérios, os quais respondem asmellacdes nocivas e ndo nocivas
(Basbaum & Jessel, 2000) (Figura 2).

Os nociceptores sdo estimulados por substanciaso ca serotonina, H K7,

histamina, bradicinina, colecistocinina e subst&ri(Loeser et al., 2001). A conducdo do
9
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estimulo por meio das fibras induz a liberacdoelgatransmissores entre os neurdnios®de 1
e 22 ordem no corno dorsal da medula espinhal aomioitamato, substancia P e peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). O glatanpromove potenciais excitatorios
pés-sinapticos rapidos por meio da ativacdo depteres acida-amino-3-hidréxi-5-metil-4-
isoxazolepropibnico (AMPA); entretanto, os potersi@ntos sdo produzidos por meio da
liberacdo de peptideos como substancia P e CGRRe@dal-de-Oliveira, 2008). Algumas
dessas fibras se projetam para o sistema limesppnsavel pelas respostas de luta e fuga e
emocionais desagradaveis ao estimulo nociceptioesgr et al., 2000; Basbaum & Jessel,
2001).

As vias ascendentes de conducdo sao os tratosoed@mico, espinorreticular,
espinomesencefalico e espino-hipotalamico. O &gpinotalamico € a via mais proeminente
na medula espinhal. Os axo6nios cruzam a linha mediaivel da comissura anterior e
chegam até o talamo, que € subdivido em espinatadateral ou via neoespinotalamica, e
espinotalamico medial ou via paleoespinotalamicazidd neoespinotalamica projeta-se no
nacleo postero-lateral do talamo, de onde partasje@ies para o cortex somatossensorial
primario, onde ocorre a percepcao da dor; este téatrelacionado com aspectos
discriminativos da dor como localizacdo, intensel@dduracédo (Loeser et al., 2001). Por
outro lado, a via paleoespinotalamica, a partimgaula, projeta-se para o talamo medial e
posteriormente para o cOrtex cerebral de ambos evsisférios, e perde-se, assim, a
somatotopia do estimulo (Ferreira, 2004). As af@e&n chegam ao talamo, estrutura
responsavel pela integracdo dos impulsos nociaeptiyue envia projecdes até o cortex por
meio dos neurbnios de 32 ordem (DeMarco & Pasco@8)2 O coértex € essencial para
determinar aspectos discriminativos como localigagatensidade, duracdo e natureza do
estimulo nocivo e aspectos afetivo-cognitivos coemsocdo, percepcdo, aprendizado e

memoria (Craig & Dostrovsky, 1999; Sherman & Guyl|el996, 2002).

10
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Figura 2. Transmissédo do estimulo nociceptivo. (AdaptadBakbaum et al., 2009).

A transmissdo nociceptiva € influenciada por pseos centrais e periféricos e
liberacdo de substancias mediadoras (neurotrar@msspeptideos e neuromoduladores) que
podem ativar ou inibir este processo. De acordo eosomplexidade na transmissao do
estimulo nociceptivo, os processos de dor crorckeim desencadear alteracGes plasticas em
diversos niveis deste sistema, levando a sensitédl@tanto em nivel periférico quanto central
(Ji et al., 2003; Basbaum et al., 2009; Costigaralet2009). De fato, a sensibilizacédo
periférica esta envolvida com o acumulo de moduksltmcais liberados em resposta ao dano

e que atuam sobre a aferéncia nociceptiva primd&sta sensibilizacdo tem como

consequéncia a exacerbacao da resposta ao estiohmioso (Woolf & Chong, 1993; Aida et

11
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al., 1999). Dentre os mediadores, a bradicinina substancia P promovem intensa
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade capilaniribuindo para o aumento da
inflamacéo (Karabucak et al., 2005) e as prostagtas promovem a diminuicdo do limiar
dos nociceptores (O’Banion, 1999). A sensibilizag&mtral pode resultar de processos
independentes (sensibilizacdo sinptica classiocald up e potenciacdo de longa duragédo —
LTP) (Ji et al.,, 2003). A sensibilizacdo singptidassica estd relacionada aos estimulos
periféricos que aumentam a resposta das fibrasCA(@otenciacdo homossingptica) e fibras
AP (potenciacdo heterossinptica).wind up resulta da estimulacdo aferente repetida de
baixa frequéncia (inferior a 5 Hz) por tempo prgado com liberacdo de neurotransmissores
excitatérios, sobretudo glutamato, no corno dadsainedula espinhal. O glutamato liga-se a
receptores NMDA resultando em influxo de calciotwagdo da proteina cinase C, que
modifica estruturalmente o canal de NMDA, aumentasiglh sensibilidade ao glutamato e a
resposta a dor frente a estimulos repetidos de nésiensidade (Schaible, 2007). A LTP
torna mais eficiente a transmissao sinaptica (Zla®9) e esta relacionada a estimulos
repetidos de alta frequéncia com posterior ativadgigeceptores AMPA e de neurocinina
(NK)-1 (Randic et al., 1993).

Nos diversos estagios das vias de dor, diferesisdgemas de controle modulam,
constantemente, tanto de maneira ascendente quEsttendente, a transmissao da
informacé&o nociceptiva (Woolf, 2011). Os receptddddDA e opioides fazem parte dos
dois sistemas mais importantes na modulacdo daemgdo e antinocicep¢ao e estédo

distribuidos em praticamente todas as regifes dd Riedel & Neeck, 2001).

2.3 Dor e Nocicep¢do em Neonato

Neonatos prematuros, bem como individuos de metee] sdo frequentemente

submetidos a uma série de procedimentos dolor@sscomo intubacédo, acesso venoso,
12
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coleta de exames por puncdo arterial, puncao lgméspiracdo de tubo orotraqueal,
ventilagdo mecéanica, drenagem de térax e puncacaldanhar (Anand et al., 2006). Na
pratica clinica, prematuros em UTINs sdo rotinegata expostos a uma média de dez
terapias ou procedimentos invasivos por dia, seatgésicos (Carbajal et al., 2008; Lee et al.,
2016). Os RNs nao podem relatar dor ou desconftatonesma maneira que criancas de
maior idade ou adultos (Anand et al., 2006). Parseguinte, muitos dos instrumentos de
estudo padrdo usados para medir a eficacia daemmalgu definir as metas de sedacao ou
analgesia ndo pode ser aplicado nesta populacdméB& Finke, 2000). Estudos indicam
que tanto criangas, (Guinsburg et al., 2000; EEe8ast al., 2007; Disher et al., 2016) quanto
animais (Falcon et al., 1996; Rozisky et al., 200®& 2, 2013, 2014, 2016; Lee et al., 2016)
de menor faixa etaria sdo capazes de respondénales dolorosos indicativos de dor, uma
vez que o processo de maturagdo das vias nociaeptiicia na gestagdo e continua apés o
nascimento.

Nesse contexto, estudos com modelos animais plitssibima melhor compreensao
da neurofisiologia da dor no RN determinando quenats ndo somente sentem dor como
também sdo capazes de responder aos estimuloostmo(Fitzgerald & Beggs, 2001;
Rozisky et al., 2008, 2012, 2013, 2014, 2016). Be=utdo, tem havido um crescimento em
estudos focados no sistema neurobiologico do desemento das vias nociceptivas
(Fitzgerald & Beggs, 2001; Rozisky et al., 20081202013; 2014, 2016).

O processo nociceptivo envolve alteracdes neulidicas sequenciais induzidas pela
ativacdo de nociceptores periféricos com consegquentlulacdo central (Basbaum & Jessen,
2000). Entretanto, se a dor no neonato for de lolngac&o ou recorrente, o desenvolvimento
do sistema nociceptivo pode ser modificado, resdtiaem alteracdes em nivel espinhal e
supraespinhal (Anand & Scalzo, 2000). Anand & Stagtatam que modelos de experiéncia
precoce, como dor repetitiva, sepse ou deprivacdterma em roedores e outras espécies

promovem alteracdes multiplas no encéfalo adultorretacionadas com fendtipos
13
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comportamentais especificos, dependendo do moneedt natureza do insulto (Anand &
Scalzo, 2000). Nos diversos estagios das vias de diferentes sistemas de controle
modulam, constantemente, tanto de maneira ascendgeanto descendente, a transmissao da
informac&o nociceptiva (Woolf, 2011). Assim, 0 @ssamento nociceptivo comeca a ser
tracado a partir da presenca dos nociceptores rpoéxia epiderme e, gradualmente, eles
descem para as camadas mais profundas de acordo desenvolvimento epitelial (Anand

& Carr, 1989; Fitzgerald, 1991). Durante a 162 seande gestacdo, 0s receptores sensoriais
cutaneos encontram-se presentes, na 302 semaesatdeay as vias nociceptivas talamicas e
espinhais encontram-se mielinizadas e as viasrdésr@ociceptivas atingem o cértex entre a
202 e 262 semanas de gestacao (Simons & Tibbd¥8).2AQ partir da 262 semana de gestacao
o feto j& apresenta consideravel maturacdo das asesndentes periféricas, espinhais e
supraespinhais. Porém, a maturacdo das vias in#sitdescendentes ocorre somente apos as
vias ascendentes estarem pré-estabelecidas (Besath&a, 2002).

Ratos RNs apresentam maturacdo das vias nocigsmemelhantes as de um feto
humano de 24 semanas de gestacao (Marsh et af);, £t8& uma semana de vida, estas vias,
no rato, se assemelham as de um humano RN a tdfigorgd 3), e com 21 dias sao
semelhantes a uma crianca de um ano de idade €fitdg& Anand, 1993). Evidéncias
sugerem que dores nao tratadas em criangas e @tles podem desencadear alteragbes no
perfil de resposta nociceptiva, aumentando a netzeks de analgesia no pds-operatorio em
procedimentos na vida adulta (Caumo et al.,, 200&erB et al., 2005). Assim, as
consequéncias da dor intensa ou persistente noafuemou neonato podem provocar
alteracdes de comportamento como déficits cogmtizocomportamentais, bem como a
percepcéo da dor, que podem persistir ao longoidia (Bhutta & Anand, 2002). Estudos
prévios sugerem que exposicdo a morfina durantriogo neonatal de ratos pode promover
mudancas em vias de sinalizacao da dor que podixgrerssa como um aumento da resposta

nociceptiva na vida adulta (Sweitzer et al.,, 2084zisky et al., 2011; 2012; 2016).
14
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Adicionalmente, outros estudos tém documentadofeisoe deletérios de longa duracao
resultantes da exposi¢cédo repetida a procedimenttiwodos em UTINS, como resposta
alterada ao estresse (Grunau et al., 2004) e hgpsra (Whitfield & Grunau, 2000; Grunau et
al., 2001; Rozisky et al., 2011, 2016). Recentemeamn estudo publicado pelo nosso grupo
de pesquisa demonstrou que a administracdo repiitiaixas doses de morfina no periodo
neonatal induz hiperalgesia em ratos adultos (Rgpz$ al., 2016). Cabe salientar que esta
resposta nociceptiva aumentada foi totalmente tideepela administracdo de melatonina
sugerindo que a melatonina pode ser uma importggao terapéutica para inibir os efeitos
deletérios na ontogenia das vias nociceptivas iddszpela exposi¢cdo a morfina no periodo
neonatal (Rozisky et al.,, 2016). Desta forma, exudm animais tém contribuido nas
investigagbes dos efeitos deletérios do estimulmraso resultante de procedimentos
invasivos (Ruda et al., 2000; Beland & Fitzger&@@01; Rozisky et al., 2008; 2012, 2013,

2014, 2016).
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Figura 3. Linha de tempo da nocicepgédo em seres humghAdaptado de Moore & Persuad,

1998).

2.4 Sistema Opioide

O conhecimento do 6pio remonta a pré-historia oelp pmenos, aos periodos
histéricos muito distantes (Booth, 1998pnsta que desde tempos imemoriais, o 6pio e 0s
seus derivados, além de exercerem ponderavel mufluésobre o comportamento dos seres
humanos, tém sido empregados como sedativo e coatgésaico (Duarte, 2005). Na década
de 1960, Paul Janssen sintetizou pela primeiraovientanil em seu laboratério e, nos anos
1970, foram isolados e purificados os primeirospepitideos enddgenos, as encefalinfis e
endorfinas (Pasternak et al., 1976). Alguns ands,apm 1973, ocorreu a descoberta dos
receptores opioides por meio de estudos farmaamégiom antagonistas e agonistas em que

foram identificados os receptorgs(mu) e k (kappa) (Pert & Snyder, 1973). Na déadela
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1980, outro grupo de polipeptideos enddgenos fmititicado e foi chamado de dinorfinas
(Brownstein, 1993). Mais tarde, Kosterlitz e cdl980), utilizando-se dgas deferensle
ratos, determinou um novo tipo de receptor e, selgua mesma regra de nomenclatura,
denominous (delta), com isso, totalizando trés receptoresidps (Brownstein, 1993; Pert
&Snyder, 1973). Portanto, a partir do século XI¥mco isolamento dos alcaldides do 6pio e
as facilidades para o emprego dessas substanciasigpgarenteral, houve aumento do
interesse pelo uso criterioso dos opioides na érédica e da analise das consequéncias
sociais de seu uso abusivo (Duarte, 2005; Prestds 2016).

Os opioides desempenham um papel central na ngéicefpioides enddgenos
modulam a experiéncia da dor, sendo a terapéudicapobides fundamental para o manejo
clinico da dor aguda e crbnica (Marvizon et al.1®0 Quando utilizados em dosagens
adequadas, os opioides produzem alivio seletivdodasem afetar a consciéncia. Apesar do
uso generalizado, terapias atuais com opioidesad@denéficas em todos os tipos de dor, e
podem resultar em efeitos secundarios desfavor@Measvizon et al., 2010). A analgesia é
consequéncia da acdo em diferentes niveis do SNChéRet al., 2004). A morfina € um
agonista de receptores opioidgs k e 6 (delta), frequentemente utilizado em ambiente
hospitalar para aliviar a dor moderada a gravendera periodo neonatal devido a presenca
de receptores opioides espinhais desde o nascir(iRaloman & Dickenson, 1999). Sabe-se
gue receptores opioides estdo amplamente expressosgarias estruturas do SNC e no
sistema nervoso periférico (SNP) (Beland & Fitziger2001; Pereira et al., 2007). Um
estimulo aos receptores inibe a transmissao do@stihociceptivo aos centros superiores de
processamento, assim os opioides inibem a aferdaai@r em medula espinhal e ativam vias
descendentes inibitérias (Pereira et al., 2007).

Os receptores opioides presentes nas membrandareglsdo acoplados a proteina G
inibitoria e sua ativacdo promove a inibicdo denddt ciclase, diminuindo a concentragédo

intracelular de adenosina monofosfato ciclico (AMHAEmM sequéncia ocorre o fechamento
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dos canais de célcio voltagem-dependentes nasn@gd@s pré-sinapticas, reduzindo a
liberacdo de neurotransmissores excitatodomo o glutamato. Os receptores opioides
também atuam na pos-sinapse, abrindo canais despp{&+), promovendo hiperpolarizacéo
neuronal, reduzindo a excitabilidade evocada pdteas A6 e C, blogueando a transmissao
do estimulo doloroso (Jordan & Devi, 1999). Destidia pds-natal (P1), os receptores ja se
encontram distribuidos no SNC, sendo que os reeeptioe k sdo os que prevalecem neste
periodo. Ilgualmente, em ratos, no periodo neonatk sdo os receptores predominantes. O
pico de ligacdo do receptarocorre no 7° dia pés-natal (P7), e declina gradeate até a
terceira semana, quando atinge os niveis de adBd#tand & Fitzgerald, 2001; Kar &
Quirion, 1995). Dessa forma, alguns autores sugepema poténcia analgésica da morfina é
maior no neonato e declina com o avanco da idadadiN& Fitzgerald, 2005; Rozisky et al.,
2008).

As acOes dos opioides dependem da afinidade pédope de receptores e da
localizagcdo dos mesmos no SN. Receptores k est@lizimdos no hipotalamo, substancia
cinzenta periaquedutal, substancia gelatinosa, demeurdnios sensitivos periféricos. Estes
receptores k estdo envolvidos na resposta noociegeptias também em termorregulacgéo,
controle de diurese e secrecdo neuroenddcrina (@hast al., 1996). Receptoréssao
responsaveis primariamente pela analgesia, masétanmbodulam fung¢des cognitivas e de
dependéncia fisica. Estdo localizados nos nuclensnos, amigdalas, bulbo olfatério, cortex
cerebral profundo e neurdnios sensitivos periféri@hawan et al., 1996). Os receptopes
regulam processos nociceptivos, ciclo respiratéricinsito intestinal; localizam-se no cértex
cerebral, talamo, substancia cinzenta periaguedusabstancia gelatinosa e trato
gastrintestinal (Dhawan et al., 1996). A morfinagbnista dos receptores opioides atuando
por meio de sua ligag&o aos receptores do tiptagsiticados nos subtipos pl1 e u2, que estéo

distribuidos ao longo da medula espinhal (Valadaal.e 2002). Assim, a morfina atua no
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mesencéfalo e medula, ativando as vias nociceptdescendentes, que modulam a

nocicepcgao, e no sistema limbico, alterando os coentes emocionais da dor.

2.5 Morfina em Neonatos

Desde o inicio dos anos 80, tem-se tornado cadanaez evidente que o feto e 0 RN
percebem e respondem a estimulos dolorosos porséma de complexos bioquimicos,
fisiologicos e alteragcdes comportamentais (FitagefaBeggs, 2001; Anand et al., 2006). A
partir de estudos neurobiolégicos do desenvolvimelat dor, observou-se que 0s pacientes
nesta faixa etaria ndo s6 sentem dor, como apegsediminuicdo no limiar da dor em
resposta ao estimulo nocivo e indbcuo em relacaoriascas de maior idade e aos adultos
(Grunau et al., 1994; Johnston et al., 1996). @aearos reflexos sédo respostas automaticas a
uma forma de estimulacdo e constituem a base parhahbilidades motoras, assim o
desenvolvimento prejudicado pode indicar um fatoredjpivo de modificacdes
comportamentais na idade adulta por meio da azalide reflexos neonatais e dessa forma é
possivel identificar a persisténcia ou auséncia rdéexos e detectar atraso no
desenvolvimento (Berk, 2006). Associado a isto,ess que as primeiras experiéncias
dolorosas podem ter efeitos em longo prazo sobrespostas nociceptivas (Johnston et al.,
1996; Grunau et al., 1994, 2004; Ruda et al., 20B8)udos pré-clinicos demonstram que a
administracdo de morfina no periodo neonatal podiizir efeitos em longo prazo nos
circuitos da dor, levando a hiperalgesia induzid ppioide na vida adulta (Rozisky et al.,
2011, 2016). Devido a estas importantes descobertasn o reconhecimento dos efeitos em
longo prazo da dor subtratada em lactentes e asatem ocorrido um aumento da utilizacao
de analgésicos nesta populagédo de pacientes (Deedtial., 1996; Suresh & Anand, 2001, El

Sayed et al., 2007).
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Ao longo das ultimas décadas, o uso de analgésipamdes como a morfina
aumentou em UTINs como consequéncia de mudancavaecas na compreensao,
identificacdo e tratamento da dor em criancas €bu€eAnand, 2001; El Sayed et al., 2007).
Os avangos dos cuidados neonatais dos RNs de pasm especialmente aqueles RNs
abaixo de 1000g requereram muitos processos iromskintre estes, estdo a intubacao
endotraqueal e a ventilagdo prolongada, devidovaraematuridade pulmonar, doenca da
membrana hialina e displasia broncopulmonar (Araedal., 2005; Anand et al., 2006).
Estima-se mais da metade dos RNs de baixo pesasaementre 401-1500g sejam intubados
na sala de parto e 70% destes RNs com peso mead5@0g ao nascer recebam em algum
momento ventilagdo mecéanica durante a sua hogpitdlo (Aranda et al., 2005; Anand et al.,
2006). Deste modo, melhorias nos resultados cknide curto e longo prazo de RNs
criticamente doentes necessitaram o amplo usoraecés opioides para analgesia e sedacao
(Suresh & Anand, 2001; El Sayed et al., 2007). Mé&ms1 sdo rotineiramente tratados com
morfina para o alivio da dor, especialmente conosigdo cronica para sedacao para permitir
ventilagdo mecéanica nas UTIs pediatricas (Anarad. e1999; Aranda et al., 2005). Estudo de
Anand e colaboradores (1999) reforcam a hipdtese apu RNs que receberam morfina
apresentaram menor risco de morte e menor morbidedi®logica comparado com 0s RNs
gue receberam midazolam, que embora possua pragesdedativas, € destituida de efeito
analgésico. Os autores acreditam que o efeito lwenébservado naqueles que receberam
morfina se deva a diminuicao do estresse, estatidida pressdo e melhora da oxigenagao.

A morfina, quando administrada em neonatos humaprssenta inicio de acéo rapida,
de aproximadamente 5 minutos, e o pico do efeiddgésico é de 15 minutos. E metabolizada
pelo figado pela enzima uridina-difosfato glucoroniltransferase em dois compostos:
morfina-3- glucuronideo (M3G) e morfina-6 glucured (M6G), e cclearanceocorre por
meio da eliminacdo dos seus metabdlitos pela W@ansburg, 1999). Dentre os efeitos

adversos da morfina destacam-se depressdo regpirab@duseas e vOmitos e retencao
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urinéria, comuns a todos os opioides. A morfineedeadeia também liberacdo de histamina,
a qual esta relacionada a prurido e broncoespasst®,lltimo especialmente em neonatos
portadores de doenca pulmonar cronica. Além disderancia e sindrome de abstinéncia
podem ser observadas, dependendo do tempo deaghiizdo farmaco e da estratégia
empregada para a sua suspensao (Arnold et al.,, I®@0sburg, 1999). A tolerancia é
definida como alteragBes da resposta fisiologicaaular a exposicdo repetida a opioides
levando a diminuicdo do efeito analgésico, e a midrecia representa a manifestacdo dos
sintomas que ocorrem apoés a retirada do opioidehéRilson et al., 2006). Do mesmo modo,
o tratamento com opioide durante o periodo neonatabém pode desencadear alteracdes
comportamentais apés a retirada do farmaco (sirelmdenabstinéncia). Mais de 48% dos
bebés e criancas que recebem doses terapéuticapialdes intravenosos demonstram
sintomas de retirada e dependéncia aos opioides;dmo sinais disféricos e aversivos, 0s
quais sdo também demonstrados por meio de modghnaia (Franck & Vilardi, 1995; 1998;
Taddio, 2002; Pereira et al., 2007).

Entretanto, a eficacia analgésica da morfina dag&o da dor em animais neonatos tem
sido demonstrada em muitos estudos na area (Nakitzgerald, 2005; Rozisky et al., 2008,
2011, 2012, 2013, 2014, 2016). Embora mecanismibétarios descendentes ndo sejam
completamente formados até a terceira semana dgNahdi & Fitzgerald, 2005), morfina e
outros agonistas dos receptores opioides sdo aialgéficazes durante o periodo neonatal,
devido & presenca de receptores opioides espirdesde o0 nascimento (Rahman &
Dickenson, 1999). Alguns autores sugerem que anpat@nalgésica da morfina € maior no
neonato e declina com o avancar da idade (Nandtzgétald, 2004). Outros postulam que o
efeito da morfina aumenta com a idade devido dfpratdo dos receptores opioides (Auguy-
Valette et al., 1978; Zhang & Pasternak, 1981)la pwturacdo dos mecanismos inibitorios
de modulagdo na terceira semana ap6s o nascimeatai(& Fitzgerald, 2004). Além das

evidéncias relacionadas a maturidade do sistemalmielogico, a mudanca de resposta ao
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efeito da morfina também tem sido demonstrada tir piar estudos comportamentais. Prévios
estudos do nosso grupo de pesquisa demonstrararanguais que receberam morfina no
periodo neonatal, do P8 ao P14, apresentam manuotele analgesia no ultimo do que no
primeiro dia de tratamento (Rozisky et al., 20@®)tanto ndo desenvolveram tolerancia ao
opioide. No entanto, quando submetidos a exposagigla a morfina na idade adulta
apresentaram maior tempo de analgesia do que os&guéram tratados previamente com
morfina. Assim, estes resultados refletem possaégsacdes em longo prazo induzidas pela
morfina em estruturas do SNC que modulam as reapasciceptivas (Rozisky et al., 2008).
Possivelmente, a variagdo na expressao de recepioide e na sensibilidade aos
agonistas explique as flutuacdes na susceptibdidadgnalgesia e ao desenvolvimento de
tolerancia ao longo do desenvolvimento. Outro estdol N0OSSO grupo em que 0S animais
foram submetidos a exposicdo repetida de morfina imicio da vida apresentou
comportamento hiper nociceptivo na vida adulta (§gzet al., 2011). Este aumento da
resposta nociceptiva foi revertido por um antagan®o receptor de N-metil-d-aspartato
(NMDA) (Rozisky et al., 2011), o que sugere quexposi¢cdo a morfina no inicio da vida
reduz o limiar nociceptivo devido a possiveis adgi¢s no sistema glutamatérgico. Além
disto, Rozisky et al. (2013) demonstraram que tarmanto repetido com morfina no inicio da
vida pode levar ao aumento dos niveis de BDNF mmdaimpo, associado a possivel
sensibilizacdo central, a médio e longo prazo. Reogente, outro estudo do nosso grupo
explorou uma nova abordagem farmacolbégica pararterva hiperalgesia induzida pelo
opioide na vida adulta. A melatonina foi escolhidavido ao seu conhecido efeito
antinociceptivo e anti-inflamatorio, além da supamdade de interagir com 0 sistema
opioide. Os resultados mostraram que a melatoronadpaz de reverter a hiperalgesia
induzida pela exposicao repetida & morfina no perineonatal a médio e longo prazo,
podendo ser utilizada como um farmaco adjuvante terapia da dor, envolvendo

componentes neurogénicos e inflamatorios (Rozisky.£2016). Sendo assim, a exposi¢do a
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farmacos no inicio da vida pode ter implicacdesadouras para o SN em desenvolvimento,
como alteragbes neuroquimicas e comportamentaisnde prazo em roedores (Rozisky et

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

2.6 Deprivagdo Materna

Nos ultimos anos, varios modelos comportamentaisstiesse precoce em roedores,
como a DM tém sido usados para estudar a basehieldgica de transtornos emocionais e
motivacionais (Martini & Valverde, 2012; Fuentesabt 2014; Gracia-Rubio et al., 2015).
Em humanos, experiéncias estressantes no inicimdads-natal, tais como a negligéncia do
cuidado parental ou o abuso durante a infanciapestsociados com o risco aumentado de
alteracbes emocionais que podem persistir na idddéa (Gross & Hen, 2004; Heim &
Binder, 2012). Contudo, interacdes genéticas e emdis regulam os mecanismos neurais
envolvidos no desenvolvimento de determinados cotampentos. Entre as diversas
estratégias de investigacdo dos efeitos de expagestressantes no inicio da vida de um
rato, esta a DM repetida (Mello et al., 2009; Baredtal., 2009; Kikusui et al., 2009). Este
modelo € muito utilizado na literatura e atua camodos mais potentes estressores para 0s
filhotes durante o periodo de desenvolvimento eistenem um tempo diario de 3 a 6 horas
de deprivacéo dos filhotes da mée durante os poesdiO dias de vida (Mello et al., 2009;
Benetti et al., 2009; Kikusui et al., 2009).

Em mamiferos, incluindo roedores, intervencdes elacdo mae-filhote nas fases
iniciais da vida promovem alteracbes na emocioadkdbem como nas fungcdes cognitivas
que perduram ao longo da vida. Dessa forma, edsamcéies podem representar um
consideravel fator de risco para o desenvolvimetgodoencas de ordem psiquiatricas e
neurodegenerativas como déficits de memoria (Beaetal., 2009; Kikusui et al., 2009).

Além disso, exposicao a estimulos estressantes estée os fatores ambientais que podem
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interferir no desenvolvimento neural (Lee et 80?2, Aisa et al., 2009). Portanto, o ambiente
€ um fator determinante desde o nascimento atéc ida vida adulta, quando o SN esta
mais suscetivel as adaptacdes (Fernandez-Terak| 8002; Nunes et al., 2003). O estresse
social ou a negligéncia do cuidado parental, e mpesisamente do cuidado materno em
ratos, estd associado a mudancas comportamentaisrtamtes na vida adulta, como

alteracbes na resposta ao estresse e maior risdesg@volvimento de psicopatologias ao
longo da vida (Huot et al., 2004; Benetti et aD02; Amini-Khoei et al, 2015).

E importante salientar que as duas primeiras sesrémaida de um rato constituem o
chamado periodo hiporresponsivo ao estresse (LeX), esta fase representa um periodo
critico para o desenvolvimento neural e, consegueste a estimulacdo precoce atua sobre
o desenvolvimento do SN e induz a uma variedademdelancas neuroquimicas e
comportamentais na fase adulta. Estudos préviosugnam que a DM promove alteracfes
neuroquimicas e comportamentais que persistemra Ida vida (Lee et al., 2001; Aisa et
al., 2009; Amini-Khoei et al, 2015). Corroborandstes dados, foi demonstrado que ratos
deprivados da mée no periodo neonatal apresentémnesaiveis de comportamento do tipo
ansioso em resposta a um agente estressor naddtta éRenard et al., 2005; 2007), altos
niveis de corticosterona (Huot et al., 2004; Plptsit al., 2005), maior inibi¢cao
comportamental provocada por exposicdo a ambiemte (Madruga et al., 2006) e maior
imobilidade (Aissa et al., 2007). Evidéncias sugegue a DM é um estresse psicossocial
potente e que afeta as funcdes cerebrais, sejanpklaticas ou neuroquimicas. Estudos
clinicos e pré-clinicos demonstraram que variosamemos explicam as consequéncias
deletérias da DM na idade adulta, tais como ald&®ga neurotransmissdo em diferentes
areas do encéfalo (Martisova et al., 2012; Xué.e2@13).

Em 2000, foi proposto por Anand & Scalzo que aafale atividade do receptor
NMDA a partir da DM e do isolamento sensorial lewvaumento de apoptose em mudltiplas

areas do encéfalo imaturo. Por outro lado, a egposa dor repetitiva pode causar uma
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ativacdo excessiva de aminoacidos NMDA/excitatoresultando em danos excitotoxicos
nos neurdbnios em desenvolvimento. Contudo, essatamgas promovem dois fenotipos
comportamentais distintos caracterizados por awnedat ansiedade, sensibilidade a dor
alterada, distarbios de estresse, hiperatividaderdente do transtorno de déficit de atencdo,
levando a habilidades sociais prejudicadas e padl&eomportamento autodestrutivo. Sendo
assim, a importancia clinica destes mecanismosstensa prevencao de insultos precoces,
tratamento eficaz da dor e estresse neonatal ejvpbeente, na descoberta de novas
abordagens terapéuticas que limitam a excitotaxa®dneuronal ou a apoptose (Anand &
Scalzo, 2000). Além disso, a DM neonatal demortstr&feitos duradouros sobre uma série
de respostas, incluindo nocicepcao e eficacia énilg, que pode se estender até a idade
adulta em ratos (lijima & Chaki, 2005; Dickinsonat 2009). Sabe-se que 0 sistema opioide
enddgeno e seus receptores sdo amplamente expeessagias regides do SNC (Erbs et al.,
2015). Sob condicbes estressantes, o sistema epgufie alteracfes consideraveis que
contribuem para a regulagédo de comportamentos caticep¢cao (Martenson et al., 2009).
Neste sentido, estudos mostraram que a experi@a@dversidade durante a infancia, como a
DM, induziu altera¢des duradouras na regulacaosiensa enddégeno de opioides, tanto em
humanos quanto em animais (Troisi et al., 2012ePet al., 2014). A este respeito, pesquisas
anteriores propuseram que o estresse por DM redulbmiar de dor em animais e que esse
efeito foi correlacionado com a hipofuncao do sistepioide no SNC (Bernardi et al., 1986;
Kwok et al., 2014).

Estimulos estressantes como a DM tém a capacidadetetferir sobre o sistema
limbico, o qual se relaciona com o hipotdlamo. Tab ocasiona disfungbes no eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA), como aumento alssiedade e também falhas de
aprendizagem e na memoéria (Aissa et al., 2007).1889, Lehmann e seus colaboradores
estudaram os efeitos na cognicdo do paradigma daigavido um protocolo de 24 horas de

separacdo Unica e demonstraram que ratos depriguiesentavam déficits cognitivos na
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memoria de medo condicionado e na esquiva ativaniaen et al., 1999), mas nao tinham
déficits cognitivos no labirinto aquético de MorridAM) (Lehmann et al., 1999; 2002), e
atribuiram esses efeitos cognitivos a uma maioedade e liberagdo de glicocorticoides no
hipocampo. Por outro lado, estudos usando rat@reimdongos, mostraram que a DM no
periodo neonatal diminuiu a expressdo de BDNF (fgattizet al., 2004; Lippmann et al.,
2007) e alterou a expressado de receptores glutagitat® em hipocampo em ratos (Pickering
et al., 2006). Em camundongos, ocorre diminuicdo sd a producdo de BDNF como
também a neurogénese (Kikosui et al., 2009). Rathdtos deprivados repetidamente
mostram um aumento na apoptose neuronal e redacdmero de neurdnios hipocampais,
evidenciando as alteragOes estruturais (Huot et280D2; Mirescu et al., 2004). Assim o
estudo da DM em modelos animais é de alta releaddanica, uma vez que permite a
investigacdo das alteragBes neuroquimicas e coampentais que podem estar associadas

com o processamento da dor.

2.7 Biomarcadores

Biomarcadores podem ser utilizados como paramedmsavaliacdo em diversas
situacdes, entre elas, confirmacdo de diagnostilagdo causa-efeito e efetividade de
tratamento. Estes biomarcadores podem ser encostpadiférica ou centralmente, sendo de
facil mensuracdo como aqueles que estdo em soptasma. Atualmente, estudos buscam
marcadores que possam estar relacionados com gosa#s doencgas entre elas, a dor cronica.
O processo doloroso € capaz de ativar diversosngst como enddcrino, autonémico e
imune. Um biomarcador sugerido € o BDNF, neurateofamplamente expressa em varias
estruturas do SNC, apresentando elevados niveligooampo (Davies, 1994). Sua ligacao
ao receptor tirosina quinase B (TrkB) regula a esabéncia neuronal, promove o

crescimento neuronal e mantém a conectividade tsiadpo SN adulto (Zhang & Ko, 2009).
26



Administracao de Morfina Durante o Periodo Neonafalaliagdo de Sistemas de Neurotransmissdo, Paramsetr

Comportamentais e Biogquimicos.

Estudos clinicos demonstraram que a exposi¢cao @depleva a alteracdes nos niveis de
BDNF (Akbarian et al., 2001; Bolafios & Nestler, 20Biatami et al., 2007). Corroborando
estes dados, estudos em modelos animais demonstjaea exposicdo a morfina no periodo
perinatal e pés-natal diminuiu os niveis de BDNF leimocampo (Schrott et al., 2008;
Rozisky et al., 2013). Possivelmente as alterapé@socadas pela morfina durante o periodo
pré-natal tenham impacto sobre processos de st sindptica ao longo do
desenvolvimento (Schrott et al., 2008). Além dissstudo clinico com pacientes adictos de
heroina demonstrou que estes pacientes apresentdvam séricos de BDNF diminuidos
(Angelucci et al., 2007).

Administracdo de BDNF induz hiperalgesia térmicaaginia mecéanica (Miki et al.,
2000; Zhou et al., 2000), assim como um aumentgraa de despolarizagdao de receptores
NMDA em medula espinhah vitro, um mecanismo de sensibilizacdo central de neasoni
espinhais (Kerr et al., 1999). BDNF atua sobreex®ptores NMDA nas vias nociceptivas
ascendentes e descendentes (Malenka & Bear, 200®§ eegulacdo de interneurdnios
gabaérgicos em cortex cerebral (Woo & Lu, 2006).ickhdalmente, outros estudos
mostraram que o BDNF possui acdo neuromoduladorapmendizado, na memodria, na
depressao e na dependéncia quimica (Grimm etCI3; McGough et al., 2004; Filip et al.,
2006). Tem sido demonstrado que intervencdes agadelmae-filnote em roedores nas fases
iniciais da vida promovem altera¢cées na emocioadidbem como em fungdes cognitivas ao
longo da vida (Fumagalli et al., 2004; Lippmanmlet2007). Também, ha evidéncias de que,
apos a retirada de opioides, o BDNF tem um papelfgiativo em processos de plasticidade
sinaptica (Li et al., 2005) e sensibilizagéo locton® (Liang et al., 2011).

BDNF e fator de crescimento neuronal (NGF) sao otenfinas essenciais,
amplamente expressas no SNC e SNP em desenvoluirfiéuang & Reichardt, 2001). Eles
estdo envolvidos na sobrevivéncia neuronal, nccierento axonal, bem como na regulagéo

da atividade neuronal e na plasticidade sinapticeereritica (Huang & Reichardt, 2001).
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Tem sido demonstrado que, assim como o BDNF, o N&Rbém atua no processo
nociceptivo, tanto em nivel central quanto peri@r{Bennet, 2001; Bannwarth & Kostine,
2014). Cahill et al. (2003) demonstrou que admiacsto intratecal de NGF restaurou a
efetividade da morfina em atenuar a hipersensdiukda dor apds a lesdao do nervo periférico.
Em estudos clinicos, ha evidéncias da neurogénasmtd a retirada de opioide. Os niveis
séricos de NGF estdo aumentados em pacientesatteina heroina (Mousa et al., 2007,
Heberlein et al., 2012). Estudo pré-clinico, reeprdnte publicado, sugere que o sistema de
sinalizacdo de NGF é um novo alvo potencial paatatnento de tolerancia induzida por
opioides (Cheppudira et al., 2016). Assim, sugerense o NGF tem importante papel de
modulacdo em analgesia a opioide e dependéncias@gv/idial., 2007; Bhalla et al., 2016).

Além do mais, nos estudos pré-clinicos que simuddoacdes adversas precoces, 0
estresse da DM alterou os niveis de NGF e BDNF mrasdimbicas, bem como induziu
mudancgas duradouras no comportamento emocionapestas alteradas ao estresse. Estes
dados sugerem que essas neurotrofinas poderiamlanodecanismos subjacentes a ligacao
social (Meaney, 2001; Cirulli, 2003a; Roceri et, &004; Cirulli et al., 2007). Estudo
publicado por Cirulli et al. (2000), mostrou queddsitos da DM na expressdo de NGF sao
mais fortes quando protocolos de deprivagdo sas lmajos, e ndo se restringem a regiao do
hipocampo, mas podem ser vistos também em outess &o encéfalo. Em geral, esses
resultados indicam que fatores externos, como aepga ou auséncia da mae, podem
modificar a disponibilidade do fator neurotréfico encéfalo, apontando o NGF como um
potencial agente na plasticidade cerebral modulpdbb meio ambiente durante o
desenvolvimento (Cirulli et al., 2000).

Esta bem estabelecido que citocinas apresentarndaates no processo nociceptivo
(Ren & Torres, 2009; Ugeyler et al., 2009). Citasipré-inflamatdrias, como ILBlinduzem
efeitos principalmente algicos; no entanto as iaflfimatorias, como a IL-4 tem funcao

analgésica (Uceyler et al., 2009). A IB-%¥ liberada pela glia e capaz de regular o
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desenvolvimento e plasticidade de circuitos neusorf®everman & Patterson, 2009),
incluindo as vias nociceptivas (Schafers & SorRd08; McMahon & Malcangio, 2009; Ren
& Torres, 2009). O sistema imune, quando ativadamnpve a liberagcdo de mediadores como
oxido nitrico, IL-6, TNFe, IL-13, e NGF (Sommer et al., 2004; Coutaux et al., 2@b&ng

& Huang, 2006), que contribuem para a sensibiliagg&iférica e central (Julius & Basbaum,
2001; Coutaux et al., 2005; Planells-Cases et2@D5). As citocinas e outros mediadores
inflamatdrios sdo capazes de alterar correntesaémos nociceptores (Binshtok et al., 2008).

Prévios estudos em animais sugerem que a morfirde @detar as fungdes
imunoldgicas (Borner et al., 2009; Madera-Salcedd.e2011). Um estudo demonstrou que a
morfina exerce a ativacdo de células da glia, coaurnento da secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como TNFe; IL-6, e IL-13 (Hutchinson et al., 2011). Também foi demonstrado
o0 papel da glia no desenvolvimento de toleranciaa@fina e hiperalgesia induzida pela
retirada da morfina, particularmente associadaarioas pré-inflamatérias (Song & Zhao,
2001; Raghavendra et al., 2002). Um estudo cons ratmstrou que a administracao cronica
de doses crescentes de morfina induziu a alteragéesd-adaptativas que precipitam o
desenvolvimento de tolerancia a muitos dos efa@tpglos da morfina, como a analgesia, a
ativacdo do eixo HHA e a supressao das atividadegldlas imunes (Ballard et al., 2006).
Adicionalmente, a exposicdo a estresse neonatalo canDM induz mudancas

fisiol6gicas permanentes que podem influenciarstesia imunoldgico (Vig et al., 2010).
Muitos dos sistemas regulatérios, que sao modifisgukla DM também tém sido implicados
na regulacdo imunolégica (McEwen, 2000b), embonacpese saiba sobre seu impacto em
modelos de doencas clinicamente relevantes. Pesg@sperimentais demonstram, por
exemplo, que exposi¢cdo a DM resulta em mudancasespsstas do sistema imune (Loram et
al., 2011; Painsipp et al., 2011). O mesmo tem siolgervado na pesquisa clinica onde a
negligéncia parental pode afetar processos inflamoat com o aumento de biomarcadores

inflamatdérios na vida adulta (Danese et al., 208Igpen et al., 2010). Um estudo que
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investigou a expressao de multiplos genes de oasc{IL-1B, IL-4, IL-5, IL-7, IL-10) em
animais submetidos a DM mostrou que o estressecor@erado no inicio da vida resultou
em uma resposta imunossupressora, com baixa réguti; expressao de varios genes de
citocinas no encéfalo do rato (Dimatelis et al120Outro estudo em ratos comprovou que a
DM durante o periodo neonatal aumenta os nivegtdeinas pro-inflamatérias, como o fator
de necrose tumoral alfa (TNB-tanto em hipocampo como em cortex pré-frontamatie
citocinas anti-inflamatdrias como IL-10 no hipocan{pinheiro et al., 2015). Estudos prévios
em modelos animais mostraram que a exposicao aessstpsicossocial, conhecido com
derrota social, levou a um aumento nos niveis @#sos da IL-6 e IL-g e também
aumentou estas citocinas no cortex pré-frontal dipocampo de ratos (Audet et al., 2010,
2011; Sukoff Rizzo et al., 2012). Estes dados smegue, o processo inflamatério € uma
consequéncia imunoldgica resultante da exposici@aentos estressantes no inicio da vida,
como a negligéncia maternal (Danese et al., 20D&3ta forma, a produgcédo de citocinas
contribui para desregulacdo do eixo HHA e promavermalidades na plasticidade neural,
incluindo uma diminuicdo do suporte neurotréficorea neurogénese prejudicada (Gracia-

Rubio et al., 2016).
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3 JUSTIFICATIVA

Neonatos prematuros e a termo, assim como criagyasmais idade, sdo expostos
com frequéncia a estimulos nocivos repetidos, indtuvacinagdes, traumas e procedimentos
necessarios a tratamentos e diagnosticos. Aindaocalévio da dor seja um dos principios
basicos da medicina, na pratica, a analgesia enentas com dificuldades de verbalizar
sensacoes e sentimentos é comumente negligenaiatesidiciente. Analgésicos opioides,
como a morfina, sdo os mais efetivos e frequentemasados no alivio da dor moderada a
severa. Além disso, evidéncias sugerem que exp@E@aensoriais negativas no periodo pés-
natal como a deprivagdo materna podem aumentar laerabilidade a alteragdes
comportamentais na vida adulta e deste modo, dedeacprejuizos cognitivos, emocionais e
sociais, muitas vezes associados a alterac6esquénnicas. Considerando que neonatos em
UTINs sdo submetidos a procedimentos dolorosos & egse € um periodo em que
naturalmente estes se encontram deprivados dens@ies, € de alta relevancia clinica, o
desenvolvimento de estudos com modelos animaisiéscam sistemas de neurotransmissao
envolvidos com o processo nociceptivo no periodmatal. O reconhecimento de possiveis
alteracdes neuroquimicas decorrentes da exposg@tida a morfina contribui desta forma,
para o aprimoramento dos conhecimentos pertin@ntasnacologia em individuos de menor
idade. Por conseguinte, modelos experimentais amraqui proposto € fundamental para o
estabelecimento de efeitos decorrentes da expoai¢domacos no periodo neonatal e suas
repercussées em curto, médio e longo prazo, resedtade seu uso, permitindo suplantar
limitacbes presentes em estudos clinicos, espemigdmcom pacientes pediatricos. Além
disto, tornam possivel a avaliagdo de repercussiieportamentais e neuroquimicas ao longo

da vida decorrentes da exposicao a experiénciasisais negativas no periodo neonatal.
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IV. OBJETIVOS
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4.1 Objetivo Geral

Considerando que a dor pediatrica tem sido focandétos estudos nas ultimas
décadas devido ao fato de que neonatos apresenémor rfimiar a estimulos nocivos e
indbcuos em relagdo aos adultos, o objetivo destgalino foi avaliar as repercussdes de
tratamentos farmacologicos no periodo neonatal mocegso de desenvolvimento
neuroneuroquimico e comportamental ao longo da déddes animais. \aliou-se, em curto,
médio e longo prazo o efeito da administracédo ré@ete morfina e/ou deprivagdo maternal

emratos neonatos Wistaa ontogénese gmrametros comportamentais e neuroquimicos.

4.2 Objetivos Especificos

Foi avaliadoo efeito da administracdo repetida de morfina mpode neonatal (P8-
P14) e da exposicdo a deprivacdo maternal preanceueto (P16), meédio (P30) e longo
(P60) prazo sobre os seguintes parametros:
Artigo |
v' Padrdes de reflexos iniciais nos filhotes;
v" Niveis de BDNF e de NGF em tronco encefalico eextcerebral;
Artigo I
v" Resposta nociceptiva a estimulo térmico nocivo;
v' Resposta hiperalgésica térmica;

v Niveis de BDNF, IL-B e IL-4 em tronco encefalico e cértex cerebral.
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CONSIDERACOES GERAIS

Considerando a importancia do estudo da farmaeoldgi dor em neonatos, nos
buscamos abordar mecanismos neurobiolégicos negsoae desenvolvimento do sistema
nociceptivo e o0s possiveis efeitos das intervencPescoces sobre o curso do
desenvolvimento. Esta questdo se reveste de immpg@tainda maior, em vista de que
experiéncias sensoriais negativas como exposicd@rnaacos e deprivacdo materna no
periodo neonatal podem alterar a ontogénese daseiobioldgicas produzindo alteracdes
duradouras no comportamento e na percepcao da dieste modo, desencadear prejuizos
cognitivos, emocionais e sociais, muitas vezesces$os a alteracdes neuroquimicas.

Quando avaliamos os reflexwsciais nos filhotes, nés demonstramos que exposi¢
repetida a morfina e a deprivagcdo materna induzisamatraso no desenvolvimento dos
reflexos. Estes resultados afetam negativamentesendolvimento cerebral e aumentam o
risco de alteracdes comportamentais. Deste mo@alnanistracdo precoce da morfina e a
deprivacdo materna podem alterar, independentenantem conjunto, perfis fenotipicos
importantes com alto significado adaptativo na @adulta, demonstrando a importancia do
ambiente como gerador de mudancas plasticas eemsistcomportamentais.

Além disso,0s resultados apresentados nesta tese demonstmno dgqutamento
repetido com morfina no periodo neonatal e depéivagaterna de ratos levam a alteracdes
em curto, médio e longo prazo em parametros navospe neuroquimicos. NOS mostramos
que o trauma de vida precoce corresponde com egsamento de dor alterado na idade
adulta, uma condicdo que pode ser clinicamentgaete para o tratamento de condi¢des de

dor cronica.
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Estes resultados demonstram a necessidade de mmsxplisas focando em
alternativas terapéuticas que possam revertereito®ieletérios sobre a ontogenia das vias

nociceptivas induzidas pela exposicédo a morfinagidacdo materna no periodo neonatal.
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PERSPECTIVAS

Para investigar possiveis efeitos dos sistemasidépgico e glutamatérgico no
processo nociceptivo neste estudo serd avaliadapeessdo do receptor opioidg) (e
glutamatérgico (NMDA) em medula espinhal por medé&tnica d&Vestern Blotting

Sabendo que existe uma interacdo entre os sistgni@Edergico e colinérgico, e que
exposicao repetida a morfina e deprivacdo mateonaicio da vida podem causar efeitos
neurobiolégicos duradouros. Pretendemos invessigaguns dos aspectos cognitivos desses
deéficits podem estar relacionados a uma disfungdiosistema colinérgico, medindo a
atividade da enzima aceticolinesterase (AChE) empodaimpo por meio do método
espectrofotométrico.

Esperamos compreender a interacdo entre os sistgpiadérgico e dopaminérgico
no modelo experimental proposto, avaliando os sidei dopamina em hipocampo por meio

de ensaio imunoenzimatico ELISA.
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Title: Morphine Exposure and Early Postnatal Maternal Deprivation Alters Neuromotor Development and
Neuroplasticity Biomarkers Levels.

If you did not co-author this submission, please contact the Corresponding Author of this submission at
87605@ufrgs.br; do not follow the link below.

An Open Researcher and Contributor ID (ORCID) is a unique digital identifier to which you can link your
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ORCID IDs.
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Brain Research

141



Administracao de Morfina Durante o Periodo Neonafalaliagdo de Sistemas de Neurotransmissdo, Paramsetr

Comportamentais e Biogquimicos.

Elsevier Editorial System({tm] for Brain
Research
Manuscript Draft

Manuscript Number:

Title: Morphine Exposure and Early Postnatal Maternal Deprivaticon Alters
Neurcmotor Development and Neuroplasticity Bicmarkers Levels.

Article Type: Research paper
Section/Category: Development and Aging

Keywords: morphine; maternal deprivation; neonate rats; develcocpment;
neurctrophins.

Corresponding Author: Dr. Iraci Lucena da Silva Torres, Ph.D.

Corresponding Author's Institution: Universidade Federal do Rio Grande do
Sul

First Author: Carla de 0Oliveira, Msc

Order of Authors: Carla de Oliveira, Msc; Vanessa L Scarabelot, Dr;
Rafael Vercelino, Dr; Lauren N Spezia Adachi, Msc; Lisiane S Silva,
Graduate; Gabriela G Regner, Msc; Natalia P Silveirs, Graduate; Andressa
Zouza, Dr; Wolnei Caumo, Dr; Iraci Lucena da Silva Torres, Ph.D.

Manuscript Region of Origin: BRAZIL

Abstract: The obijective of this study was to verify whether repeated
morphine administration and maternal deprivation in early life alters
neurckhehavicral development, as well as its effect on central BDNF and
NGF levels. Total of 58 puppies were utilized. On postnatal day 1,
litters were daily deprived of thelir mother for 3 hours during the first
10 days of life. Animals were divided in 5 groups: total control (C), did
not receive any intervention; saline (3), receive saline solution;
morphine (M), receive morphine; deprived-szaline group (DS), were
subjected to maternal deprivation and receive saline zolution; and
deprived-morphine (DM}, were subjected to maternal deprivation and
receive morphine. Newborn received subcutanecus injections of morphine or
saline, 5 ng, starting on postnatal days & [PB), once daily for 7 dave.
Righting reflex, negative geoctaxis and gait were chosen to evaluate
postural parameters as an index of neuromotor reflexes. Righting reflex
test, morphine induces a delay in the development of the animals.
Performance of negative geotaxis was slower in M and DM groups. In gait
test, all groups showed increase in daily performance in locomoticn
frequency. An increased number of rearing was observed in M, DS, and DM
groups from P16 to P20. BDNF levels in brainstem were decreased in M and
DS groups. DM group presented an increase NGF levels in the brainstem. It
was obsgserved an increased in cerebral cortex NGF levels in M, DS and OM
groups. These finding have important implications for the maternal
neconate interaction needed for normal brain development.
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Kindest regards,
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Corresponding Author: Dr. Iraci Lucena da Silva Torres, Fh.D.
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Ebstract: Morphine exposure and maternal deprivation during the necnatal
periocd can promote changes in pain signaling pathways that can be
expressed as an increased nociceptive response in adult life. Here, we
investigated whether repeated morphine exposure and/or maternal
deprivation alter the nociceptive response on postnatal days 16 (P1&), 30
(P30), and 60 [P&D). Besides, we evaluated their repercussicns upon
central biomarkers levels BDNF, IL-1p and IL-4. A total of 58 puppies
were utilized. At birth, litters were standardized to contain up to 8
pups per dam, and pups remained with their mothers until 21 davs of age.
on postnatal day 1 (PND 1), litters were daily deprived of their mother
for 3 hours during the first 10 days of life. The animals were divided in
5 groups: the total control (C), which did not receive any intervention:
saline (8), which receiwve =zaline szoluticn; morphine (M), which receiwve
morphiney deprived-saline group (DS), which were subjected Lo maternal
deprivation and receive saline sclution; and deprived-morphine (DM},
which were subjected to maternal deprivation and receive morphine.
Newborn received subcutanecus injections of morphine or saline, 5 ug in
the mid-scapular area, starting on postnatal days 8 (P8) to 14 (P14). The
noclceptive responses were assessed by the hot plate and tail-flick
tests. In the hot plate test, thermal hvperalgesia was indexed by
significant decreases in the paw withdrawal latency at Ple, P30 and PoO
for the animals of the groups M, DS and DM. In the tail-flick test, a
significant decrease in the nociceptive threshold in the DS at Plé, M and
oM groups at P30, and M, DS and DM groups at PO, There were interacticns
in the brainstem and cerebral cortex to BDNF, IL-13 and IL-4 levels
between the independent variables; treatment, deprivation, and timepoint,
which led to the modificaticon in the central levels of the
neurcimmunomodulators evaluated. These findings may have important
implications for the human necnate. Therefore, this study highlights the
importance of conducting research in these fields to provide a
comprehensive knowledge of the long-term effects of early life morphine
treatment and maternal deprivation on nociceptive pathways.
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