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RESUMO 

A ansiedade é um fenômeno emocional fundamental, imprescindível dentro do 

repertório afetivo e sua importância para a compreensão dos comportamentos 

emocionais dos indivíduos impulsionou o desenvolvimento de estudos pré-clínicos que 

contribuem para o entendimento das bases neurobilógicas envolvidas em sua 

modulação. Estudos demonstraram o envolvimento do complexo amigdalóide em 

comportamentos emocionais relacionados a expressão da ansiedade e que ainda os 

receptores GABAA-benzodiazepínicos apresentam importante papel na modulação da 

ansiedade e da nocicepção em modelos animais. A convivência com coespecífico com 

dor crônica produz aumento da ansiedade no camudongo observador e essas evidências 

fortalecem o pressuposto de que respostas referentes à ansiedade possibilitam identificar 

a existência de um comportamento emocional presente entre os animais, caracterizados 

como comportamentos relacionados à empatia. Este estudo investigou os efeitos da 

injeção sistêmica e intra-amígdala de midazolam (MDZ), agonista dos receptores 

GABAA-benzodiazepínicos, na modulação da ansiedade induzida pelo convívio com 

coespecífico em quadro de dor crônica em camundongos expostos ao labirinto em cruz 

elevado (LCE). Para isso, camundongos machos Suiço-albinos foram alojados em pares 

durante um protocolo de convivência de 28 dias. Após 14 dias de convívio, um dos 

animais da dupla foi submetido à cirurgia de constrição do nervo ciático (CNC) ou 

apenas submetido a uma cirurgia sem constrição do nervo (Sham) e no 28° dia o animal 

que conviveu com seu coespecífico CNC ou Sham (camundongo observador) foi 

submetido ao teste no LCE durante cinco minutos. Experimento 1: O camundongo 

observador recebeu injeção de salina ou midazolam [0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg, 

intraperitoneal (i.p.)] e, após 30 minutos, foi submetido ao teste no LCE. Experimento 

2: No 23° dia de convivência o sujeito observador foi submetido à cirurgia estereotáxica 

para implatanção bilateral de cânulas-guia na amígdala e no 28° dia recebeu injeção 

intra-amígdala de MDZ (3 e 30 nmol/0,1µl) cinco minutos antes de ser exposto ao LCE. 

A análise de variância (ANOVA) de dois fatores seguida pelo post hoc de Duncan 

revelou que o convívio com animal submetido à CNC promoveu aumento de 

comportamentos relacionados à ansiedade sugerindo a influência que o convívio com a 

nocicepção gera no parceiro. No experimento 1, o MDZ (1,0 e 2,0 mg/kg) produziu 

efeito ansiolítico nos animais teste, caracterizado pelo aumento da exploração nos 

braços abertos e redução dos comportamentos de avaliação de risco, sem prejudicar a 

atividade locomotora. No experimento 2, igualmente foi observado esse efeito 

ansiolítico do MDZ (3 e 30 nmol/0,1µl). Os resultados sugerem que os receptores 

GABAA-benzodiazepínicos estão envolvidos na modulação da ansiedade induzida pelo 

convívio com coespecífico em quadro de dor crônica em camundongos expostos ao 

LCE, evidenciando a participação da neurotransmissão gabaérgica na amígdala na 

modulação da ansiedade induzida por esse protocolo de convivência com a dor.   

 

Palavras-chave: Ansiedade. Empatia. Midazolam. Camundongos. 
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ABSTRACT 

 

Anxiety is a fundamental emotional phenomenon, essential within the affective 

repertoire and its importance for the understanding of the emotional behaviors of the 

individuals promoted the development of preclinical studies that contribute to the 

understanding of the neurobilogical bases involved in this modulation. Studies have 

demonstrated the involvement of the amygdaloid complex in emotional behaviors 

related to anxiety and that and GABAA-benzodiazepine receptors play important role in 

the modulation of anxiety and nociception in animal models. Cohabiting with chronic 

pain produces an increase in anxiety in the observer mouse, these evidences support that 

through anxiety-like responses it is possible to observe the existence of emotional 

behavior present among the animals, characterized as empathy-like behaviors. This 

study investigated the effects of systemic and intra-amygdala injection of midazolam 

(MDZ), a GABAA-benzodiazepine receptor agonist, on the modulation of anxiety 

induced by cohabiting with a cagemate in neuropathic pain in mice exposed to the 

elevated plus-maze (EPM). For this, male  Swiss mice were housed in pairs and after 14 

days were divided into two groups: cagemate nerve constriction (CNC), in which one 

animal from each pair was subjected to sciatic nerve constriction; cagemate sham 

(Sham), one animal from each pair was subjected to the same surgery but without 

constriction and in the 28th day, the observer cagemates were submitted to EPM for five 

minutes. Experiment 1: the observer cagemates received systemic injections of saline or 

midazolam (0.5, 1.0 or 2.0 mg/kg, intraperitoneal, i.p.) and 30 minutes after were 

exposed to elevated plus-maze. Experiment 2: In the 23th day, bilateral cannulae were 

surgically implanted in the amygdala of the observer cagemate and in the 28th day, the 

observer cagemate received intra-amygdala injections of saline or midazolam (3 e 30 

nmol/0,1µl) and 5 minutes after were exposed EPM. Two-way ANOVA followed by 

post hoc Duncan test revealed that living with a cagemate in neuropathic pain is able to 

increase anxiety-like behavior in mice, suggesting the influence that cohabiting with 

nociception causes in the observer cagemate. In the experiment 1, MDZ (1,0 e 2,0 

mg/Kg) was able to produces anxiolytic-like effect on the EPM, characterized by 

increase the open arms exploration and decrease risk assessment-like behaviors, with the 

absence of significant changes in locomotor activity. In the experiment 2, in the same 

way MDZ was able to produces anxiolytic-like effect on the EPM. These results 

suggests that the cohabitation with a CNC induce anxiogenic-like responses in the 

observer mouse and the GABAA/benzodiazepine receptor complex located within the 

amygdala participates in modulation of anxiety-induced model of empathy in mice.  

Keywords: Anxiety. Empathy. Midazolam. Mice  
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O campo do estudo sobre a empatia vem se consolidando ao longo do 

tempo e sua relevância para o entendimento das relações entre os indivíduos tornou-

se tema de pesquisa em diversas áreas do conhecimento. Nesse sentido, a empatia se 

configura como fator crucial na vivência emocional e interação social, permitindo que 

humanos, assim como outras espécies, possam detectar os estados afetivos uns dos 

outros (GONZALEZ–LIENCRES et al.,2014). 

A capacidade de partilhar emoções uns com os outros possibilita 

predizer e compreender seus sentimentos, ações e motivações (SINGER, 2006; 

BERNHARDT; SINGER, 2012). De acordo com Singer e colaboradores (2004), o 

estado empático se inicia a partir da observação ou imaginação de outro indivíduo em 

um determinado estado emocional, ativando automaticamente esse mesmo estado no 

observador. Esse mecanismo juntamente com a ação do córtex pré-frontal e a 

compreensão de como as respostas comportamentais são refinadas, poderia explicar os 

diferentes níveis de empatia em diferentes espécies e em diferentes faixas etárias em 

indivíduos de uma mesma espécie (PRESTON; DE WALL, 2002).  

Dessa forma, estudos revelam que quando um indivíduo observa outro 

em determinado estado motor, emocional ou perceptivo, terá as mesmas áreas ativadas 

que as do observado (PRESTON, 2006; MOYA–ALBIOL et al., 2010). Esse processo 

estaria relacionado a respostas somáticas e autonômicas efetivas, caracterizando o 

modelo de ação- percepção (PRESTON; DE WAAL, 2002; MOYA–ALBIOL et al., 

2010). Por meio desse modelo, a empatia é descrita como um compartilhamento de 

um estado emocional, a partir da percepção no outro, o sujeito passa a sentir uma 

experiência similar daquele que observa (PRESTON; DE WALL, 2002; GALLESE et 

al., 2004).  

Com o objetivo de se identificar essas bases biológicas, Singer e 

colaboradores (2004) investigaram sítios envolvidos na expressão da empatia a partir de 

estímulos nociceptivos. Os resultados obtidos mostraram que áreas envolvidas na 

nocicepção, como a insula anterior, córtex cingulado anterior, cerebelo e tronco 

cerebral, são ativadas igualmente ao receber o estímulo doloroso e durante a observação 

de um estado doloroso. O alicerce dessas pesquisas neurocientíficas se sucedeu pelo 

reconhecimento de neurônios espelho, isto é, neurônios visuo-motores situados no giro 

frontal inferior, lóbulo parietal inferior e no córtex pré-motor e que estão envolvidos na 
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ativação reflexa que advém da observação de um estado emocional do outro (GALLESE 

et al, 2004; SHAMAY-TSOORY, 2011; BETTI; AGLIOTI, 2016).  

Assim, pode-se sugerir que a empatia é resultado de múltiplos 

circuitos e processos cerebrais e sensoriais, os quais abrangem desde estruturas mais 

basais do tronco encefálico até centros corticais mais desenvolvidos sob a perspectiva 

evolutiva (LANGFORD et al., 2006). Nesse sentido, não existiria uma área específica, 

mas, áreas que funcionam concomitantemente quando há expressão da empatia de 

acordo com a situação observada e sentida, ou seja, observar alguém num estado 

doloroso automaticamente ativará no observador as áreas envolvidas na modulação da 

dor (PRESTON, 2006). 

Pesquisas recentes discorrem que a manifestação da empatia se 

configura como produto de diversos processos afetivos, cognitivos e comportamentais, 

os quais se diferem em relação ao contexto, espécies e desenvolvimento (PANKSEPP; 

LAHVIS, 2011). Zaki e Ochsner (2012), sugeriram a classificação da empatia em três 

subdivisões, a habilidade de percepção e compressão do estado emocional do outro 

seria o mentalizing; enquanto a capacidade de sentir o que o outro está sentindo, ou 

seja, compartilhar a experiência, caracteriza o experience sharing; e por fim, o 

prosocial concern que se configura como a motivação para amenizar o sofrimento do 

outro, e dessa forma refletir e agir diante ao estado emocional do outro e à situação. 

Essas condições afetivas podem ser observadas sob o aspecto clínico, 

assim têm sido sugerido que pessoas cuidadoras ou que convivem com um familiar em 

um estado álgico, exibem respostas de percepção da dor alterada (FLOR et al., 1987; 

MIASKOWSKI et al., 1997) o que pode estar associado ao processo de empatia. Além 

disso, algumas pesquisas têm demonstrado outras consequências negativas a cerca da 

saúde mental e física do cuidador, visto que entre as evidências se caracterizam uma 

prevalência maior de transtornos psiquiátricos, doenças somáticas, isolamento social, 

estresse, alteração na saúde clínica geral, e desenvolvimento de sintomas relacionados à 

ansiedade e depressão (SIEGEL et al., 1991; GIVEN et al., 1993; KURTZ et al., 1995; 

LEE et al., 2001;FLASKERUD; LEE, 2001; NERI; CARVALHO, 2002; NERI, 2006) 

A condição empática foi, por muito tempo, considerada uma 

capacidade exclusiva do homem. Atualmente é reconhecida em outras espécies, como 

em roedores diante de seus coespecíficos (PRESTON; DE WAAL, 2002; 

LANGFORD et al., 2006; 2010; 2011; BARTAL et al., 2011; 2016; MOGIL, 2015; 

BAPTISTA-DE-SOUZA, 2015). Tal característica permite a investigação das bases 
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biológicas da empatia e sua relação com os estados emocionais e comportamentos, 

proporcionando novas possibilidades de entendimento do caráter emocional e social 

do ser humano (SINGER et al., 2004; LANGFORD et al., 2006; SINGER; LAMM, 

2009; BERNHARDT; SINGER, 2012). Estudos têm sugerido que roedores emitem 

comportamentos referentes à empatia de forma rudimentar (GRENIER; LÜTHI, 

2010), ou seja, suas respostas são moduladas pelo contágio emocional e nesse sentido, 

os comportamentos exibidos a partir da percepção do outro levaria à ativação do 

mesmo estado afetivo no observador (PRESTON; DE WALL, 2002; GALLESE et al., 

2004; PANKSEPP; LAHVIS, 2011).  

Diante dessa particularidade exibida pelos roedores, Langord e 

colaboradores (2006; 2011), demonstraram que a observação de um coespecífico 

durante um período álgico pode reduzir ou aumentar respostas nociceptivas no 

observador de acordo com os comportamentos apresentados pelo observado, assim, 

camundongos se tornam mais sensíveis à dor quando observam um familiar em 

sofrimento.  

Da mesma forma, comportamentos relacionados à percepção dolorosa 

foram investigados por nosso grupo de pesquisa. Os estudos foram baseados em um 

protocolo de convivência durante 14 dias com um coespecífico submetido a dor 

crônica induzida pela constrição do nervo ciático. Os resultados obtidos mostraram 

que o convivío é capaz de aumentar a resposta nocicpetiva nos animais submetidos ao 

teste de contorções (PELARIN et al., 2013; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; 

ZANIBONI et al., 2015; FERRARI; CANTO-DE-SOUZA, 2016).   

Outra pesquisa fundamentada na investigação de respostas empáticas 

em modelos animais investigou o comportamento relacionado à ajuda. Em um 

experimento controlado (teste de ajuda), ratos que viveram em pares durante 14 dias 

foram alocados em uma arena, porém, um restrito a um cilindro transparente e o outro 

livre. A partir dos testes, os autores obtiveram como resultado a resposta do rato livre 

em libertar seu parceiro de caixa-moradia (coespecífico) (BARTAL et al., 2011). 

Nesse caso, os autores sugerem que esses comportamentos estão relacionados à uma 

ação do animal em ajudar, de forma a cessar o sofrimento de seu coespecífico ou o seu 

próprio em presenciá-lo preso. As respostas observadas neste estudo estão 

relacionadas a habilidade  prosocial concern, configurando uma preocupação pró-

social exibida pelo comportamento de aliviar o sofrimento sentido pelo outro 

(PRESTON, 2006; ZAKI; OSCHNER, 2012). 
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Além desses estudos, evidências igualmente foram descritas sobre 

respostas relacionadas a ansiedade em protocolos de convivência. Sob esse ascpeto, 

Tomiyoshi e colaboradores (2009), observaram aumento de respostas relacionadas à 

ansiedade em animais avaliados no labirinto em cruz elevado (LCE) após coabitarem 

com um coespecífico inoculado por um tumor. Em diferente contexto, resultados 

encontrados por nosso grupo de pesquisa demonstraram que o convívio com a dor de 

seu coespecífico pode aumentar respostas relacionadas à ansiedade em camundongos 

expostos ao LCE (BAPTISTA- DE-SOUZA, et al., 2015). Esses resultados sugerem 

que por meio da avaliação de respostas relacionadas à ansiedade geradas pelo 

convívio, torna-se possível observar a existência de um componente emocional 

presente entre os animais que influencia seus comportamentos (BARTAL, et al., 

2016). 

A ansiedade é um estado emocional compartilhado por difenretes 

espécies de vertebrados, sendo uma emoção fundamental e imprescindível dentro do 

repertório afetivo (STEIN; BOUWER, 1997). As raízes biológicas da ansiedade estão 

relacionadas às reações de defesa dos indivíduos perante contextos que representem 

ameaça ou perigo a sobrevivência, ao bem-estar e à integridade física, permitindo 

respostas adequadas frente a estímulos ameaçadores (BLANCHARD; GRIEBEL; 

BLANCHARD, 2001; GRAEFF; ZANGROSSI, 2002; GRAY; MCNAUGAHTON, 

2000). Geralmente, essas reações de defesa desencadeam respostas fisiológicas como 

aumento da frequência respiratória, aceleração do batimento cardíaco, necessidade 

de micção ou defecação, provocando um estado emocional desconfortante 

(BRANDÃO, 2004; DELUCIA, 2014). Além disso, outras mudanças fisiológicas 

podem ajudar o indivíduo a enfrentar situações de ameaça como a estimulação de 

processos menmônicos, aumento da atenção e da esquiva ou ainda, aumento de 

comportamentos de confronto (HETEM; GRAEFF 2003; JOELS; PU et al., 2006; 

RODRIGUES; LeDOUX et al., 2009).  

Diferente do medo que se concretiza a partir de situações onde há um 

perigo real e evidente, a ansiedade está associada a circunstâncias de um perigo em 

potencial ou incerto (BLANCHARD; BLANCHARD; RODGERS, 1990; GRAEFF, 

1989). A eminência de uma situação de risco futuro pode promover respostas de 

evitação e avaliação de risco, dessa forma, o estímulo aversivo prepara o organismo 

para um possível contingente estressor (BRANDÃO, 2004; DELUCIA, 2014). 
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Sob o aspecto evolutivo, a ansiedade é uma resposta necessária para 

motivar o desempenho e favorecer a adaptação dos indivíduos a uma variedade de 

estímulos internos e externos que o ameaçam. Porém, essa resposta pode se tornar 

patológica quando o grau de estimulação for desproporcional às necessidades 

objetivas da situação externa, caracterizando uma resposta inadequada a um 

determinado estímulo (BRANDÃO,2004;  DELUCIA, 2014). 

Alguns trabalhos têm demonstrado a participação de sistemas neurais 

envolvidos na modulação da ansiedade e que são recrutados de acordo com a natureza 

do estímulo apresentado (BRANDÃO et al., 1994; BRANDÃO et al., 2003). Um destes 

sistemas é conhecido como sistema cerebral aversivo, composto por substância cinzenta 

periaquedutal dorsal, hipotálamo medial, amígdala e hipófise e envolvido na emissão de 

respostas incondicionadas como comportamentos de luta e fuga, imobilidade, analgesia, 

hipertensão, taquicardia e hiperventilação (GRAEFF; GUIMARÃES, 2000). Essas 

estruturas desempenham um papel essencial na modulação de respostas 

comportamentais, fisiológicas e no desenvolvimento das reações psicológicas de estados 

emocionais aversivos (GRAEFF, 1990).  

Por outro lado, respostas condicionadas caracterizadas pela inibição 

comportamental, aumento da atenção seletiva e aumento da vigilância são moduladas 

pelo sistema de inibição comportamental formado pelo sistema septo-hipocampal e vias 

noragrenérgicas e serotoninérgicas ascendentes que inervam essas estruturas (GRAY, 

1987; GRAY; McNAUGHTON, 2000). Tal estado é identificado como a própria 

ansiedade e se assemelham a sintomas observados em transtornos de ansiedade 

(BRAWMAN-MINTZER; LYDIARD, 1997; RODRIGUEZ, 1999).  

Dentre as estruturas que compõem esses sistemas, destaca-se uma que 

funciona como uma conexão entre eles, a amígdala. A amígdala é uma estrutura 

integrante do sistema límbico e em conjunto com outras do sistema nervoso central 

(SNC), participa do controle das emoções, sendo amplamente caracterizada pela sua 

atividade na modulação do comportamento emocional (LEDOUX, 2000; BRANDÃO, 

2004). Nesse sentido, a amígdala funciona como uma conexão entre os sistemas 

sensoriais que enviam a informação sobre os estímulos incondicionados e condicionados 

até seus núcleos basolateral e lateral, visto que o controle das reações motoras e 

autonômicas é realizado pelas regiões subcorticais dessa estrutura, ainda particularmente 

o núcleo central da amígdala é uma conexão fundamental na circuitaria neural 

subjacente ao condicionamento emocional aversivo (BLANCHARD; BLANCHARD, 
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1972; LeDOUX et al., 1990; LeDOUX, 2000). Assim, a amígdala está envolvida na 

interação dos sistemas cerebral aversivo e o de inibição comportamental, influencia a 

consolidação e a evocação da memória considerando os componentes emocionais 

envolvidos e dando uma conotação afetiva às percepções (BRANDÃO et al., 2003; 

McNAUGHTON; CORR, 2004). 

De acordo com Nieminem e colaboradores (1992) a estimulação da 

amígdala promove comportamentos relacionados ao medo e ansiedade, sendo que 

manipulações experimentais nessa estrutura podem modular respostas ansiogênicas 

(TREIT et al., 1993). Estudos realizados com ratos submetidos a lesões na amígdala e 

expostos ao predador, apresentaram redução na emissão de respostas de defesa 

(BLANCHARD et al., 1971), e diminuição de comportamentos relacionados ao medo 

por gatos (LeDOUX, 1998). Sob esse contexto, sistemas amigdalóides estão envolvidos 

na percepção do predador e irão incitar preferencialmente a região dorsomedial do 

núcleo ventromedial do hipocampo além de outras estruturas do sistema hipotalâmico 

(CANTERAS, 2003).  

A conexão entre o subiculum e o núcleo lateral da amígdala sugere uma 

via onde o processamento da informação contextual no hipocampo pode se comunicar 

com os mecanismos de controle da resposta emocional da amígdala (PHILLIPS; 

LeDOUX, 1992). Por meio da entrada de informações do ambiente externo via 

neocórtex, o complexo amigdalóide capta e conduz sua interpretação ao hipotálamo e à 

substância cinzenta periaquedutal, que por sua vez, se responsabiliza em emitir as 

respostas comportamentais de defesa mais adequada (DAVIS, 1992). 

Acerca da neurofisiologia da amígdala, dados na literatura descrevem a 

alto prevalência de interneurônios gabaérgicos nessa estrutura (Young; Kuhar, 1980; 

GONZALEZ; FILE, 1997). O ácido gama-aminobutírico (GABA) é o principal 

neurotransmissor inibitório do SNC e já foram relatados dois subtipos de receptores 

GABA, o GABAA e o GABAB, mais recentemente ainda está sendo investigado o 

GABAC  (MILLAN, 2003). Com o próposito de identificar os sítios de ligação presentes 

no GABAA foram utilizados benzodiazepínicos marcados. Esses receptores possuem o 

formato de um pentâmero e são compostos por duas subunidades alfa, duas beta e uma 

gama que envolvem um canal de cloreto, e juntamente com os receptores 

benzodiazepínicos, constituem um complexo macromolecular que funciona como sítio 

alostérico (SANGER, 1985; ARGYROPOULOS et al., 1985).  
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No receptor GABAA estão localizados um sítio de ligação para o GABA, 

um para os benzodiazepínicos, um para os barbitúricos, álcool, além de outros 

(DELUCIA, 2014). Os ligantes benzodiazepínicos geram uma alteração no estado 

conformacional do receptor, o que promove aumento da afinidade do receptor pelo 

GABA, resultando numa estimulação da abertura dos canais do GABAA (GUIDOTTI, 

1980; HAEFELY, 1990). A ligação do benzodiazepínico ao sítio alostérico no receptor 

GABAA facilita a transmissão GABAérgica e a hiperpolarização da célula, reduzindo a 

atividade neuronal e modificando estados emocionais por meio de uma ação ansiolítica, 

sedativa, relaxante muscular e anticonvulsivante (HETEM; GRAEFF, 1997; 

BRANDÃO, 2004).  

Pesquisas têm demonstrado a diminuição de respostas relacionadas à 

ansiedade após a administração sistêmica em ratos, de agonistas benzodiazepínicos, 

como o midazolam (CRUZ-MORALES et al., 2002; BERTOGLIO; CAROBREZ, 

2002) e intra-amígdala em roedores (HODGES et al., 1987; DAVIS et al., 1992; 

PESOLD; TREIT, 1995; GONZALEZ et al., 1997; ZANGROSSI; GRAEFF; VIANA, 

1999). Em camundongos, foi demonstrado o efeito ansiolítico do midazolam quando 

microinjetado na amígdala de camundongos expostos ao LCE (NUNES-DE-SOUZA et 

al., 2000; BARBALHO et al., 2009). 

Outro aspecto que pode influenciar o efeito dos ligantes ao sítio dos 

benzodiazepínicos é a ontogenia e a filogenia, visto que pesquisas demonstraram que 

linhagens de roedores podem ser geradas com diferentes níveis de afinidade aos 

benzodiazepínicos e ainda esse ligantes podem se diferenciar segundo a composição da 

subunidade do GABAA, o que resulta em respostas comportamentais distintas 

(CLEMENT, 1996). 

Tendo em vista que as sinapses gabaérgicas podem influenciar todos os 

sistemas de neurotransmissão do SNC, alterações na modulação de algum desses 

sistemas pode ser resultado da ação do efeito de benzodiazepínicos (HETEM; GRAEFF, 

1997). Um exemplo de neurotransmissão que pode ser influenciada é a serotoninérgica. 

Evidências demonstraram que esse mecanismo participa da etiologia, expressão e 

tratamento de comportamentos relacionados à ansiedade (GRAEFF et al., 1996). A 

serotonina (5-HT) é um neurotransmissor amplamente distribuído no SNC, em regiões 

como a amígdala, hipocampo e substância cinzenta periaquedutal (ARTIGAS, 2013).  

Neste sentido, já foi demonstrado a existência de receptores 

serotoninérgicos pré-sinápticos em neurônios gabaérgicos que fazem conexões com 
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neurônios isolados da amígdala (KOYAMA et al., 1999, 2000). Os resultados sugerem 

que para se obter efeitos ansiolíticos as manipulações podem estar associadas aos 

receptores 5-HT1a pré-sinápticos, em contrapartida, o potencial ansiogênico já estaria 

relacionado ao receptores pós-sinápticos (JOLAS et al., 1995; ANDREWS et al., 1994). 

Assim, a serotonina pode agir inibindo o comportamento defensivo ou facilitando de 

acordo com as regiões encefálicas e dos subtipos de receptores serotoninérgicos 

envolvidos na modulação (DEAKIN; GRAEFF, 1991). 

Da mesma forma que respostas relacionadas à empatia, modelos animais 

igualmente têm sido utilizados para a investigação de reações de defesa como a 

ansiedade. Esses modelos têm o papel de reproduzir um contexto ambiental para 

ocorrência de respostas de aversão ou desconforto devido à exposição a um ambiente 

novo ou potencialmente perigoso (CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012) e são 

baseados nas respostas inatas dos animais frente a situações e/ou estímulos aversivos 

(FILE; MABBUTT; HITCHCOTT, 1990; LISTER, 1990; PELLOW; CHOPIN et al., 

1985).  

Estudos de Blanchard e Blanchard (1988) e McNaughton e Corr (2004) 

demonstraram que essas respostas podem ser observadas em roedores pela exposição a 

espaços abertos, ilustrando um estado similar a ansiedade presente no homem. Um 

modelo animal amplamente empregado desde a década de 80 é o labirinto em cruz 

elevado (LCE), esse mostra-se um exemplo de teste utilizado para a investigação de 

comportamentos relacionados à ansiedade, validado para ratos e camundongos 

(PELLOW; CHOPIN et al., 1985; LISTER, 1987).  

O LCE é um aparato composto por dois braços fechados com paredes 

laterais unidos ortogonalmente a dois braços abertos, ligados entre si por uma 

plataforma central e elevados do solo (LISTER, 1987; CRUZ et al., 1994; RODGERS; 

JOHNSON, 1995). Este modelo é embasado na premissa de que a exposição de ratos ou 

camundongos a uma nova situação pode causar uma motivação exploratória e 

simultaneamente evocar comportamentos defensivos incitados pela ameaça em 

potencial, isto resulta num conflito entre esquiva e a aproximação, caracterizando assim, 

respostas relacionadas à ansiedade nesses animais (RODGERS et al., 1997). 

Sob esse aspecto, o modelo é amplamente utilizado para a investigação 

da neurobiologia dos comportamentos de defesa e na ação de potenciais agentes 

farmacológicos que possam ser empregados para o tratamento da ansiedade 

(BRANDÃO, 2004; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). Fármacos com ação 
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ansiolítica, por exemplo, os benzodiazepínicos como o midazolam, podem alterar 

comportamentos, pois, produzem aumento do tempo de permanência dos roedores aos 

braços abertos e maior frequência no número de entrada nesses espaços (PELOW et al., 

1985; RODGERS; COLE, 1994; DE-SOUZA et al., 1998; HOLMES; RODGERS, 

1998; MENARD; TREIT, 1999; TEIXEIRA; CAROBREZ, 1999; GRIEBEL et al., 

2000; ROSA et al., 2000; NUNES-DE-SOUZA et al, 2000; BERTOGLIO; 

CAROBREZ, 2000; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). Enquanto fármacos 

ansiogênicos, como o pentilenotetrazol, aumentam o tempo de permanência e de 

entradas nos braços fechados, ou seja, aumento da esquiva aos braços abertos 

(BRANDÃO, 2004).  

Diante das evidências descritas na literatura sobre a influência do convívio nas 

respostas relacionadas à ansiedade, da mesma forma, a participação da amígdala no 

comportamento emocional e os resultados acerca da neurotransmissão gabaérgica na 

modulação da ansiedade, consideramos relevante investigar o papel da neurotransmissão 

gabaérgica na ansiedade induzida pelo modelo animal de empatia para dor. 
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2. OBJETIVOS 
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2.1 Objetivo geral 

Investigar o papel da neurotransmissão GABAA-benzodiazepínica na 

modulação da ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em quadro de dor 

crônica por meio da administração sistêmica e intra-amígdala de midazolam em 

camundongos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

a) Avaliar o efeito da administração sistêmica de midazolam (0,5, 1 e 2 

mg/kg, i.p.), na modulação da ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em 

quadro de dor crônica em camundongos expostos ao LCE.  

b) Avaliar o efeito da administração intra-amígdala de midazolam (3 e 30 

nmol/0,1µl), na modulação da ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em 

quadro de dor crônica em camundongos expostos ao LCE. 
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3. MATERIAL E MÉTODO 
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3.1 Sujeitos 

Foram utilizados camundongos machos, da linhagem suíço-albino (9-12 

por grupo) com 3 semanas de idade, provenientes do biotério central da Universidade 

Federal de São Carlos - UFSCar. Estes animais foram alojados em caixas viveiro (30 x 

19 x 13cm, 2 animais por caixa), mantidos em condições controladas de temperatura (24 

± 1 ºC), e luz (ciclo claro/escuro de 12/12 horas, luzes acesas às 7:00 horas e apagadas 

às 19:00 horas), com livre acesso ao alimento e água, exceto durante as breves sessões 

de teste.  

 

3.2 Ética 

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal da Universidade Federal de São Carlos - CEUA/UFSCar (CEUA Nº 

7315090415). Todos os procedimentos experimentais seguiram as normas e preceitos 

especificados pela diretriz brasileira para o cuidado e a utilização de animais para fins 

científicos e didáticos, elaborada pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal – CONCEA. 

 

3.3 Fármacos 

As drogas utilizadas foram: midazolam (MDZ) [8-cloro-6-(2-

fluorofenil)-1-metil-4H-imidazo(1,5a)(1,4) benzodiazepina (Roche, Brasil)], nas doses 

de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg, intraperitoneal (i.p.) e 3,0 e 30,0 µl intra-amígdala, dissolvido 

em salina (0,9% de cloreto de sódio (NaCl); cloridrato de cetamina (100 mg/kg, i.p., 

anestésico; Syntec, Brasil)  e xilazina (10 mg/Kg, i.p.,  relaxante muscular; Vetbrands, 

Brasil), cetoprofeno (5 mg/kg, i.p., antiflamatório) (LU et al., 2004) e ceftriaxona (4 

mg/kg, i.p., antibiótico). As doses utilizadas foram selecionadas de acordo com estudos 

prévios (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; BAPTISTA et al., 2009; STEPANOVIC-

PETROVIC et al., 2014). 
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3.4 Cirurgia Estereotáxica e Microinjeção 

Os camundongos foram anestesiados com solução de cloridrato de 

cetamina e xilazina (100/10mg/kg, i.p.), e submetidos a tricotomia da região da cabeça, 

e posteriormente, cirurgia estereotáxica (estereotáxico Insight Instruments, Brasil) para 

a implantação bilateral intracraniana de cânulas-guia (25-gauge x 7 mm; Insight 

Equipamentos, Brasil) direcionadas a região do complexo amigdalóide, de acordo com 

as coordenadas em referência ao bregma: AP (anteroposterior) = - 1,1 mm, L (lateral) = 

±3,3 mm e DV (dorsoventral) = -3,0 mm baseadas no atlas de Paxinos e Franklin 

(2001).  

As pontas das cânulas-guia foram deixadas a ± 2 mm acima da estrutura 

alvo para que a mesma não fosse danificada. Para a fixação das mesmas, foram 

utilizados uma prótese de resina acrílica autopolimerizável e um parafuso de aço 

inoxidável preso ao crânio. Um mandril de aço inoxidável (33-gauge; Fishtex®, Brasil) 

foi colocado dentro das cânulas-guia para impedir possíveis obstruções e contaminação, 

sendo removido durante os procedimentos no período de teste. Os animais receberam 

uma injeção de anti-inflamatório cetoprofeno (5mg/kg, i.p.) e antibiótico ceftriaxona 

(4mg/kg, i.p.), para evitar infecções e auxiliar a recuperação pós-cirúrgica (LU et al., 

2004; STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2014). O período pós-operatório durou entre 4 

a 5 dias após a estereotaxia. 

Para investigar o papel específico da neurotramissão GABAérgica na 

amígdala, os animais receberam injeções de salina ou MDZ cinco minutos antes do teste 

comportamental. O procedimento de injeção consistiu em: cada animal foi contido 

manualmente pelo experimentador e uma agulha de injeção (33-gauge) foi inserida 

dentro da cânula-guia para a infusão da solução intra-amígdala. Cada agulha de injeção 

foi conectada, por meio de tubo de polietileno (PE-10), à microsseringa Hamilton 

(10µl). Uma bomba de infusão (Insight BI2000) foi programada para injetar 0,1µl de 

solução durante um período de 60 segundos. O procedimento de injeção consistiu na 

remoção do mandril, inserção da agulha de injeção, infusão da respectiva solução por 60 

segundos e permanência da agulha de injeção por 90 segundos, para evitar o refluxo da 

solução injetada. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno antes, 

durante e depois das injeções foi usado como parâmetro de confirmação do fluxo de 

solução (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; REIS; CANTO-DE-SOUZA, 2008). 
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3.5 Constrição Crônica do Nervo Ciático 

Para reproduzir o modelo de dor crônica, foi utilizado o método proposto 

por Bennet e Xie (1998), e posteriormente modificado para uso com camundongos 

(SOMMER; SCHAFERS, 1998). Após anestesia com cetamina e xilazina (100 mg/kg e 

10 mg/kg, i.p., respectivamente), os animais foram submetidos ao procedimento que 

consiste na secção da fáscia entre o glúteo e bíceps femural e a exposição do nervo 

ciático direito próximo a sua trifurcação. O tecido ao redor do nervo foi cuidadosamente 

cortado a uma distância de aproximadamente 8 mm e, posteriormente, a compressão do 

nervo foi realizada por meio de três ligaduras com fio estéril, não inflamatório e não 

absorvível, mononylon 6.0 (grupo constrição do nervo ciático, CNC).  O outro grupo foi 

submetido a um procedimento similar, não havendo a constrição do nervo (grupo 

Sham). Considerando que esse modelo é um dos modelos de indução da dor crônica, 

Nitanda e colaboradores (2005) demonstraram que os comportamentos relacionados à 

dor aumentam gradualmente até um pico alcançado por volta do 10º dia após a cirurgia 

de constrição do nervo ciático. 

 

3.6 Teste da placa quente 

O teste de placa quente é caracterizado pelo registro do tempo em que os 

animais permanecem sobre uma chapa metálica aquecida a 52ºC (LIU et al., 2002) até 

reagirem ao estímulo térmico, avaliado pelo tempo de latência para retirada ou lambida 

da pata traseira direita, pata em que foi realizada a constrição (CNC) ou não (Sham). O 

tempo máximo que o animal permaneceu sobre a placa foi 30 segundos, para evitar 

lesão nas patas (KURAISHI et al., 1983). 

 

3.7 Labirinto em cruz elevado (LCE) 

O aparato experimental consiste em dois braços abertos (30 x 5 x 0,25 

cm) unidos ortogonalmente a dois braços fechados com paredes transparentes (30 x 5 x 

15 cm), elevados a 38,5cm do solo por um suporte de madeira (LISTER, 1987). Os 

experimentos foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz e foram gravados 

por meio de um sistema de câmera conectada a um computador localizado na sala 

adjacente a sala de testes. A avaliação dos parâmetros comportamentais foi realizada a 
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partir da observação das gravações, acompanhada do uso de um software de análise 

etológica X-Plo-Rat 3.0 (GARCIA et al., 2005).  

Para análise comportamental foram avaliadas: a frequência total de 

entradas nos braços abertos e fechados (a entrada em um braço é definida pelo 

cruzamento com todas as quatro patas para dentro do braço), a porcentagem de entrada 

nos braços abertos [(aberto/total) X 100] e de tempo gasto no braço aberto; os tempos de 

permanência nos braços fechados e na parte central do labirinto [(tempo/300) X 100] 

(LISTER, 1987). Outros parâmetros comportamentais foram avaliados como: as 

frequências de mergulhar (movimento exploratório com a cabeça/ombros para fora dos 

braços abertos) e esticar (stretched attend - SAP: postura exploratória caracterizada pelo 

corpo do animal estendido para frente, depois retrai à posição original sem locomoção 

efetiva, resposta associada à avaliação de risco) e imobilidade. Os braços fechados e o 

centro são áreas consideradas protegidas e braços abertos áreas desprotegidas do 

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

 

3.8 Histologia 

A histologia foi realizada no Experimento 2. Após o término dos 

experimentos os animais foram submetidos à anestesia com uma solução de cetamina e 

xilasina (100/10mg/kg, i.p.), e imediatamente após receberam injeção bilateral de 0,1μl 

de uma solução de 2% de azul de Evans, conforme o procedimento descrito acima para 

a injeção de drogas. Em seguida, os animais foram decapitados, seus encéfalos 

removidos e acomodados em recipientes contendo solução de formalina (10%) para, 

posteriormente, serem seccionados em criostato a temperatura de – 20°C (LEICA CM 

1850, Leica Biosystems, Alemanha). As secções coronais foram avaliadas em 

microscópio (Olympus BX41, Olympus, Japão) e a visualização da dispersão do azul de 

Evans indicou os locais das injeções. Os animais cujas injeções não atingiram o 

complexo amigdalóide foram excluídos da análise estatística. Para os animais que 

receberam tratamento sistêmico (Experimento 1), ao final dos testes foram eutanasiados 

em câmera de CO2. 
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3.9 Delineamento Experimental 

3.9.1 Experimento 1. Avaliação da injeção de midazolam sobre a modulação da 

ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em quadro de dor crônica em 

camundongos expostos ao LCE.  

Após 21 dias do desmame os animais foram alojados em duplas para a 

realização do protocolo experimental de 28 dias. No 14° dia um dos animais da dupla foi 

submetido ao procedimento de cirurgia de constrição do nervo ciático ou não. Após a cirurgia, 

o camundongo voltou para caixa de convivência com seu respectivo coespecífico. No 28° dia 

de convivência, os animais (coespecífico observador) receberam administração de salina ou 

MDZ (0,5, 1 e 2 mg/kg, i.p.), e após 30 minutos foram submetidos individualmente no LCE 

para avaliação comportamental, por cinco minutos. Os animais que não tinham sido expostos 

ao LCE, Sham e CNC foram expostos ao teste no LCE, conforme o procedimento descrito 

acima.  

 

Figura 1. Esquema representativo do período de convívio, cirurgia, injeção e teste no LCE para o Experimento 

1. 1 Figura representativa do labirinto em cruz elevado (LCE). 

 

 

3.9.2 Experimento 2. Avaliação da injeção de midazolam intra-amígdala sobre a 

modulação da ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em quadro de dor 

crônica em camundongos expostos ao LCE. 

Procedimento semelhante ao Experimento 1, exceto que no 23° dia de 

convivência os animais testes foram submetidos à cirurgia estereotáxica para implantação de 

cânulas-guia direcionadas para amígdala. No 28° dia, os animais teste receberam 

administração intra-amígdala de salina ou MDZ (3 e 30 nmol/0,1µl), 5 minutos antes do teste 

no LCE.  
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Figura 2. Esquema representativo do período de convívio, cirurgia, injeção e teste no LCE para o Experimento 

2. 

 

 

3.10 Análise estatística 
 

Os resultados dos Experimentos 1 e 2 foram analisados pela ANOVA de duas vias 

(Fator 1: convívio e Fator 2: tratamento). Quando os valores de F foram significativos, foi 

realizado o teste de comparações múltiplas de Duncan. 

Os resultados dos grupos Sham e CNC expostos ao LCE e a Placa quente, foram 

analisados pelo Teste t de Student.  

Os valores de P menor ou igual a 0,05 foram considerados como significativos.  
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4. RESULTADOS 
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4.1 Experimento 1: Efeito do tratamento sistêmico com midazolam sobre a modulação 

da ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em quadro de dor crônica em 

camundongos expostos ao LCE. 

Para realização do experimento 1, 85 camundongos que conviveram com 

coespecífico submetido à dor crônica foram testados no LCE. Os animais foram divididos nos 

seguintes grupos: Sham/salina = 12; CNC/salina = 11; Sham/midazolam (0,5 mg/kg) = 11; 

CNC/midazolam (0,5 mg/kg) = 12; Sham/midazolam (1,0 mg/kg) = 10; CNC/midazolam (1,0 

mg/kg) = 11; Sham/midazolam (2,0 mg/kg) = 9; CNC/midazolam (2,0 mg/kg) = 9. 

A Figura 3 mostra os efeitos da injeção de salina ou midazolam (0,5, 1 e 2 

mg/kg, i.p), sobre a modulação da ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em 

quadro de dor crônica em camundongos expostos ao labirinto. A ANOVA de dois fatores 

(convívio x tratamento) demonstrou para porcentagem nos braços abertos (%EBA) efeito 

significativo do convívio (F1,77 = 7,94; p<0,05) e tratamento (F3,77 = 5,40; p<0,05), sem efeito 

significativo para a interação entre convívio e tratamento (F3,77 = 1,33; p>0,05). Análises 

posteriores utilizando o teste de comparações múltiplas de Duncan revelaram que os animais 

que conviveram com o parceiro com constrição no nervo ciático (CNC) tratados com salina e 

midazolam (0,5 mg/kg), apresentaram diminuição na %EBA quando comparados ao 

respectivo coespecífico Sham. As injeções de midazolam (1 e 2 mg/kg) aumentaram a % EBA 

nos animais que conviveram com o coespecífico CNC quando comparados ao respectivo 

CNC-salina.    

Figura 3. Efeitos da injeção de salina ou midazolam (0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg), sobre a modulação da ansiedade 

induzida pelo convívio com coespecífico em quadro de dor crônica em camundongos avaliados sobre a 

porcentagem de entradas nos braços abertos do LCE. As barras representam os valores das médias e o erro 

padrão da média ± EPM (n= 9-12). *p<0,05 comparado com respectivo grupo CNC-salina. #p<0,05 comparado 

ao respectivo grupo Sham. 
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A Figura 4 mostra os efeitos da injeção de salina ou midazolam (0,5, 1 e 2 

mg/kg), sobre a modulação da ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em quadro 

de dor crônica em camundongos expostos ao labirinto. A ANOVA de dois fatores (convívio x 

tratamento) demonstrou efeito significativo para porcentagem de tempo gasto nos braços 

abertos (%TBA) no convívio (F1,77 = 7,26; p<0,05) e tratamento (F3,77 = 3,48; p<0,05), sem 

efeito significativo para a interação entre convívio e tratamento (F3,77 = 1,24; p>0,05). 

Comparações posteriores analisadas pelo teste de Duncan revelaram que os animais que 

conviveram com o parceiro CNC tratados com salina e midazolam (0,5 mg/kg), apresentaram 

diminuição na %TBA quando comparados ao respectivo coespecífico Sham. As injeções de 

midazolam (1 e 2 mg/Kg) aumentaram a %TBA nos animais que conviveram com o 

coespecífico CNC quando comparados ao respectivo CNC-salina.   

Figura 4. Efeitos da injeção de salina ou midazolam (0,5, 1 e 2 mg/kg), sobre a modulação da ansiedade 

induzida pelo convívio com coespecífico em quadro de dor crônica em camundongos avaliados sobre a 

porcentagem de tempo gasto nos braços abertos do LCE. As barras representam os valores das médias e o erro 

padrão da média ± EPM (n= 9-12). *p<0,05 comparado com respectivo grupo CNC-salina. #p<0,05 comparado 

ao respectivo grupo Sham. 

 

A Figura 5 mostra os efeitos da injeção de salina ou midazolam (0,5, 1 e 2 

mg/kg), sobre a modulação da ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em quadro 

de dor crônica em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores (convívio x 

tratamento) revelou que para as entradas nos braços fechados (EBF), medida de atividade 

locomotora, não ocorreu efeito significativo para o convívio (F1,77 = 0,55; p>0,05), tratamento 

(F3,77= 0,22; p>0,05) e interação entre convívio e tratamento (F3,77= 0,44; p>0,05).   
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Figura 5. Efeitos da injeção de salina ou midazolam (0,5, 1 e 2 mg/kg), sobre a modulação da ansiedade 

induzida pelo convívio com coespecífico em quadro de dor crônica em camundongos avaliados sobre as entradas 

nos braços fechados do labirinto. As barras representam os valores das médias e o erro padrão da média ± EPM 

(n= 9-12).  

 

 

A Tabela 1 mostra os efeitos da injeção de salina ou midazolam (0,5, 1 e 2 

mg/kg), sobre a modulação da ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em quadro 

de dor crônica em camundongos expostos ao labirinto. A ANOVA de dois fatores (convívio x 

tratamento) demonstrou efeito significativo para as medidas espaço-temporais [Total de 

mergulhos: tratamento (F3,77 = 4,80; p<0,05); porcentagem de mergulhos protegidos: 

tratamento F3,77 = 9,56; p<0,05; e porcentagem de esticar (SAP: stretched attend postures) 

protegido: F3,77 = 3,74; p<0,05)]. Comparações posteriores utilizando o teste de Duncan 

revelaram que o midazolam (1,0 mg/Kg) aumentou o total de mergulhos, enquanto 

midazolam (1 e 2 mg/Kg) diminuiu a porcentagem de mergulhos protegidos nos animais que 

conviveram com o parceiro CNC quando comparados ao respectivo CNC-salina.   

A dose de 2 mg/kg do midazolam diminui a porcentagem de SAP protegido 

nos animais que conviveram com o parceiro CNC quando comparados ao respectivo CNC-

salina. Ausência de efeito significativo foi demonstrado para as outras medidas [porcentagem 

de tempo gasto no centro : convívio (F1,77 = 7,26; p>0,05), tratamento (F3,77 = 0,27; p>0,05) e 

interação entre convívio e tratamento (F3,77 = 1,72; p>0,05); Total de mergulhos: convívio 

(F1,77 = 0,29; p>0,05) e interação entre convívio e tratamento (F3,77 = 0,80; p>0,05); 

porcentagem de mergulhos protegidos: convívio (F1,77 = 1,82; p>0,05) e interação entre 
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convívio e tratamento (F3,77 = 0,70; p>0,05); total SAP: convívio (F1,77 = 0,37; p>0,05), 

tratamento (F3,77 = 0,26; p>0,05) e interação entre convívio e tratamento (F3,77 = 0,17; 

p>0,05); porcentagem de SAP protegido: convívio (F1,77 = 0,87; p>0,05) e interação entre 

convívio e tratamento (F3,77 = 1,21; p>0,05)]. 

Tabela 1. Efeitos da injeção de salina ou midazolam (0,5, 1 e 2 mg/kg) sobre a modulação da ansiedade induzida 

pelo convívio com coespecífico em quadro de dor crônica em camundongos expostos ao labirinto 

Os dados representam média ± erro padrão da média (n= 9-12). *p<0,05 comparado com respectivo grupo 

controle salina. NS = não significativo. 

 

A Tabela 2 ilustra os resultados sobre a latência de retirada da pata traseira 

direita nos animais Sham (n = 75) ou CNC (n = 75) no teste de placa quente realizado no 28° 

dia após os respectivos coespecíficos serem submetidos ao LCE.  O teste t de Student para 

grupos independentes revelou que os animais CNC apresentaram diminuição da latência de 

retirada da pata traseira direita (t147= 10,42, p<0,05) em comparação aos animais Sham.    

Tabela 2. Latência de retirada da pata traseira direita nos animais Sham ou CNC no teste de placa quente 

realizado no 28° dia após seus coespecíficos serem submetidos ao LCE. 

 

 

 

 

Os dados representam a média ± erro padrão da média (n= 75 por grupo). #p<0,05 comparado ao grupo controle 

(Sham). 

 

 

 

 

2

Comportamento SHAM CNC SHAM CNC SHAM CNC SHAM     CNC

Tempo no centro (%) 24,5 ± 3,0 25,4 ± 3,7 24,2 ± 2,0 21,4 ± 2,8 22,2 ± 2,4 24,2 ± 3,0 28,2 ± 5,5 16,5 ± 1,1

Total mergulhos 31,1 ± 3,5 29,4 ± 3,3 29,0 ± 1,6 25,0 ± 2,7 36,2 ± 3,4 43,7 ± 6,4 37,6 ± 4,0 42,4 ± 6,7*

Mergulho protegido (%) 76,3 ± 3,9 87,2 ± 4,2 61,0 ± 7,5 79,1 ± 6,5 47,0 ± 7,8* 52,7 ± 8,3* 47,1 ± 9,6* 42,5 ± 13,1*

Total SAP 40,6 ± 3,8 45,1 ± 5,1 48,4 ± 4,7 46,0 ± 5,1 41,7 ± 4,7 44,8 ± 6,8 42,2 ± 6,6 46,6 ± 7,2

SAP protegido (%) 74,8 ± 4,8 89,3 ± 3,5 79,2 ± 6,4 88,1 ± 3,9 70,6 ± 6,3 73,0 ± 7,3 69,5 ± 6,2 60,4 ± 10,4*

Imbolidade total   1,1 ± 0,4   2,9 ± 2,1   4,5 ± 1,7   4,6 ± 1,7 16,5 ± 13,9   3,5 ± 1,8   6,6 ± 3,7   1,1 ± 0,8

Salina

Midazolam (mg/Kg)

10,5

Grupos Teste de placa quente (s) 

SHAM 21,60 ± 0,35 

CNC  15,22 ± 0,31# 
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4.1.1 Avaliação dos comportamentos relacionados à ansiedade em induzida pela dor 

crônica em camundongos expostos ao LCE.  

Para avaliar a ansiedade induzida pela constrição do nervo ciático foram 

utilizados 20 animais (SHAM: n=10; CNC: n=10). A Figura 6 mostra o efeito da dor crônica 

induzida pela cirurgia de constrição do nervo ciático em camundongos expostos ao LCE. O 

Teste t de Student mostrou redução significativa da %EBA (t18 = 3,08; p<0,05) e %TBA (t18 = 

3,44; p<0,05), nos animais CNC comparados ao grupo Sham.  

Figura 6. Efeitos da dor crônica induzida pela cirurgia de constrição do nervo ciático em camundongos 

avaliados sobre a porcentagem de entradas e tempo gasto do labirinto. As barras representam os valores das 

médias e o erro padrão da média ± EPM (n= 10). #p<0,05 comparado com respectivo grupo controle (Sham). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Figura 7 mostra o efeito da dor crônica induzida pela cirurgia de constrição 

do nervo ciático em camundongos expostos ao LCE. O Teste t de Student revelou que para as 

EBF, não ocorreu efeito significativo, demonstrando que a dor crônica não alterou a 

locomoção nos animais constritos (t18 = -0,61; p>0,05).  
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Figura 7. Efeitos da dor crônica induzida pela cirurgia de constrição do nervo ciático em camundongos 

avaliados sobre as entradas nos braços fechados do labirinto. As barras representam os valores das médias e o 

erro padrão da média ± EPM (n= 10).  

A Tabela 3 mostra os efeitos da dor crônica induzida pela cirurgia de 

constrição do nervo ciático em camundongos expostos ao LCE. A análise do teste t 

demonstrou efeito significativo para porcentagem de mergulhos protegidos (t18 = -3,69; 

p<0,05) e para porcentagem de SAP protegido (t18 = -4,35; p<0,05). Ausência de efeito 

significativo foi observado em outras medidas [% Tempo gasto no centro (TC): t18 = -0,16; 

p>0,05; Total de mergulhos: t18 = 0,91; p>0,05; Total de SAP: t18 = -0,12; p>0,05; Total de 

imobilidade: t18 = 1,0; p>0,05; e entradas nos braços fechados (EBF): F1,18 = 0,37; p>0,05]. 

Tabela 3. Efeitos da dor crônica induzida pela cirurgia de constrição do nervo ciático em camundongos expostos 

ao LCE.  

 

Os dados representam a média ± o erro padrão da média. #p<0,05 comparado com respectivo grupo controle 

(Sham). NS = não significativo 

 

                                                                                                                                                     

Comportamento SHAM CNC 

Tempo no centro (%) 41,8 ± 6,6 43,4 ± 7,0

Total mergulhos 28,8 ± 2,3 24,8 ± 2,8

Mergulho protegido (%) 75,4 ± 5,8   97,5 ± 1,0
#

Total SAP 40,9 ± 2,6 41,4 ± 2,8

SAP protegido (%) 87,5 ± 2,0   97,2 ± 0,8
#

Imobilidade total    0,0 ± 0,0    0,0 ± 0,0

Condição



41 
 

 
 

4.2 Experimento 2: Efeito do tratamento intra-amígdala com midazolam sobre a 

modulação da ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em quadro de dor 

crônica em camundongos expostos ao LCE.  

A análise histológica confirmou a canulação positiva na amígdala de 68 

camundongos e o índice de acerto de 70% do total de animais utilizados. Os animais foram 

divididos nos seguintes grupos: Sham/salina = 12; CNC/salina = 11; Sham/midazolam (3 

nmol/0,1µl) = 12; CNC/midazolam (3 nmol/0,1µl) = 11; Sham/midazolam (30 nmol/0,1µl) = 

12; CNC/midazolam (30 nmol/0,1µl) = 12.  

Figura 8. Representação esquemática dos sítios de microinjeção na amígdala de camundongos. (A) 

Representação esquemática dos locais de microinjeção dentro (círculos cheios) ou fora (círculos cinza) da 

amígdala. Os cortes coronais representados estão entre 1,22 e 2,18 mm em relação ao bregma no atlas de Paxinos 

e Franklin, 2001. Devido à sobreposição, o número de pontos representados é menor do que o número real de 

camundongos. (B) Fotomicrografia de uma secção coronal de um sujeito representativo mostrando o local de 

injeção dentro do complexo amigdalóide.  

 

A Figura 9 demonstra os efeitos da injeção de salina ou midazolam (3 e 30 

nmol/0,1µl) sobre a modulação da ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em 

quadro de dor crônica em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores 

(convívio x tratamento) demonstrou efeito significativo para %EBA no tratamento (F2,62 = 

3,92; p<0,05) e para a interação entre convívio e tratamento (F2,62 = 5,41; p<0,05), sem efeito 

significativo para o convívio (F1,62 = 1,21; p>0,05). Comparações posteriores utilizando o 

teste de Duncan revelaram que os animais que conviveram com o coespecífico CNC tratados 

com salina apresentaram diminuição na %EBA quando comparados aos animais tratados com 

salina e que conviveram com o coespecífico Sham. As injeções de midazolam (3 e 30 
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nmol/0,1µl) aumentaram a %EBA nos animais que conviveram com o coespecífico CNC 

quando comparados ao respectivo CNC-salina. 

Figura 9. Efeitos da injeção de salina ou midazolam (3 e 30 nmol/0,1µl), sobre a modulação da ansiedade 

induzida pelo convívio com coespecífico em quadro de dor crônica em camundongos avaliados sobre a 

porcentagem de entradas nos braços abertos do LCE. As barras representam os valores das médias e o erro 

padrão da média ± EPM (n= 11-12). *p<0,05 comparado com respectivo grupo CNC-salina. #p<0,05 comparado 

ao respectivo grupo Sham. 

 

A Figura 10 apresenta os efeitos da injeção de salina ou midazolam (3 e 30 

nmol/0,1µl), sobre a modulação da ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em 

quadro de dor crônica em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores 

(convívio x tratamento) demonstrou efeito significativo para %TBA na interação entre 

convívio e tratamento (F2,62 = 5,49; p>0,05), sem efeito significativo para o convívio (F1,62 = 

3,19; p>0,05) e para o tratamento (F2,62 = 1,50; p>0,05). Como houve interação as análises 

posteriores utilizando o teste de comparações de Duncan demonstraram que os animais que 

conviveram com o coespecífico CNC tratados com salina apresentaram diminuição na %TBA 

quando comparados aos animais igualmente tratados com salina e conviveram com o 

coespecífico Sham. As injeções de midazolam (3 e 30 nmol/0,1µL) aumentaram a %TBA nos 

animais que conviveram com o coespecífico CNC, quando comparados ao respectivo CNC-

salina.  
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Figura 10. Efeitos da injeção de salina ou midazolam (3 e 30 nmol/0,1µL), sobre a modulação da ansiedade 

induzida pelo convívio com coespecífico em quadro de dor crônica em camundongos avaliados sobre a 

porcentagem de tempo gasto nos braços abertos do LCE. As barras representam os valores das médias e o erro 

padrão da média ± EPM (n= 11-12). *p<0,05 comparado com respectivo grupo CNC-salina. #p<0,05 comparado 

ao respectivo grupo Sham. 

 

A Figura 11 ilustra os efeitos da injeção de salina ou midazolam (3 e 30 

nmol/0,1µL), sobre a modulação da ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em 

quadro de dor crônica em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores 

(convívio x tratamento) revelou que para as EBF, nenhum dos fatores mostrou efeito 

significativo, convívio (F1,62 = 1,04; p>0,05), tratamento (F2,62= 1,08; p>0,05) e interação 

entre convívio e tratamento (F2,62= 0,23; p>0,05).   
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Figura 11. Efeitos da injeção de salina ou midazolam (3 e 30 nmol/0,1µL), sobre a modulação da ansiedade 

induzida pelo convívio com coespecífico em quadro de dor crônica em camundongos avaliados sobre as entradas 

nos braços fechados do labirinto (n= 11-12). As barras representam os valores das médias e o erro padrão da 

média ± EPM. 

A Tabela 4 mostra os efeitos da injeção de salina ou midazolam (3 e 30 

nmol/0,1µL) intra-amígdala, sobre a modulação da ansiedade induzida pelo convívio com 

coespecífico em quadro de dor crônica em camundongos expostos ao labirinto. A ANOVA de 

dois fatores (convívio x tratamento) mostrou efeito significativo para as medidas espaço-

temporais [%TC: tratamento (F2,62 = 1,61; p>0,05); % mergulhos protegidos: interação entre 

convívio e tratamento (F2,62= 7,59; p<0,05); total de SAP: tratamento (F2,62 = 3,47; p<0,05); 

% SAP protegido: convívio (F1,62 = 5,04; p<0,05) e interação entre convívio e tratamento 

(F2,62 = 5,67; p<0,05).  

A ANOVA de dois fatores (convívio x tratamento) mostrou ausência de efeito 

significativo para as medidas espaço-temporais [%TC: convívio (F1,62 = 4,80; p<0,05) e 

interação entre convívio e tratamento (F2,62 = 3,93; p<0,05); total de mergulhos: convívio 

(F1,62 = 0,0008; p>0,05), tratamento (F2,62 = 2,47; p>0,05) e interação entre convívio e 

tratamento (F2,62 = 1,26; p>0,05); %mergulhos protegidos:  convívio (F1,62 = 3,38; p>0,05) e 

tratamento (F2,62 = 2,86; p>0,05); total de SAP: convívio (F1,62 = 0,08; p>0,05) e interação 

entre convívio e tratamento (F2,62 = 1,05; p>0,05); % SAP protegido: tratamento (F2,62 = 1,61; 

p>0,05); total de imobilidade: convívio (F1,62 = 2,05; p>0,05), tratamento (F2,62 = 1,32; 

p>0,05) e interação entre convívio e tratamento (F2,62 = 0,12; p>0,05)]. 
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O teste de comparações de Duncan mostrou que as doses de midazolam (3 e 30 

nmol/0,1µL) diminuíram as porcentagens de tempo gasto no centro, de mergulhos e SAP 

protegidos, sendo que apenas a dose de 30 nmol/0,1µL diminui o total de SAP. 

 

Tabela 4. Efeitos da injeção de salina ou midazolam (3 e 30 nmol/0,1µL) sobre a modulação da ansiedade 

induzida pelo convívio com coespecífico em quadro de dor crônica em camundongos expostos ao LCE (n= 11-

12).  

 

Os dados representam média e ± erro padrão da média. #p<0,05 comparado com respectivo grupo controle 

(Sham); *p<0,05 comparado com respectivo grupo CNC-salina. 
 

A Tabela 5 ilustra os resultados sobre a latência de retirada da pata traseira 

direita nos animais CNC ou Sham no teste de placa quente realizado no 28° dia após seus 

coespecíficos serem submetidos ao LCE.  O teste t de Student para grupos independentes 

revelou que os animais CNC apresentaram diminuição da latência de retirada da pata traseira 

direita (t134= 9,20; p<0,05) em comparação aos animais Sham.    

Tabela 5. Latência de retirada da pata traseira direita nos animais CNC ou Sham no teste de placa quente 

realizado no 28° dia após seus coespecíficos serem submetidos ao LCE (n=68 por grupo).  

Grupos Teste de placa quente (s) 

Sham 21,22 ± 0,48 

CNC  15,22  ± 0,43# 
 

Os dados representam média e ± erro padrão da média. #p<0,05 comparado com respectivo grupo controle 

(Sham). 

 

 

                                                                                                         MIDAZOLAM (nmol/0,1µL)

Comportamento SHAM CNC SHAM CNC SHAM CNC 

Tempo no centro (%) 16,9 ± 2,2 31,3 ± 3,7
#

24,6 ± 3,7 22,3 ± 2,2* 17,2 ± 2,3 21,2 ± 2,7*

Total mergulhos 28,1 ± 3,1 27,3 ± 3,7 33,7 ± 4,1 28,5 ± 2,5 20,5 ± 3,4 26,3 ± 3,1

Mergulho protegido (%) 44,6 ± 6,0 88,3 ± 4,0
#

49,9 ± 7,8 50,6 ± 7,6* 67,4 ± 7,0 56,5 ± 8,3*

Total SAP 34,8 ± 2,9 39,0 ± 3,3 32,6 ± 4,1 30,8 ± 2,6 29,0 ± 2,4 27,0 ± 2,7*

SAP protegido (%) 76,6 ± 3,5 96,6 ± 1,0
#

80,1 ± 4,2 80,8 ± 2,2* 84,0 ± 4,0 82,5 ± 3,6*

Imobilidade total (tempo)   6,0 ± 3,7   2,5 ± 2,3 13,4 ± 11,6   3,5 ± 1,9 20,5 ± 8,4 10,7 ± 4,9

0,3 30Salina 
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8. DISCUSSÃO 
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O presente estudo investigou o papel da neurotransmissão GABAA-

benzodiazepínica na modulação da ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em 

quadro de dor crônica por meio da administração sistêmica e intra-amígdala de midazolam em 

camundongos. Os resultados demonstraram que o convívio com animal submetido à constrição 

do nervo ciático promoveu aumento de comportamentos relacionados à ansiedade sugerindo 

dessa forma o valor potencial que o convívio com a dor gera no parceiro. O tratamento com 

midazolam (1,0 e 2,0 mg/kg, Experimento 1) e intra-amígdala (3, 30 nmol/0,1µl, Experimento 

2) produziu aumento da porcentagem de entradas e de tempo gasto nos braços abertos, além de 

diminuir comportamentos de avaliação de risco, reforçando o efeito ansiolítico deste fármaco. 

Os resultados foram observados na ausência de mudança significativa na atividade locomotora, 

representada pela frequência de entradas nos braços fechados do labirinto, em ambos os 

Experimentos 1 e 2. 

Para verificar a dor induzida pelo modelo de constrição do nervo ciático, os 

aniamis CNC e SHAM foram avaliados no teste de placa quente. Os resultados demonstraram 

diminuição na latência de retirada da pata nos animais com o nervo constricto (KURAISHI et 

al., 1983), o que confirma a efetividade do procedimento cirúrgico nos dois experimentos, 

reforçando outros estudos da literatura com o mesmo modelo de dor crônica (BENNETT; XIE 

1988; SOMMER; SCHAFERS, 1998; BAPTISTA-DE-SOUZA et al, 2015). 

Recentemente foi demonstrado que estados afetivos podem modular respostas 

relacionadas à empatia em roedores (SINGER et al., 2004; LANGFORD et al., 2006; 

LANGFORD et al., 2011), uma vez que foi verificada a redução dessas respostas em ratos 

que receberam injeções de midazolam e foram expostos ao teste de ajuda. Nesse caso, ao 

amenizar o estado afetivo relacionado à ansiedade, consequentemente foi reduzido o 

comportamento do rato livre em libertar o seu coespecífico, evidenciando o aspecto 

emocional presente na motivação desses animais em exibir comportamentos de ajuda e 

libertar seu parceiro (BARTAL, et al., 2016). Este resultado reforça a hipótese de que a 

emoção é a base para qualquer tipo de capacidade relacionada à empatia (PANKSEPP; 

LAHVIS, 2011).   

Evidências da literatura têm sido discutidas a respeito das respostas de roedores 

frente a estados afetivos, pois, demonstraram alterações da resposta de percepção da 

nocicepção em camundongos quando estes observam um familiar em sofrimento (SINGER et 

al., 2004; LANGFORD et al., 2006; LANGFORD et al., 2011; MARTIN et al., 2015).  Neste 

contexto, estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa encontraram um aumento da 
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sensibilidade à nocicepção em camundongos submetidos ao protocolo de convívio com um 

par em dor crônica e submetidos à observação de seu coespecifico no teste de contorções 

(PELARIN et al., 2013; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; ZANIBONI et al., 2016).  

Sob esse aspecto, tendo em vista que respostas nociceptivas podem ser 

modificadas por situações estressantes (RHUDY; MEAGHER, 2000) pode-se sugerir que o 

convívio com coespecífico em quadro de dor crônica seria capaz de induzir comportamentos 

relacionados à ansiedade no parceiro, o que foi confirmado pelo aumento das respostas de 

ansiedade observadas em camundongos avaliados no labirinto em cruz elevado (LCE) 

(BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015). Considerando que a dor crônica pode ser entendida 

como uma forma de estresse (VACHON-PRESSEAU et al., 2013), recentemente outro estudo 

realizado por nosso grupo, revelou aumento de comportamentos relacionados à ansiedade em 

camundongos quando expostos ao convívio com o parceiro submetido ao estresse crônico de 

contenção, tais como diminuição das respostas de exploração aos braços abertos do LCE, 

aumento de comportamentos relacionados à avaliação de risco e de percepção da nocicepção 

(CARNEIRO DE OLIVEIRA et al., 2016).  

Corroborando com esses achados do nosso grupo, os resultados deste trabalho 

demonstraram que o convívio com coespecífico em quadro de dor crônica aumenta os 

comportamentos relacionados à ansiedade em camundongos expostos ao LCE. Resultado de 

aumento da ansiedade induzida por fatores estressantes já foi descrito em outro estudo 

semelhante ao que utilizamos neste trabalho, entretanto o efeito ansiogênico foi produzido 

pelo convívio com um coespecífico inoculado por um tipo de tumor (TOMIYOSHI et al., 

2009). Assim parece razoável sugerir que o tipo de convivio social utilizado neste estudo ou 

seja, convívio com coespecífico em quadro de dor crônica por 14 dias, fortalece os resultados 

obtidos anteriormente onde o camundongo observador apresenta aumento da nocicepção 

(PELARIN et al., 2014; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; ZANIBONI et al., 2016) e da 

ansiedade (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015), caracterizando a resposta de empatia em 

camundongos avaliados no labirinto.   

O efeito da dor crônica nas respostas relacionadas à ansiedade tem sido 

demonstrado na literatura (ATTAL et al., 2008; GERRITS et al., 2012;  HAANPÄÄ et al., 

2009; SIMONS et al., 2014). Nesse contexto, estudos pré-clínicos mostraram o aumento de 

comportamentos relacionados à ansiedade em roedores submetidos a constrição do nervo 

ciático  (ROESKA et., 2009; ÇIVI et al., 2016; YALCIN et al., 2011).  
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Com o propósito de verficar essas respostas no nosso estudo, os animais 

constritos foram expostos ao labirinto. A análise comportamental dos animais foi 

caracterizada pela diminuição de entradas e tempo gasto nos braços abertos do labirinto e 

aumento de comportamentos de avaliação de risco (mergulho e SAP protegidos), sugerindo o 

efeito ansiogênico gerado pela dor crônica. Resultado semelhante foi observado nos 

camundongos submetidos ao estresse crônico, caracterizado pelo aumento de respostas 

relacionadas à ansiedade quando testados no labirinto (CARNEIRO DE OLIVEIRA et al., 

2016).  Sendo assim, os nossos resultados sugerem que além do convívio com a dor crônica, 

os coespecíficos também estão expostos ao convívio com um parceiro ansioso.  

Nesse sentido, pode-se sugerir que os resultados obtidos sobre a modulação da 

ansiedade induzida pelo convívio com coespecífico em quadro de dor crônica podem estar 

intrinsicamente associados ao estado emocional do coespecífico CNC, visto que por meio de 

mecanismos de ação-percepção, o sujeito passa a experienciar um estado emocional similar 

daquele que observa (PRESTON; DE WAAL, 2002; MOYA–ALBIOL et al., 2010). Ao 

expor os animais teste ao labirinto, igualmente foi observado aumento de comportamentos 

relacionados a ansiedade, ou seja, diminuição das entradas e tempo gastos nos braços abertos 

do labirinto e aumento das medidas de mergulho e SAP protegidos (RODGERS et al., 1997). 

Sendo assim, esses resultados contribuem para fortalecer a hipótese sobre influência de 

estados emocionais nos comportamentos de roedores existência de um componente emocional 

nos camundongos (BARTAL, et al 2016) pois, o convívio com animal submetido à constrição 

do nervo ciático promoveu aumento de comportamentos relacionados à ansiedade sugerindo 

dessa forma o valor que o convívio com a dor e a ansiedade gera no parceiro.  

Dentro desse contexto, evidências revelaram a participação da neurotransmição 

GABAérgica na modulação da ansiedade  e nos processos da dor (Experimento 1). O GABA 

é o principal neurotransmissor inibitório do SNC, e nos receptores GABAA estão localizados 

sítios de ligação para o GABA, fármacos benzodiazepínicos, barbitúricos, etanol, anestésicos 

inalatórios, furosemida, esteróides neuroativos e picrotoxina (DELUCIA, 2014). Os 

benzodiazepínicos facilitam a neurotramissão GABAérgica, modulando a abertura dos canais 

de cloro, isso acontece devido a mudança de conformação do sítio de ligação alostérico, 

aumentando a afinidade ao receptor GABAA pelo GABA (HAEFELY, 1990; SMITH, 2001; 

ATACK, 2005) o que possibilita a hiperpolarização das células, a redução da atividade 

neuronial e mudança de estados emocionais (SMITH, 2001).  
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Nesse sentido, pesquisas realizadas com benzodiazepínicos encontraram que a 

administração sistêmica do midazolam (agonista benzodiazepínico) é capaz de promover 

efeito ansiolítico em roedores (PELOW et al., 1985; RODGERS; COLE, 1994; DE-SOUZA 

et al., 1998; HOLMES; RODGERS, 1998; MENARD; TREIT, 1999; TEIXEIRA; 

CAROBREZ, 1999; GRIEBEL et al., 2000; ROSA et al., 2000; NUNES-DE-SOUZA et al, 

2000; BERTOGLIO; CAROBREZ, 2000) e ainda atenuou  a hiperalgesia em camundongos 

expostos ao teste de contorções abdominais (ZANIBONI et al., 2016). Considerando esses 

achados, o tratamento sistêmico com midazolam (1 e 2 mg/Kg) utilizado no Experimento 1, 

produziu aumento da porcentagem de entradas e de tempo gasto nos braços abertos, e do total 

de mergulhos, e diminuição da porcentagem de mergulhos e SAP protegido, caracterizando o 

efeito ansiolítico. Os resultados foram observados na ausência de mudança significativa na 

atividade locomotora, representada pela frequência de entradas nos braços fechados do 

labirinto. Os dados encontrados corroboram com trabalhos anteriores cujo midazolam 

administrado sistemicamente em ratos e camundongos reduziu respostas relacionadas à 

ansiedade (NUNES-DE-SOUZA et al, 2000; BERTOGLIO; CAROBREZ, 2002; CRUZ-

MORALES et al., 2002), aumentando a exploração dos braços abertos do LCE e diminuindo 

comportamentos de avaliação de risco.  

Durante a exposição ao labirinto roedores como por exemplo, ratos (ROSA et 

al., 2000) e camundongos (HOLMES; RODGERS, 1998), exibem um comportamento 

exploratório caracterizado por evitação progressiva dos braços abertos e preferência pelos 

braços fechados do labirinto. Os fármacos benzodiazepínicos e outros compostos ansiolíticos 

são capazes de modificar este padrão comportamental em roedores, aumentando a 

porcentagem de entradas e o tempo gasto nos braços abertos do labirinto (PELOW et al., 

1985; RODGERS; COLE, 1994; DE-SOUZA et al., 1998; HOLMES; RODGERS, 1998; 

MENARD; TREIT, 1999; TEIXEIRA; CAROBREZ, 1999; GRIEBEL et al., 2000; ROSA et 

al., 2000; NUNES-DE-SOUZA et al, 2000; BERTOGLIO; CAROBREZ, 2000). Os trabalhos 

citados acima foram realizados com animais que conviveram em grupo. Apesar de no nosso 

estudo os camundongos conviverem em duplas, isso não foi fator limitante para que o 

agonista dos receptores GABAA-benzodiazepínicos produzisse o efeito ansiolítico. Ao lado 

das medidas convencionais, as medidas espaço-temporais, como posturas de esticar o corpo e 

mergulhar a cabeça, têm sido utilizadas para fornecer dados de avaliação de risco no labirinto 

(RODGERS; JOHNSON, 1995), estes comportamentos de avaliação de risco são sensíveis 

aos benzodiazepínicos (HANDLEY, 1991). 
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A partir dos resultados sobre o tratamento sistêmico, pode-se sugerir o 

envolvimento da neurotransmissão GABAérgica na modulação da ansiedade induzida pelo 

convívio com coespecífico em quadro de dor crônica. Contribuições de diversas pesquisas 

discorrem sobre a neurotransmissão GABAérgica presente na amígdala (MILLAN, 2003) e 

que essa estrutura integra um sistema responsável pela emissão de respostas incondicionadas 

associadas a expressão da ansiedade (BRANDÃO et al., 1994, BRANDÃO et al., 1999). Sob 

esse aspecto, injeções centrais de benzodiazepínicos podem reduzir comportamentos 

relacionados à ansiedade em diferentes modelos animais (YOUNG; KUHAR, 1980; 

HODGES et al., 1987; ZANGROSSI; GRAEFF, 1994; NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; 

BARBALHO; NUNES-DE-SOUZA; CANTO-DE-SOUZA, 2009). 

Sendo a amígdala uma das estruturas do sistema límbico que participa da 

modulação das respostas emocionais (BRANDÃO, 2004; LeDOUX, 2000) e de nocicepção 

(NEUGEBAUER et al., 2004) um estudo conduzido por nosso grupo de pesquisa, evidenciou 

a participação da amígdala no protocolo de empatia para dor, pois, ao inativá-la foi observado 

aumento do número de contorções abdominais nos camundongos em comparação ao seu 

grupo controle (PELARIN et al., 2013). Tendo em vista que as sinapses gabaérgicas podem 

influenciar todos os sistemas de neurotransmissão do SNC, alterações na modulação de algum 

desses sistemas pode ser resultado da ação do efeito de benzodiazepínicos (GRAEFF; 

HETEM, 1997). Um exemplo é o serotoninérgico, este sistema tem sido implicado na 

modulação de estímulos aversivos como a ansiedade e a depressão (BIGOS et al., 2008; 

MURPHY et al., 2009; GODLEWSKA et al., 2012). A amígdala possui todos os subtipos de 

receptores de 5-HT, os quais são responsáveis na mediação inibitória e excitatória da 5-HT e 

algumas de suas projeções estão expressas nos interneurônios GABAérgicos e 

glutamatérgicos (MCDONALD; MASCAGNI, 2007). Pesquisas anteriores observaram que o 

aumento de liberação de 5-HT na amígdala basolateral pode aumentar respostas relacionadas 

à ansiedade e medo (JOHNSON et al., 2015). 

A vasta literatura acerca dos efeitos do midazolam, o papel da amígdala nos 

processos emocionais e o resultado encontrado no estudo de Pelarin e colaboradores (2013) 

impulsionou a investigação dessa estrutura no presente trabalho. Sendo assim, foi observado o 

efeito ansiolítico promovido pelas duas doses intra-amígdala de midazolam (3 e 30 nmol/ 

0,1µl), caracterizado pelo aumento de entradas e tempo gasto nos braços abertos, diminuição 

de tempo gasto no centro do aparato e diminuição do total de SAP, % SAP protegido e 

mergulho protegido. As doses não alteraram a atividade locomotora dos animais, verificada 
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pela frequência de entradas nos braços fechados. Efeitos ansiolíticos já foram demonstrados 

após aplicação bilateral de benzodiazepínicos no complexo amigdalóide em diferentes 

modelos de ansiedade, inclusive o labirinto (MENARD; TREIT, 1999). Outras evidências da 

literatura apontam para o papel dessa estrutura na modulação de respostas emocionais 

(GOLDSTEIN et al., 1996; LeDOUX, 2012) e na empatia (SINGER; LAMM, 2009). 

Os nossos resultados corroboram com outros estudos que observaram o 

aumento da exploração aos braços abertos no LCE e diminuição dos comportamentos de 

avaliação de risco após tratamento intra-amígdala com midazolam (NUNES-DE-SOUZA et 

al., 2000; BARBALHO; NUNES-DE-SOUZA; CANTO-DE-SOUZA, 2009) e intra-

substância cinzenta periaquedutal em camundongos (REIS; CANTO-DE-SOUZA, 2008). 

Entretanto, nenhum estudo havia investigado a participação dos receptores GABAérgicos da 

amígdala na modulação da ansiedade no contexto do modelo de empatia apresentado neste 

trabalho.  Os nossos resultados com a administração bilateral intra-amígdala de midazolam, 

fortalecem o envolvimento dos receptores GABAérgicos da amígdala na modulação da 

resposta de ansiedade induzida pelo convívio com o coespecífico com dor crônica em 

camundongos. 
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9. CONCLUSÃO 
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Em conclusão, este estudo apóia o entendimento da participação da 

neurotransmissão gabaérgica na modulação da ansiedade induzida pelo convivío com a dor 

crônica, bem como demonstra que por meio de respostas relacionadas à empatia se torna 

possível investigar alterações comportamentais resultantes da percepção do estado emocional 

do outro.  

Além disso, os resultados sugerem que o tratamento sistêmico e injeções 

centrais na amígdala de midazolam podem reverter o padrão comportamental ansiogênico 

presente nos animais submetidos ao protocolo de convivência com a dor, o que contribui para 

esclarecer o envolvimento dos receptores GABAérgicos da amígdala na modulação da 

resposta de ansiedade induzida pelo convívio com o coespecífico com dor crônica em 

camundongos. 
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