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“Loucura? Mas afinal o que vem a ser a loucura?... Um enigma... Por isso mesmo é que as
pessoas enigmaticas, incompreensiveis, se da o nome de loucos...

Que a loucura, no fundo, é como tantas outras, uma questdo de maioria. A vida é uma
convencao: isto é vermelho, aquilo é branco, unicamente porque se determinou chamar a cor
disto vermelho e a cor daquilo branco. A maior parte dos homens adotou um sistema
determinado de convencdes. E a gente de juizo... Pelo contrario, um nimero reduzido de
individuos vé os objetos com outros olhos, chama-lhe outros nomes, pensa de maneira
diferente, encara a vida de modo diverso. Como estdo em minoria... sdo doidos...”

(Maério de Sa-Carneiro, 1997).



Empatia em camundongos: Avaliacdo do papel da amidala, insula e cortex
cingulado anterior na nocicep¢do em camundongos expostos ao teste de
contorcdes abdominais

RESUMO

Sob uma perspectiva evolucionista, a empatia € expressa pela capacidade de captar sinais
emocionais nos outros. Neste sentido, a habilidade em perceber a dor também possui valor
claramente adaptativo e evolutivo. A dor pode ser definida como uma experiéncia subjetiva
que inclui componentes sensoriais, afetivo-emocionais e cognitivos. Evidencias apontam para
0 papel da amidala, cértex cingulado anterior (CCA) e insula na modulacdo da dor e da
empatia. Estudos indicam para a capacidade de roedores em apresentarem empatia frente a
dor ou ao sofrimento de seus coespecificos. Trabalhos da literatura e do nosso grupo
demonstram que a convivéncia em pares é capaz de alterar bidirecionalmente a resposta
nociceptiva em camundongos. Entretanto, nenhum estudo havia ainda evidenciado se ocorrem
alteragBes nociceptivas devido a convivéncia com um coespecifico em quadro de dor cronica,
e quais estruturas encefalicas estariam envolvidas nessa modulacdo. Neste sentido,
camundongos machos Suico-albinos foram alojados em grupos ou em duplas para avaliacdo
do papel da amidala, insula e cortex cingulado anterior por meio de inativacdo com cloreto de
cobalto (CoCl,). Os animais alojados em grupo (Experimento 1), ao atingirem idade entre 6-8
semanas, passaram por cirurgia estereotaxica. De 4 a 5 dias ap0s a cirurgia, esses animais
receberam microinjecdo de salina ou CoCl; e, apds 10 minutos, foram submetidos ao teste de
contor¢Bes abdominais (acido acético 0,6%, i.p., estimulo nociceptivo) durante 5 minutos.
Nas duplas (Experimento 2), os animais conviveram por um periodo de 28 dias apds o
desmame. No 14° dia, um animal de cada par foi submetido a cirurgia de constricdo do nervo
ciatico (animal CNC) ou ndo (animal sham). No 24° dia, 0 camundongo que conviveu com 0
animal CNC ou animal sham passou por uma cirurgia estereotaxica, e, no 28° dia, foi
submetido ao teste de contor¢fes abdominais, ap6s microinjecdo de salina ou CoCl,, conforme
Experimento 1. Para o Experimento 1 foi utilizado o teste t de Student para amostras
independentes; no Experimento 2 foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) de dois
fatores (convivio x tratamento). O post hoc utilizado foi o teste de compara¢es mdltiplas de
Duncan. Os valores de p menores ou iguais a 0,05 foram considerados como significativos
nos dois experimentos. No Experimento 1, a inativacdo da amidala aumentou o nimero de
contorcdes, enquanto a inativacdo do CCA e da insula néo alterou esse parametro, sugerindo
um papel modulatério distinto dessas estruturas no componente sensorial da dor para o teste
de contor¢des. No experimento 2, o convivio com um animal CNC aumentou o nimero de
contorcBes no parceiro, sugerindo que essa convivéncia causou ativacdo dos circuitos de
representatividade neural da dor no camundongo observador (state of “priming”). Dessa
forma, quando esse animal experiencia nocicep¢do, sua resposta é exacerbada. Nessa
condicdo, a inativacao da insula e amidala produziu resultados opostos, ou seja, diminuigéo e
aumento das contor¢cbes naqueles animais que conviveram com o0 animal CNC,
respectivamente. A inativacdo do CCA néo alterou o nimero de contor¢Ges. Nesse sentido,
nossos resultados sugerem um papel modulatério distinto dessas estruturas nos componentes
cognitivo, afetivo-emocional e sensorial da dor, e na empatia para a dor.

Palavras-chave: Dor. Empatia. Amidala. Cortex cingulado anterior. Insula. Camundongo.



Empathy in mice: Evaluation of the role of Amygdala, Insula and Anterior
Cingulate Cortex in nociception in mice exposed to the Writhing Test

ABSTRACT

Empathy can be defined as the capacity for perceive emotional signals from others. Among
these signals, the ability to perceive pain has clear adaptive and evolutionary value. Pain can
be defined as a subjective experience that includes sensorial, emotional and cognitive
components. Evidence has emphasized the role of amygdala, anterior cingulate cortex (ACC)
and insula in modulation of pain and empathy. Research indicates the capacity of rodents to
express empathy to a conspecific in pain or suffering. Works from literature and finds from
our laboratory demonstrated that living together with a cagemate is able to alter the
nociceptive behavior in mice. However, there are no works evidencing if occur alterations in
nociception by living together with a cagemate with chronic pain and which encephalic
structures would be involved in this modulation. To overcome this, male Swiss-albino mice
were housed in groups or in pairs. The role of amygdala, ACC and insula are accessed by
non-selective inactivation with cobalt chloride (CoCl,). Mice housed in groups (Experiment
1), aging 6-8 weeks, underwent a stereotaxic surgery. 4 to 5 days after surgery, these animals
received saline or CoCl, microinjection, and, after 10 minutes, they were submitted to the
writhing test during 5 minutes (acetic acid 0.6%, i.p., nociceptive stimulus). On the dyads
(Experiment 2), animals lived together for 28 days since weaning. On the 14" day, one animal
of each pair were submitted to a sciatic nerve constriction (SNC animal) or not (sham animal).
On the 24" day, the cagemate underwent a stereotaxic surgery, and, on the 28" day, they were
submitted to the writhing test after microinjection of saline or CoCl,, like the procedure
described to Experiment 1. To Experiment 1 were utilized Student’s t test to independent
samples; to Experiment 2 were utilized two-way analysis of variance (ANOVA,; living
together x treatment). Duncan’s multiple range tests were utilized as post hoc. A p value of
0.05 or less was required for significance in both experiments. In Experiment 1, inactivation
of the amygdala increased the number of writhing, while inactivation of ACC and insula did
not alter this measure, suggesting a distinct modulatory role of these structures on the
sensorial compound of pain. Our results demonstrated that for the mice that lived in groups,
while inactivation of the ACC and insula did not change writhing, inactivation of amygdala
increased it, suggesting a distinct modulatory role of these structures on sensory component of
pain in the writhing test. In Experiment 2, living together with a SNC-cagemate increased
writhing on the pair, suggesting that this experience activates the circuitry of neural
representation of pain on the observer mouse (state of ‘priming’). Thus, when this animal
experienced nociception, its response was exacerbated. In this condition, inactivation of insula
and amygdala produces opposite results, i.e., decreased and increased in contortions in those
animals that lived together with a SNC animal, respectively. ACC inactivation did not alter
writhing behavior. In this sense, our results suggest a different modulatory role of these
structures on cognitive, affective-emotional and sensorial components of pain, and on
empathy for pain.

Keywords: Pain; Empathy; Amygdala; Anterior Cingulate Cortex; Insula; Mice.
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1 INTRODUCAO

Diariamente tomamos decisdes baseadas em emocOes, pensamentos e intengdes em
relagdo as pessoas ao nosso redor. Muitas vezes, sem consciéncia, com rapidez e precisao,
notamos as entrelinhas de uma conversa, ou ainda, sinais sutis de desconforto no outro. Essas
observacdes nos leva a elaboracdo de inferéncias sobre 0s pensamentos e desejos do outro.
Em muitos aspectos esta habilidade facilita a vida social, assim como estas rapidas inferéncias
nos permite modificar nossas interagdes com 0s outros e responder adequadamente aos
estimulos por esses enviados, mesmo quando ndo nos tenha sido diretamente comunicado
(Morrison, 2004).

Partindo do ponto de vista evolutivo, € importante que um individuo seja capaz de
perceber ndo apenas suas emoc¢des, mas também daqueles ao seu redor, a fim de
viabilizar/aperfeicoar a sobrevivéncia da espécie e facilitar comportamentos pertinentes como
reproducéo e fuga do predador (Plutchik, 1992; Preston e de Waal, 2002). A habilidade para
perceber estas emocdes, para discrimina-las e usar esta informacdo para guiar nossos
pensamentos e a¢les € denominada inteligéncia emocional (Salovey e Mayer, 1989-90). De
acordo com Gardner (1983), inteligéncia emocional € parte da inteligéncia social e pessoal,
sendo que estas incluem conhecimento a respeito de si e dos outros.

Na sua forma mais primitiva, a inteligéncia emocional é considerada a capacidade de
distinguir entre o sentimento de prazer e o sentimento de dor, enquanto que em seu nivel mais
avancado, nos permite detectar e simbolizar grupos de sentimentos complexos e altamente
diferenciados (Gardner, 1983). Nesse sentido, essa sensibilidade social é frequentemente
associada a empatia, a caracteristica central da inteligéncia emocional, que consiste na
habilidade de comunicacdo, de forma inata, intimamente ligada ao aparecimento de vinculos
afetivos, ou seja, € um processo afetivo/cognitivo de modulagdo social das respostas
emocionais e aprendizagem (Grenier e Luthi, 2010). De acordo com reviséo realizada por
Salovey e Mayer (1989-90), este processo nos permite entender o ponto de vista de outra
pessoa, identificar acuradamente a emogéo do outro, experimentar a mesma emocao ou outra
apropriada em resposta a do outro e comunicar e/ou agir em resposta a esta experiéncia.
Portanto, individuos que se comportam de uma forma mais empatica devem apresentar uma
sensibilidade social competente o suficiente para manter suas relagdes interpessoais (Salovey
e Mayer, 1989-90).
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Da mesma forma que em humanos, animais apresentam comportamentos relacionados
aos seus comuns. Em virtude disto, Preston e de-Waal (2002) propuseram um modelo animal
que incorpora pontos tedricos e empiricos sobre empatia. Esse modelo, denominado de
modelo de percepcdo-acdo, que engloba diversos pontos tedricos sobre o fendmeno da
empatia e seus mecanismos, permite explicar diversos efeitos empiricos encontrados na
literatura como a familiaridade, similaridade e experiéncias anteriores. O ponto chave sugere
que a observacdo ou imaginacao de outro individuo em um estado emocional particular ativa
automaticamente a representacdo do mesmo estado no observador, e isto estaria associado a
respostas autondémicas e somaticas pertinentes (Singer et al., 2004). Esse modelo, juntamente
com a acdo do cortex pré-frontal e o entendimento de como as respostas comportamentais sdo
refinadas com a experiéncia, poderia explicar os diferentes niveis de empatia em diferentes
espécies e em diferentes faixas etarias em individuos de uma mesma espécie (Preston e de-
Wall, 2002).

Estudos recentes envolvendo os mecanismos encefélicos da empatia oferecem
algumas hipoteses intrigantes sobre o porqué da percepc¢do de si mesmo e dos outros estarem
relacionadas. Alguns trabalhos, como o apresentado anteriormente, propdem que a empatia é
baseada no mecanismo de percepcdo-acdo (Preston e de Waal, 2002; Gallese et al., 2004).
Isso implica que a observacdo de um estado motor, perceptivo ou emocional desenvolvido por
um individuo ativa algumas das mesmas estruturas e processos neurais no observador como
guando este desenvolve esta mesma acdo ou experimenta esta mesma emocdo (Moya-Albiol
et al., 2010). Mais recentemente, Zaki e Ochsner (2012) propuseram a divisao da empatia em
trés grandes faces: o mentalizar (mentalizing), que se caracteriza pela capacidade de perceber
e entender o estado emocional do outro; o compartilhamento de experiéncias (experience
sharing), como a habilidade de sentir 0 que o outro esta sentindo ou algo convergente e
adequado; e, o comportamento pré-social (prosocial concern), que seria a capacidade e
propens&o para pensar e agir frente ao estado do outro e ao contexto.

Estruturas como cortex pré-motor e parietal tem sido apontadas como sendo ativadas
durante a execugdo de uma determinada agéo e durante a observacdo da mesma acdo realizada
pelo outro (Cattaneo e Rizzolatti, 2009), sugerindo, dessa forma, que o sistema nervoso é
capaz de representar acdes observadas nos outros, porém em seu proprio sistema motor. Esse
reflexo perante a acdo do outro evidencia o papel de um grupo especifico de neurbnios
conhecidos como neur6nios espelho, que atuam ndo s6 na codificacdo dos atos motores
observados, mas também permite ao observador entender as inten¢des do outro, por meio de

mecanismos de aprendizagem observacional (Moya-Albiol et al., 2010).
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Trabalhos envolvendo neuroimagem demonstram a existéncia de dois principais sitios
cerebrais com propriedades espelho: o primeiro formado pelo lobo parietal, o cortex pré-
motor e o giro frontal inferior (sistema espelho parietofrontal), envolvido no reconhecimento
de comportamentos voluntarios (movimento e percepcdo); e, o segundo formado pela insula e
o cortex frontal medial anterior (sistema espelho limbico), relacionado ao reconhecimento de
comportamentos afetivos e ao uso da linguagem (Cattaneo e Rizzolatti, 2009). Dessa forma,
por meio dos sistemas espelho, uma reacdo emocional de um individuo pode levar a ativacéao
de um circuito de representatividade neuronal compartilhada no observador, gerando nesse
uma representacdo emocional semelhante, convergente e apropriada a do observado, ou seja, é
um sistema pré-requisito que possibilita a capacidade de empatia ou mentalizing (Gallese et
al., 2004; Shamay-Tsoory, 2011).

Evidéncias clinicas tém demonstrado que pessoas que convivem com um familiar ou
sdo cuidadoras de individuos acometidos por algum tipo de quadro algico, apresentam
percepcdo da dor alterada (Flor et al., 1987; Miaskowski et al., 1997), o que pode estar
relacionado ao processo de empatia. Por outro lado, em alguns tipos de transtornos
psiquiatricos relevantes, a habilidade de empatia estd prejudicada, como, por exemplo,
transtorno de personalidade antissocial (psicopatia) e transtornos do espectro do autismo
(Muller et al., 2003; Richell et al., 2003; Dawson et al., 2004; Hutman et al., 2010).

Dessa forma, enquanto a empatia pode incluir diferentes niveis de habilidades
cognitivas que variam de acordo com o contexto social, temporal, ambiental e as
caracteristicas individuais (Singer e Lamm, 2009), a emocdao é um substrato basico para todos
os tipos de capacidade empética (Panksepp e Lahvis, 2011). Neste sentido, a habilidade de
perceber a dor também possui valor claramente adaptativo e evolutivo (Williams, 2002;
Craig, 2009). Quando a situacdo potencialmente dolorosa € identificada, o observador pode
tentar escapar da situacdo (fuga;, comportamento nocifensivo ou defensivo frente a um
estimulo nocivo) ou entdo auxiliar (luta; comportamento pro-social) aquele que estd com dor
(Shamay-Tsoory, 2011).

A existéncia de vias da dor foi primeiramente descrita por Descartes, em 1644, e, no
inicio do século XX, Sherrington sugeria o termo nocicepcdo, relacionando o estimulo
doloroso a manutencdo da integridade do organismo (Brooks e Tracey, 2005). O fenbmeno
doloroso pode ser caracterizado como uma experiéncia subjetiva e multidimensional
(Neugebauer et al., 2009), sendo que a percepcdo e o processamento de um estimulo doloroso
sdo produtos de uma combinagdo de componentes perceptivos, sensoriais e afetivo-

emocionais (Ploghaus et al.,, 2003). Esses componentes sdo ativados por receptores
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morfologicamente diferenciados denominados nociceptores, que respondem a estimulos
nociceptivos como 0s térmicos, mecanicos e quimicos, permitindo a sensacéo, identificacéo e
localizagdo dos estimulos dolorosos ou ndo, bem como possibilitam sua quantificacéo,
duracdo e intensidade (Brandao, 2004; Machado, 2006).

A informagdo dolorosa é transmitida através de dois principais tipos de fibras
sensoriais aferentes primarias: Ad, com pouca mielina ¢ de didmetro médio; e C, néo
mielinizadas e finas (Vitor et al., 2008; Steeds, 2009). Os corpos celulares das fibras
nociceptivas aferentes penetram na medula pelas raizes dorsais até alcancarem a substancia
cinzenta do corno dorsal, que se subdivide em laminas. Dentre essas, a lamina Il ou
Substancia Gelatinosa, e as laminas | e V sdo os principais sitios de terminacdo das fibras
nociceptivas primarias (Suzuki et al., 2004; Steeds, 2009). Apds transmitida para 0s neurdnios
secundarios e interneurénios do corno dorsal da medula, a informacéo dolorosa € enviada, por
meio das vias espinotalamicas, espinoparabranquio-amidaldide e espinoreticulo-taldmica
(Bushnell et al., 2013), para estruturas corticais e subcorticais envolvidas de forma diferente
em cada um de seus componentes (Bornhovd et al., 2002; Gebhart, 2004; Suzuki et al., 2004;
Steeds, 2009). Algumas das estruturas corticais que fazem parte dessas vias sdo 0 cértex
somatossensorial primario e secundario, cdrtex cingulado anterior (CCA), insula, cortex pré-
frontal e tdlamo. Além dessas, estruturas subcorticais também integram as vias nociceptivas,
tais como substancia cinzenta periaquedutal (SCP), bulbo rostral ventromedial (RVM) e
amidala, constituindo, assim, a matriz de dor (Bornhovd et al., 2002; Neugebauer et al., 2009;
Bushnell et al., 2013).

Pesquisas recentes demonstraram que areas cerebrais dessa matriz de dor, como a
insula e 0 CCA, sdo igualmente ativadas naqueles que estdo apenas observando situagdes
potencialmente dolorosas, sugerindo que a experiéncia de empatia frente a dor seria
semelhante a uma primeira experiéncia de dor (Singer et al., 2004; Singer e Lamm, 2009;
Bushnell et al., 2013). Estudos com imagem funcional em humanos tém associado estruturas
do componente afetivo-emocional as experiéncias de empatia frente a dor, em que neurénios
que respondem tanto ao estimulo doloroso quanto a observagdo de estimulos dolorosos
aplicados em outros individuos estariam localizados nessas estruturas (Hutchison et al., 1999;
Singer et al., 2004), sugerindo, dessa forma, que apenas 0s componentes afetivo e cognitivo
da dor estariam mediando essa resposta, com excecdo de seu componente sensorial (Singer et
al., 2004). Ou seja, nenhuma injuria tissular ou estimulo nocivo seria, de fato, necessario para
a experiéncia de dor ou para a ativagdo das vias da dor nessa situacdo (Borsook e Becerra,
2009; Vachon-Presseau et al., 2011; Bushnell et al., 2013)
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Nesse sentido, na avaliacdo de estruturas que modulam os diferentes componentes da
dor, em trabalho desenvolvido por Bushnell et al. (1999), foi observado que os cortices
sensorial primario e secundario, estruturas do sistema lateral de transmissdo dos estimulos
dolorosos, estdo implicados, principalmente, nos aspectos sensoriais discriminativos da dor,
enquanto o CCA e a insula, estruturas do sistema medial, estdo mais envolvidos no
componente afetivo-emocional (Rainville et al., 1997; Jeon et al., 2010). Estudos apontam
também que a ativacdo do CCA esta correlacionada com processos atencionais e avaliativos
associados com situacdes potencialmente dolorosas (Jackson et al., 2005) e a memoria de
trabalho de dor, que diz respeito a memorizacdo de informacGes relacionadas a dor e
codificacdo de situacOes para evitar danos futuros (Bornhovd et al., 2002), enquanto que a
insula estd mais correlacionada a intensidade do estimulo e a predicdo da dor (Corradi-
Dell'Acqua et al., 2011; Kross et al., 2011), bem como é uma estrutura de conexao entre o
cortex sensorial e o sistema limbico (Borsook e Becerra, 2009).

Em relacdo a amidala, trabalhos demonstram que a injecdo de morfina, um agonista
opidide, no ndcleo basolateral da amidala aumenta a laténcia de retirada da cauda em ratos
(McGaraughty e Heinricher, 2002) e, quando microinjetada no nucleo central da amidala
(CeA), essa mesma droga produz antinocicepgdo em ratos submetidos ao teste de formalina
na pata (Manning e Mayer, 1995). Ainda no CeA, Ji et al. (2007) evidenciam o envolvimento
de receptores CRF1 do CeA na ansiedade e na dor em ratos submetidos a um modelo de dor
artritica e expostos ao labirinto em cruz elevado (LCE). Em camundongos, estudos tém
mostrado que a microinjecdo de midazolam, um agonista dos receptores do acido gama-
aminobutirico (GABA), GABAA-benzodiazepinicos, na amidala bloqueia a antinocicepc¢ao
induzida pelo medo em camundongos confinados aos bragos abertos (BA) do LCE (Nunes-
de-Souza et al., 2000; Baptista et al., 2009) e em outros testes, como, por exemplo, no teste de
exposicao ao predador (rato) (Canto-de-Souza e Barbalho, 2013).

Em relacdo & empatia, trabalho realizado com camundongos, em que um animal tem a
possibilidade de ver um coespecifico receber choque nas patas, Jeon et al. (2010)
demonstraram, também, ativacdo de estruturas do sistema limbico, como a amidala,
modulando comportamentos relacionados a empatia durante a observacdo de respostas
nociceptivas de um camundongo pelo outro. Nesse sentido, esses autores propdem que a
aprendizagem observacional da natureza aversiva da situacdo, bem como as alteracfes
comportamentais adaptativas frente a uma situacdo dolorosa (Neugebauer et al., 2009), séo
transmitidas ao nucleo lateral (La) da amidala por meio do sistema medial da dor. Estudos

demonstram, ainda, que a ativacdo do CeA aumenta a resposta visceromotora a distensédo
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colorretal (Myers et al.,, 2007), enquanto que a desativacdo desse mesmo diminui
comportamentos nocifensivos e afetivos relacionados a dor (Neugebauer et al., 2009).

Esse conjunto de resultados demonstra o complexo papel da amidala na relacdo entre
dor e emoc0es e a ampla modulagdo neuroquimica presente nessa estrutura (Sah et al., 2003;
Heinricher et al., 2009). Além disso, estimulos nociceptivos, por meio da amidala e da SCP,
induzem um conjunto de alteracbes hormonais, comportamentais e autondmicas, entre elas a
analgesia (Nunes-de-Souza et al., 2000; Baptista et al., 2009; Heinricher et al., 2009),
demonstrando a importancia dessa estrutura no controle descendente inibitorio da dor (Sah et
al., 2003; McGaraughty et al., 2004) e seu envolvimento em diferentes componentes da dor
(Fields, 2004; Neugebauer et al., 2009).

Assim, embora ja tenha sido demonstrada a existéncia de uma relacéo reciproca entre
dor e disturbios e/ou habilidades de carater afetivo em modelos animais, como a empatia
(Boccalon et al., 2006; Narita et al., 2006; Hasnie et al., 2007; Benbouzid et al., 2008), e
evidéncias neuroanatbmicas de que estruturas encefalicas envolvidas na empatia sdo pecas
fundamentais na psicopatologia de disturbios emocionais (Jeon et al., 2010), o esclarecimento
sobre como estes processos estariam se relacionando ainda permanece controverso na
literatura. Nesse contexto, estudos tém se voltado a esclarecer as bases da empatia e a relacéo
desta habilidade com diferentes estados emocionais e respostas comportamentais em modelos
animais (Singer et al., 2004; Langford et al., 2006; Singer e Lamm, 2009).

Grenier e Luthi (2010) demonstram que roedores exibem modulacdo social sobre
comportamentos emocionais, sendo que este comportamento poderia estar correlacionado a
uma definicdo mais inicial de empatia, o contagio emocional. O contagio emocional é um
processo psicolégico relevante para empatia e se refere ao fendmeno cuja percepcdo da
mudanca comportamental em um individuo parece ativar automaticamente a mesma resposta
em outro observador, como, por exemplo, o bocejo, o sorriso e 0 choro (Panksepp e Lahvis,
2011). Essa alteracdo comportamental pode ocorrer por observacdo de expressdes faciais e
corporais de emocOes no outro, e ocorre por meio da ativacdo de estruturas cerebrais
associadas com os sentimentos e emogdes, como a insula, e, também, com a producdo de
expressoes faciais que expressam emocdo (Singer et al., 2004).

Nesse sentido, estudos mais recentes apontam que roedores sdo capazes de exibir
comportamento pré-social, uma das trés grandes faces da empatia (Zaki e Ochsner, 2012),
frente a um coespecifico em sofrimento (Ben-Ami Bartal et al., 2011). Esses achados
demonstram que, além da capacidade de contagio emocional, os roedores possuem a

habilidade de empatia. Outros trabalhos também evidenciaram que 0s comportamentos
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relacionados a dor sdo bidirecionalmente influenciados pelo comportamento do outro animal.
Assim, ver um coespecifico sentindo dor pode aumentar ou diminuir a sensacdo de dor no
camundongo observador quando submetido ao teste de contor¢fes abdominais, ao teste de
retirada da pata e ao teste de formalina na pata, dependendo da familiaridade entre os
individuos (Langford et al., 2006; Fachini et al., 2011; Langford et al., 2011).

Ainda que j& tenha sido descrita a modulacdo social sobre a nocicep¢do em roedores
(Singer et al., 2004; Langford et al., 2011), sdo poucas as evidéncias de quais vias e estruturas
estariam envolvidas nessa modulacdo e se ha a ocorréncia desta modulagdo quando o sujeito
ndo apenas observa o outro exibir respostas relacionadas & nocicep¢do no periodo de teste
(Langford et al., 2006), mas, sim, quando é submetido ao convivio (Pham et al., 2010). A
partir de trabalhos da literatura (Langford et al., 2006; Jeon et al., 2010) e resultados recentes
do nosso grupo (Fachini et al., 2011), em que se destaca que a modulacdo social e a
sensibilidade a dor em camundongos podem ser influenciadas por uma relacdo de
familiaridade ou experiéncias prévias que os animais compartilham, é possivel evidenciar a
importancia do convivio entre esses, no que diz respeito a intensidade da empatia expressa
entre ambos, principalmente em seu aspecto cognitivo e afetivo.

A avaliacdo da resposta nociceptiva em roedores pode ser realizada por varios tipos de
testes. Um deles se da pela aplicacdo de substancias irritantes no peritdnio de roedores, o que
ird causar um desconforto abdominal devido a inflamacgdo peritoneal (Collier et al., 1968).
Este modelo, conhecido como teste de contor¢cdes abdominais, foi inicialmente empregado
por Vanderwende e Margolin (1956), e permite mensurar a dor através do registro do nimero
de contorg¢des abdominais induzidas por estimulos quimicos, sendo esse comportamento um
indicativo de uma dor visceral aguda, tonica e difusa, com grande carga emocional (Tanimoto
et al., 2003; Steeds, 2009). As fibras que transmitem dor dos nociceptores viscerais (fibras Ad
e C) atingem os centros encefalicos superiores pelas vias de dor que atingem o corno dorsal
da medula. A informacdo transmitida por essas vias, ao atingirem o talamo, e regiées do
tronco enceféalico, véo ser enviadas a estruturas como a amidala, principalmente para o CeA,
hipotalamo e para a porgdo posterior da insula, responsaveis pelo processamento, geragéo de
uma memoria e uma resposta apropriada, e atribuicdo de significado emocional a esse
estimulo nociceptivo (Saper, 1982; Cervero e Laird, 1999; Tanimoto et al., 2003).

Por se tratar de um estimulo nociceptivo inescapavel para o animal e visivel para o
experimentador, o teste de contorgdes abdominais permite avaliar a nocicepgédo
concomitantemente & exposi¢cdo do animal a um ambiente ou situacdo potencialmente

aversiva, bem como a analise das possiveis mudancas produzidas por esses fatores, ainda que
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sutis. Desta forma, pode-se investigar a influéncia de estimulos externos, ambientais e sociais,
na resposta nociceptiva (Nunes-de-Souza et al., 2000; Baptista et al., 2009).

Enquanto os mecanismos neurobioldgicos, vias e estruturas que modulam o
componente sensorial da dor tém sido extensivamente explorados, aqueles envolvidos nos
componentes afetivo-emocional e cognitivo sdo menos conhecidos (Langford et al., 2006;
Borsook e Becerra, 2009; Neugebauer et al., 2009). Em modelos animais tradicionalmente
usados para avaliar a nocicepcdo, a dissociacdo entre esses componentes ainda € um desafio,
uma vez que estes sdo altamente correlacionados, tornando dificil individualizar a
contribuicdo de cada estrutura em termos de como o cérebro integra a experiéncia dolorosa
(Neugebauer et al., 2009). Para tentar esclarecer alguns desses aspectos, ferramentas
cientificas e protocolos experimentais, como o0s de empatia, tém sido desenvolvidos (Langford
et al., 2006; Langford et al., 2010). Assim, o0 modelo de empatia que permite a analise das
respostas autonémicas de roedores apdés um determinado periodo de convivio com um
coespecifico (convivio em duplas) tem demonstrado avangos nesse sentido (Langford et al.,
2006; Ben-Ami Bartal et al., 2011).

No presente estudo, para esclarecer como a empatia frente a dor influenciaria na
resposta nociceptiva de camundongos apds o convivio com um coespecifico, um dos animais
da dupla foi submetido a um modelo de dor cronica. Para isso, foi realizado o método de
constricdo do nervo ciatico (Bennett e Xie, 1988). Este caracteriza-se por ser um dos modelos
mais frequentemente utilizado como método experimental na investigacdo sobre dor
neuropatica, que € classificada como um dos tipos de dor cronica (Bardin et al., 2000; Ardid
et al., 2001; Vogel et al., 2003; Nitanda et al., 2005; Reis, 2007).

Para acessar o possivel papel das estruturas encefalicas aqui estudadas, amidala, cortex
cingulado anterior e insula, foi realizada a inibicéo reversivel com cloreto de cobalto (CoCly)
(Crestani et al., 2010). O CoCl, é um cation bivalente que se dissocia em cobalto e cloreto.
Assim como o célcio entra na célula, o cobalto também entra, ocupando o lugar deste ion.
Desta forma, biologicamente, o CoCl, causa inducdo de uma inativacdo nao-seletiva das
sinapses por competir com o calcio, produzindo, na membrana neuronal pré-sinaptica,
inativacdo da transmissdo sinaptica, sem, contudo, afetar as fibras de passagem (Kretz, 1984).

Diante das evidéncias da literatura apresentadas acima, permanece desconhecido o
papel da amidala, cortex cingulado anterior e insula na modulagdo da nocicepcdo e na
empatia promovida pela convivéncia com o par submetido a um modelo de dor crénica em

camundongos.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o papel da amidala, insula e cortex cingulado anterior na nocicepgao e na
empatia promovida pela convivéncia com o par submetido a um modelo de dor cronica em

camundongos.

1.1.2 Objetivos Especificos

Para isso, foram realizados o0s seguintes experimentos:

1) Experimento 1. Avaliagdo do papel da amidala, insula e cortex cingulado anterior na
nocicepgdo em camundongos expostos ao teste de contor¢des abdominais;

2) Experimento 2. Avaliacdo do papel da amidala, da insula e do cértex cingulado
anterior na empatia promovida em camundongos pela convivéncia com um
coespecifico em quadro de dor neuropética induzido por constricdo do nervo ciatico, e

no numero de contor¢des abdominais nesse contexto.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 SUJEITOS

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados 152 camundongos machos da cepa
Suico-albino, com idade entre 6-8 semanas, provenientes do biotério central da Universidade
Federal de S&o Carlos - UFSCar. Os animais foram agrupados em gaiolas coletivas (41 x 34 x
16cm, 10 animais) ou aos pares (30 x 19 x 13cm), mantidos em condigdes controladas de
temperatura (24 +/- 1 °C), luz (ciclo claro/escuro de 12/12 horas, luzes acesas as 7:00 horas e
apagadas as 19:00 horas) e livre acesso ao alimento e agua, exceto durante as breves sessoes

de teste. Todos os testes foram realizados durante a fase clara do ciclo de luz.

2.2 ETICA

O projeto apresentado foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos - CEUA/UFSCar (Processo
n° 045/2012). Além disso, 0s experimentos seguiram 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.

2.3 DROGA

Foi utilizado cloreto de cobalto (CoCl,; Sigma, St. Louis, Missouri, USA), na dose de
1 mM/0,1 pL (Crestani et al., 2010), dissolvido em salina estéril (0,9% NaCl).
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2.4 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Ap0s anestesia com solugdo de cloridrato de cetamina e xilazina [100 mg/kg e 10
mg/kg, intraperitoneal (i.p.)], os animais passaram por uma cirurgia para a implantacéo
bilateral intracraniana de cénulas-guia (25-gauge) de 7 mm de comprimento. As canulas
foram fixadas com cimento acrilico no cranio do animal. As coordenadas estereotaxicas para
implantacdo das cénulas-guia, baseadas no Atlas de Paxinos e Franklin (2001), foram:
amidala: anteroposterior (AP) = -0,8 mm, lateral (L) = +3,1 mm e dorsoventral (DV) = -2,0
mm, em relacdo ao bregma; insula: AP = +0,7 mm, L = £3,3 mm e DV =-2,0 mm; e, CCA:
AP =+1,0 mm, L =£0,5 mm e DV =-1,0 mm. O mandril, removido durante o procedimento
de microinjecéo, foi inserido dentro das canulas-guia para evitar problemas com obstrucéo e
para reduzir possivel contaminagdo. Durante a cirurgia, 0s animais receberam cetoprofeno (5
mg/kg, i.p.) (Lu et al., 2004) e ceftriaxona (4 mg/kg, i.p.) (Stepanovic-Petrovic et al., 2014).
Os animais permaneceram em recuperacdo por 4 a 5 dias apds a cirurgia, e posteriormente

foram submetidos ao teste comportamental.

2.5 MICROINJECAO DE CLORETO DE COBALTO

Para investigar o papel especifico da amidala, insula e CCA, inativa¢bes ndo-seletivas
e reversiveis bilaterais com CoCl, foram realizadas nessas estruturas, separadamente. Para
isso, 10 minutos antes do teste nociceptivo cada animal foi manual e gentilmente contido pelo
experimentador e recebeu microinjecbes de 0,1 pL (na estrutura alvo) de solucdo 1mM de
CoCl,. A agulha de injecdo (33-gauge) foi inserida dentro da canula-guia para a injecdo da
solucdo dentro das estruturas citadas na cirurgia estereotaxica, sendo que o comprimento da
mesma ultrapassou 3,0 mm, 2,0 mm e 1,0 mm a ponta da canula-guia para amidala, insula, e
CCA, respectivamente. A agulha de microinjecdo foi conectada, por meio de tubo de
polietileno (PE-10), a microsseringa Hamilton (10pL). Uma bomba de infusdo (Insight
B12000) foi programada para injetar 0,1 pL de solugcdo durante um periodo de 60 segundos. O
procedimento de microinje¢do consistiu na remoc¢do do mandril, insercdo da agulha de
microinjecdo, infusdo da solucdo de CoCl, por 60 segundos e permanéncia da agulha de

injecdo por 90 segundos, a fim de evitar refluxo da solugéo injetada. O movimento de uma
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pequena bolha de ar no tubo de polietileno antes, durante e depois das inje¢des confirmou o
fluxo da solugéo (Nunes-de-Souza et al., 2000; Reis e Canto-de-Souza, 2008).

2.6 CONSTRICAO DO NERVO CIATICO (CNC)

O meétodo de Bennet e Xie (1988) foi utilizado como modelo de dor neuropética e
consistiu em, ap0s anestesia com cetamina e Xxilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, i.p.), a
realizacdo de uma seccdo da fascia entre o gliteo e o biceps femural dos animais e a
exposicdo do nervo ciatico direito proximo a sua trifurcacdo. O tecido ao redor do nervo era
cuidadosamente cortado a uma distancia de aproximadamente 8 mm e, posteriormente, a
compressao do nervo foi realizada através de trés ligaduras com fio estéril, ndo inflamatorio e
ndo absorvivel, mononylon 6.0. Nesses animais, assim como o demonstrado por Bennet e Xie
(1988), a confirmacdo da dor crénica foi possivel por meio da observacdo de comportamentos
como a manutencdo da pata com o0 nervo constrito em uma posicdo resguardada, sinais
inflamatérios como rubor e edema, e respostas nocifensivas espontaneas como o0

comportamento de cogar o ar.

2.7 TESTE PARA MEDIR A NOCICEPCAO

A nocicepcdo foi avaliada pelo teste de contorcdes abdominais, descrito por
Vanderwende e Margolin (1956) que observaram ‘“severas contra¢cdes da musculatura
abdominal, acompanhada pelas contor¢gdes que se estendem por todo o corpo e para 0s
membros traseiros”. Neste estudo as contor¢des foram induzidas pela injecdo de acido acético
a 0,6% (10 mL/kg, i.p.) (Nunes-de-Souza et al., 2000; Baptista et al., 2009).
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2.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

2.8.1 Experimento 1. Avaliacdo do papel da amidala, da insula e do cortex cingulado anterior,
por meio da microinje¢do de CoCl,, na nocicep¢do em camundongos submetidos ao teste de

contorgdes abdominais.

Camundongos alojados em grupos de 10 por gaiola foram submetidos a cirurgia
estereotaxica da amidala, insula ou CCA de acordo com o procedimento descrito para a
cirurgia. Ao final da cirurgia, os animais receberam injecoes de cetoprofeno (5 mg/kg) (Lu et
al., 2004) e ceftriaxona (4 mg/kg) (Stepanovic-Petrovic et al., 2014). Em seguida, 0s animais
retornaram a caixa viveiro, permanecendo em recuperacdo apds cirurgia por um periodo de 4
a 5 dias. No 5° dia, cada camundongo recebeu microinjecéo de solugéo salina (0,9 % NaCl)
ou CoCl, (0,1 pL), formando, assim, dois grupos para cada uma das estruturas: Salina
(camundongos sem inativacdo, controle) e CoCl, (camundongos com inativacdo). Apos a
infuséo de CoCl, ou salina, conforme descrito no procedimento de microinjecéo, foi realizada
a injecdo de acido acético 0,6% (0,1 ml/10g, i.p.). Os animais permaneceram em gaiolas
individuais por 5 minutos até o inicio das contor¢Ges. Os animais que ndo contorceram
durante esse periodo foram eliminados do experimento. Apds a confirmacdo do inicio das
contorcdes, foi realizado o registro do nimero de contor¢Ges abdominais na gaiola, durante 5
minutos.

Imediatamente apds o término do experimento, os animais foram anestesiados com
solucdo de cloridrato de cetamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, i.p., respectivamente)
para marcacdo dos sitios de microinjecdo (ver sessdo 2.9), e, em seguida, sacrificados por
deslocamento cervical. Os experimentos foram filmados por uma camera conectada a um
computador alocado em uma sala adjacente a sala de testes. Os resultados coletados foram
analisados posteriormente utilizando o programa X-Plo-Rat 2005, versdo 1.1.0 (Garcia et al.,
2005).
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Tabela 1. Grupos experimentais formados no Experimento 1

Estrutura Salina CoCl,
Amidala n=10 n=10
CCA n=10 n=11
Insula n=9 n=38

Os numeros representam o total de camundongos utilizados por grupo.

2.8.2 Experimento 2: Avaliacdo do papel da amidala, da insula e do cortex cingulado anterior
na empatia promovida em camundongos pela convivéncia com um coespecifico em quadro de
dor neuropética induzido por constricdo do nervo ciatico, e no numero de contorgbes

abdominais nesse contexto.

Aos 21 dias p6s-nascimento (desmame) os animais foram alojados em pares nas caixas
viveiro. Apos 14 dias de convivéncia, um dos animais de cada par (animal 1) foi submetido a
constricdo do nervo cidtico (animais CNC) ou ndo (animais sham, em que foi realizada a
cirurgia, porém ndo houve a compressdo do nervo). Ap6s 10 dias, o animal que conviveu com
0 par em quadro de dor crénica (CNC) ou SHAM (animal 2), passou por cirurgia
estereotaxica, e apods 5 dias foi submetido ao teste de contor¢cdes abdominais, conforme
procedimento descrito no Experimento 1, totalizando, assim, 28 dias de convivéncia
(Langford et al., 2006).
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Nascimento

ﬂ 21 dias

Camundongos alojados em pares

ﬂ 14 dias

Constricdo no nervo ciatico -
Animal 1

ﬂ 10 dias

Cirurgia estereotéxica -
Animal 2

ﬂ 5 dias

Teste (Animal 2) -
« Inativagdo ou néo da estrutura-alvo
e Injecdo de acido acético
« Registro do nimero de contorcdes
e Retirada do encéfalo

Figura 1. Histograma indicando a sequéncia de procedimentos experimentais empregados no

Experimento 2.

No Experimento 2, diferente do Experimento 1, as contor¢cBes abdominais foram
avaliadas na mesma caixa de convivio com o parceiro com dor crénica.
Dessa forma, foram formados 4 grupos experimentais para cada estrutura avaliada,

conforme mostrado na tabela abaixo:

Tabela 2. Grupos experimentais formados no Experimento 2

Estrutura Sham-salina Sham-CoCl, CNC-salina CNC-CoCl,

Amidala n=7 n=8 n=38 n=8
CCA n=28 n=28 n=9 n=8
Insula n=7 n=7 n=9 n=7

Os numeros representam o total de camundongos utilizados por grupo.
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2.9 HISTOLOGIA

Ap0s o término dos experimentos os animais foram anestesiados (cetamina e xilazina,
100 mg/kg e 10 mg/kg, i.p.) e receberam injecdo de 0,1 uL de solucdo de 2% de azul de
Evans, de acordo com o procedimento descrito para a microinjecdo de drogas. Os animais
foram, em seguida, sacrificados por deslocamento cervical, decapitados, seus cérebros
removidos e acomodados em recipientes contendo solucdo de formalina (10%).
Posteriormente, com o uso de micrétomo (Leica CM1850), os encéfalos foram seccionados
em sentido coronal ao longo do trajeto das canulas. As sec¢fes foram analisadas com o uso de
um microscopio optico (Olympus BX41TF), e a visualizagdo da marcagdo com o azul de
Evans indicou os sitios da injecdo, confirmados de acordo com o atlas de Paxinos e Franklin
(2001).
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3 ANALISE ESTATISTICA

No Experimento 1, os dados foram analisados pelo teste t de Student para amostras
independentes. No experimento 2, os dados foram analisados pela Analise de Variancia
(ANOVA) de dois fatores (fator 1: convivio; e fator 2: tratamento), seguida pelo teste de
comparag6es multiplas de Duncan.

Os valores de p menores ou iguais a 0,05 foram considerados como significativos em

ambos 0s experimentos.
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4 RESULTADOS

As analises histoldgicas confirmaram que, no total, 51 camundongos foram canulados
na amidala, sendo que, desses, 20 foram distribuidos no Experimento 1 [Salina (n=10), CoCl,
(n=10)] e 31 no Experimento 2 [Sham-Salina (n=7), Sham-CoCl, (n=8), CNC-Salina (n=8),
CNC-CoCl, (n=8)] (Figura 2A); 55 no CCA, sendo que, desses, 21 foram distribuidos no
Experimento 1 [Salina (n=10), CoCl, (n=11)] e 34 no Experimento 2 [Sham-Salina (n=8),
Sham-CoCl; (n=9), CNC-Salina (n=9), CNC-CoCl, (n=8)] (Figura 2B); e 47 na insula, sendo
que, desses, 17 foram distribuidos no Experimento 1 [Salina (n=9), CoCl, (n=8)] e 30 no
Experimento 2 [Sham-Salina (n=7), Sham-CoCl, (n=7), CNC-Salina (n=9), CNC-CoCl,
(n=7)] (Figura 2C).
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Figura 2. Esquemas de sec¢Bes coronais representando alguns dos sitios de injecdo na: A.
amidala, B. CCA e C. insula de camundongos. Os circulos preenchidos representam as areas
de infusdo da droga nas estruturas-alvo. Os circulos vazados representam sitios de injecdo
fora das estruturas-alvo (Paxinos e Franklin, 2001). O namero de circulos é inferior ao

namero de acertos devido a sobreposicao dos acertos.
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4.1 Experimento 1. Avaliacdo do papel da amidala, da insula e do cértex cingulado anterior,
por meio da microinjecdo de CoCl,, na nocicep¢do em camundongos submetidos ao teste de

contorcdes abdominais.

Para os camundongos que receberam injecdes intra-amidala o teste t de Student
revelou efeito estatisticamente significativo para o tratamento [ts) = -3,65; p < 0,01]. O teste
indicou que o numero de contorc¢des foi significativamente maior nos animais tratados com
CoCl, quando comparados com aqueles tratados com salina (Figura 3A).

Para aqueles animais que receberam injec¢des intra-CCA ou intra-insula o teste t ndo
revelou efeito significativo para o tratamento [tus = 0,37; p > 0,05; tus) = -0,98; p > 0,05,

respectivamente] (Figuras 3B, 3C).
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Figura 3. As barras representam as médias e o erro padrdo da média (M+EPM) do nimero de
contorcBes abdominais em camundongos alojados em grupos. A. Amidala (n=10); B. CCA

(n=10-11); C. Insula (n=8-9). *p < 0,01 comparado ao grupo salina.
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4.2 Experimento 2. Avaliagdo do papel da amidala, da insula e do cortex cingulado anterior na
empatia promovida em camundongos pela convivéncia com um coespecifico em quadro de
dor neuropética induzido por constricio do nervo ciatico, € no numero de contorcdes

abdominais nesse contexto.

Para os animais que receberam injecdo intra-amidala de salina ou CoCl, (Figura 4), a
ANOVA de duas vias (convivio x tratamento) demonstrou efeitos significativos para o tipo de
convivio (F(127=15,45; p < 0,01) e para o tratamento (F27)=7,52; p < 0,05), sem efeito
significativo para a interagdo entre tratamento e convivio (F@27=0,05; p > 0,05).
ComparacGes posteriores utilizando o teste de comparacdes multiplas de Duncan revelaram
gue 0S animais que conviveram com 0 parceiro com constricdo no nervo ciatico (CNC)
apresentaram aumento do nimero de contor¢des abdominais quando comparados aos animais
que conviveram com um coespecifico sham, independente do tratamento utilizado. Entretanto,
0 grupo com inativacdo da amidala que conviveu com um parceiro CNC (grupo CNC-CoCly,)
apresentou aumento do numero de contor¢des abdominais quando comparado ao grupo CNC-
salina. Nos grupos sham, independente do tratamento utilizado ndo ocorreu alteragéo

significativa no nimero de contorces.
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Figura 4. As barras representam as médias e o erro padrdo da média (M+EPM) do nimero de
contorgdes abdominais em camundongos alojados em duplas com ou sem lesdo da amidala
(n=7-8). *p < 0,05 em relagdo ao grupo CNC-salina; #p < 0,05 em relagdo ao respectivo
grupo sham.
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Para os animais que receberam microinjecdes de salina ou CoCl, no CCA (Figura 5), a
ANOVA revelou diferenca significativa para o convivio (Fu29=9,9; p < 0,05), mas ndo
demonstrou diferenga para o tratamento (F(129=1,82; p > 0,05) ou para interagdo entre
tratamento e convivio (F(1,29=0,003; p > 0,05). O teste de comparac¢des multiplas de Duncan
demonstrou aumento no numero de contor¢Bes nos animais que conviveram com um
coespecifico com constricdo do nervo ciatico (grupos CNC-salina e CNC-CoCl,) quando
comparados com 0s respectivos grupos de camundongos que conviveram com um parceiro

sham (grupos sham-salina e sham-CoCl,).
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Figura 5. As barras representam as médias e o erro padrdo da média (M+EPM) do nimero de
contorcBes abdominais em camundongos alojados em duplas com ou sem lesdo do cértex

cingulado anterior (n=8-9). #p < 0,05 em relacdo ao respectivo grupo sham.

Para os animais que receberam microinjecdes de salina ou CoCl; na insula (Figura 6),
a ANOVA de duas vias demonstrou uma diferenca significativa para o convivio
(F126=19,52; p < 0,05), mas ndo demonstrou diferenca para o tratamento (F(126=3,47; p =
0,07) nem para a interagdo entre tratamento e convivio (F(1,26=1,59; p > 0,05). O teste de
comparag¢Bes multiplas de Duncan revelou um aumento no nimero de contorgdes nos grupos
gue conviveram com um coespecifico em quadro de dor cronica (grupos CNC-salina e CNC-

CoCl,) quando comparados com os respectivos grupos sham (sham-salina e sham-CoCl,).
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Apesar da ANOVA néo ter apresentado efeito do tratamento ou da interagdo entre
convivio e tratamento, o valor de p ficou muito proximo da significAncia. Portanto, ao
realizarmos o post hoc de Duncan foi observado diminui¢cdo no numero de contor¢des no
grupo com inativacdo da insula que conviveu com um parceiro com constricdo do nervo
ciatico (grupo CNC-CoCl,) quando comparado ao grupo de animais que também conviveu

com um coespecifico com constricdo do nervo sem inativacdo da insula (grupo CNC-salina).
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Figura 6. As barras representam as médias e o erro padrdo da média (M+EPM) do nimero de
contorcBes abdominais em camundongos alojados em duplas com ou sem lesdo da insula
(n=7-9). *p < 0,05 em relacdo ao grupo CNC-salina; #p < 0,05 em relacdo ao respectivo

grupo sham.
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5 DISCUSSAO

Os resultados demonstram que a inativacdo da amidala causa um efeito pro-
nociceptivo, aumentando o numero de contor¢des nos camundongos alojados em grupos,
enquanto que inativacdo do CCA e da insula com CoCl, ndo produz alteragdes no nimero de
contorcBes abdominais (Experimento 1). Para os animais alojados em pares (Experimento 2),
independente se a estrutura estava inativada ou ndo, o convivio com o animal com constri¢éo
no nervo ciatico (CNC) produziu aumento no numero de contor¢des quando comparados com
aqueles que conviveram com o animal sham. Entretanto, a avaliagdo intra-grupos produziu
respostas diferentes dependentes da estrutura e do tratamento. Assim, enquanto a inativacao
da amidala produziu aumento do numero de contor¢cbes, a inativacdo da insula produziu
reducdo das contor¢des nos camundongos CNC-CoCl, quando comparados aos CNC-salina.
A inativacdo do CCA ndo alterou o nimero de contor¢des nos camundongos CNC-CoCl,
comparados aos CNC-salina.

A participacdo das trés estruturas aqui investigadas na modulacdo de situagdes
dolorosas ou potencialmente dolorosas tem sido largamente descrita na literatura em roedores,
primatas e humanos (Peyron et al., 2000; Bornhovd et al., 2002; Singer et al., 2004). Também
é descrito o papel delas na empatia (Shamay-Tsoory, 2011), e na empatia para dor ou
sofrimento do outro individuo nesses mesmos grupos (Loggia et al., 2008; Neugebauer et al.,
2009; Corradi-Dell'Acqua et al., 2011).

Nesse sentido, estudos com lesdo excitotoxica dos ndcleos central (CeA) e basolateral
da amidala (BLA) revelaram um aumento no nimero de contor¢fes em ratos (Tanimoto et al.,
2003), e, também, lesdes eletroliticas do CeA atenuaram a analgesia induzida por situacoes
aversivas (Fox e Sorenson, 1994). Além disso, Nakagawa et al. (2003) demonstraram que
injecdes de &cido acético (i.p.) induzem aumento da expressdo de RNAm para c-fos nos
nucleos CeA e La da amidala em ratos, confirmando a participacdo dessa estrutura na
modulagéo do processamento sensorial da dor no modelo empregado no presente trabalho.
Nossos resultados do Experimento 1 corroboram tais estudos, uma vez que a inativagéo da
amidala com CoCl, em camundongos produziu aumento no numero de contor¢des, uma
medida do componente sensorial da dor. N6és sugerimos que essa resposta seja devido a
inativacdo de uma estrutura relevante para o circuito descendente inibitorio da dor (Fields,
2004; McGaraughty et al., 2004), o que, dessa forma, exacerbou a resposta nociceptiva

sensorial.
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A participagdo do CCA e da insula nas vias nociceptivas € descrita em varios estudos
(Peyron et al., 2000; Bornhovd et al., 2002). Evidencias demonstram que a ativacdo ou
inativacdo dessas estruturas corticais modulam os niveis de percepcdo e predicdo da dor
(Ploghaus et al., 2003), e, alem disso, que a ativacdo do CCA (Zhuo, 2008) ou a desinibicdo
da insula (Jasmin et al., 2003) pode facilitar reflexos nocifensivos. Esses resultados elucidam,
portanto, a participacdo dessas regides nos componentes cognitivo e afetivo-emocional da dor.

Jeon (2010) demonstrou o envolvimento do CCA no componente afetivo-emocional
da dor, mas ndo diretamente no componente sensorial. Zhuo (2008) evidencia a importancia
dessa estrutura para certos aspectos cognitivos da dor como antecipacao, atencédo e avaliagdo
do estimulo. Dessa forma, por meio de conexdes com demais estruturas da matriz dolorosa, a
ativacdo do CCA poderia modular a intensidade da sensacdo dolorosa (Fields, 2004), embora
iSs0 ndo necessariamente ocorra em uma primeira experiéncia de dor (Singer e Lamm, 2009;
Yan et al., 2012).

Em relacdo a insula, trabalhos apontam para a extensa conectividade que essa estrutura
possui (Saper, 1982; Starr et al., 2009), o que Ihe confere um papel complexo e multifacetado
na dor. Nesse sentido, estudos demonstram que a ativacdo dessa regido pode produzir tanto
um efeito antinociceptivo (Craggs et al., 2007) quanto um efeito prd-nociceptivo (Derbyshire
et al., 2004). Além disso, Berthier et al. (1988) (1987) demonstraram que pacientes com
lesbes da insula podem apresentar alteracbes comportamentais complexas quando em
experiéncias de dor, como assimbolia, onde as respostas emocionais a dor sdo reduzidas, mas
o limiar nociceptivo ndo é afetado.

Nesse sentido, apesar de ndo observarmos alteragcbes na intensidade da primeira
experiéncia de dor aguda em camundongos submetidos ao teste de contor¢fes com inibigéo
do CCA e da insula quando alojados em grupos (Experimento 1), ndo podemos descartar o
envolvimento dessas estruturas em componentes mais altamente processados da dor como as
respostas nocifensivas, emocionais e cognitivas (Bornhovd et al., 2002; Neugebauer et al.,
2009; Shamay-Tsoory, 2011). Entretanto, investigacbes complementares se mostram
necessarias para investigar essa possibilidade.

Levando em consideracdo esses resultados e o comprovado envolvimento dessas
estruturas na empatia (Borsook e Becerra, 2009; Singer e Lamm, 2009; Bernhardt e Singer,
2012) e em estimulos de dor aguda visceral (Gao et al., 2004; Langford et al., 2010; Moisset
et al., 2010), nenhum estudo havia demonstrado o efeito da inibicdo dessas estruturas na
modulacdo da dor aguda induzida pelo teste de contor¢cbes em camundongos apos a

convivéncia com outro animal submetido a um modelo de dor crbnica, permitindo uma
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avaliacdo mais distinta acerca da influéncia dos componentes cognitivo e afetivo-emocional
da dor no componente sensorial. Dessa forma, nossos resultados demonstraram que o
convivio com um par em quadro de dor cronica aumentou o numero de contor¢des nos
camundongos. Langford et al. (2006) constataram que a observacao de um coespecifico com
dor causa sensibilizacdo de maneira geral nas vias da dor, induzindo um denominado state of
“priming” no cérebro, onde um estimulo nocivo aplicado apds determinada situagdo
emocional anterior (priming) leva a uma exacerbacéo da experiéncia dolorosa subsequente.

O state of “priming” ocorre devido a acdo do circuito dos neurénios espelho. Apds a
entrada da informacdo visual nesse circuito, os neurdnios espelho se encarregam pelo
entendimento das acBes observadas, comparacdo dessas a¢Bes com 0 repertdrio
comportamental do préprio individuo e ativacdo das vias de representatividade neuronal
compativeis com o estado observado. Ou seja, ao observar uma situacdo nociva, vias
equivalentes a esse estado séo ativadas como as vias da dor, do medo e o sistema aversivo
(Cattaneo e Rizzolatti, 2009). Nesse sentido, sugerimos que a convivéncia também foi capaz
de sensibilizar tais vias, por meio da ativacdo dos circuitos de representatividade neural da dor
no camundongo observador. E, dessa forma, quando o animal foi submetido a uma situacao
dolorosa, a sensagdo nociceptiva desse mesmo foi exacerbada.

Neste sentido, entretanto, a inativacdo do CCA com CoCl, nos camundongos
submetidos ao teste de contor¢des apos 28 dias de convivéncia com um par com ou sem dor
crbnica ndo foi capaz de alterar a transmissdo sensorial nociceptiva (Figura 4.B.). Apesar do
nosso resultado ndo ter confirmado a participacdo dessa estrutura na modulacdo desse tipo de
nocicepc¢do, estudos apontam que ocorre a ativacdo dessa estrutura em situacdes de empatia
para a dor ou sofrimento do outro (Jackson et al., 2006; Singer e Lamm, 2009; Shamay-
Tsoory, 2011). Assim, foi demonstrado que diferentes respostas a dor desencadeadas por
diferentes estruturas da matriz de dor sdo espelhadas em diferentes sub-regiées do CCA, que,
por sua vez, gera uma integracdo de toda essa informacgdo (Devinsky et al., 1995). Essa
integracdo ira possibilitar a criacdo de uma memoria associada a predicdo e evitacdo de
futuros estimulos dolorosos (Yan et al., 2012), e, também, permitir a elaboracdo de uma
resposta emocional e comportamental apropriada (Bornhovd et al., 2002). Com isso,
sugerimos que, por meio desses processos e das modulagGes descendentes nas demais
estruturas da matriz de dor, o CCA pode, indiretamente, promover alteracbes nas vias
nociceptivas sensoriais (Singer e Lamm, 2009).

Os nossos resultados com inativacdo da amidala mostram que ocorre alteracdo na

transmissdo nociceptiva influenciada pelo convivio, o que produziu aumento no numero de
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contorgdes nos camundongos (Experimento 2). Entretanto, cabe ressaltar que este aumento s
ocorreu nos animais que conviveram com um par com dor cronica, mas ndo ocorreu quando
conviveram com um par sham. Evidéncias da literatura indicam o papel dessa estrutura na
modulacéo de diferentes situacdes dolorosas (Fox e Sorenson, 1994; Neugebauer et al., 2009),
em respostas emocionais (Goldstein et al., 1996; LeDoux, 2012), no componente afetivo
negativo da dor (Tanimoto et al., 2003), e na empatia (Singer e Lamm, 2009). Corroborando
esses estudos, 0s nossos resultados com a inativacdo da amidala demonstraram um aumento
na resposta nociceptiva quando camundongos foram submetidos ao teste de dor aguda
(contor¢des abdominais) e também quando foram submetidos a essa mesma condi¢cdo apos
conviverem com um coespecifico com constricdo do nervo ciatico. Desta forma, 0s nossos
achados evidenciam o papel modulatério e integrativo da amidala entre os componentes
sensorial e afetivo-emocional da dor.

Nesse contexto, Singer e Lamm (2009) demonstram o papel da amidala como
estrutura de interconexao entre estimulos e processos sensoriais ascendentes (bottom-up) e
processos avaliativos, metacognitivos - tais como a capacidade de sentir o que o outro esta
sentindo ao imagina-lo em determinadas situacdes ou determinados estados emocionais -, e
contextuais descendentes (top-down). Esse nivel metacognitivo é continuamente atualizado
por informagdes ascendentes e, em retorno, regula as respostas autonémicas e sensoriais por
meio de um feedback descendente. Esses mesmos autores demonstram que a amidala,
entretanto, ndo é a Unica estrutura por onde as vias de modulacdo dos processos ascendentes e
dos componentes descendentes exercem sua influéncia. Assim, sugerimos que a inibicdo da
amidala possa ter produzido enfraquecimento das vias descendentes inibitérias da dor,
diminuindo a influéncia dessas vias na ascensdo do estimulo pelas laminas do corno dorsal da
medula. Dessa forma, essa diminuicdo pdde permitir uma atuacdo mais significativa das vias
descendentes facilitatorias nociceptivas, acarretando em aumento do nimero de contorcées
abdominais nos camundongos (Experimento 1). Além disso, a inibicdo dessa estrutura nao
impediu a influéncia da experiéncia de convivio (possivel modulacdo descendente) sobre as
vias nociceptivas, uma vez que, como demonstrado anteriormente, essa convivéncia aumentou
0 numero de contor¢des dos animais, da mesma forma que, com a inativa¢do da amidala, esse
aumento se manteve e foi exacerbado (Fig. 5, Experimento 2).

Nos animais onde foi realizada a inativacdo da insula, foi possivel observar alteracao
na transmissdo nociceptiva influenciada pela convivéncia, produzindo diminui¢do do nimero
de contorcGes nesses camundongos ap6s conviverem com um par em quadro de dor cronica,

mas ndo apds conviverem com um par sham. Em estudo anterior, Langford et al. (2010)
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demonstraram que a leséo da insula em camundongos foi capaz de atenuar as expressoes
faciais de dor sem afetar o nimero de contorcdes, indicando que a inativacdo dessa estrutura
em uma situacdo de dor aguda foi capaz de gerar alteracdes no componente emocional da dor,
mas ndo no componente sensorial. Dessa mesma forma, em nossos achados, nos animais em
que a insula foi inativada e foram submetidos ao teste de contor¢cbes abdominais
(Experimento 1), ndo foram observadas alteragdes nos indices nociceptivos/sensoriais. Porém,
quando os animais foram submetidos a esse mesmo teste ap0s terem convivido com um
coespecifico com dor neuropatica, ou seja, apos a insercao de uma condicdo de carater afetivo
e emocional, 0s animais exibiram atenuacdo do nimero de contorcdes (Fig. 6, Experimento 2)
guando comparados com o seu controle.

De acordo com Fields (2004) e Starr et al. (2009), a amidala e a insula possuem
conexdes reciprocas, além de enviarem e receberem projecdes de centros superiores, Como 0
cortex frontal e pré-frontal, e estruturas limbicas, como a substancia cinzenta periaquedutal
(SCP), constituindo a matriz de dor. Além disso, essas duas estruturas sao ricamente
inervadas por fibras aferentes talamicas e do tronco encefalico que transmitem informacéo
visceral (Saper, 1982; Tanimoto et al., 2003). Essas regides, juntamente com o hipotalamo,
podem enviar projecdes para estruturas do tronco encefalico, como SCP e bulbo rostral
ventromedial, e, a partir dai, o estimulo seguira pelas vias descendentes da dor. Esses autores
reportam, ainda, que esses circuitos descendentes operam de forma serial, sendo ativados
principalmente frente a estimulos nocivos prolongados e inescapaveis, como a aplicacdo de
uma substancia irritante no peritbnio de animais, e que a inativacdo de alguma estrutura
dessas vias pode levar a alteragdes na sensacao da dor.

Essa matriz de dor vai se ligar a dois sistemas que, no que concerne a empatia,
facultam duas habilidades que sdo pré-requisitos para que um individuo seja capaz de
apresentar alteracGes comportamentais e autonémicas frente a situacdo do outro (Singer e
Lamm, 2009; Shamay-Tsoory, 2011). A primeira habilidade envolve o sistema de neurdnios
espelho, que possibilita o compartilhamento de experiéncias (experience sharing). Como
mencionado na introdugdo, esse circuito é dividido em sistema espelho motor e sistema
espelho limbico (Cattaneo e Rizzolatti, 2009). O sistema motor tem como estrutura final o
giro frontal cortical inferior (GFI), responsavel pelo entendimento e coordenagdo de uma
representacdo, e uma possivel resposta motora frente a acdo do outro (Cattaneo e Rizzolatti,
2009). Além disso, o GFI faz conexBes com a estrutura central da segunda parte desse sistema
(o sistema espelho limbico), a insula, que, por sua vez, vai ser responsavel por associar um

significado emocional a situacdo observada e, por meio de conexBes com estruturas
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subcorticais, como a amidala e o ncleo magno da rafe, influenciar nas respostas autonémicas
nesse contexto (Singer e Lamm, 2009).

Nesse sentido, Jasmin et al. (2003) descrevem que lesbes ou inibicdo da insula
produzem analgesia, sugerindo que essa estrutura, quando ativada, é responsavel por uma
hiperalgesia tonica. Gebhart (2004) demonstra que as vias descendentes da dor sé&o
tonicamente ativas, principalmente as inibitdrias, uma vez que, ao passar pelo corno dorsal da
medula, o estimulo nociceptivo sofre uma exacerbacdo, sendo que, uma das estruturas
responsaveis por esse fendbmeno € a insula. Tendo em vista que a insula € uma estrutura de
integracdo entre o sistema limbico e centros corticais superiores, organizando a influéncia do
controle descendente sobre a sensacdo e intensidade dolorosas (Singer e Lamm, 2009),
sugerimos que a inibicdo dessa regido impediu a acdo desse controle, necessario para a acdo
da empatia promovida pela convivéncia com o par com dor crbénica sobre a dor. Assim,
ocorreu aumento da resposta nociceptiva, provavelmente em decorréncia de um
desacoplamento entre os componentes cognitivos, afetivo-emocionais e nocifensivos da dor,
mais altamente processados, com o componente sensorial. Além disso, a inativacdo dessa
regido com o CoCl, também impediu a acdo hiperalgésica tonica sobre as vias descendentes
da dor, acarretando, dessa forma, em diminuigdo do nimero de contor¢fes nos camundongos.

A segunda habilidade que é requerida para a capacidade de empatia é o processamento
referencial. E fundamental que o individuo seja capaz de distinguir entre o que acontece com
ele (self), ou seja, ter autoconsciéncia, daquilo que acontece com o outro, possibilitando a
tomada de perspectiva e a inferéncia e o entendimento a respeito do estado mental do outro
(mentalizing) (Premack, 1978; Singer e Lamm, 2009). As vias neurais do processamento
referencial possuem como estrutura central o cortex pré-frontal medial (CPFm), responsavel
pela compreensao dos aspectos cognitivos e afetivos dessa percepcao (Shamay-Tsoory, 2011).
Trabalhos demonstram que essa estrutura possui larga conexdo com o CCA, amidala e SCP,
permitindo uma autorreflexdo emocional e a geracdo de uma resposta contextual adequada
(Devinsky et al., 1995; Fields, 2004; Medford e Critchley, 2010).

As vias do processamento referencial, por meio da juncdo temporo-parietal e do GFl,
se conectam as vias do sistema de neurdnios espelho (Singer e Lamm, 2009; Shamay-Tsoory,
2011). Com isso, nds sugerimos que seja a atividade conjunta desses dois sistemas, mais as
redes neurais compartilhadas ativadas no contexto da empatia, as responsaveis por gerar uma
integralizacdo da influéncia dos componentes afetivo-emocionais e cognitivos sobre a
resposta sensorial e autondmica do individuo frente a dor do outro. Entretanto, estudos

adicionais, talvez com lesGes mais especificas de nlcleos e sub-regides dessas estruturas, bem
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como a aplicacdo de paradigmas que permitam um acesso mais acurado e segregado dos
componentes da dor, sejam necessarios a fim de detalhar e particularizar o papel dessas
regides nos diferentes aspectos da dor e, principalmente, da empatia, por se tratar de um
fendmeno psicoldgico tdo complexo, multidimensional, idiossincratico e contexto-

dependente.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo concluimos:

A inativacdo das estruturas investigadas, amidala, CCA e insula, produziu
aumento ou auséncia de efeito, respectivamente, do nimero de contorgdes
abdominais nos camundongos que conviveram em grupos;

O modelo de empatia avaliado foi eficaz em produzir aumento do nimero de
contor¢des abdominais no coespecifico 28 dias apds o convivio com o par em
quadro de dor cronica;

Os nossos resultados sugerem que as estruturas investigadas apresentam um
papel modulatério distinto nos diferentes componentes da dor e da empatia,
além de confirmar a capacidade que os camundongos apresentam na expressao

de empatia frente a um coespecifico com dor crénica.
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