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Resumo

A empatia é expressa pela capacidade em captar sinais emocionais em outros individuos, sendo
um fator crucial na vivéncia emocional e interacdo social, permitindo que humanos, assim como
outras espécies, possam detectar os estados afetivos alheios. Neste sentido, estudos recentes tém
demostrado que o convivio com o animal com dor cronica produz aumento da nocicepgao e
ansiedade no parceiro, ou seja, no observador. Esses resultados fortalecem o pressuposto de que
respostas referentes a ansiedade possibilitam identificar a existéncia de respostas emocionais, 0
que pode estar relacionado a empatia. Evidéncias apontam para a participacdo do cortex
cingulado anterior (CCA) e da insula na modulacéo da ansiedade. Entretanto, nenhum estudo
avaliou se estas estruturas participam do aumento de ansiedade observado em camundongos que
convivem com o parceiro com dor cronica. Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi
investigar os efeitos da inativacdo reversivel do CCA e da insula na modulacdo da ansiedade
induzida pelo modelo de empatia em camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE).
Para isso, camundongos Suigos machos (n=10-12/grupo), no 21° dia ap6s o nascimento, foram
alojados em pares para estabelecer familiaridade. No 14° dia de convivio, um dos animais da
dupla foi submetido a cirurgia de constri¢cdo do nervo ciatico (NC) ou a cirurgia sem constricao
do nervo (Sham). No 23° dia, 0s animais observadores foram submetidos a cirurgia estereotaxica
para implante bilateral de canulas-guia direcionadas ao CCA (Experimento 1) ou na insula
(Experimento 2). No 28° dia, os coespecificos observadores (CNC e CS) que conviveram com
respectivos grupos NC e Sham, receberam injecdes bilaterais intra-CCA ou intra-insula de
solucéo salina ou cloreto de cobalto (CoCl.), bloqueador sinaptico reversivel e ndo seletivo, e
apos cinco minutos foram submetidos ao LCE. O teste t para amostras independentes mostrou
que nos Experimentos 1 e 2, os camundongos NC submetidos ao teste de placa quente
apresentaram diminuicao da laténcia de retirada da pata quando comparados aos camundongos
Sham. A analise de variancia (ANOVA) de dois fatores seguida pelo teste de Duncan revelou
gue o convivio com camundongos com nocicep¢do produziu aumento da resposta de ansiedade
avaliada no LCE, confirmando resultados anteriores da literatura. A inativacdo quimica
reversivel do CCA e da insula produziu aumento da porcentagem de entradas e de tempo gasto
nos bracos abertos, sem alterar as entradas nos bracos fechados do labirinto. Corroborando com
estes resultados, os comportamentos de avaliagdo de risco, tais como porcentagens de tempo
gasto no centro, mergulho protegido, esticar protegido e total de esticar no experimento 1; e
porcentagens de mergulho e esticar protegido e total de mergulho e de esticar, no experimento 2,
foram diminuidos. Os resultados sugerem que a inativacdo do CCA e da insula reverte 0 aumento
da ansiedade induzida em camundongos pelo modelo de empatia para a nocicepc¢do. Além disso,
indicam que essas estruturas sdo essenciais para a exibicdo de comportamentos ansiosos
induzidos por contagio emocional, avaliados por meio da convivéncia com animais submetidos
a dor neuropatica.

Palavras-chave: Cértex cingulado anterior, insula, ansiedade, empatia, camundongo.
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ABSTRACT

Empathy is characterized by the ability to recognize and respond to the emotional signals of
others, being a crucial factor in the emotional experience and social interaction, allowing humans,
as well as other species, to detect affective states of others. In this sense, recent studies have
shown that cohabitation with an animal with chronic pain induces increased nociception and
anxiety in the partner, that is, in the observer. These results reinforce the assumption that
responses related to anxiety make it possible to identify the existence of emotional responses,
which may be related to empathy. Evidence has suggested the involvement of the anterior
cingulate cortex (ACC) and insula in the modulation of anxiety. However, no study has evaluated
whether these structures participate in the increased anxiety factor observed in mice living with
their partner with chronic pain. Thus, the aim of this study was to investigate the effects of
reversible inactivation of ACC and insula on the modulation of anxiety induced by the empathy
model in mice exposed to the elevated plus-maze (EPM). For this, male Swiss mice (n = 10-
12/group), 21 days after birth, were housed in pairs to establish familiarity. On the 14th day of
cohabitation, one of the animals of the pair underwent surgery for sciatic nerve constriction (NC)
or surgery without nerve constriction (Sham). On the 23rd day, cagemates were submitted to
stereotactic surgery for implantation of guide cannulas directed to the CCA (experiment 1) or to
the insula (experiment 2). On the 28th day, cagemates (CNC and CS) that lived with their
respective NC and Sham groups received bilateral intra-CCA or intra-insular saline or cobalt
chloride (CoCly) (reversible and non-selective synaptic blocker) injections, and after five minutes
they were exposed to the EPM. The t test for independent samples showed that in Experiments 1
and 2, the NC mice submitted to the hot plate test showed decreased paw withdrawal latency
when compared to the Sham mice. The two-way analysis of variance (ANOVA) followed by the
Duncan test revealed that cohabitation with nociception mice produced an increased anxiety
response in observers, confirming previous results in the literature. The chemical inactivation of
the CCA and the insula produced an increased percentage of entries and time spent in the open
arms, without altering the entries in the closed arms of the LCE. Furthermore, it also decreased
the display of risk assessment behaviors, such as percentage of time in the center, percentage of
head-dipping and percentage of protected stretched attend postures and total of stretched attend
postures in experiment 1; and in experiment 2, decreased the percentage of head-dipping and
protected stretched attend postures, and the total of head-dipping and stretched attend postures,
which suggests a decrease in anxiety-like behaviors. The results suggest that the inactivation of
the CCA and the insula reverses the display of anxiety-like behaviors in mice submitted to the
empathy model evaluated in the LCE. In addition, they indicate that these structures are essential
for the display of anxious behaviors induced by emotional contagion, assessed through
cohabitation with animals subjected to neuropathic pain.

Keywords: Anterior cingulate cortex, insula, anxiety, empathy, mouse.
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1. INTRODUCAO

As bases neurais da empatia

Estudos relacionados a empatia e 0s circuitos neurais subjacentes a essa capacidade vém
se consolidando no decorrer do tempo e a relevancia em entender como percebemos,
compreendemos e sentimos aquilo que outros individuos experienciam tornou-se alvo de
investigacdo em diversas areas do conhecimento. A capacidade de compartilhar emoc6es uns
com os outros se configura como fator fundamental para a vivéncia emocional e interacédo social,
permitindo que humanos, assim como outras espécies, possam detectar os estados afetivos
alheios (GONZALEZ-LIENCRES et al., 2014). Neste sentido, ¢ importante considerar que o
individuo seja capaz de perceber ndo somente suas emoc¢des, mas tambem daqueles que
convivem ao seu redor, a fim de viabilizar e aperfeigoar a sobrevivéncia da espécie (PRESTON;
DE WAAL, 2002).

Segundo Singer e colaboradores (2004), o estado empatico tem inicio a partir da
observacéo ou imaginacgéo de outro individuo em um determinado estado emocional, ativando
esse mesmo estado no observador. Isso implica que diante da observacdo de um estado motor
ou emocional de um individuo ira ativar algumas das mesmas estruturas e processos neurais no
observador como quando este desenvolve esta mesma acdo ou experimenta essa mesma emocao
(PRESTON, 2007; MOYA-ALBIOL et al., 2010).

Em virtude de que humanos, assim como animais, apresentam comportamentos
relacionados aos seus comuns, Preston e de Waal (2002) propuseram um modelo que incorpora
pontos tedricos e empiricos sobre empatia, denominado de Modelo de Percep¢do-Acdo. Diante
desse modelo, a empatia é descrita como um compartilhamento de um estado emocional, no
qual, a partir da percepcdo no outro, o sujeito passa a sentir uma experiéncia similar daquele que

observa, sendo que essa representacdo compartilhada estaria associada as respostas somaticas e
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autonémicas (PRESTON; DE WAAL, 2002; SINGER et al, 2004; MOYA-ALBIOL et al.,
2010).

O alicerce dessas pesquisas se sucedeu pelo reconhecimento de neurénios espelho, isto é,
um conjunto de neurdnios visuo-motores situados no giro frontal inferior, 16bulo parietal inferior
e no cortex pré-motor, que estdo envolvidos na ativacéo reflexa que advém da observacgdo do
outro (GALLESE et al, 2004; SHAMAY-TSOORY, 2011; BETTI; AGLIOTI, 2016). Diante
disso, foi sugerido que o sistema de neurdnios espelho é particularmente adequado para fornecer
0 mecanismo relacionado a empatia motora, imitacdo e contagio emocional (SHAMAY-
TSOORY, 2011; BERNHARDT; SINGER, 2012).

Estudos apontam que a empatia ndo esta somente atrelada a capacidade de compartilhar
emocOes, mas também esta relacionada a capacidade de entender os pensamentos, desejos e
sentimentos do outro (SHAMAY-TSOORY, 2011). Neste sentido, evidéncias mostram que a
empatia possui dois componentes: 0 emocional e o cognitivo (DAVIS, 1980; SHAMAY-
TSOORY, 2011). O sistema emocional engloba o contagio emocional, reconhecimento
emocional e o compartilhamento da dor e o cognitivo abarca a teoria da mente e “mentalizing”
como subtipos, que se refere a capacidade de fazer inferéncias a respeito dos estados mentais
cognitivos e afetivos do outro (PANKSEPP et al., 2011; SHAMAY-TSOORY, 2011).

Pesquisas nessa area do conhecimento vém demostrando que individuos com transtorno
de personalidade boderline e do espectro autista, apresentam dissociacdo entre 0s componentes
emocional e cognitivo, no qual sujeitos que sdo mais afetados no campo emocional, ainda
possuem capacidade relacionada a processos cognitivos, sugerindo que os sistemas podem
funcionar separadamente, com possiveis evidéncias da existéncia de ambos. Sob esse aspecto,
ressalta-se que cada resposta de empatia pode evocar correspondentes emocionais e/ou
cognitivos, dependendo do contexto social no qual o individuo esta inserido (SHAMAY-

TSOORY, 2011).
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Essa resposta emocional basica e fundamental é produto de multiplos processos e
circuitos cerebrais, envolvendo desde estruturas mais basais do tronco encefélico até centros
corticais mais superiores e recentes de um ponto de vista evolutivo (PANKSEPP et al., 2011,
SHAMAY-TSOORY, 2011; BERNHARDT; SINGER, 2012).

Com o objetivo de se identificar essas bases bioldgicas, Singer e colaboradores (2004)
investigaram sitios envolvidos na expressdo da empatia a partir de estimulos nociceptivos. Os
resultados obtidos revelaram que a experiéncia empatica ndo envolve toda rede relacionada a
dor, que é comumente referida como a matriz de dor, mas apenas areas associadas a dimensao
afetiva da experiéncia da dor. A dor é descrita na literatura como uma experiéncia sensorial e
emocional, sendo considerada multidimensional e subjetiva. Embora a dor aguda possa ser
protetora e adaptativa, a dor cronica é frequentemente uma doenca debilitante (YALCIN et al,
2014).

O desenvolvimento da dor cronica esta associado a plasticidade sinaptica, alteracdes no
sistema nervoso central e em varias areas neurais que modulam a dor, acarretando alteracGes
estruturais e funcionais em algumas estruturas do sistema nervoso central, como o cortex
cingulado anterior (CCA), insula, amigdala, hipocampo, entre outras estruturas (YANG;
CHANG, 2019). Sob esse aspecto, 0 CCA e a insula sdo areas igualmente ativadas ao receber o
estimulo doloroso e ao observar esse mesmo estado doloroso (SINGER et al., 2004).

Além disso, estudos apontam que o CCA esta correlacionado aos processos atencionais e
avaliativos associados a situacbes dolorosas (JACKSON et al.,, 2005), assim como a
memorizacdo de informac6es relacionadas a dor que € importante para evitar danos futuros para
sobrevivéncia (BORNHOVD et al., 2002), enquanto que a insula esta mais envolvida na
intensidade do estimulo e a predicdo da dor, bem como € uma estrutura relacionada ao

processamento de informacg6es interoceptivas (PAULUS; STEIN, 2006).
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No entanto, enquanto 0s mecanismos neurobioldgicos, vias e estruturas que modulam o
componente sensorial da dor tém sido amplamente explorados, aqueles envolvidos nos
componentes afetivo-emocional da dor s&o menos conhecidos (LANGFORD et al., 2006;

BORSOOK; BECERRA, 2009; NEUGEBAUER et al., 2009).

Empatia em modelos animais

Uma quantidade crescente de trabalhos sugere que mesmo as formas mais avangadas de
empatia em humanos podem ser estudadas sobre formas mais basicas. Sob esse ponto de vista, a
ciéncia basica utiliza modelos animais para melhor entendimento dos componentes centrais da
empatia, proporcionando uma compreensdao mais rica e profunda da empatia em humanos
(PRESTON; DE WAAL, 2002). A partir disso, ha evidéncias de que roedores possuem 0s pré-
requisitos necessarios para expressar empatia emocional, pelo fato de serem animais socialis,
capazes de aprender com os outros e agir de acordo com os estimulos emocionais de seus
coespecificos (LANGFORD et al., 2006; PANKSEPP et al., 2011).

Da mesma forma, Sivaselvachandran e colaboradores (2018) reforcam que os modelos
de empatia com roedores ndo s6 fornecem uma estrutura solida para compreensdo dessa
capacidade, bem como, propiciam investigar as estruturas e os circuitos neurais relacionados a
empatia (SIVASELVACHANDRAN et al., 2018).

No ambito das pesquisas pré-clinicas tem-se demonstrado que a familiaridade entre os
animais, ou seja, a convivéncia em pares é capaz de alterar a resposta nociceptiva em
camundongos observadores. Esses trabalhos evidenciaram que ao observar um coespecifico com
dor pode aumentar ou diminuir a sensibilidade a nocicep¢do no camundongo observador,
demonstrando a capacidade empatica em roedores (LANGFORD et al., 2006; LANGFORD et

al., 2011; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015).
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Um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa com o objetivo de verificar a
participagdo do cortex cingulado anterior (CCA) e a insula na modulacdo das respostas
nociceptivas pelo modelo de empatia, demonstrou que inativa¢do quimica dessas estruturas com
cloreto de cobalto, produziu auséncia de alteracdo (CCA) ou diminuicdo (insula) do nimero de
contor¢Bes abdominais nos coespecificos. Esses resultados sugerem que as estruturas
investigadas apresentam papel modulatério distinto nos diferentes componentes da dor e da
empatia, além de confirmar que camundongos apresentam a capacidade de expressar empatia

frente a um coespecifico com dor cronica (PELARIN et al., 2014).

Empatia em humanos

Estudos tem demonstrado o efeito da dor crénica em respostas relacionadas a ansiedade
(ATTAL et al., 2008; HAANPAA et al., 2009; GERRITS et al., 2012; SIMONS et al., 2014).
Tais evidéncias revelam que as respostas de dor podem estar associadas a manifestacdo de
disturbios afetivos, como depresséo maior e transtorno de ansiedade generalizada
(DEMYTTENAERE et al., 2007; ELMAN et al., 2013; YALCIN; BARROT, 2014).

Sob o aspecto clinico, foi observado que cuidadores ou individuos que convivem com um
familiar em um estado algico, apresentam respostas de percepcdo da dor alterada (FLOR et al.,
1987; MIASKOWSKI et al., 1997) o que pode sugerir relacio ao processo empatico.
Posteriormente, outra pesquisa mostrou outros impactos negativos sobre a saide mental e fisica
dos cuidadores e familiares tais como, transtornos psiquiatricos, doengas somaticas, isolamento
social, estresse, alteracdes na salude clinica em geral e, principalmente, sintomas relacionados a
depressédo e ansiedade mais prevalentes nessa populacdo (DEL CASTILLO et al, 2007).

Sob um aspecto evolutivo, a ansiedade é considerada um estado emocional presente em

diversas espécies, sendo uma emoc¢do fundamental e imprescindivel dentro do repertério afetivo
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(STEIN; BOUWER, 1997). Esse indicador emocional, além de ser uma resposta necessaria para
motivar o desempenho, favorece a adaptacdo dos individuos a uma variedade de estimulos
internos e externos que o ameacam. No entanto, essa resposta pode se tornar patolégica quando
em excesso, caracterizando assim, uma resposta inadequada a um determinado estimulo
(BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; PEREIRA, 1997; BLANCHARD; GRIEBEL;
BLANCHARD, 2001; GRAY; MCNAUGAHTON, 2000; GRAEFF; ZANGROSSI, 2002;
MCNAUGAHTON; CORR, 2004; GRAEFF, 2007).

Dentre as estruturas do sistema nervoso central que participam da regulacdo da ansiedade,
como o cortex pré-frontal, amigdala, hipocampo, hipotadlamo e o striatum ventral e outras
estruturas que estao interconectadas (DAVIDSON et al., 2000; MCNAUGHTON; CORR, 2004),
destaca-se a participacdo do CCA e do cortex insular.

Nesse contexto, estudos de neuroimagem em humanos observaram aumento da atividade
do CCA em pacientes com transtornos de ansiedade (OSUCH et al., 2000; MOCHCOVITCH et
al., 2014; ZHUO, M., 2016) e lesBes nessa estrutura produziram efeito ansiolitico (HAY et al.,
1993). Da mesma forma, ha também evidéncias de alteragdes no cortex insular relacionadas aos
transtornos de ansiedade, demonstrando um aumento significativo do fluxo sanguineo cerebral
no cortex insular bilateral (RAUCH et al., 1997; PAULUS; STEIN, 2006).

Ainda que ja tenha sido descrito na literatura a respeito do funcionamento dessas areas na
ansiedade (CRAIG, 2002; PAULUS; STEIN, 2006; STRAUBE, et al, 2009; BOEHME et al.,
2013) e dimensdo afetiva da experiéncia e observacdo da dor (SINGER et al., 2004), sdo poucas
evidéncias de quais vias e estruturas estariam envolvidas na modulacdo da ansiedade pela

empatia pela nocicepcao.

16



Empatia, nocicepc¢éo e ansiedade

Sob este aspecto, pesquisas buscam esclarecer as bases da empatia e a sua relagdo com os
diferentes estados emocionais e respostas comportamentais em modelos animais (SINGER et al.,
2004; LANGFORD et al., 2006). Pesquisas pré-clinicas mostraram um aumento significativo de
comportamentos relacionados a ansiedade em roedores submetidos & constri¢éo do nervo ciatico
(ROESKA et., 2009; YALCIN et al., 2014; CIVI et al., 2016) ou ap6s convivio com um
coespecifico inoculado por um tumor (TOMIYOSHI et al., 2009).

Estudos realizados no nosso grupo de pesquisa utilizando o protocolo de convivéncia com
um coespecifico submetido a dor crénica induzida pela constricdo do nervo ciatico mostraram
que esse convivio é capaz de produzir hipernocicep¢do nos animais submetidos ao teste de
contorcbes abdominais (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; FERRARI; CANTO-DE-
SOUZA, 2016; ZANIBONI et al., 2016; ZANIBONI et al., 2018), e aumentar respostas
relacionadas a ansiedade em camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE)
(BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; CARMONA; CANTO-DE-SOUZA, 2017). Além disso,
nOSsO grupo mostrou aumento da nocicepcao e de comportamentos do tipo ansioso avaliados no
LCE em camundongos que conviveram com um par submetido a um protocolo de estresse
crénico de contengdo (CARNEIRO-DE-OLIVEIRA et al., 2017).

O LCE é utilizado como modelo animal (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005) para o
estudo de respostas semelhantes a ansiedade descritas em humanos (GRAY;
MCNAUGAHTON, 2000; GRAEFF, 2007). O aparato foi desenvolvido a partir do trabalho de
Montgomery (1958), validado para o uso com ratos (HANDLEY; MITHANI, 1984; PELLOW
et al., 1985) e camundongos (LISTER, 1987). O labirinto é composto por dois bragos fechados
com paredes laterais unidos ortogonalmente a dois bragos abertos, ligados entre si por uma
plataforma central e elevados do solo (LISTER, 1987; CRUZ et al.,, 1994; RODGERS;

JOHNSON, 1995). A aversao natural de roedores a espacos abertos (TREIT et al., 1993) tornam
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0 teste sensivel para avaliar outros comportamentos tais como, movimentos de esticar 0 corpo
sem se locomover ou comportamentos de mover a cabeca em dire¢cdo ao solo, como 0s
mergulhos (RODGERS et al., 1997), o que ilustra um estado similar da ansiedade presente no
homem. A utilizacdo de bracos fechados transparentes no LCE possibilita melhor observacao
dos efeitos ansioliticos e ansiogénicos em roedores, sem comprometer a atividade locomotora
geral do animal (WALL; MESSIER, 2000).

Os principais indices de ansiedade avaliados no LCE compreendem medidas espaco-
temporais dos bracos abertos (% de entradas e de tempo gasto nos bragos abertos), e atividade
locomotora, avaliada pelo nimero de entradas nos bracos fechados (LISTER, 1987; FILE, 1992;
CRUZ et al., 1994; RODGERS; JOHNSON, 1995; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). Outros
comportamentos e posturas relacionadas ao padrao defensivo de avaliagdo de risco também séo
registrados, como as frequéncias de mergulhar (movimento exploratério com a cabeca/ombros
para fora dos bracos abertos) e esticar (stretched attend - SAP: postura exploratdria caracterizada
pelo corpo do animal estendido para frente, depois retrai a posicdo original sem locomogéo
efetiva, resposta associada a avaliacdo de risco) e imobilidade (BLANCHARD; BLANCHARD,
1988; RODGERS et al., 1992; CRUZ et al., 1994; RODGERS e JOHNSON, 1995; GRIEBEL et

al., 1997; MCNAUGHTON; CORR, 2004).

Investigacdo do papel do CCA e insula

De acordo com as evidéncias da literatura apresentadas acima, permanece desconhecido
o papel do cortex cingulado anterior e da insula na modulacdo da ansiedade induzida em
camundongos pelo modelo de empatia pela nocicepcdo. Tal producdo de conhecimento é
relevante para investigacdo das lacunas ndao preenchidas no campo da empatia, bem como, dos
mecanismos neurobioldgicos envolvidos na modulacdo social da ansiedade. Além disso, modelos

comportamentais robustos podem revelar circuitos neurais subjacentes especificos, refinando
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ainda mais a compreenséo dos estados afetivo-emocional da dor, assim como podera contribuir
para 0 desenvolvimento de modelos experimentais que expliquem disfungdes psicossociais,
como exemplo, habilidade de empatia prejudicada, que pode ser identificada em autistas,
borderline e até mesmo, na psicopatia (BLAIR, 2005; MOGIL, 2006; DZIOBEK et al., 2011;
SHAMAY-TSOORY, 2011).

Sob esse aspecto, além dos achados na literatura e diante de resultados obtidos pelo nosso
grupo de pesquisa sobre a influéncia do convivio com a nocicepgao nas respostas relacionadas a
ansiedade em camundongos (BAPTISTA-DE-SOUZA et al.,, 2015; CARMONA; CANTO-DE-
SOUZA, 2017), foi utilizado, neste estudo, o protocolo de empatia induzido pela nocicepgéo, no
qual, um dos animais da dupla foi submetido a um modelo de dor crénica. O modelo de contri¢éo
do nervo ciatico (BENNETT; XIE, 1988), é considerado um dos métodos experimentais mais
utilizado na investigacédo sobre dor neuropatica, que € descrita como um dos tipos de dor cronica
(BARDIN et al., 2000; SOUSA et al., 2016).

Para acessar 0 possivel papel das estruturas aqui estudadas, foi realizada a inibicao
reversivel com cloreto de cobalto (CoClz), um inibidor sindptico dos canais de célcio voltagem
dependente (RESSTE et al, 2006; RESSTEL et al, 2008; CRESTANI et al., 2010). O CoCl; é
um cation bivalente que se dissocia em cobalto e cloreto. Desta forma, biologicamente, o cobalto
ocupa o lugar do célcio no canal, produzindo inibi¢cdo ndo-seletiva das sinapses na membrana
neuronal pré-sindptica, consequentemente impedindo a transmissdo sinaptica, sem afetar as
fibras de passagem (KRETZ, 1984).

Levando em consideracdo o papel dessas estruturas na modulacdo da nocicepc¢éo e das
emoc0es, sugerimos que a inativacdo do CCA e da insula pode reverter o aumento de ansiedade

induzida pelo modelo de empatia pela nocicep¢do em camundongos.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral
Investigar o papel do cértex cingulado anterior e da insula na modulagdo da ansiedade
induzida pelo modelo de empatia pela nocicep¢do em camundongos.
2.2. Objetivos Especificos
e Avaliar se a inibicdo reversivel do cortex cingulado anterior com cloreto de cobalto
(CoClp) reverte a ansiedade induzida pelo modelo de empatia pela nocicepcdo em
camundongos;
e Avaliar se a inibicdo reversivel da insula com cloreto de cobalto (CoCl,) reverte a

ansiedade induzida pelo modelo de empatia pela nocicep¢do em camundongos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Sujeitos

Foram utilizados 176 camundongos da linhagem suico-albino, machos, com desmame de
21 dias, pesando entre 38g a 44g na data do teste, provenientes do biotério central da
Universidade Federal de Sdo Carlos-UFSCar. Os animais foram mantidos no biotério setorial do
laboratorio de Psicologia da Aprendizagem (LPA) e alojados em duplas, em caixas viveiro (30 x
19 x 13cm, 2 animais por caixa), mantidos em condi¢Oes controladas de temperatura (24 £ 1 °C)
e luz (ciclo claro/escuro de 12/12 horas, luzes acesas as 7:00 horas e apagadas as 19:00 horas)

com livre acesso a 4gua e alimento, exceto durante as breves sessdes de teste.

3.2. Etica

O projeto foi aprovado pela & Comissdo de Etica em Experimentacido Animal da
Universidade Federal de Sdo Carlos - CEUA/UFSCar (CEUA N° 3400210118), que segue as
normas e preceitos especificados pela diretriz brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais
para fins cientificos e didaticos, elaborada pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal — CONCEA (ANEXO).

3.3. Farmacos

As drogas utilizadas foram: cloridrato de cetamina (100 mg/Kkg, i.p., anestésico; Syntec,
Brasil) e xilazina (10 mg/kg, i.p., relaxante muscular; Vetbrands, Brasil), cetoprofeno (5 mg/kg,
i.p., antiflamatorio) (LU et al., 2004), ceftriaxona (4 mg/kg, i.p., antibiético) e cloreto de cobalto
(CoCly; Sigma, St. Louis, Missouri, USA), na dose de 1 mM/0,1 pL (CRESTANI et al., 2010),

dissolvido em salina (0,9% NacCl).
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3.4. Cirurgia estereotéxica e injegao

Os camundongos foram anestesiados com solucdo de cloridrato de cetamina e xilazina
(100/10mg/Kkg, i.p.). Posteriormente, foram submetidos & tricotomia da regido da cabeca e
cirurgia estereotaxica (estereotaxico Insight Instruments, Brasil) para a implantacdo bilateral
intracraniana de canulas-guia (25-gauge x 7 mm; Insight Equipamentos, Brasil), as quais foram
direcionadas ao cortex cingulado anterior: AP =+ 1,0 mm, L= 0,2 mm e DV= 1,3 mm ou insula:
AP =+ 14 mm, L=2,75 mm e DV= -2,5 mm, em relacdo ao bregma de acordo com o atlas de
Paxinos e Franklin (2001).

As pontas das canulas-guia foram posicionadas a + 1,0 mm dorsal a estrutura alvo. Para
a fixacdo das mesmas, foi utilizada uma protese de resina acrilica autopolimerizavel e um
parafuso de aco inoxidavel preso ao cranio. Um mandril de aco inoxidavel (33-gauge; Fishtex®,
Brasil) foi colocado dentro de cada canula-guia para impedir possiveis obstrucbes e
contaminacdo, sendo removido durante os procedimentos no periodo de teste.

Os animais receberam uma injecdo de anti-inflamatorio cetoprofeno (5mg/kg, i.p.) e
antibiotico ceftriaxona (4mg/kg, i.p.), para evitar infeccoes e auxiliar a recuperacao pds-cirurgica
(Lu et al., 2004; STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2014).

Para investigar o papel especifico do cdrtex cingulado anterior e da insula os animais
receberam injecbes de salina ou de cloreto de cobalto, cinco minutos antes do teste
comportamental. O procedimento de injecdo consistiu em conter manualmente o animal e inserir
a agulha de injecdo (33-gauge) dentro da canula-guia para a infusdo da solucdo. Cada agulha de
injecdo foi conectada, por meio de tubo de polietileno (PE-10), a microsseringa Hamilton (10uL).
Uma bomba de infusdo (Insight BI2000) foi programada para injetar 0,1pL de solucdo durante
um periodo de 60 segundos. O procedimento de injecdo consistiu na remocdo do mandril,
insercdo da agulha de injecdo, infusdo da respectiva solucdo por 60 segundos e permanéncia da

agulha de injecdo por mais 90 segundos, para evitar o refluxo da solucéo injetada. O movimento
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de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno antes, durante e depois das injecGes foi
parametro de confirmacdo do fluxo de solucdo (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; REIS;

CANTO-DE-SOUZA, 2008).

3.5. Constricdo Cronica do Nervo Ciatico

Para reproduzir o modelo de dor cronica, foi utilizado o método proposto por Bennet e
Xie (1998), e posteriormente modificado para uso com camundongos (SOMMER; SCHAFERS,
1998). Apds anestesia com cetamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, i.p., respectivamente),
0s animais foram submetidos ao procedimento que consiste na sec¢do da fascia entre o gluteo e
biceps femural e a exposi¢do do nervo ciatico direito proximo a sua trifurcacdo. O tecido ao redor
do nervo foi cuidadosamente cortado a uma distancia de aproximadamente 8 mm e,
posteriormente, a compressdo do nervo foi realizada por meio de trés ligaduras com fio estéril,
ndo inflamatorio e ndo absorvivel, mononylon 6,0 (grupo constricdo do nervo ciatico, NC). O
outro grupo foi submetido a um procedimento similar, ndo havendo a constricdo do nervo (grupo

Sham).

3.6. Teste da placa quente

O teste de placa quente se caracteriza pelo registro do tempo em que 0s animais
permanecem sobre uma chapa metalica aquecida a 52°C (Liu et al., 2002) até reagirem ao
estimulo térmico, avaliado pela laténcia para retirada da pata traseira direita, pata em que foi
realizada a constricdo do nervo (NC) ou ndo (Sham). O tempo maximo que o animal pode

permanecer sobre a placa foi de 30 segundos, para evitar lesdo (KURAISHI et al., 1983).
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3.7. Labirinto em cruz elevado (LCE)

O aparato experimental (Foto 1) consiste em dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) unidos
ortogonalmente a dois bragos fechados com paredes transparentes (30 x 5 x 15 cm), elevados a
38,5¢cm do solo por um suporte de madeira (LISTER, 1987). Os experimentos foram conduzidos
durante a fase clara do ciclo de luz e gravados por meio de um sistema de cAmera conectada a
um computador localizado na sala adjacente a sala de testes. A avaliagdo dos parametros
comportamentais se deu a partir da observacdo das gravacdes, acompanhada do uso de um
software para analise comportamental X-Plo-Rat 3.0 (GARCIA et al., 2005).

Para analise comportamental foram avaliadas: a frequéncia total de entradas nos bragos
abertos e fechados (a entrada em um braco é definida pelo cruzamento com todas as quatro patas
para dentro do braco), a porcentagem de entrada nos bragos abertos [(aberto/total) X 100] e de
tempo gasto no braco aberto; os tempos de permanéncia nos bragos fechados e na parte central
do labirinto [(tempo/300) X 100] (LISTER, 1987). Outros parametros comportamentais foram
avaliados, tais como: as frequéncias de mergulhar (movimento exploratério com a
cabeca/ombros para fora dos bragos abertos) e esticar (stretched attend - SAP: postura
exploratéria caracterizada pelo corpo do animal estendido para frente, depois retrai a posicao
original sem locomocéo efetiva, resposta associada a avaliacao de risco) e imobilidade. Os bragos
fechados e o centro sdo areas consideradas protegidas e bragcos abertos areas desprotegidas do

labirinto (CRUZ et al., 1994; RODGERS; JOHNSON, 1995).

Foto 1: Foto do labirinto em cruz elevado (LCE).

Fonte: Laboratério de Psicologia e Aprendizagem

24



3.8. Histologia

Apds o termino dos experimentos, 0s animais observadores foram anestesiados com uma
solugéo de cetamina e xilasina (100/10mg/kg, i.p.) e, em seguida, receberam injecéo bilateral de
0,1uL. de uma solugdo de 2% de azul de Evans, conforme o procedimento descrito acima para a
injecdo de drogas. Os animais foram decapitados, seus encéfalos foram removidos e acomodados
em recipientes contendo solugdo de formalina (10%) para, posteriormente, serem seccionados
em criostato a temperatura de — 20°C (LEICA CM 1850, Leica Biosystems, Alemanha). As
seccOes foram inspecionadas por meio de um microscopio (Olympus BX41, Olympus, Japdo) e
a visualizacédo da dispersédo do azul de Evans indicou o local da injecdo. Os animais cujas injecdes

ndo atingiram as estruturas em estudo foram excluidos da analise estatistica.

3.9. Delineamento Experimental

Apos 21 dias do nascimento, os animais foram alojados em duplas para a realizagdo do
protocolo experimental de 28 dias. No 14° dia um dos animais da dupla foi submetido ao
procedimento de cirurgia de constricdo do nervo ciatico (animais NC) ou ndo (animais Sham).
Apos a cirurgia, o camundongo voltou para a caixa de convivéncia com seu respectivo
coespecifico (parceiro de caixa moradia). No 23° dia de convivéncia, 0s observadores, ou seja,
0S animais que conviveram com camundongos com contricdo no nervo ciatico (CNC) ou sem
constricdo do nervo (CS) foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacdo de canulas-
guia direcionadas para o cértex cingulado anterior (experimento 1) ou insula (experimento 2).
No 28° dia de convivéncia, esses animais receberam injecdes bilaterais no cértex cingulado
anterior ou insula de salina ou CoCl (1 mM/0,1 pL), e apos cinco minutos foram submetidos

individualmente no LCE para avaliagdo comportamental, por cinco minutos.
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Ainda no 28° dia, os animais NC e Sham foram submetidos ao teste de placa quente para

registro de laténcia de retirada da pata direita traseira, conforme procedimento descrito no item

3.6.

Figura 1. Esquema representativo do periodo de convivio, cirurgia, injecéo e teste no labirinto
em cruz elevado para os experimentos 1 (injecdo intra-cortex cingulado anterior) e 2 (injecdo

intra-insula).
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As tabelas 1 e 2 representam o nimero total de camundongos distribuidos nos grupos

experimentais 1 e 2, CCA e insula respectivamente.

Tabela 1. Grupos experimentais (observadores) formados para o Experimento 1 e 2.

Experimento Estrutura CS-salina CS-CoCl; CNC- salina CNC- CoCl,
1 CCA n=12 n=11 n=11 n=12
2 insula n=10 n=10 n=11 n=11

Os nameros representam o total de camundongos que foram utilizados por grupo.

CCA-= cortex cingulado anterior; CS= observador que conviveu com o camundongo sham;
CNC-= observador que conviveu com o camundongo com constri¢cdo do nervo ciatico; CoCl,=

cloreto de cobalto.
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Tabela 2. Grupos experimentais (Sham e NC) formados para o Experimento 1 e 2.

Experimento Estrutura Sham NC
1 CCA n=23 n=23
2 insula n=20 n=22

Os numeros representam o total de camundongos que foram utilizados por grupo.
CCA= cortex cingulado anterior; NC= camundongo com constri¢do do nervo ciatico.
3.10. Anélise Estatistica

Os resultados dos Experimentos 1 e 2 foram submetidos & anélise de variancia (ANOVA)
de dois fatores (Fator 1: convivio e Fator 2: tratamento). Para casos de interagdo significativa, os
efeitos unicos dos fatores foram analisados pela ANOVA, seguidos pelo teste de comparacdes
multiplas de Duncan.

Os resultados dos Experimentos 1 e 2 do teste da placa quente foram analisados pelo teste

t de Student. Valores de p menor ou igual a 0,05 foram considerados como significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1. Efeito da inibig¢do reversivel do cdrtex cingulado anterior com cloreto
de cobalto (CoClz) na modulacdo da ansiedade induzida pelo modelo de empatia pela
nocicepgdo em camundongos.

A andlise histoldgica confirmou a canulacdo positiva no cértex cingulado anterior de 46
camundongos e o indice de acerto em média 65% do total de animais utilizados. Os cortes
coronais representados estdo entre 1,41 e 1,69 mm em relacdo ao bregma conforme o atlas de
Paxinos e Franklin, 2019. Devido a sobreposicdo, o nimero de pontos representados é menor do

que o numero real de camundongos, como demonstra a figura 2.

Figura 2. Representacdo esquematica dos sitios de injecdo no cortex cingulado anterior de
camundongos. (A) Representacdo esquematica dos locais de injecdo dentro (circulos cheios) ou
fora (circulos cinza) do cortex cingulado anterior; (B) Fotomicrografia de uma sec¢do coronal de
um sujeito representativo mostrando o local de injecdo (setas) dentro do cortex cingulado anterior
(Bregma 1,41 mm).

(B)

Bregma 1,41 mm
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A Tabela 3 mostra os resultados sobre a laténcia de retirada da pata traseira direita dos
animais Sham (n = 23) ou NC (n = 23) avaliados no teste de placa quente no 28° dia apds 0s
respectivos observadores (CS e CNC) serem submetidos ao LCE. O teste t de Student para grupos
independentes revelou que os animais NC apresentaram diminuigdo da laténcia de retirada da

pata traseira direita (tss= 12,18, p<0,05) em comparagdo aos animais Sham.

Tabela 3. Laténcia de retirada da pata traseira direita nos animais Sham e NC avaliados no teste
de placa quente no 28° dia apds seus coespecificos serem submetidos ao LCE. Os dados
representam a média + erro padrdo da média (n= 23/grupo). "p<0,05 comparado ao grupo
controle (Sham). NC= camundongos com constri¢do no nervo ciatico.

Teste de placa quente Sham NC
Laténcia de retirada da pata direita (S) 19,69 +0,58 10,43 +0,48"

Quanto aos observadores, 46 camundongos que conviveram com 0s animais submetidos
a dor cronica (CNC) ou ndo (CS) foram testados no LCE. Os animais foram distribuidos nos
seguintes grupos: CS/salina = 12; CNC/salina = 11; CS/CoCl, = 11; CNC/ CoCl, = 12.

A Figura 3 mostra os efeitos da administracdo intra-CCA de salina ou CoCl> (1mM/0,1
ML) sobre a modulacéo da ansiedade induzida pelo convivio com o coespecifico com dor cronica
em camundongos expostos ao labirinto. A ANOVA de dois fatores (convivio X tratamento)
demonstrou que na porcentagem de entradas nos bracos abertos (%EBA) houve efeito
significativo para o tratamento (Fi42 = 8,58; p<0,05) e para a interacdo entre convivio e
tratamento (F142 = 4,18; p<0,05), sem efeito significativo para o convivio (F1.42 = 3,16; p=0,08).

Apesar de ndo ter sido demonstrado efeito significativo do convivio, a ANOVA mostrou
efeito da interacdo entre os fatores, permitindo a realizacdo do teste de comparagdes multiplas de
Duncan para as analises posteriores, as quais revelaram que 0s animais que conviveram com o

parceiro com constricdo no nervo ciatico (CNC) tratados com salina, apresentaram diminuicao
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na %EBA quando comparados ao respectivo CS-salina, demonstrando o efeito do convivio. Em
relacdo ao tratamento, 0s animais que conviveram com O parceiro com constricdo no nervo
ciatico (CNC) e que receberam CoCly, apresentaram aumento na %EBA quando comparados ao
respectivo CNC-salina, caracterizando diminuicdo dos comportamentos relacionados a

ansiedade.

Figura 3. Efeitos da administracdo intra-CCA de salina ou CoCl, (ImM/0,1 pL) sobre a
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico com dor crbnica em
camundongos avaliados sobre a porcentagem de entradas nos bragos abertos (%EBA) do LCE.
As barras representam os valores das médias e o erro padrdo da média + EPM (n= 11-12).
*p<0,05 comparado com respectivo grupo CNC-salina. #p<0,05 comparado ao respectivo grupo
CS.

CCA-= cortex cingulado anterior; CS= observador que conviveu com o camundongo sham;
CNC-= observador que conviveu com o camundongo com constri¢cdo do nervo ciatico; CoCl,=
cloreto de cobalto.
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A Figura 4 mostra os efeitos da administracdo intra-CCA de salina ou CoCl, (1mM/0,1
pL) sobre a modulagdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico com dor cronica
em camundongos expostos ao labirinto. A ANOVA de dois fatores (convivio x tratamento)

revelou que para a porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos (%TBA), ocorreu efeito
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significativo para o tratamento (F142=5,93; p<0,05), sem alterar a condicéo (F142=2,17; p>0,05)
e a interacdo entre condigéo e tratamento (F142 = 2,37; p=0,06).

Apesar de ndo ter sido demonstrado efeito significativo do convivio, o valor de p na
interacdo entre condicdo e tratamento (p=0,06) foi muito proximo a 0,05, 0o que permitiu a
realizacdo do teste de compara¢cdes multiplas de Duncan. A partir disso, foi observado que os
animais que conviveram com o parceiro com constricdo no nervo ciatico (CNC) tratados com
salina, diminuiram o tempo gasto nos bracos abertos quando comparados ao respectivo CS-
salina. A administracdo bilateral de CoCl, no CCA, produziu aumento da %TBA quando
comparados ao respectivo CNC-salina, caracterizando diminuicdo dos comportamentos

relacionados a ansiedade.

Figura 4. Efeitos da administracdo intra-CCA de salina ou CoCl> (1 mM/0,1 uL), sobre a
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico com dor crénica em
camundongos avaliados sobre a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos (% TBA) do
LCE. As barras representam os valores das médias e o erro padrdo da média £ EPM (n=11-12).
*p<0,05 comparado com respectivo grupo CNC-salina. #p<0,05 comparado ao respectivo grupo
CS.

CCA-= cortex cingulado anterior; CS= observador que conviveu com o camundongo sham;
CNC-= observador que conviveu com o camundongo com constri¢cdo do nervo ciatico; CoCl,=
cloreto de cobalto.
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A ANOVA de dois fatores (convivio x tratamento) revelou que para as entradas nos
bracos fechados (EBF), medida de atividade locomotora, ndo ocorreu efeito significativo para o
convivio (F142 = 0,04; p>0,05), tratamento (F142 = 2,68; p>0,05) e interagdo entre convivio e

tratamento (F142= 1,70; p>0,05), como apresentado na Figura 5.

Figura 5. Efeitos da administracdo intra-CCA de salina ou CoCl> (1 mM/0,1 uL), sobre a
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico com dor crbnica, em
camundongos avaliados sobre as entradas nos bragos fechados do LCE. As barras representam
os valores das médias e o erro padrdo da média + EPM (n= 11-12).

CCA= cortex cingulado anterior; CS= observador que conviveu com o camundongo sham;
CNC-= observador que conviveu com o camundongo com constri¢cdo do nervo ciatico; CoCl,=
cloreto de cobalto.
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A Tabela 4 mostra os efeitos da administracao intra-CCA de salina ou CoCl; (1 mM/0,1
ML) sobre a modulagdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico com dor cronica
em camundongos expostos ao labirinto. A ANOVA de dois fatores (convivio x tratamento)
revelou efeito significativo para as medidas espago-temporais, tais como porcentagem de tempo
gasto no centro (%TC) [tratamento (F142=6,97; p<0,05)]; porcentagem de mergulhos protegidos

(%MergP) [tratamento (F142 = 9,09; p<0,05)]; total de esticar (TSAP)[tratamento (F1.42 = 5,72;
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p<0,05) e interacdo entre convivio e tratamento (F142 = 7,83; p<0,05)]; porcentagem de esticar
protegido (%SAP)[interacdo entre convivio e tratamento (F142 = 4,03; p<0,05)].

No entanto, mostrou auséncia de efeito significativo para %TC [convivio (F142 = 0,06;
p>0,05), e interacdo entre convivio e tratamento (F142 = 1,66; p>0,05)]; total de mergulhos
[convivio (F142 = 0,3; p>0,05), tratamento (F142 = 0,09; p>0,05), e interacéo entre convivio e
tratamento (F142 = 1,14; p>0,05)]; %MergP [convivio (F142 = 2,42; p>0,05), e interacdo entre
convivio e tratamento (F142 = 1,00; p>0,05)]; TSAP [convivio (F142 = 2,23; p>0,05)]; %SAP
[convivio (F1.42= 3,03; p>0,05) e tratamento (F142 = 3,68; p>0,05)].

Comparacdes posteriores utilizando o teste de Duncan revelaram que o CoCl intra-CCA
diminuiu significativamente a porcentagem de tempo gasto no centro do LCE, a porcentagem de
mergulhos protegidos, o total e porcentagem de SAP protegido nos animais que conviveram com
0 parceiro CNC, quando comparados ao respectivo CNC-salina. O tratamento com salina
mostrou aumento da porcentagem de SAP protegido somente para 0s animais que conviveram
com os animais NC comparados aos que conviveram com o Sham.

Tabela 4. Efeitos da administragdo de salina ou CoCl> (1 mM/0,1 pL) intra-CCA sobre a
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico com dor crénica em
camundongos expostos ao labirinto. Os dados representam média + erro padrdo da média (n= 11-
12). "p<0,05 comparado com respectivo grupo controle salina. #p<0,05 comparado ao respectivo
grupo CS.

CCA-= cortex cingulado anterior; CS= observador que conviveu com o camundongo sham;

CNC-= observador que conviveu com o camundongo com constri¢cdo do nervo ciatico; CoCl,=
cloreto de cobalto.

CS CNC
Comportamento Salina CoCl Salina CoCly
Tempo no centro (%) 235+35 19,6 +25 28,127 16,5+2,7*
Total mergulhos 33,2+39 39,9+5,6 35,6 £3,7 32,0£55
Mergulho protegido (%) 39,5+9,0 21,2+8,3 62,7 £9,3 26,2 £9,3*
Total SAP 16,8 +2,2 18,0+2,5 29,1+£37 14,2 +2,7*
SAP protegido (%) 49,0+9,4 49,7+75 81,5+ 5,0# 47,4 +10,8*
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4.2. Experimento 2. Efeito da inibicéo reversivel da insula com cloreto de cobalto (CoCly)
na modulacdo da ansiedade induzida pelo modelo de empatia pela nocicepcdo em

camundongos.

A andlise histologica referente a insula confirmou canulacdo positiva para 42
camundongos, com o indice de acerto foi de em média 75% do total de animais utilizados. Os
cortes coronais representados estéo entre 1,69 e 1,41 mm em relacé@o ao bregma conforme o atlas
de Paxinos e Franklin, 2019. Devido a sobreposi¢cdo, 0 niUmero de pontos representados é menor

do que o nimero real de camundongos, conforme demonstrado na Figura 6.

Figura 6. Representacdo esquematica dos sitios de inje¢do no cortex cingulado anterior de camundongos.
(A) Representacdo esquematica dos locais de injecdo dentro (circulos cheios) ou fora (circulos cinza) do
cortex cingulado anterior; (B) Fotomicrografia de uma seccdo coronal de um sujeito representativo
mostrando o local de injecdo (setas) dentro da insula (Bregma 1,69 mm).
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A Tabela 5 mostra os resultados sobre a laténcia de retirada da pata traseira direita dos
animais Sham (n = 20) ou NC (n = 22) avaliados no teste de placa quente no 28° dia apds 0s

respectivos observadores (CS e CNC) serem submetidos ao LCE. O teste t de Student para grupos
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independentes revelou que os animais NC apresentaram diminuigdo da laténcia de retirada da

pata traseira direita (tss= 13,82, p<0,05) em comparagao aos animais Sham.

Tabela 5. Laténcia de retirada da pata traseira direita nos animais Sham e NC avaliados no teste
de placa quente no 28° dia apds seus coespecificos serem submetidos ao LCE. Os dados
representam a média * erro padrdo da média (n= 20-22/grupo). “p<0,05 comparado ao grupo
controle (Sham). NC= camundongos com constri¢do no nervo ciatico.

Teste de placa quente Sham NC
Laténcia de retirada da pata direita (S) 20,15+0,65 9,18 +0,54"

Para realizacdo do Experimento 2, 42 camundongos que conviveram com 0S animais
submetidos a dor crénica (CNC) ou ndo (CS) foram testados no LCE. Os animais foram
distribuidos nos seguintes grupos: CS/salina = 10; CNC/salina = 11; CS/CoCl,, = 10; CNC/
CoCl> = 11.

A Figura 7 mostra os resultados obtidos por meio da avaliacdo dos comportamentos
relacionados a ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico com dor crénica e a partir dos
efeitos da administracgdo intra-insula de salina ou CoCl> (1 mM/0,1 pL). Segundo a ANOVA de
dois fatores (convivio x tratamento), houve efeito significativo para o convivio (Fi3s = 7,33;
p<0,05), tratamento (Fy3s = 9,92; p<0,05) e para interagdo entre convivio e tratamento (Fy3s =
17,92; p<0,05) na porcentagem de entradas nos bracos abertos (%EBA).

O teste de comparacdes maltiplas de Duncan mostrou que os camundongos tratados com
salina que conviveram com o parceiro com constricdo no nervo ciatico (NC), apresentaram
diminuicdo na %EBA quando comparados com 0s que conviveram com 0s animais Sham (CS)
e que também receberam salina. Quanto ao tratamento, foi observado que 0s animais que

conviveram com o parceiro com dor crénica (CNC) e que receberam CoCl, (1 mM/0,1 pL)
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apresentaram aumento significativo na %EBA quando comparados ao respectivo CNC-salina,

caracterizando diminuigdo dos comportamentos relacionados a ansiedade.

Figura 7. Efeitos da administracdo intra-insula de salina ou CoCl> (1mM/0,1 pL) sobre a
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico com dor crbnica em
camundongos avaliados sobre a porcentagem de entradas nos bragos abertos (%EBA) do LCE.
As barras representam os valores das médias e o erro padrdo da média £+ EPM (n= 10-11).
*p<0,05 comparado com respectivo grupo CNC-salina. #p<0,05 comparado ao respectivo grupo
CS.

CCA= cortex cingulado anterior; CS= observador que conviveu com o camundongo sham;
CNC= observador que conviveu com o camundongo com constri¢cdo do nervo ciatico; CoCl,=
cloreto de cobalto.
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Quanto a porcentagem de entradas nos bracos abertos (%TBA), a ANOVA de dois fatores
(convivio x tratamento) demonstrou efeito significativo no convivio (F13s = 10,13; p<0,05), no
tratamento (F13s = 17,84; p<0,05) e na interacdo entre convivio e tratamento (Fi3s = 15,19;
p<0,05), como apresentado na Figura 8.

Analises posteriores utilizando o teste de Duncan revelaram que a %TBA diminuiu nos
animais que conviveram com 0 parceiro com constricdo no nervo ciatico tratados com salina,

quando comparados ao respectivo CS-salina. A administracdo bilateral intra-insula com CoCly,
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produziu aumento significativo da %TBA quando comparados ao respectivo CNC-salina,

caracterizando diminuigdo dos comportamentos relacionados a ansiedade.

Figura 8. Efeitos da administracdo intra-insula de salina ou CoCl> (1 mM/0,1 pL), sobre a
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico com dor crbnica em
camundongos avaliados sobre a porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos (%TBA) do
LCE. As barras representam os valores das médias e o erro padrdo da média + EPM (n= 10-11).
*p<0,05 comparado com respectivo grupo CNC-salina. #p<0,05 comparado ao respectivo grupo
CS.

CCA= cortex cingulado anterior; CS= observador que conviveu com o camundongo sham;
CNC= observador que conviveu com o camundongo com constri¢cdo do nervo ciatico; CoCl,=
cloreto de cobalto.
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A ANOVA de duas vias mostrou que para as entradas nos bracos fechados (EBF), medida
de atividade locomotora, ndo ocorreu efeito significativo para o convivio (F13s = 2,25; p>0,05),
tratamento (F1,38 = 1,30; p>0,05) e interacdo entre convivio e tratamento (F13s = 1,30; p>0,05),

como apresentado na Figura 9.
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Figura 9. Efeitos da administracdo intra-insula de salina ou CoCl> (1 mM/0,1 pL), sobre a
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico com dor cronica, em
camundongos avaliados sobre as entradas nos bragos fechados do LCE. As barras representam
os valores das médias e o erro padrdo da média + EPM (n= 10-11).

CCA= cortex cingulado anterior; CS= observador que conviveu com o camundongo sham;
CNC= observador que conviveu com o camundongo com constri¢cdo do nervo ciatico; CoCl,=
cloreto de cobalto.
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A Tabela 6 demonstra os efeitos da administracdo intra-insula de salina ou CoCl, (1
mM/0,1 uL) sobre a modulacédo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico com dor
crénica em camundongos expostos ao labirinto. A ANOVA de dois fatores (convivio X
tratamento) revelou efeito significativo para as medidas espaco-temporais, como porcentagem
de tempo gasto no centro (%TC) [tratamento (Fi3s = 4,50; p<0,05)]; total de esticar
(TSAP)[tratamento (F13s = 8,32; p<0,05)]; porcentagem de esticar protegido (%SAP)[convivio
(F138=21,68; p<0,05), tratamento (F1,3s = 21,95; p<0,05) e interacdo entre convivio e tratamento
(F13s = 18,01; p<0,05)]; total de mergulho [convivio (F13s = 9,85; p<0,05), tratamento (F13s =
10,52; p<0,05) e interacéo entre convivio e tratamento (F13s = 7,28; p<0,05)]; porcentagem de
mergulho protegido (%MergP) [convivio (Fi3s = 24,21; p<0,05), tratamento (Fi13s = 16,41,

p<0,05) e interacdo entre convivio e tratamento (F13s = 19,56; p<0,05)].
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Assim como, houve auséncia de efeito significativo na %TC [convivio (Fi3s = 0,86;
p>0,05) e interagdo entre convivio e tratamento (F13s = 0,31; p>0,05)]; TSAP [convivio (F1,3s=
0,28; p>0,05) e interagéo (F1,3s = 0,04; p>0,05)].

Andlises posteriores utilizando o teste de Duncan revelaram que a administracdo com
CoCl. diminuiu significativamente o total e a porcentagem de mergulhos protegidos no LCE, o
total e porcentagem de SAP protegido nos animais que conviveram com o parceiro CNC, quando
comparados ao respectivo CNC-salina. O tratamento com salina mostrou aumento no total e na
porcentagem de mergulhos protegidos e na porcentagem de SAP protegido somente para oS

animais que conviveram com os animais NC comparados aos que conviveram com o Sham.

Tabela 6. Efeitos da administragdo de salina ou CoCl, (1 mM/0,1 pL) intra-insula sobre a
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico com dor crénica em
camundongos expostos ao labirinto. Os dados representam média + erro padrao da média (n= 10-
11). "p<0,05 comparado com respectivo grupo controle salina. #p<0,05 comparado ao respectivo
grupo CS.

CCA-= cortex cingulado anterior; CS= observador que conviveu com o camundongo sham;
CNC-= observador que conviveu com o camundongo com constri¢cdo do nervo ciatico; CoCl,=
cloreto de cobalto.

CS CNC
Comportamento Salina CoCl Salina CoCl
Tempo no centro (%) 19,1+3,1 145+2,1 235+34 15,6 +2,7
Total mergulhos 232+25 21,7+19 39,2 + 3,6# 22,9+ 24*
Mergulho protegido (%) 253+5,9 27,3+3,8 74,8 +4,9# 30,3 +£5,9*
Total SAP 22,4 +272 16,7 +1,3 240+ 17 17,3+2,8*
SAP protegido (%) 453+7,2 43,3+4,3 86,8 + 2,5# 45,2 + 3,6*
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos da inibi¢éo reversivel com cloreto de cobalto do cortex
cingulado anterior e da insula na modulacdo da ansiedade induzida pelo modelo de empatia pela
nocicepcdo em camundongos. Os resultados demonstraram que a convivéncia com animal
submetido a constricdo do nervo ciatico produziu aumento de comportamentos relacionados a
ansiedade conforme foi demonstrado em outros trabalhos (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015;
CARMONA; CANTO-DE-SOUZA, 2017).

Entretanto, foi observado que a inibicao reversivel com CoCl; do cortex cingulado anterior
e da insula reverteu a ansiedade induzida pelo convivio com o coespecifico constrito, demonstrando
efeito ansiolitico. Apesar da analise estatistica ndo ter apresentado efeito significativo do convivio
para os indices de ansiedade avaliados ap0s a administracao intra-CCA de CoCl,, ocorreu interacao
entre os fatores (convivio x tratamento), demonstrando que o efeito de reversdo da ansiedade foi
observado apenas nos animais que conviveram com o coespecifico em quadro de dor cronica. Esses
resultados sdo semelhantes aos observados em estudos do nosso grupo de pesquisa, 0S quais
utilizaram o mesmo modelo de empatia e também observaram alteracbes comportamentais
somente nos animais que conviveram com o0 coespecifico com constricdo do nervo ciatico
(BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; CARMONA; CANTO-DE-SOUZA, 2017; ZANIBONI
et al., 2018).

Para verificar a nocicepcdo induzida pela constricdo do nervo ciatico, 0s animais com 0
nervo ciatico constrito (NC) e Sham nos experimentos 1 e 2, foram avaliados no teste de placa
quente. Os resultados mostraram diminuicao significativa na laténcia de retirada da pata direita
traseira dos animais NC quando comparados aos animais Sham, demonstrando a efetividade do
procedimento cirdrgico na producdo de nocicepcdo (BENNETT; XIE, 1988; SOMMER;

SCHAFERS, 1998). Tais resultados vao ao encontro de outros estudos que utilizaram o mesmo
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modelo de dor cronica que também avaliaram o aumento da resposta nociceptiva dos animais
constritos quando expostos ao teste da placa quente (BAPTISTA-DE-SOUZA et al, 2015;
CARMONA; CANTO-DE-SOUZA, 2017; ZANIBONI et al., 2018; TAVARES et al., 2018).

Estudos no &mbito da empatia em modelos animais sdo recentes, assim como pesquisas
que mostram alteracbes no coespecifico a partir do modelo de empatia pela nocicepcéo.
Evidéncias da literatura demonstram hipernocicep¢do apds convivio com par em quadro de dor
cronica (LANGFORD et al, 2006; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; ZANIBONI et al., 2018;
TAVARES et al., 2018).

Além de alteracGes na nocicepcao, nosso grupo observou que o convivio com coespecifico
em quadro de dor crénica aumenta os comportamentos relacionados a ansiedade em camundongos
expostos ao LCE (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; CARMONA; CANTO-DE-SOUZA,
2017). Nesse sentido, os resultados do presente estudo mostrou diminuigdo significativa na
porcentagem de entradas e tempo gasto nos bracos abertos e aumento de outros comportamentos
de avaliacdo de risco tais como SAP e mergulho protegido, nos grupos que conviveram com o
animal constrito e foram tratados com salina, 0 que representa aumento significativo de
comportamentos do tipo ansioso.

Ainda sobre a influéncia do convivio nas emogdes, um estudo realizado por Tomiyoshi e
colaboradores (2009) demonstrou que o convivio com um coespecifico inoculado por um tipo de
tumor, aumentou comportamentos relacionados a ansiedade avaliados no LCE. Assim como, um
estudo realizado pelo nosso grupo observou aumento de comportamentos do tipo ansioso
avaliados no mesmo aparato, no entanto, em camundongos que conviveram com o coespecifico
submetido a um protocolo de estresse cronico (CARNEIRO-DE-OLIVEIRA et al., 2017).

Sob este aspecto, sugere-se que o convivio com coespecifico submetido a um protocolo
de dor crdnica produz aumento da nocicepcao e de comportamentos relacionados a ansiedade em

camundongos observadores, 0 que é apresentado na literatura como respostas relacionadas a
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empatia (PELARIN et al., 2014; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; CARMONA; CANTO-
DE-SQUZA, 2017; ZANIBONI et al., 2018; TAVARES et al., 2018).

Nesse contexto, outras pesquisas tém buscado identificar alteragdes nos mecanismos
neurobiol6gicos da empatia em roedores. Para investigar o papel especifico de determinadas
estruturas na modulacéo da empatia promovida pela convivéncia com o par submetido ao modelo
de dor cronica, foi realizada a inibig&o reversivel com CoCl, da insula e cortex cingulado anterior
(CCA). Os resultados mostraram que inativacdo do CCA ndo alterou, enquanto a inativacdo da
insula diminuiu o nimero de contor¢bes abdominais nos coespecificos, sugerindo um papel
modulatério distinto dessas estruturas nos componentes da dor e da empatia pela nocicepcao
(PELARIN et al., 2014).

A participacdo do CCA e da insula nas vias da dor ja foi descrita em estudos anteriores,
embora 0s componentes associados a dimensdo afetiva da experiéncia da dor sdo pouco
explorados. No entanto, uma série de evidéncias apoiam que estas estruturas desempenham um
papel crucial nas respostas empaticas de sofrimento, aversdo, dor e outras emoc¢des como a
ansiedade (SINGER et al., 2004; PAULUS e STEIN, 2006; SINGER e LAMM, 2009;
SHAMAY-TSOORY, 2011).

No ambito das pesquisas clinicas, um estudo revelou que individuos com lesdes na insula,
resultantes de remocdo cirdrgica de gliomas, apresentaram percepcao prejudicada diante da
observacdo da dor em outro (GU et al., 2012). Em um contexto similar, outra pesquisa mostrou
que individuos que apresentam dificuldade em identificar e descrever seus proprios estados
emocionais, condicdo denominada como alexitimia, apresentavam lesdes no cortex insular em
comparacgdo ao grupo controle ao tentar avaliar seus proprios sentimentos ou de outros (CHAU
et al., 2018). Sob este aspecto, um estudo metanalitico mostrou evidéncias em relacdo a
participacdo tanto da insula, quanto do CCA, por meio de ressonancia magnética funcional, nos

processos emocionais da empatia pela dor (GU et al., 2013).
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Com objetivo de integrar 0s principais avangos e descobertas recentes em relacdo ao
papel do CCA nos componentes emocionais da nocicepcao, Xido e Zhang (2018) realizaram uma
revisdo, com enfoque em pesquisas basicas apresentando os mecanismos neurais do CCA que
estdo envolvidos tanto na dor crdnica quanto na ansiedade, sugerindo que a ativagcdo do CCA é
necessaria para codificar e processar as emogdes relacionadas a dor, como por exemplo a
ansiedade (WEI e ZHUO, 2001; XU et al., 2008; TOYODA et al., 2009; KIM et al., 2011; LI et
al., 2012; KOGA et al., 2015; TSUDA et al., 2017; XIAO e ZHANG, 2018).

Neste aspecto, foi demonstrado o papel do CCA a partir da administracdo do midazolam,
agonista benzodiazepinico que atua na neurotransmissdo gabaérgica, em ratos submetidos as
sessOes de teste e reteste no LCE. Os resultados mostraram que o midazolam intra-CCA produziu
efeito ansiolitico, aumentando a atividade exploratdria dos ratos nos bracos abertos, sem alterar
a ansiedade avaliada durante a reexposicdo ao labirinto. No entanto, os comportamentos de
avaliacdo de risco, tais como SAP, mergulho e exploracéo das extremidades dos bracos abertos
foram sensiveis durante as duas sessdes, indicando efeito ansiolitico em ambas condicbes. A
analise de imunoistoquimica mostrou que o CCA foi sensivel a agédo ansiolitica do midazolam
em ambas situacdes, sugerindo que essa area € um importante sitio de acdo ansiolitica

benzodiazepinica (ALBRECHET-SOUZA et al., 2009).

No Experimento 1, observamos que a administracdo de CoCl, intra-CCA aumentou a
porcentagem de entradas e tempo gasto nos bracos abertos, assim como, diminuiu 0s
comportamentos relacionados a avaliagdo de risco, tais como, porcentagem de tempo gasto no
centro, porcentagem de mergulhos protegidos, total e porcentagem de SAP protegido nos animais

CNC quando comparados aos respectivos animais tratados com salina.

Considerando as devidas propor¢des nas diferencas entre o tipo de espécie de roedor e as

metologias empregadas, os resultados obtidos no presente estudo corroboram com os resultados
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apresentados por Albrechet-Souza e colaboradores (2009), visto que ambos sugerem que o CCA
estd envolvido nos comportamentos relacionados a ansiedade em roedores. O midazolam,
agonista dos receptores do &cido gama-aminobutirico (GABA), principal neurotransmissor
inibitério do SNC, atua facilitando a neurotrasmissao GABAérgica, modulando a abertura dos
canais de cloro, aumentando a afinidade ao receptor GABAAa pelo GABA (HAEFELY, 1990;
SMITH, 2001; ATACK, 2005), facilitando a hiperpolarizacdo celular e consequentemente
reduzindo a atividade neuronial e a mudanca de estados emocionais (SMITH, 2001), como por
exemplo diminuigcdo da ansiedade.

De forma semelhante, o bloqueio dos canais de calcio voltagem dependente realizado
com a administragdo de cloreto de cobalto intra-CCA neste estudo, produziu resultado
semelhante aquele observado por Albrechet-Souza e colaboradores (2009), ou seja, diminuicéo
da ansiedade avaliada no LCE em roedores. Levando em consideracao a evidéncia apresentada
acima, podemos sugerir que a neurotransmissdo GABAAa-benzodiazepinica possa estar
participando das respostas de ansiedade avaliadas no labirinto e induzidas pelo convivio com o
coespecifico comdor crénica. Entretanto, novos estudos necessitam ser realizados para confirmar
a hipotese apresentada.

No contexto clinico, estudos também mostraram alteracGes no funcionamento do CCA
na modulacdo da ansiedade, demonstrando aumento significativo da atividade nessa area em
pacientes diagnosticados com transtorno de ansiedade (OSUCH et al., 2000; MOCHCOVITCH
et al., 2014; ZHUO, M., 2016). Em contrapartida, evidéncias mostraram que lesbes nesta
estrutura podem promover efeitos ansioliticos (HAY et al., 1993).

Embora pesquisas demonstrem a participacdo do CCA na modulacdo da ansiedade, pouco
se explora as estruturas e mecanismos envolvidos no componente afetivo-emocional da empatia
pela nocicepcdo. Na tentativa de esclarecer essa modulacdo, um estudo recente demonstrou que

ratos submetidos a observacdo da nocicepcdo induzida pelo choque nas patas de seus
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coespecificos, apresentaram ativacao de neurdnios espelhos emocionais no CCA, definidos como
neurbnios que respondem amplamente & observacdo e experiéncia de uma emocdo. Ainda, a
pesquisa avaliou a inativacdo dessa estrutura com mucimol (agonista GABAA,), e foi possivel
observar reducdo de congelamento desencadeado socialmente, sem comprometer o
congelamento para sinais de perigos ndo sociais. Diante dessas evidéncias, 0s autores sugerem
que o CCA é uma area necessaria para acontecer o contagio emocional (CARRILLO et al., 2019).

Assim como para 0 CCA, estudos sugerem que a insula também desempenha um papel
importante na fisiopatologia dos disturbios relacionados a ansiedade. Sob esse aspecto, uma
revisdo discutiu sobre a participacdo da insula nas respostas de ansiedade e mostrou que
individuos propensos a ansiedade demonstram um sinal de previs&o interoceptivo alterado, isto
é, manifestam uma deteccdo aumentada com relacdo a diferenca entre o estado corporal
observado e esperado. Como consequéncia, o aumento do sinal de previsdo de um estado corporal
desencadeia um aumento de comportamentos ansiosos, no qual, o estudo sugere que a insula
desempenhe um papel fundamental nesse processo (PAULUS; STEIN, 2006). Além disso,
estudos observaram um aumento significativo do fluxo sanguineo cerebral no cortex insular
bilateral em pacientes com transtornos de ansiedade (RAUCH et al., 1997; PAULUS; STEIN,
2006).

Recentemente, com o objetivo de investigar o papel da insula na ansiedade em roedores,
pesquisadores utilizaram um antagonista competitivo dos receptores de glutamato, 0o CNQX, para
inibir a neurotransmissao glutamatérgica nessa estrutura, antes de avaliar os comportamentos
relacionados a ansiedade utilizando o LCE. A administracdo de CNQX na insula produziu
aumento no tempo gasto nos bracos abertos quando comparado aos animais controle, sugerindo
efeito ansiolitico. Em contraste, a microinjecdo do antagonista do receptor GABA, BMI, induziu

efeito ansiogénico em ratos avaliados no LCE (MENDEZ-RUETTE et al., 2019).
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Levando em consideracdo os estudos apresentados, pode-se sugerir que a insula esteja
envolvida na modulacdo da ansiedade e que a neurotransmissdo glutamatérgica possa estar
atuando nas respostas de ansiedade, embora necessite de mais pesquisas para verificar tal
hipotese. Além disso, 0s nossos resultados (Experimento 2) com a inibicdo reversivel desta
regido, produziu aumento de comportamentos indicativos de diminuicdo da ansiedade em
roedores e de comportamentos relacionados a avaliacéo de risco, tais como o total e porcentagem
de mergulho e SAP protegido nos animais CNC, quando comparados aos camundongos tratados
com salina.

Ainda sobre a insula, evidéncias do nosso grupo de pesquisa demonstraram o papel dessa
estrutura e da neurotransmisséo gabaérgica na modulacéo social da dor induzida pela convivéncia
com o camundongo submetido a constricdo do nervo ciatico (ZANIBONI et al, 2018). A funcéo
do cdrtex insular nos coespecificos observadores foi avaliada pela inativagdo com CoCl, € a
participacdo da neurotransmissdo gabaergica foi avaliada pela administracdo sistémica e intra-
insula de midazolam em camundongos expostos ao teste de contor¢des abdominais. Os resultados
demonstraram que o convivio com o animal submetido a dor crénica aumentou as respostas
nociceptivas, enquanto que o midazolam sistémico reverteu este efeito no camundongo
observador. Entretanto, quando a administracdo foi intra-insula, ndo produziu alteragdo na
resposta nociceptiva, sugerindo que os receptores GABAA-benzodiazepinicos da insula ndo
participam da modulacdo dessa resposta nociceptiva. Além disso, a inativacdo da insula com
CoCl; reverteu essa resposta, 0 que sugere a participagdo dessa estrutura na modulacdo da
empatia pela nocicepg¢do, bem como para a ansiedade, como observado nos resultados obtidos
neste trabalho.

Assim, alguns estudos demonstram a participacdo do CCA e da insula na modulacdo da
empatia e ansiedade, do mesmo modo sugerem o envolvimento de possiveis neurotransmissores

envolvidos nessas modulacbes (ALBRECHET-SOUZA et al., 2009; ZANIBONI et al, 2018;
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MENDEZ-RUETTE et al., 2019). Além disso, achados anteriores demonstraram conexdes
densas entre essas estruturas (PRICE, 2000; XIAO; ZHANG, 2018). Especificamente, Paulus e
Stein (2006) sugeriram que as informacgOes interoceptivas sdo processadas na insula e que tais
informacdes sdo retransmitidas para o CCA, que, como parte do sistema executivo central, esta
relacionado a avaliagdo e planejamento de a¢des, assim como, a processos atencionais, sugerindo
que o CCA avalie o sinal de previsao interoceptivo para indicar a necessidade do uso de recursos
atencionais para ajustar o comportamento (BOTVINICK et al., 2004; PAULUS; STEIN, 2006).

No entanto, nenhum estudo havia investigado o papel do CCA e da insula na modulagao
da ansiedade induzida pelo modelo de empatia para nocicep¢do. Diante dos resultados
apresentados neste estudo, pode-se observar que a inativacdo dessas estruturas produziu efeito
ansiolitico em camundongos avaliados no LCE, indicando que tanto o CCA como a insula séo
essenciais para a exibicdo de comportamentos ansiosos induzidos por contagio emocional,

avaliados por meio da convivéncia com o coespecifico submetido a dor cronica.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo concluimos:
o O convivio com camundongos com nocicep¢do produziu aumento da resposta de
ansiedade avaliada no LCE.
o Estas estruturas, CCA e insula, sdo essenciais para a exibicdo de comportamentos
ansiosos induzidos por contagio emocional, avaliados por meio da convivéncia com animais

submetidos a dor neuropética.
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Pro Reitoria  comisséo de Etica no Uso de Animais oF >
" Unwversidade Federal de 530 Carlos
& Pesquisa I..IFE-‘{ =T

CERTIFICADO

Certificamas que a proposta intitulada "Avaliacio do papel do cbrtex cingulado anterior e da insula na modulacio da ansiedade
induzida em camundongos pelo modelo de empatia *, protocolada sob o CEUA n? 3400210118, sob a responsabilidade de Giovana
Benassi Cezar - que envolve a producdo, manutencio efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
{exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de B de outubro de
2008, com o Decreto 6.89% de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sao
Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de 23/04/2018.

We certify that the proposal "Evaluation of the role of the anterior cingulate cortex and the insula in the modulation of the anxiety
induced in mice by the model of empathy®, utilizing 224 Heterogenics mice (224 males), protocol number CEUA 3400210118,
under the responsibility of Giovana Benassi Cezar - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging
to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings], for scientific research purposes or teaching - is in
accordance with Law 11.794 of October B, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of 530 Carlos (CEUAUFSCAR) in the meeting of 04/23/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 05/2018 a 03/2020 Area: Psicologia
QOrigem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Camundongos heterogénicos sexg:  Machos idade: G aBsemanas N: 224
Linhagem: suigo-albino Peso: 35a50g

Resumao: A empatia é expressa pela capacidade em captar sinais emacionais em outros individuos. Tal capacidade se configura
como fator crucial na vivencia emocional e interacdo social, permitindo gue humanos, assim como outras espécies, possam
detectar os estados afetivos alheios. Estudos vém sendo desenvolvidos para o esclarecimento acerca da modulagdo social da
ansiedade em roedores, comportamento este relacionado a empatia. Neste sentido, recentemente foi demostrado que
camundongos submetidos ao protocolo de empatia para dor apresentam aumento de comportamentos ansiosos, avaliados no
labirinto em cruz elevado (LCE). A ansiedade & um estado emocional, sendo considerada imprescindivel no repertrio afetivo. ©
LCE é um modelo amplamente utilizado para a avaliacio da ansiedade em roedores. Pesquisas demonstram a participacio de
sistemnas neurais envolvidos na modulacao da ansiedade, entre eles o cbrtex cingulado anterior e a Insula, que também estdo
presentes na avaliacdo das respostas de empatia. Diante do exposto, sugere-se ser relevante o estudo para investigacao acerca da
empatia, bem como dos mecanismos neurobiolégicos envolvidos na modulacio social da ansiedade. Neste contexto, o objetivo
deste trabalho serd avaliar o papel do cortex cingulado anterior e da insula na modulacdo da ansiedade induzida em camundongos
por um modelo de empatia para a dor. Para isso, camundongos machos da linhagem Sulgo, apds 21 dias do desmame serdo
alojados em duplas para a realizacio do protocolo experimental de 28 dias. No 14° dia um dos animais da dupla serd submetido ac
procedimento de cirurgia de constricdo do nervo cidtico. Apds a cirurgia, o camundongo voltard para a caixa de convivéncia com
seu respective coespecifico (observador). No 23° dia de convivéncia os animais observadores serdo submetidos & cirurgia
estereotéxica para implantacio de cinulas-guia direcionadas &s estruturas citadas. No 28° dia de conwvivdncia, os animais
(observadores) receberdo injecdes bilaterais nas estruturas alvo de salina ou cloreto de cobalto, que produz a inativagao reversivel
da estrutura, e serdo submetidos individualmente por cinco minutos ao teste no LCE para avaliacdo comportamental.

Local do experimento: Laboratdrio de Psicologia da Aprendizagem da UFSCAR

Sao Carlos, 14 de maio de 2018

Ridowia Washington Luks, Km 235, Baime Monjolinhs - CBF 13565805 Sho CarlomSP - bel: 55 (16) 3351-8008 [ fa: 55 (16} 3351-8005
Hordrio g atendimentoc 20 3 60 das Bh & 120 @ das 14h &5 160 e-mal: couaiulscar.br
CELIA N 3400310118
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