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RESUMO

Costa ECR da. Aspectos neuroimunes de camundongost  ratados com morfina
Tese [Doutorado em Farmacologial. Sao Paulo: Instit uto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2010.

InjecOes repetidas de psicoestimulantes e/ou compostos opidides desencadeiam
respostas comportamentais, bioquimicas, endocrinas e celulares diferentes daquelas
induzidas pela exposicdo aguda. Em particular, a morfina, considerada como o
protétipo do estimulante opioidérgico, tem despertado grande interesse devido a
seus efeitos multiplos. Assim, no presente estudo avaliaram-se as consequéncias
dos tratamentos agudo e repetido com morfina (20mg/kg) em camundongos sobre
0S seguintes aspectos: atividade geral; niveis séricos de corticosterona;
concentracfes corticais, estriatais e hipotalamicas de noradrenalina, dopamina e
serotonina, de seus metabdlitos e as taxas de renovacdo destes
neurotransmissores; atividade funcional ex vivo de neutrofilos sanguineos e de
macrofagos peritoneais, sendo estes desafios realizados in vivo com diferentes
estimulos imunoldgicos, infecciosos ou nao; crescimento tumoral e a sobrevida de
camundongos portadores de um tumor ascitico de Ehrlich. Utilizou-se o campo
aberto para a analise comportamental, as técnicas de radioimunoensaio e HPLC-ED
para a determinacdo das concentracbes séricas de corticosterona, e dos
neurotransmissores e de seus metabdlicos cerebrais, respectivamente, e por fim,
para analise ex vivo da atividade funcional, burst oxidativo e fagocitose de neutroéfilos
e macrofagos, a técnica de citometria de fluxo. Os resultados obtidos mostraram
gue os tratamentos agudo e repetido com morfina, modulam diferentemente as
repostas comportamental e neuroendocrina, dependendo do tempo de observacdo
pés-desafio. Assim, aos 60 min: 1) o tratamento agudo com morfina aumentou a
locomocédo dos animais em relacdo ao grupo SS, e nao alterou os niveis séricos de
corticosterona; 2) o tratamento repetido com morfina MM aumentou 0s niveis séricos
de corticosterona em relacdo ao tratamento agudo com morfina SM; 3) o tratamento
agudo com morfina SM aumentou as concentragdes corticais dos metabdlitos da
dopamina, HVA e DOPAC, em relacdo aqueles do grupo SS; 4) o tratamento agudo
com morfina SM aumentou as concentragdes corticais do metabdlito 5-HIAA e a taxa
de renovacdo da serotonina (5-HIAA/serotonina) em relacdo ao grupo SS; 5) a

atividade serotoninérgica estriatal n&o foi alterada pelo tratamento com morfina; 6) o



tratamento agudo com morfina aumentou as concentracdes hipotalamicas dos
metabdlitos de dopamina e a taxa de renovacdo do neurotransmissor quando
comparado ao grupo SS; 7) a atividade serotoninérgica hipotalamica nao foi alterada
pelo tratamento com morfina. Apds 120 min: 1) o tratamento agudo com morfina SM
aumentou a locomocéo e diminuiu a frequéncia de levantar dos animais em relacao
ao grupo SS; 2) o tratamento repetido com morfina MM aumentou a locomocgéo total
dos animais em relacéo ao grupo SM; 3) o tratamento agudo com morfina aumentou
0S niveis séricos de corticosterona em relacdo ao grupo SS; 4) o tratamento agudo
com morfina aumentou as concentra¢des corticais de HVA em relacédo ao grupo SS;
5) o tratamento com morfina ndo alterou a atividade noradrenérgica cortical; 6) o
tratamento agudo com morfina aumentou a taxa de renovacao da serotonina cortical
(5-HIAA/serotonina) em relacdo ao grupo SS; 7) o tratamento agudo SM aumentou
as concentracfes estriatais dos metabdlitos da dopamina e a taxa de renovacéo do
neurotransmissor quando comparadas ao grupo SS; 8) o tratamento com morfina
nao alterou a atividade noradrenérgica estriatal; 9) o tratamento agudo SM com
morfina reduziu as concentracdes estriatais de serotonina e aumentou a taxa de
renovagdo do neurotransmissor em relagdo ao grupo SS; 10) o tratamento agudo
com morfina aumentou as concentracdes hipotalamicas dos metabdlitos de
dopamina e a taxa de renovagao do neurotransmissor em relacédo ao grupo SS; 11)
o tratamento repetido com morfina MM reduziu a taxa de renovacao da dopamina
hipotalamica em relacdo ao grupo SM; 12) o tratamento com morfina ndo alterou a
atividade noradrenérgica hipotalamica; Ainda, os tratamentos néo interferiram com
as atividades de neutrofilos e macrofagos, bem como o crescimento tumoral e a
propabilidade de sobrevida de camundongos portadores de um tumor ascitico de
Ehrlich. Desta forma, conclui-se que camundongos tratados repetidamente com
morfina (20mg/kg) apresentam alteracdes comportamentais e neuroendécrinas que,
no entanto, ndo foram acompanhadas por diferencas nas avaliacbes de atividade

imune inata.
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ABSTRACT

Costa ECR da. Neuroimmune aspects of morphine-treat  ed mice. Thesis [Ph.D
Pharmacology]. Sédo Paulo: Life Science Institute, U  niversity of S&o Paulo;
2010.

Repeated administrations of psychostimulant and/or opioid compounds trigger
different behavioral, biochemical, endocrine and cellular responses as compared with
those induced by acute exposure. Morphine, has attracted great interest due to its
multiple effects. Thus, this study evaluated the effects of acute and repeated
treatment with morphine (20mg/kg) in mice on the following: locomotor activity; serum
levels of corticosterone; cortical, striatal and hypothalamic concentration of
dopamine, noradrenaline and serotonin, as well as their metabolites and turnover;
blood neutrophils and peritoneal macrophage activity ex vivo, which were challenged
with different immunological stimulants; tumor growth and survival of mice with Erlich
ascitic tumor. The behavioral tests were analyzed through an open field apparatus,
radioimmunoassay assay was used to detect corticosterone serum levels, and
HPLC-ED to determine central concentrations of neurotransmitters, their metabolites
and turnover, and flow cytometry technique to evaluate neutrophils and macrophage
activity. The results showed that acute and repeated morphine treatment differently
modulated behavioral and neuroendocrine responses, depending on the these period
after the injection challenge. Therefore, after 60 minutes: 1) acute treatment with
morphine increased the locomotor activity of mice as compared with SS group, but
did not alter the corticosterone serum levels; 2) repeated treatment with morphine
MM increased the serum levels of corticosterone in relation to SM treatment; 3) acute
treatment with morphine SM increased cortical concentrations of dopamine, HVA and
DOPAC, as compared with SS group; 4) acute treatment with morphine SM
increased cortical concentrations of 5-HIAA and the turnover of serotonin in relation
of group SS; 5) morphine treatment did not alter striatal serotoninergic activity; 6)
acute treatment with morphine increased hypothalamic concentrations of dopamine
metabolites and the turnover of the neurotransmitter when compared to SS; 7)
hypothalamic serotonergic activity was not altered by treatment with morphine. After
120 minutes: 1) acute treatment with morphine SM increased locomotion while
decreased the frequency of rearing in relation to SS group; 2) repeated treatment

with morphine MM increased locomotor activity as compared to group SM; 3) acute



treatment with morphine increased serum levels of corticosterone as compared to
group SS; 4) acute treatment with morphine increased the cortical concentrations of
HVA as compared to group SS; 5) treatment with morphine did not alter the cortical
noradrenergic activity; 6) acute treatment with morphine increased turnover of cortical
serotonin in relation to SS group; 7) acute treatment SM increased the striatal
concentrations of dopamine metabolites and the turnover of the neurotransmitter
when compared to the SS group; 8) treatment with morphine did not alter striatal
noradrenergic activity; 9) acute treatment with morphine reduced striatal
concentrations of serotonin and increased its turnover as compared to SS group; 10)
acute treatment with morphine increased hypothalamic concentrations of dopamine
metabolites and its turnover in relation to SS group; 11) repeated treatment with
morphine MM reduced the turnover of hypothalamic dopamine in relation to group
SM; 12) treatment with morphine did not alter the hypothalamic noradrenergic
activity. Moreover, the treatment with morphine did not interfere with neutrophils and
macrophages activity, as well as tumor growth and survival of mice with Ehrlich
ascitic tumor. Thus, it is concluded that mice repeatedly treated with morphine
(20mg/kg) present behavioral and neuroendocrine changes; however, this changes

were not accompanied by variation in innate immune activity.
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1 INTRODUGCAO

O numero de artigos cientificos divulgados pela literatura médica mundial,
acerca do uso e abuso de morfina ultrapassa hoje a marca dos 50.000 trabalhos.
Apenas em janeiro e fevereiro de 2010 j4 foram publicados mais de 500 artigos
relacionados a este farmaco, quase todos investigam o efeito analgésico e o uso
recreacional do opiaceo (Pub Méd, U.S. Library of Medicine em 4/3/2010).

Numa entrevista concedida a revista Pesquisa Fapesp em fevereiro de 2010,
o médico Elisaldo Carlini, criador do Centro Brasileiro de Informacdes sobre Drogas
Psicotropicas (CEBRID) e da Sociedade Brasileira de Vigilancia de Medicamentos
(SOBRAVIME), e atualmente membro do Expert Advisory Panel on Drug
Dependence and Alcohol Problems, da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), fez a
seguinte declaracdo: “Nao sou favoravel a nenhum uso de droga para “dar barato”,
gue altere a mente sem a real necessidade disso, mas sou muito favoravel ao uso
da morfina, por exemplo, como analgésico. Seria um absurdo total proibir o uso da
morfina ou do épio porque podem produzir dependéncia forte. O que ndo posso é
difundir o uso recreativo da morfina, mas devo difundir, e muito, o uso da morfina
como um agente extremamente poderoso para dar qualidade de vida nos momentos
finais de um canceroso que morre urrando de dor, por exemplo.” Em outro momento
da entrevista, Elisaldo Carlini acrescenta: “Na minha época na Secretaria Nacional
de Vigilancia Sanitaria acreditava-se que apenas 5% dos pacientes com dor severa,
qgue precisavam de morfina para minorar o sofrimento, gente com cancer terminal,
gueimados graves, poli-traumatizados, recebiam a droga. As razdes sdo multiplas e
ocorrem no mundo inteiro. Existe um conceito chamado de opiofobia. O médico ndo
prescreve opiaceos, dos quais a morfina é um exemplo, por medo de induzir a
dependéncia. E 6bvio que a dependéncia é horrivel, mas ndo para um doente
terminal ou para um poli-traumatizado. E muito dificil vencer essa fobia dos
médicos.”

No inicio dos anos 90, o Brasil foi denunciado em foros internacionais por
deixar pacientes sofrerem dores intensas e desnecessarias. Estima-se que mais de
95% das farmacias ndo vendam a droga, devido as exigéncias da Vigilancia
Sanitéaria, ao baixo lucro e ao medo de serem assaltadas por traficantes. Segundo o

informe da ONU, das 400 toneladas anuais de morfina produzidas para fins
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analgésicos, 80% sao consumidas por apenas dez paises, quase todos europeus.
Até 2001, a cota pedida pelo Brasil oscilava em torno de 1.100 quilos. Para Elisaldo
Carlini, os 1.100 quilos de morfina, transformados em doses diarias, seriam
suficientes para tratar por um ano de 30 mil a 40 mil pacientes.

E incontestavel a relevancia dos opiaceos na clinica médica, tal qual é
refletida no desenvolvimento de novos analgésicos pela industria farmacéutica. Por
outro lado ndo podem ser desconsiderados os efeitos indesejaveis e/ou téxicos
produzidos pelo uso prolongado desses compostos. Sabe-se que os efeitos dos
agonistas opioides, naturais, semi-sintéticos ou sintéticos, estdo intimamente
relacionados ao tempo de exposicdo a que os individuos sdo submetidos ao
tratamento. Por exemplo, o uso agudo desses compostos pode induzir analgesia,
depressao respiratéria, miose, nausea, vomito, constipacdo, e sensacao de bem-
estar, entretanto, o uso prolongado pode induzir tolerancia, sensibilizacdo, também
chamada tolerancia reversa e dependéncia.

Em linhas gerais, pode-se concluir que a dependéncia é um importante fator a
ser considerado na terapéutica da dor com opiaceos, contudo, é também crescente
0 numero de trabalhos na literatura que relata a vulnerabilidade a infeccbes de
individuos que fazem o uso terapéutico ou recreacional do farmaco.

Nesse sentido, o presente trabalho busca estabelecer os efeitos dos
tratamentos agudo e repetido com morfina em camundongos, nos aspectos
comportamental, neuroquimico, enddécrino e imune. Para tal estudou-se possiveis
alteracdo induzidas por este farmaco no comportamento em campo aberto, na
atividade de células imunes, macréfagos e neutréfilos, no crescimento tumoral e na
sobrevida de camundongos portadores de um tumor ascitico de Erlich e na esfera
hormonal buscando-se verificar possiveis correlacbes dos achados neuroendocrinos
com 0S comportamentais e 0s imunes.

Sob o aspecto metodolégico, escolhemos a sensibilizacdo comportamental
como um modelo para se estudar na dependéncia de camundongos a morfina e as
possiveis relacfes dinamicas estabelecidas no cenario neuroimunoenddcrino.
Também propusemos 0 uso de varios estimulos imunoldgicos: infeccioso, bacilo
Calmette-Guérin — vacina Onco BCG e nao-infeccioso, tioglicolato e/ou um tumor
ascitico de Ehrlich, como ferramentas eficazes para desafiar o sistema imune e
assim analisar a atividade de macréfagos e neutrofilos, tais como o burst oxidativo e

a fagocitose, de animais tratados aguda e repetidamente com morfina. Além disso,
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para a analise destas células empregou-se a citometria de fluxo, um método
validado e de ampla utilizacdo em nossos laboratérios, que permite a andlise
concomitante de varios parametros da atividade celular, numa mesma amostra,
otimizando o tempo de aquisi¢do e andlise desses parametros, com isso reduzindo o
namero de animais empregados nos experimentos. Por fim, o perfil neuroquimico e
a dosagem hormonal, corticosterona, dos animais submetidos aos tratamentos
agudo e repetido com morfina foram determinados por meio das técnicas de
cromatografia liguida de alta eficiéncia, acoplada a um detector eletroquimico

(HPLC-ED) e de radioimunoensaio, respectivamente.
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7 CONCLUSOES

Conclui-se a partir dos resultados obtidos que:

O tratamento agudo com morfina SM, 60 minutos apos a injecdo desafio,

aumentou a locomoc¢ao dos animais em relacdo ao grupo SS;

Aos 120 minutos, o tratamento agudo com morfina SM aumentou a locomocéao e
diminuiu a frequéncia de levantar dos animais em relacdo ao grupo SS. O
tratamento repetido com morfina MM aumentou a locomocéao total e ndo alterou
a frequiéncia de levantar dos animais em relagéo ao grupo SM.

*k%k

O tratamento agudo com morfina SM, apdés 60 minutos, ndo alterou os niveis
séricos de corticosterona, enquanto que o tratamento repetido com morfina MM

aumentou esses niveis em relacdo ao tratamento agudo com morfina SM;

Apés 120 minutos, o tratamento agudo com morfina SM aumentou 0s niveis
séricos de corticosterona em relagdo ao grupo SS, e o tratamento repetido com

morfina MM néo alterou tais niveis quando comparado ao grupo SM.

*k%k

Apo6s 60 minutos do desafio:

O tratamento agudo com morfina SM aumentou as concentracdes corticais dos
metabolitos da dopamina, do metabdlito de serotonina e a taxa de renovacgao
deste neurotransmissor, em relagdo ao grupo SS; j4 o tratamento repetido com
morfina MM ndo modificou os parametros desta analise em relacdo ao

tratamento agudo com morfina MM;

As atividades serotoninérgicas, estriatal e hipotalamica, ndo foram alteradas

pelos tratamentos com morfina;
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O tratamento agudo com morfina aumentou as concentracdes hipotalamicas dos
metabdlitos de dopamina e reduziu a taxa de renovacgéo deste neurotransmissor
guando comparado ao grupo SS. Por sua vez, o tratamento repetido com
morfina MM nao modificou os efeitos observados no tratamento agudo com

morfina SM.

Apéds 120 minutos do desafio:

O tratamento agudo com morfina SM aumentou as concentragcdes corticais de
HVA, bem como a taxa de renovacao da serotonina em relagéo ao grupo SS. O
tratamento repetido com morfina MM néo diferiu dos efeitos do tratamento agudo
com morfina SM. A atividade noradrenérgica cortical ndo foi alterada pelos

tratamentos com morfina;

O tratamento agudo com morfina aumentou as concentracdes estriatais dos
metabolitos da dopamina e a taxa de renovacdo do neurotransmissor, enquanto
reduziu as concentracdes estriatais de serotonina e aumentou a taxa de
renovacdo deste neurotransmissor, quando comparadas ao grupo SS. O
tratamento repetido com morfina MM n&o modificou tais achados em relacéo ao
tratamento agudo SM. Além disso, os tratamentos com morfina ndo alteraram a

atividade noradrenérgica estriatal,

O tratamento agudo com morfina aumentou as concentracdes hipotalamicas dos
metabolitos de dopamina e a taxa de renovacgéo do neurotransmissor em relagao
ao grupo SS, enquanto o tratamento repetido com morfina MM reduziu a taxa de
renovacdo da dopamina hipotalamica em relacdo ao grupo SM. Ainda, o

tratamento com morfina ndo alterou a atividade noradrenérgica hipotalamica.

*k%k

O tratamento com morfina ndo modificou a atividade de neutréfilos sanguineos.

*k%k

O tratamento com morfina ndo modificou a atividade de macréfagos peritoneais
de camundongos estimulados com tioglicolato, bacilo Calmette-Guérin e um

tumor ascitico de Ehrlich.

*k%k
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O tratamento com morfina ndao interferiu no crescimento tumoral e a na

sobrevida de camundongos portadores de um tumor ascitico de Ehrlich.

Tomados em conjunto, os resultados permitem concluir que camundongos
tratados com morfina (20mg/kg) apresentam alteracdes comportamentais e
neuroenddcrinas que, no entanto, ndo foram acompanhadas por diferencas nas

avaliacdes de atividade imune inata.
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