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RESUMO

A ansiedade é um fendmeno emocional fundamental, imprescindivel dentro do
repertorio afetivo e sua importdncia para a compreensdo dos comportamentos
emocionais dos individuos impulsionou o desenvolvimento de estudos pré-clinicos que
contribuem para o entendimento das bases neurobildgicas envolvidas em sua
modulacdo. Estudos demonstraram o envolvimento do complexo amigdaldide em
comportamentos emocionais relacionados a expressdao da ansiedade e que ainda 0s
receptores GABAA-benzodiazepinicos apresentam importante papel na modulacdo da
ansiedade e da nocicepcdo em modelos animais. A convivéncia com coespecifico com
dor cronica produz aumento da ansiedade no camudongo observador e essas evidéncias
fortalecem o pressuposto de que respostas referentes a ansiedade possibilitam identificar
a existéncia de um comportamento emocional presente entre os animais, caracterizados
como comportamentos relacionados a empatia. Este estudo investigou os efeitos da
injecdo sistémica e intra-amigdala de midazolam (MDZ), agonista dos receptores
GABAA-benzodiazepinicos, na modulagdo da ansiedade induzida pelo convivio com
coespecifico em quadro de dor crénica em camundongos expostos ao labirinto em cruz
elevado (LCE). Para isso, camundongos machos Sui¢o-albinos foram alojados em pares
durante um protocolo de convivéncia de 28 dias. Apds 14 dias de convivio, um dos
animais da dupla foi submetido a cirurgia de constricdo do nervo ciatico (CNC) ou
apenas submetido a uma cirurgia sem constri¢cdo do nervo (Sham) e no 28° dia o animal
que conviveu com seu coespecifico CNC ou Sham (camundongo observador) foi
submetido ao teste no LCE durante cinco minutos. Experimento 1: O camundongo
observador recebeu injecdo de salina ou midazolam [0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg,
intraperitoneal (i.p.)] e, apds 30 minutos, foi submetido ao teste no LCE. Experimento
2: No 23° dia de convivéncia o sujeito observador foi submetido a cirurgia estereotaxica
para implatancdo bilateral de cénulas-guia na amigdala e no 28° dia recebeu injecao
intra-amigdala de MDZ (3 e 30 nmol/0,1pl) cinco minutos antes de ser exposto ao LCE.
A anélise de variancia (ANOVA) de dois fatores seguida pelo post hoc de Duncan
revelou que o convivio com animal submetido a CNC promoveu aumento de
comportamentos relacionados a ansiedade sugerindo a influéncia que o convivio com a
nocicepgdo gera no parceiro. No experimento 1, o MDZ (1,0 e 2,0 mg/kg) produziu
efeito ansiolitico nos animais teste, caracterizado pelo aumento da exploracdo nos
bragos abertos e reducdo dos comportamentos de avaliagdo de risco, sem prejudicar a
atividade locomotora. No experimento 2, igualmente foi observado esse efeito
ansiolitico do MDZ (3 e 30 nmol/0,1ul). Os resultados sugerem que 0S receptores
GABAA-benzodiazepinicos estdo envolvidos na modulacdo da ansiedade induzida pelo
convivio com coespecifico em quadro de dor crdnica em camundongos expostos ao
LCE, evidenciando a participacdo da neurotransmissdo gabaérgica na amigdala na
modulacgéo da ansiedade induzida por esse protocolo de convivéncia 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 28" day, the
observer cagemate received intra-amygdala injections of saline or midazolam (3 e 30
nmol/0,1ul) 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 relevancia para o entendimento das relagdes entre os individuos tornou-
se tema de pesquisa em diversas areas do conhecimento. Nesse sentido, a empatia se
configura como fator crucial na vivéncia emocional e interacdo 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 emogdes uns com os outros possibilita
predizer e compreender seus sentimentos, acOes e motivacdes (SINGER, 2006;
BERNHARDT; SINGER, 2012). De acordo com Singer e colaboradores (2004), o
estado empatico se inicia a partir da observacdo ou imaginacdo de outro individuo em
um determinado estado emocional, ativando automaticamente esse mesmo estado no
observador. Esse mecanismo juntamente com a acdo do coértex pré-frontal e a
compreensdo de como as respostas comportamentais séo refinadas, poderia explicar os
diferentes niveis de empatia em diferentes espécies e em diferentes faixas etarias em
individuos de uma mesma espécie (PRESTON; DE WALL, 2002).

Dessa forma, estudos revelam que quando um individuo observa outro
em determinado estado motor, emocional ou perceptivo, terd as mesmas areas ativadas
que as do observado (PRESTON, 2006; MOYA-ALBIOL et al., 2010). Esse processo
estaria relacionado a respostas somaticas e autondmicas efetivas, caracterizando o
modelo de acdo- percepcdo (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 percep¢do no outro, 0 sujeito passa a sentir uma
experiéncia similar daquele que observa (PRESTON; DE WALL, 2002; GALLESE et
al., 2004).

Com o objetivo de se identificar essas bases bioldgicas, Singer e
colaboradores (2004) investigaram sitios envolvidos na expressédo da empatia a partir de
estimulos nociceptivos. Os resultados obtidos mostraram que areas envolvidas na
nocicepcdo, como a insula anterior, cortex cingulado anterior, cerebelo e tronco
cerebral, sdo ativadas igualmente ao receber o estimulo doloroso e durante a observacgao
de um estado doloroso. O alicerce dessas pesquisas neurocientificas se sucedeu pelo
reconhecimento de neurdnios espelho, isto é, neurénios visuo-motores situados no giro

frontal inferior, 16bulo parietal inferior e no cortex pré-motor e que estdo envolvidos na
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ativacdo reflexa que advém da observacédo 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 multiplos
circuitos e processos cerebrais e sensoriais, 0s quais abrangem desde estruturas mais
basais do tronco encefalico até centros corticais mais desenvolvidos sob a perspectiva
evolutiva (LANGFORD et al., 2006). Nesse sentido, ndo existiria uma area especifica,
mas, areas que funcionam concomitantemente quando h& expressdo da empatia de
acordo com a situacdo observada e sentida, ou seja, observar alguém num estado
doloroso automaticamente ativara no observador as areas envolvidas na modulacao da
dor (PRESTON, 2006).

Pesquisas recentes discorrem que a manifestacdo da empatia se
configura como produto de diversos processos afetivos, cognitivos e comportamentais,
0s quais se diferem em relacdo ao contexto, espécies e desenvolvimento (PANKSEPP;
LAHVIS, 2011). Zaki e Ochsner (2012), sugeriram a classificagdo da empatia em trés
subdivis@es, a habilidade de percepgdo e compressdo do estado emocional do outro
seria 0 mentalizing; enquanto a capacidade de sentir o que o outro esta sentindo, ou
seja, compartilhar a experiéncia, caracteriza o experience sharing; e por fim, o
prosocial concern que se configura como a motivagdo para amenizar o sofrimento do
outro, e dessa forma refletir e agir diante ao estado emocional do outro e a situagéo.

Essas condicOes afetivas podem ser observadas sob o aspecto clinico,
assim tém sido sugerido que pessoas cuidadoras ou que convivem com um familiar em
um estado algico, exibem respostas de percepcdo da dor alterada (FLOR et al., 1987;
MIASKOWSKI et al., 1997) o que pode estar associado ao processo de empatia. Além
disso, algumas pesquisas tém demonstrado outras consequéncias negativas a cerca da
salde mental e fisica do cuidador, visto que entre as evidéncias se caracterizam uma
prevaléncia maior de transtornos psiquiatricos, doencas somaticas, isolamento social,
estresse, alteracdo na saude clinica geral, e desenvolvimento de sintomas relacionados a
ansiedade e depressédo (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 condicdo empatica foi, por muito tempo, considerada uma
capacidade exclusiva do homem. Atualmente é reconhecida em outras espécies, como
em roedores diante de seus coespecificos (PRESTON; DE WAAL, 2002;
LANGFORD et al., 2006; 2010; 2011; BARTAL et al., 2011; 2016; MOGIL, 2015;
BAPTISTA-DE-SOUZA, 2015). Tal caracteristica permite a investigacdo das bases
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bioldgicas da empatia e sua relacdo com os estados emocionais e comportamentos,
proporcionando novas possibilidades de entendimento do carater emocional e social
do ser humano (SINGER et al., 2004; LANGFORD et al., 2006; SINGER; LAMM,
2009; BERNHARDT; SINGER, 2012). Estudos tém sugerido que roedores emitem
comportamentos referentes a empatia de forma rudimentar (GRENIER; LUTHI,
2010), ou seja, suas respostas sdo moduladas pelo contagio emocional e nesse sentido,
0s comportamentos exibidos a partir da percepcdo do outro levaria & ativagdo 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 observacdo de um coespecifico
durante um periodo algico pode reduzir ou aumentar respostas nociceptivas no
observador de acordo com os comportamentos apresentados pelo observado, assim,
camundongos se tornam mais sensiveis a dor quando observam um familiar em
sofrimento.

Da mesma forma, comportamentos relacionados a percepcao dolorosa
foram investigados por nosso grupo de pesquisa. Os estudos foram baseados em um
protocolo de convivéncia durante 14 dias com um coespecifico submetido a dor
cronica induzida pela constricdo do nervo ciatico. Os resultados obtidos mostraram
gue o convivio é capaz de aumentar a resposta nocicpetiva nos animais submetidos ao
teste de contorcdes (PELARIN et al., 2013; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015;
ZANIBONI et al., 2015; FERRARI; CANTO-DE-SOUZA, 2016).

Outra pesquisa fundamentada na investigacdo de respostas empaticas
em modelos animais investigou o comportamento relacionado a 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 (coespecifico) (BARTAL et al., 2011).
Nesse caso, 0S autores sugerem que esses comportamentos estdo relacionados a uma
acdo do animal em ajudar, de forma a cessar o sofrimento de seu coespecifico ou o seu
proprio em presenciad-lo preso. As respostas observadas neste estudo estdo
relacionadas a habilidade prosocial concern, configurando uma preocupacdo pro-
social exibida pelo comportamento de aliviar o sofrimento sentido pelo outro
(PRESTON, 2006; ZAKI; OSCHNER, 2012).
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Além desses estudos, evidéncias igualmente foram descritas sobre
respostas relacionadas a ansiedade em protocolos de convivéncia. Sob esse ascpeto,
Tomiyoshi e colaboradores (2009), observaram aumento de respostas relacionadas a
ansiedade em animais avaliados no labirinto em cruz elevado (LCE) ap6s coabitarem
com um coespecifico inoculado por um tumor. Em diferente contexto, resultados
encontrados por nosso grupo de pesquisa demonstraram que o convivio com a dor de
seu coespecifico pode aumentar respostas relacionadas a ansiedade em camundongos
expostos ao LCE (BAPTISTA- DE-SOUZA, et al., 2015). Esses resultados sugerem
que por meio da avaliacdo de respostas relacionadas a ansiedade geradas pelo
convivio, torna-se possivel observar a existéncia de um componente emocional
presente entre os animais que influencia seus comportamentos (BARTAL, et al.,
2016).

A ansiedade é um estado emocional compartilnado por difenretes
espécies de vertebrados, sendo uma emocao fundamental e imprescindivel dentro do
repertdrio afetivo (STEIN; BOUWER, 1997). As raizes bioldgicas da ansiedade estéo
relacionadas as reacdes de defesa dos individuos perante contextos que representem
ameaca ou perigo a sobrevivéncia, ao bem-estar e a integridade fisica, permitindo
respostas adequadas frente a estimulos ameacadores (BLANCHARD; GRIEBEL,;
BLANCHARD, 2001; GRAEFF; ZANGROSSI, 2002; GRAY; MCNAUGAHTON,
2000). Geralmente, essas reacdes de defesa desencadeam respostas fisiolégicas como
aumento da frequéncia respiratoria, aceleracdo do batimento cardiaco, necessidade
de miccdo ou defecacdo, provocando um estado emocional desconfortante
(BRANDAO, 2004; DELUCIA, 2014). Além disso, outras mudangas fisiologicas
podem ajudar o individuo a enfrentar situacbes de ameaca como a estimulacdo de
processos menmonicos, aumento da atencdo 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 situagdes onde ha um
perigo real e evidente, a ansiedade esta associada a circunstancias de um perigo em
potencial ou incerto (BLANCHARD; BLANCHARD; RODGERS, 1990; GRAEFF,
1989). A eminéncia de uma situacdo de risco futuro pode promover respostas de
evitacdo e avaliacdo de risco, dessa forma, o estimulo aversivo prepara o organismo
para um possivel contingente estressor (BRANDAO, 2004; DELUCIA, 2014).
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Sob o aspecto evolutivo, a ansiedade € uma resposta necessaria para
motivar o desempenho e favorecer a adaptacdo dos individuos a uma variedade de
estimulos internos e externos que o ameacam. Porém, essa resposta pode se tornar
patoldgica quando o grau de estimulacdo for desproporcional as necessidades
objetivas da situacdo externa, caracterizando uma resposta inadequada a um
determinado estimulo (BRANDAO,2004; DELUCIA, 2014).

Alguns trabalhos tém demonstrado a participacdo de sistemas neurais
envolvidos na modulacdo da ansiedade e que séo recrutados de acordo com a natureza
do estimulo apresentado (BRANDAO et al., 1994;: BRANDAO et al., 2003). Um destes
sistemas € conhecido como sistema cerebral aversivo, composto por substancia cinzenta
periaquedutal dorsal, hipotdlamo medial, amigdala e hipdfise e envolvido na emisséo de
respostas incondicionadas como comportamentos de luta e fuga, imobilidade, analgesia,
hipertensdo, taquicardia e hiperventilacio (GRAEFF; GUIMARAES, 2000). Essas
estruturas desempenham um papel essencial na modulagdo de respostas
comportamentais, fisioldgicas e no desenvolvimento das reagdes psicolégicas de estados
emocionais aversivos (GRAEFF, 1990).

Por outro lado, respostas condicionadas caracterizadas pela inibicdo
comportamental, aumento da atencdo seletiva e aumento da vigilancia séo moduladas
pelo sistema de inibicdo comportamental formado pelo sistema septo-hipocampal e vias
noragrenérgicas e serotoninérgicas ascendentes que inervam essas estruturas (GRAY,
1987; GRAY; McNAUGHTON, 2000). Tal estado € identificado como a propria
ansiedade e se assemelham a sintomas observados em transtornos de ansiedade
(BRAWMAN-MINTZER; LYDIARD, 1997; RODRIGUEZ, 1999).

Dentre as estruturas que compdem esses sistemas, destaca-se uma que
funciona como uma conexdo entre eles, a amigdala. A amigdala é uma estrutura
integrante do sistema limbico e em conjunto com outras do sistema nervoso central
(SNC), participa do controle das emocdes, sendo amplamente caracterizada pela sua
atividade na modulacdo do comportamento emocional (LEDOUX, 2000; BRANDAO,
2004). Nesse sentido, a amigdala funciona como uma conexao entre o0s sistemas
sensoriais que enviam a informacédo sobre os estimulos incondicionados e condicionados
até seus nucleos basolateral e lateral, visto que o controle das reacdes motoras e
autondmicas € realizado pelas regides subcorticais dessa estrutura, ainda particularmente
0 nuacleo central da amigdala é uma conexdo fundamental na circuitaria neural
subjacente ao condicionamento emocional aversivo (BLANCHARD; BLANCHARD,
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1972; LeDOUX et al., 1990; LeDOUX, 2000). Assim, a amigdala esta envolvida na
interacdo dos sistemas cerebral aversivo e o de inibicdo comportamental, influencia a
consolidacdo e a evocacdo da memoria considerando 0os componentes emocionais
envolvidos e dando uma conotacdo afetiva as percepcdes (BRANDAO et al., 2003;
McNAUGHTON; CORR, 2004).

De acordo com Nieminem e colaboradores (1992) a estimulacdo da
amigdala promove comportamentos relacionados ao medo e ansiedade, sendo que
manipulacdes experimentais nessa estrutura podem modular respostas ansiogénicas
(TREIT et al., 1993). Estudos realizados com ratos submetidos a lesdes na amigdala e
expostos ao predador, apresentaram reducdo na emissdo de respostas de defesa
(BLANCHARD et al., 1971), e diminui¢do de comportamentos relacionados ao medo
por gatos (LeDOUX, 1998). Sob esse contexto, sistemas amigdaldides estdo envolvidos
na percepcdo do predador e irdo incitar preferencialmente a regido dorsomedial do
nacleo ventromedial do hipocampo além de outras estruturas do sistema hipotalamico
(CANTERAS, 2003).

A conexao entre o subiculum e o nucleo lateral da amigdala sugere uma
via onde o processamento da informacdo contextual no hipocampo pode se comunicar
com 0s mecanismos de controle da resposta emocional da amigdala (PHILLIPS;
LeDOUX, 1992). Por meio da entrada de informagdes do ambiente externo via
neocortex, o complexo amigdaldide capta e conduz sua interpretacdo ao hipotalamo e a
substancia cinzenta periaquedutal, que por sua vez, se responsabiliza em emitir as
respostas comportamentais de defesa mais adequada (DAVIS, 1992).

Acerca da neurofisiologia da amigdala, dados na literatura descrevem a
alto prevaléncia de interneurdnios gabaérgicos nessa estrutura (Young; Kuhar, 1980;
GONZALEZ; FILE, 1997). O é&cido gama-aminobutirico (GABA) é o principal
neurotransmissor inibitério do SNC e ja foram relatados dois subtipos de receptores
GABA, 0 GABAA e 0 GABAg, mais recentemente ainda estd sendo investigado o
GABAc (MILLAN, 2003). Com o proposito de identificar os sitios de ligagdo presentes
no GABAA foram utilizados benzodiazepinicos marcados. Esses receptores possuem o
formato de um pentdmero e sdo compostos por duas subunidades alfa, duas beta e uma
gama que envolvem um canal de cloreto, e juntamente com o0s receptores
benzodiazepinicos, constituem um complexo macromolecular que funciona como sitio
alostérico (SANGER, 1985; ARGYROPOULOS et al., 1985).
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No receptor GABAA estdo localizados um sitio de ligagdo para 0 GABA,
um para 0s benzodiazepinicos, um para os barbitdricos, alcool, além de outros
(DELUCIA, 2014). Os ligantes benzodiazepinicos geram uma alteracdo no estado
conformacional do receptor, o que promove aumento da afinidade do receptor pelo
GABA, resultando numa estimulacdo da abertura dos canais do GABAA (GUIDOTTI,
1980; HAEFELY, 1990). A ligacdo do benzodiazepinico ao sitio alostérico no receptor
GABAA facilita a transmissdo GABAGérgica e a hiperpolarizacao da célula, reduzindo a
atividade neuronal e modificando estados emocionais por meio de uma acdo ansiolitica,
sedativa, relaxante muscular e anticonvulsivante (HETEM; GRAEFF, 1997;
BRANDAO, 2004).

Pesquisas tém demonstrado a diminuicdo de respostas relacionadas a
ansiedade ap6s a administracdo sistémica em ratos, de agonistas benzodiazepinicos,
como o midazolam (CRUZ-MORALES et al., 2002; BERTOGLIO; CAROBREZ,
2002) e intra-amigdala 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 ansiolitico do midazolam quando
microinjetado na amigdala 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 sitio dos
benzodiazepinicos é a ontogenia e a filogenia, visto que pesquisas demonstraram que
linhagens de roedores podem ser geradas com diferentes niveis de afinidade aos
benzodiazepinicos e ainda esse ligantes podem se diferenciar segundo a composi¢do da
subunidade do GABAA, 0 que resulta em respostas comportamentais distintas
(CLEMENT, 1996).

Tendo em vista que as sinapses gabaérgicas podem influenciar todos os
sistemas de neurotransmissdo do SNC, alteracfes na modulacdo de algum desses
sistemas pode ser resultado da agéo do efeito de benzodiazepinicos (HETEM; GRAEFF,
1997). Um exemplo de neurotransmissao que pode ser influenciada € a serotoninérgica.
Evidéncias demonstraram que esse mecanismo participa da etiologia, expressdo e
tratamento de comportamentos relacionados a ansiedade (GRAEFF et al., 1996). A
serotonina (5-HT) € um neurotransmissor amplamente distribuido no SNC, em regifes
como a amigdala, hipocampo e substancia cinzenta periaquedutal (ARTIGAS, 2013).

Neste sentido, j& foi demonstrado a existéncia de receptores

serotoninérgicos pré-sindpticos em neurbnios gabaérgicos que fazem conexBes com
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neurodnios isolados da amigdala (KOYAMA et al., 1999, 2000). Os resultados sugerem
que para se obter efeitos ansioliticos as manipulacGes podem estar associadas aos
receptores 5-HT1a pré-sinapticos, em contrapartida, o potencial ansiogénico ja estaria
relacionado ao receptores pos-sindpticos (JOLAS et al., 1995; ANDREWS et al., 1994).
Assim, a serotonina pode agir inibindo o comportamento defensivo ou facilitando de
acordo com as regibes encefalicas e dos subtipos de receptores serotoninérgicos
envolvidos na modulagédo (DEAKIN; GRAEFF, 1991).

Da mesma forma que respostas relacionadas a empatia, modelos animais
igualmente tém sido utilizados para a investigacdo de reacbes de defesa como a
ansiedade. Esses modelos tém o papel de reproduzir um contexto ambiental para
ocorréncia de respostas de aversdo ou desconforto devido a exposicdo a um ambiente
novo ou potencialmente perigoso (CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012) e sao
baseados nas respostas inatas dos animais frente a situacfes e/ou estimulos 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 exposicao a
espacos 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 investigacdo de
comportamentos relacionados a ansiedade, validado para ratos e camundongos
(PELLOW; CHOPIN et al., 1985; LISTER, 1987).

O LCE é um aparato composto por dois bracos fechados com paredes
laterais unidos ortogonalmente a dois bragos abertos, ligados entre si por uma
plataforma central e elevados do solo (LISTER, 1987; CRUZ et al., 1994; RODGERS;
JOHNSON, 1995). Este modelo é embasado na premissa de que a exposi¢édo de ratos ou
camundongos a uma nova situacdo pode causar uma motivacdo exploratéria e
simultaneamente evocar comportamentos defensivos incitados pela ameaga em
potencial, isto resulta num conflito entre esquiva e a aproximacao, caracterizando assim,
respostas relacionadas a ansiedade nesses animais (RODGERS et al., 1997).

Sob esse aspecto, 0 modelo ¢ amplamente utilizado para a investigacéo
da neurobiologia dos comportamentos de defesa e na acdo de potenciais agentes
farmacol6gicos que possam ser empregados para o tratamento da ansiedade
(BRANDAO, 2004; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). Farmacos com agéo
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ansiolitica, por exemplo, os benzodiazepinicos como o midazolam, podem alterar
comportamentos, pois, produzem aumento do tempo de permanéncia dos roedores aos
bragos abertos e maior frequéncia no nimero de entrada nesses espagos (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 farmacos
ansiogénicos, como o pentilenotetrazol, aumentam o tempo de permanéncia e de
entradas nos bracos fechados, ou seja, aumento da esquiva aos bragos abertos
(BRANDAO, 2004).

Diante das evidéncias descritas na literatura sobre a influéncia do convivio nas
respostas relacionadas a ansiedade, da mesma forma, a participacdo da amigdala no
comportamento emocional e os resultados acerca da neurotransmissao gabaérgica na
modulacgéo da ansiedade, consideramos relevante investigar o papel da neurotransmisséo

gabaérgica na ansiedade induzida pelo modelo animal de empatia para dor.



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Investigar o papel da neurotransmissdo GABAAa-benzodiazepinica na
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de dor
crénica por meio da administracdo sistémica e intra-amigdala de midazolam em

camundongos.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o efeito da administracdo sistémica de midazolam (0,5, 1 e 2
mg/kg, i.p.), na modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em
quadro de dor crénica em camundongos expostos ao LCE.

b) Avaliar o efeito da administracdo intra-amigdala de midazolam (3 e 30
nmol/0,1ul), na modulagdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em

quadro de dor crénica em camundongos expostos ao LCE.



3. MATERIAL E METODO
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3.1 Sujeitos

Foram utilizados camundongos machos, da linhagem sui¢o-albino (9-12
por grupo) com 3 semanas de idade, provenientes do biotério central da Universidade
Federal de S&o Carlos - UFSCar. Estes animais foram alojados em caixas viveiro (30 X
19 x 13cm, 2 animais por caixa), mantidos em condicdes controladas de temperatura (24
+ 1 °C), e luz (ciclo claro/escuro de 12/12 horas, luzes acesas as 7:00 horas e apagadas
as 19:00 horas), com livre acesso ao alimento e agua, exceto durante as breves sessdes

de teste.

3.2 Etica

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos - CEUA/UFSCar (CEUA N°
7315090415). Todos os procedimentos experimentais 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.

3.3 Farmacos

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 pl intra-amigdala, dissolvido
em salina (0,9% de cloreto de sédio (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., antiflamatério) (LU et al., 2004) e ceftriaxona (4
mg/kg, i.p., antibiotico). 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 Estereotaxica e Microinjecao

Os camundongos foram anestesiados com solucdo de cloridrato de
cetamina e xilazina (100/10mg/Kkg, i.p.), e submetidos a tricotomia da regido da cabeca,
e posteriormente, cirurgia estereotéxica (estereotéxico Insight Instruments, Brasil) para
a implantacdo bilateral intracraniana de canulas-guia (25-gauge x 7 mm; Insight
Equipamentos, Brasil) direcionadas a regido do complexo amigdaldide, de acordo com
as coordenadas em referéncia 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 canulas-guia foram deixadas a = 2 mm acima da estrutura
alvo para que a mesma ndo fosse danificada. Para a fixagdo das mesmas, foram
utilizados uma prétese de resina acrilica autopolimerizavel e um parafuso de aco
inoxidavel preso ao cranio. Um mandril de aco inoxidavel (33-gauge; Fishtex®, Brasil)
foi colocado dentro das canulas-guia para impedir possiveis obstruc@es e contaminacéo,
sendo removido durante os procedimentos no periodo de teste. Os animais receberam
uma injecdo de anti-inflamatdrio cetoprofeno (5mg/kg, i.p.) e antibidtico ceftriaxona
(4mg/kg, i.p.), para evitar infec¢bes e auxiliar a recuperacdo poés-cirdrgica (LU et al.,
2004; STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2014). O periodo pds-operatorio durou entre 4
a 5 dias apos a estereotaxia.

Para investigar o papel especifico da neurotramisséo GABAérgica na
amigdala, os animais receberam inje¢des de salina ou MDZ cinco minutos antes do teste
comportamental. O procedimento de injecdo consistiu em: cada animal foi contido
manualmente pelo experimentador e uma agulha de injecdo (33-gauge) foi inserida
dentro da canula-guia para a infusdo da solucdo intra-amigdala. Cada agulha de injecao
foi conectada, por meio de tubo de polietileno (PE-10), a microsseringa Hamilton
(10ul). Uma bomba de infusdo (Insight B12000) foi programada para injetar 0,1ul de
solucdo durante um periodo de 60 segundos. O procedimento de injecdo consistiu na
remocao do mandril, insercdo da agulha de injecéo, infusdo da respectiva solugéo por 60
segundos e permanéncia da agulha de injecdo por 90 segundos, para evitar o refluxo da
solucéo injetada. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno antes,
durante e depois das injeces foi usado como pardmetro de confirmacdo do fluxo de
solucdo (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; REIS; CANTO-DE-SOUZA, 2008).
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3.5 Constricao Croénica do Nervo Ciatico

Para reproduzir o modelo de dor cronica, foi utilizado o método proposto
por Bennet e Xie (1998), e posteriormente modificado para uso com camundongos
(SOMMER; SCHAFERS, 1998). Apos anestesia com cetamina e Xilazina (100 mg/kg e
10 mg/kg, i.p., respectivamente), os animais foram submetidos ao procedimento que
consiste na seccdo da fascia entre o gluteo e biceps femural e a exposicdo do nervo
ciatico direito proximo a sua trifurcagdo. O tecido ao redor do nervo foi cuidadosamente
cortado a uma distancia de aproximadamente 8 mm e, posteriormente, a compressao do
nervo foi realizada por meio de trés ligaduras com fio estéril, ndo inflamatoério e ndo
absorvivel, mononylon 6.0 (grupo constri¢do do nervo ciatico, CNC). O outro grupo foi
submetido a um procedimento similar, ndo havendo a constricdo do nervo (grupo
Sham). Considerando que esse modelo é um dos modelos de inducdo da dor crénica,
Nitanda e colaboradores (2005) demonstraram que 0s comportamentos relacionados a
dor aumentam gradualmente até um pico alcangado por volta do 10° dia apos a cirurgia

de constricdo do nervo ciatico.

3.6 Teste da placa quente

O teste de placa quente é caracterizado pelo registro do tempo em que 0s
animais permanecem sobre uma chapa metalica aquecida a 52°C (LIU et al., 2002) até
reagirem ao estimulo térmico, avaliado pelo tempo de laténcia para retirada ou lambida
da pata traseira direita, pata em que foi realizada a constricdo (CNC) ou ndo (Sham). O
tempo maximo que o animal permaneceu sobre a placa foi 30 segundos, para evitar
lesdo nas patas (KURAISHI et al., 1983).

3.7 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O aparato experimental consiste em dois bracos abertos (30 x 5 x 0,25
cm) unidos ortogonalmente a dois bragos fechados com paredes transparentes (30 x 5 x
15 cm), elevados a 38,5cm 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 camera conectada a um computador localizado na sala

adjacente a sala de testes. A avaliacdo dos parametros comportamentais foi realizada a
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partir da observacdo das gravacbes, acompanhada do uso de um software de analise
etologica X-Plo-Rat 3.0 (GARCIA et al., 2005).

Para analise comportamental foram avaliadas: a frequéncia total de
entradas nos bracos abertos e fechados (a entrada em um braco é definida pelo
cruzamento com todas as quatro patas para dentro do braco), a porcentagem de entrada
nos bragos abertos [(aberto/total) X 100] e de tempo gasto no brago aberto; os tempos de
permanéncia nos bragos fechados e na parte central do labirinto [(tempo/300) X 100]
(LISTER, 1987). Outros parametros comportamentais foram avaliados como: as
frequéncias de mergulhar (movimento exploratério com a cabeca/ombros para fora dos
bracos abertos) e esticar (stretched attend - SAP: postura exploratoria caracterizada pelo
corpo do animal estendido para frente, depois retrai a posicao original sem locomocéo
efetiva, resposta associada a avaliacdo de risco) e imobilidade. Os bragos fechados e o
centro sdo areas consideradas protegidas e bracos abertos areas desprotegidas do
labirinto (CRUZ et al., 1994; RODGERS; JOHNSON, 1995).

3.8 Histologia

A histologia foi realizada no Experimento 2. Apds o término dos
experimentos os animais foram submetidos a anestesia com uma solucdo de cetamina e
xilasina (100/10mg/kg, i.p.), e imediatamente ap0s receberam injecdo bilateral de 0,1pl
de uma solucéo de 2% de azul de Evans, conforme o procedimento descrito acima para
a injecdo de drogas. Em seguida, os animais foram decapitados, seus encéfalos
removidos e acomodados em recipientes contendo solucdo de formalina (10%) para,
posteriormente, serem seccionados em criostato a temperatura de — 20°C (LEICA CM
1850, Leica Biosystems, Alemanha). As seccles coronais foram avaliadas em
microscopio (Olympus BX41, Olympus, Japdo) e a visualizacdo da dispersdo do azul de
Evans indicou os locais das injecGes. Os animais cujas inje¢des nédo atingiram o
complexo amigdaléide foram excluidos da andlise estatistica. Para os animais que
receberam tratamento sistémico (Experimento 1), ao final dos testes foram eutanasiados

em camera de CO».
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3.9 Delineamento Experimental
3.9.1 Experimento 1. Avaliagdo da injecdo de midazolam sobre a modulacdo da
ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de dor cronica em

camundongos expostos ao LCE.

Apo6s 21 dias do desmame os animais foram alojados em duplas para a
realizacdo do protocolo experimental de 28 dias. No 14° dia um dos animais da dupla foi
submetido ao procedimento de cirurgia de constricdo do nervo ciatico ou ndo. Apds a cirurgia,
0 camundongo voltou para caixa de convivéncia com seu respectivo coespecifico. No 28° dia
de convivéncia, os animais (coespecifico observador) receberam administracdo de salina ou
MDZ (0,5, 1 e 2 mg/kg, i.p.), e ap6s 30 minutos foram submetidos individualmente no LCE
para avaliacdo comportamental, por cinco minutos. Os animais que ndo tinham sido expostos
ao LCE, Sham e CNC foram expostos ao teste no LCE, conforme o procedimento descrito

acima.

Figura 1. Esquema representativo do periodo de convivio, cirurgia, injecdo e teste no LCE para o Experimento

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

0°dia 14°dia 28°dia LCE
Salina 71
’ Convivio em pares Convivio em pares Midazolam [ 30min ' PLACA
> | (0,51e |[— I |—’ QUENTE
‘ 2 mg/Kg)
' w7
A SHAM | CNC VAl
R 1

3.9.2 Experimento 2. Avaliacdo da injecdo de midazolam intra-amigdala sobre a
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de dor

crénica em camundongos expostos ao LCE.

Procedimento semelhante ao Experimento 1, exceto que no 23° dia de
convivéncia os animais testes foram submetidos & cirurgia estereotaxica para implantacdo de
canulas-guia direcionadas para amigdala. No 28° dia, os animais teste receberam
administracdo intra-amigdala de salina ou MDZ (3 e 30 nmol/0,1ul), 5 minutos antes do teste
no LCE.
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Figura 2. Esquema representativo do periodo de convivio, cirurgia, injecéo e teste no LCE para o Experimento
2.

0°dia 14°dia 23°dia 28°dia LCE
Salina =7
‘ Convivio em pares Convivio em pares ‘ Midazolam 30min | PLACA
> | (0,51e [ |f f" QUENTE
2 mg/Kg)
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A SHAM | CNC

3.10 Analise estatistica

Os resultados dos Experimentos 1 e 2 foram analisados pela ANOVA de duas vias
(Fator 1: convivio e Fator 2: tratamento). Quando os valores de F foram significativos, foi
realizado o teste de compara¢des multiplas 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.



4. RESULTADOS
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4.1 Experimento 1: Efeito do tratamento sisttmico com midazolam sobre a modulagdo
da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de dor crénica em

camundongos expostos ao LCE.

Para realizacdo do experimento 1, 85 camundongos que conviveram com
coespecifico submetido a dor cronica 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 injecdo de salina ou midazolam (0,5, 1 e 2
mg/kg, i.p), sobre a modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em
quadro de dor cronica em camundongos expostos ao labirinto. A ANOVA de dois fatores
(convivio x tratamento) demonstrou para porcentagem nos bracos abertos (%EBA) efeito
significativo do convivio (F1,77 = 7,94; p<0,05) e tratamento (Fs 77 = 5,40; p<0,05), sem efeito
significativo para a interacdo entre convivio e tratamento (Fz77 = 1,33; p>0,05). Analises
posteriores utilizando o teste de comparacGes multiplas de Duncan revelaram que 0s animais
que conviveram com o parceiro com constri¢cdo no nervo ciatico (CNC) tratados com salina e
midazolam (0,5 mg/kg), apresentaram diminuicdo na %EBA quando comparados ao
respectivo coespecifico Sham. As injecdes de midazolam (1 e 2 mg/kg) aumentaram a % EBA
nos animais que conviveram com o coespecifico CNC quando comparados ao respectivo
CNC-salina.

Figura 3. Efeitos da injecdo de salina ou midazolam (0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg), sobre a modulacdo da ansiedade
induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de dor crénica em camundongos avaliados sobre a
porcentagem de entradas nos bracos abertos do LCE. As barras representam os valores das médias e o erro
padrdo 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 injecdo de salina ou midazolam (0,5, 1 e 2
mg/Kkg), sobre a modulagédo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em quadro
de dor cronica em camundongos expostos ao labirinto. A ANOVA de dois fatores (convivio x
tratamento) demonstrou efeito significativo para porcentagem de tempo gasto nos bracos
abertos (% TBA) no convivio (F177 = 7,26; p<0,05) e tratamento (Fz77 = 3,48; p<0,05), sem
efeito significativo para a interacdo entre convivio e tratamento (Fs77 = 1,24; p>0,05).
ComparacOes posteriores analisadas pelo teste de Duncan revelaram que 0s animais que
conviveram com o parceiro CNC tratados com salina e midazolam (0,5 mg/kg), apresentaram
diminuicdo na %TBA quando comparados ao respectivo coespecifico Sham. As injecdes de
midazolam (1 e 2 mg/Kg) aumentaram a %TBA nos animais que conviveram com 0
coespecifico CNC quando comparados ao respectivo CNC-salina.

Figura 4. Efeitos da injecdo de salina ou midazolam (0,5, 1 e 2 mg/kg), sobre a modulacdo da ansiedade
induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de dor crénica em camundongos avaliados sobre a
porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do LCE. As barras representam os valores das médias e o erro

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

60 - OSHAM ®CNC

*

50 -

40 -

30 -

20 -

10 -

% Tempo gasto nos bracos abertos

Salina

A Figura 5 mostra os efeitos da injecdo de salina ou midazolam (0,5, 1 e 2
mg/Kkg), sobre a modulagéo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em quadro
de dor crénica em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores (convivio X
tratamento) revelou que para as entradas nos bracos fechados (EBF), medida de atividade
locomotora, ndo ocorreu efeito significativo para o convivio (F1,77 = 0,55; p>0,05), tratamento

(F3,77= 0,22; p>0,05) e interacdo entre convivio e tratamento (Fz 77= 0,44; p>0,05).
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Figura 5. Efeitos da injecdo de salina ou midazolam (0,5, 1 e 2 mg/kg), sobre a modulacdo da ansiedade
induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de dor crénica em camundongos avaliados sobre as entradas
nos bracos fechados do labirinto. As barras representam os valores das médias e o erro padrdo da média £ EPM
(n=9-12).
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A Tabela 1 mostra os efeitos da injecdo de salina ou midazolam (0,5, 1 e 2
mg/kg), sobre a modulag&o da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em quadro
de dor crénica em camundongos expostos ao labirinto. A ANOVA de dois fatores (convivio x
tratamento) demonstrou efeito significativo para as medidas espaco-temporais [Total de
mergulhos: tratamento (Fs7z = 4,80; p<0,05); porcentagem de mergulhos protegidos:
9,56; p<0,05; e porcentagem de esticar (SAP: stretched attend postures)

tratamento F3 77

protegido: Fs77 = 3,74; p<0,05)]. Comparacdes posteriores utilizando o teste de Duncan
revelaram que o midazolam (1,0 mg/Kg) aumentou o total de mergulhos, enguanto
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 guando comparados ao respectivo CNC-
salina. Auséncia de efeito significativo foi demonstrado para as outras medidas [porcentagem
de tempo gasto no centro : convivio (Fy77 = 7,26; p>0,05), tratamento (Fz 77 = 0,27; p>0,05) e
interacdo entre convivio e tratamento (Fz77 = 1,72; p>0,05); Total de mergulhos: convivio
(Fi77 = 0,29; p>0,05) e interacdo entre convivio e tratamento (Fs7z = 0,80; p>0,05);

porcentagem de mergulhos protegidos: convivio (Fi77 = 1,82; p>0,05) e interacdo entre
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convivio e tratamento (Fs77 = 0,70; p>0,05); total SAP: convivio (F177 = 0,37; p>0,05),
tratamento (Fz77 = 0,26; p>0,05) e interacdo entre convivio e tratamento (Fs77 = 0,17;
p>0,05); porcentagem de SAP protegido: convivio (F1,77 = 0,87; p>0,05) e interacdo entre
convivio e tratamento (Fs77 = 1,21; p>0,05)].

Tabela 1. Efeitos da injecdo de salina ou midazolam (0,5, 1 e 2 mg/kg) sobre a modulacéo da ansiedade induzida
pelo convivio com coespecifico em quadro de dor crdnica em camundongos expostos ao labirinto

Midazolam (mg/Kg)

Salina 0,5 1 2
Comportamento SHAM CNC SHAM CNC SHAM CNC SHAM CNC
Tempo no centro (%) 245+30254+37 242+20 214+28 222+24 242+30 282+55 165+11
Total mergulhos 311£35294+33 290+16 250+27 362+34 437+64 376+40 424+67*
Mergulho protegido (%) 76,3+39 872+42 610+75 791+65 470+78* 52,7+83* 471+9,6*425+131*
Total SAP 406+38451+51 484+47 460+£51 417+47 448+68 422166 466+7.2
SAP protegido (%) 748+48893+35 792+64 81+39 706+63 730+73 695+62 604+ 104*
Imbolidade total 11+04 29+21 45+17 46+17 165+139 35+18 66+37 11+08

Os dados representam média * erro padrdo da média (n= 9-12). “p<0,05 comparado com respectivo grupo
controle salina. NS = néo significativo.

A Tabela 2 ilustra os resultados sobre a laténcia de retirada da pata traseira
direita nos animais Sham (n = 75) ou CNC (n = 75) no teste de placa quente realizado no 28°
dia apds os respectivos coespecificos serem submetidos ao LCE. O teste t de Student para
grupos independentes revelou que os animais CNC apresentaram diminui¢do da laténcia de

retirada da pata traseira direita (ts7= 10,42, p<0,05) em comparac¢do aos animais Sham.

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

realizado no 28° dia ap6s seus coespecificos serem submetidos ao LCE.

Grupos Teste de placa quente (s)
SHAM 21,60 £ 0,35
CNC 15,22 +0,31*

Os dados representam a média * erro padrdo da média (n= 75 por grupo). #p<0,05 comparado ao grupo controle
(Sham).
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4.1.1 Avaliacdo dos comportamentos relacionados a ansiedade em induzida pela dor

crénica em camundongos expostos ao LCE.

Para avaliar a ansiedade induzida pela constricdo do nervo ciatico foram
utilizados 20 animais (SHAM: n=10; CNC: n=10). A Figura 6 mostra o efeito da dor crbnica
induzida pela cirurgia de constricdo do nervo ciatico em camundongos expostos ao LCE. O
Teste t de Student mostrou reducéo significativa da %EBA (tis = 3,08; p<0,05) e %TBA (t1s =
3,44; p<0,05), nos animais CNC comparados ao grupo Sham.

Figura 6. Efeitos da dor cronica induzida pela cirurgia de constricdo do nervo cidtico em camundongos

avaliados sobre a porcentagem de entradas e tempo gasto do labirinto. As barras representam os valores das
médias e o erro padrdo da média = EPM (n= 10). #p<0,05 comparado com respectivo grupo controle (Sham).
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A Figura 7 mostra o efeito da dor crénica induzida pela cirurgia de constricdo
do nervo ciatico em camundongos expostos ao LCE. O Teste t de Student revelou que para as
EBF, ndo ocorreu efeito significativo, demonstrando que a dor cronica ndo alterou a

locomog&o nos animais constritos (tis = -0,61; p>0,05).
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Figura 7. Efeitos da dor crbnica induzida pela cirurgia de constricdo do nervo ciatico em camundongos
avaliados sobre as entradas nos bracos fechados do labirinto. As barras representam os valores das médias e o
erro padréo da média £ EPM (n= 10).
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A Tabela 3 mostra os efeitos da dor cronica induzida pela cirurgia de
constricdo do nervo ciatico em camundongos expostos ao LCE. A andlise do teste t
demonstrou efeito significativo para porcentagem de mergulhos protegidos (tis = -3,69;
p<0,05) e para porcentagem de SAP protegido (tis = -4,35; p<0,05). Auséncia de efeito
significativo foi observado em outras medidas [% Tempo gasto no centro (TC): tig = -0,16;
p>0,05; Total de mergulhos: tig = 0,91; p>0,05; Total de SAP: tig = -0,12; p>0,05; Total de
imobilidade: tig = 1,0; p>0,05; e entradas nos bragos fechados (EBF): F1,18=0,37; p>0,05].

Tabela 3. Efeitos da dor crénica induzida pela cirurgia de constri¢cdo do nervo ciatico em camundongos expostos
ao LCE.

Condicao

Comportamento SHAM CNC
Tempo no centro (%) 418+6,6 434+7,0
Total mergulhos 288+23 248+28
Mergulho protegido (%) 75,4+5,8 97,5+ 1,07
Total SAP 409+26 41,4+28
SAP protegido (%) 875+20 97,2+0,8"
Imobilidade total 0,0+0,0 0,0+0,0

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

(Sham). NS = néo significativo
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4.2 Experimento 2: Efeito do tratamento intra-amigdala com midazolam sobre a
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de dor
crénica em camundongos expostos ao LCE.

A analise histologica confirmou a canulagdo positiva na amigdala de 68
camundongos e o indice 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/0,1ul) = 12; CNC/midazolam (3 nmol/0,1ul) = 11; Sham/midazolam (30 nmol/0,1ul) =
12; CNC/midazolam (30 nmol/0,1pul) = 12.

Figura 8. Representacdo esquematica dos sitios de microinjecdo na amigdala de camundongos. (A)
Representacdo esquemdtica dos locais de microinjecdo dentro (circulos cheios) ou fora (circulos cinza) da
amigdala. Os cortes coronais representados estéo entre 1,22 e 2,18 mm em relacdo ao bregma no atlas de Paxinos
e Franklin, 2001. Devido & sobreposi¢do, o nimero de pontos representados € menor do que o nimero real de

camundongos. (B) Fotomicrografia de uma secgdo coronal de um sujeito representativo mostrando o local de
injecdo dentro do complexo amigdalGide.

Bregma - 1,58 mm

A Figura 9 demonstra os efeitos da injecdo de salina ou midazolam (3 e 30
nmol/0,1ul) sobre a modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em
quadro de dor crénica em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores
(convivio x tratamento) demonstrou efeito significativo para %EBA no tratamento (Fze2 =
3,92; p<0,05) e para a interacéo entre convivio e tratamento (F262 = 5,41; p<0,05), sem efeito
significativo para o convivio (Fie2 = 1,21; p>0,05). ComparacBes posteriores utilizando o
teste de Duncan revelaram que os animais que conviveram com o coespecifico CNC tratados
com salina apresentaram diminui¢do na %EBA quando comparados aos animais tratados com

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

quando comparados ao respectivo CNC-salina.

Figura 9. Efeitos da injecdo de salina ou midazolam (3 e 30 nmol/0,1ul), sobre a modulacdo da ansiedade
induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de dor crénica em camundongos avaliados sobre a
porcentagem de entradas nos bracos abertos do LCE. As barras representam os valores das médias e o erro
padrdo da média + EPM (n= 11-12). *p<0,05 comparado com respectivo grupo CNC-salina. #p<0,05 comparado
ao respectivo grupo Sham.
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A Figura 10 apresenta os efeitos da injecdo de salina ou midazolam (3 e 30
nmol/0,1ul), sobre a modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em
quadro de dor crénica em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores
(convivio x tratamento) demonstrou efeito significativo para %TBA na interacdo entre
convivio e tratamento (F2,62 = 5,49; p>0,05), sem efeito significativo para o convivio (Fie2 =
3,19; p>0,05) e para o tratamento (F262 = 1,50; p>0,05). Como houve interagdo as analises
posteriores utilizando o teste de comparacGes de Duncan demonstraram que 0S animais que
conviveram com o coespecifico CNC tratados com salina apresentaram diminuicdo na %TBA
guando comparados aos animais igualmente tratados com salina e conviveram com o
coespecifico Sham. As injecdes de midazolam (3 e 30 nmol/0,1uL) aumentaram a %TBA nos
animais que conviveram com o coespecifico CNC, quando comparados ao respectivo CNC-

salina.
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Figura 10. Efeitos da injecdo de salina ou midazolam (3 e 30 nmol/0,1uL), sobre a modulagdo da ansiedade
induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de dor crénica em camundongos avaliados sobre a
porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos do LCE. As barras representam os valores das médias e o erro
padrdo da média £ EPM (n= 11-12). *p<0,05 comparado com respectivo grupo CNC-salina. #p<0,05 comparado
ao respectivo grupo Sham.
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A Figura 11 ilustra os efeitos da injecdo de salina ou midazolam (3 e 30
nmol/0,1uL), sobre a modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em
quadro de dor crénica em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores
(convivio x tratamento) revelou que para as EBF, nenhum dos fatores mostrou efeito
significativo, convivio (Fie2 = 1,04; p>0,05), tratamento (Foe2= 1,08; p>0,05) e interacdo

entre convivio e tratamento (F262= 0,23; p>0,05).
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Figura 11. Efeitos da injecdo de salina ou midazolam (3 e 30 nmol/0,1uL), sobre a modulagdo da ansiedade
induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de dor crdnica em camundongos avaliados sobre as entradas
nos bracos fechados do labirinto (n= 11-12). As barras representam os valores das médias e o erro padréo da
média + EPM.
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A Tabela 4 mostra os efeitos da injecdo de salina ou midazolam (3 e 30
nmol/0,1uL) intra-amigdala, sobre a modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com
coespecifico em quadro de dor crénica em camundongos expostos ao labirinto. A ANOVA de
dois fatores (convivio x tratamento) mostrou efeito significativo para as medidas espago-
temporais [%TC: tratamento (F262 = 1,61; p>0,05); % mergulhos protegidos: interacdo entre
convivio e tratamento (F262= 7,59; p<0,05); total de SAP: tratamento (F262 = 3,47; p<0,05);
% SAP protegido: convivio (Fie2 = 5,04; p<0,05) e interacdo entre convivio e tratamento
(F2,62 = 5,67; p<0,05).

A ANOVA de dois fatores (convivio x tratamento) mostrou auséncia de efeito
significativo para as medidas espacgo-temporais [%TC: convivio (Fie2 = 4,80; p<0,05) e
interacdo entre convivio e tratamento (F262 = 3,93; p<0,05); total de mergulhos: convivio
(Fie2 = 0,0008; p>0,05), tratamento (F262 = 2,47; p>0,05) e interacdo entre convivio e
tratamento (F262 = 1,26; p>0,05); %mergulhos protegidos: convivio (F1e2 = 3,38; p>0,05) e
tratamento (F262 = 2,86; p>0,05); total de SAP: convivio (Fis2 = 0,08; p>0,05) e interagdo
entre convivio e tratamento (F2,62 = 1,05; p>0,05); % SAP protegido: tratamento (F2,62 = 1,61;
p>0,05); total de imobilidade: convivio (Fie2 = 2,05; p>0,05), tratamento (F26> = 1,32;
p>0,05) e interacdo entre convivio e tratamento (F262=0,12; p>0,05)].
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O teste de comparacdes de Duncan mostrou que as doses de midazolam (3 e 30
nmol/0,1uL) diminuiram as porcentagens de tempo gasto no centro, de mergulhos e SAP
protegidos, sendo que apenas a dose de 30 nmol/0,1uL diminui o total de SAP.

Tabela 4. Efeitos da injecdo de salina ou midazolam (3 e 30 nmol/0,1uL) sobre a modulacdo da ansiedade
induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de dor cronica em camundongos expostos ao LCE (n= 11-
12).

MIDAZOLAM (nmol/0,1uL)

Salina 0,3 30
Comportamento SHAM CNC SHAM CNC SHAM CNC
Tempo no centro (%) 169+22 313+37" 246+37 223+22% 172+23 212+27*
Total mergulhos 281+31 273+37 33741 285+25 20534 263+31
Mergulho protegido (%) 446 +60 883+40" 499+78 506+76* 674+70 565+ 83*
Total SAP 348+29 390+33 326+41 308+26 290+24 270+27*
SAP protegido (%) 766+35 966+ 10" 801+42 808+22* 840+40 825+36*

Imobilidade total (tempo) 60+37 25+23 134+116 35+19 205+84 10,7+49

Os dados representam média e + erro padrdo 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 laténcia de retirada da pata traseira
direita nos animais CNC ou Sham no teste de placa quente realizado no 28° dia apds seus
coespecificos serem submetidos ao LCE. O teste t de Student para grupos independentes
revelou que os animais CNC apresentaram diminuicdo da laténcia de retirada da pata traseira
direita (ti3s= 9,20; p<0,05) em comparagdo aos animais Sham.

Tabela 5. Laténcia de retirada da pata traseira direita nos animais CNC ou Sham no teste de placa quente
realizado no 28° dia apds seus coespecificos 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 padrdo da média. #p<0,05 comparado com respectivo grupo controle
(Sham).



8. DISCUSSAO
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O presente estudo investigou o papel da neurotransmissio GABAAa-
benzodiazepinica na modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em
quadro de dor crbnica por meio da administracdo sistémica e intra-amigdala de midazolam em
camundongos. Os resultados demonstraram que o convivio com animal submetido a constri¢do
do nervo ciatico promoveu aumento de comportamentos relacionados a ansiedade sugerindo
dessa forma o valor potencial que o convivio com a dor gera no parceiro. O tratamento com
midazolam (1,0 e 2,0 mg/kg, Experimento 1) e intra-amigdala (3, 30 nmol/0,1ul, Experimento
2) produziu aumento da porcentagem de entradas e de tempo gasto nos bragos abertos, além de
diminuir comportamentos de avaliacdo de risco, reforcando o efeito ansiolitico deste farmaco.
Os resultados foram observados na auséncia de mudanca significativa na atividade locomotora,
representada pela frequéncia de entradas nos bragcos fechados do labirinto, em ambos os
Experimentos 1 e 2.

Para verificar a dor induzida pelo modelo de constricdo do nervo ciatico, 0s
aniamis CNC e SHAM foram avaliados no teste de placa quente. Os resultados demonstraram
diminuicdo na laténcia de retirada da pata nos animais com o nervo constricto (KURAISHI et
al., 1983), o que confirma a efetividade do procedimento cirlrgico nos dois experimentos,
reforcando outros estudos da literatura com o mesmo modelo de dor crénica (BENNETT; XIE
1988; SOMMER; SCHAFERS, 1998; BAPTISTA-DE-SOUZA et al, 2015).

Recentemente foi demonstrado que estados afetivos podem modular respostas
relacionadas a empatia em roedores (SINGER et al., 2004; LANGFORD et al., 2006;
LANGFORD et al., 2011), uma vez que foi verificada a reducdo dessas respostas em ratos
que receberam injecdes de midazolam e foram expostos ao teste de ajuda. Nesse caso, ao
amenizar o estado afetivo relacionado a ansiedade, consequentemente foi reduzido o
comportamento do rato livre em libertar o seu coespecifico, evidenciando o aspecto
emocional presente na motivacdo desses animais em exibir comportamentos de ajuda e
libertar seu parceiro (BARTAL, et al., 2016). Este resultado reforga a hipotese de que a
emocdo € a base para qualquer tipo de capacidade relacionada a empatia (PANKSEPP;
LAHVIS, 2011).

Evidéncias da literatura tém sido discutidas a respeito das respostas de roedores
frente a estados afetivos, pois, demonstraram alteracbes da resposta de percepcdo da
nocicepcdo 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 a nocicepcdo em camundongos submetidos ao protocolo de convivio com um
par em dor cronica e submetidos a observacdo de seu coespecifico no teste de contor¢des
(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 situacOes estressantes (RHUDY; MEAGHER, 2000) pode-se sugerir que o
convivio com coespecifico em quadro de dor crénica seria capaz de induzir comportamentos
relacionados a 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 cronica 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 a ansiedade em
camundongos quando expostos ao convivio com o parceiro submetido ao estresse crénico de
contencdo, tais como diminuicdo das respostas de exploracdo aos bragos abertos do LCE,
aumento de comportamentos relacionados a avaliagdo de risco e de percepgdo da nocicepgdo
(CARNEIRO DE OLIVEIRA et al., 2016).

Corroborando com esses achados do nosso grupo, os resultados deste trabalho
demonstraram que o convivio com coespecifico em quadro de dor crbnica aumenta 0s
comportamentos relacionados a ansiedade em camundongos expostos ao LCE. Resultado de
aumento da ansiedade induzida por fatores estressantes ja foi descrito em outro estudo
semelhante ao que utilizamos neste trabalho, entretanto o efeito ansiogénico foi produzido
pelo convivio com um coespecifico inoculado por um tipo de tumor (TOMIYOSHI et al.,
2009). Assim parece razoavel sugerir que o tipo de convivio social utilizado neste estudo ou
seja, convivio com coespecifico em quadro de dor cronica por 14 dias, fortalece os resultados
obtidos anteriormente onde o camundongo observador apresenta aumento da nocicepcdo
(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 crbnica nas respostas relacionadas a ansiedade tem sido
demonstrado na literatura (ATTAL et al., 2008; GERRITS et al., 2012; HAANPAA et al.,
2009; SIMONS et al., 2014). Nesse contexto, estudos pré-clinicos mostraram 0 aumento de
comportamentos relacionados a ansiedade em roedores submetidos a constricdo do nervo
ciatico (ROESKA et., 2009; ClVI et al., 2016; YALCIN et al., 2011).
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Com o propdsito de verficar essas respostas no nosso estudo, os animais
constritos foram expostos ao labirinto. A andlise comportamental dos animais foi
caracterizada pela diminuicdo de entradas e tempo gasto nos bracos abertos do labirinto e
aumento de comportamentos de avaliacdo de risco (mergulho e SAP protegidos), sugerindo o
efeito ansiogénico gerado pela dor cronica. Resultado semelhante foi observado nos
camundongos submetidos ao estresse cronico, caracterizado pelo aumento de respostas
relacionadas a ansiedade quando testados no labirinto (CARNEIRO DE OLIVEIRA et al.,
2016). Sendo assim, 0s nossos resultados sugerem que além do convivio com a dor cronica,
os coespecificos também estdo expostos ao convivio com um parceiro ansioso.

Nesse sentido, pode-se sugerir que os resultados obtidos sobre a modulagéo da
ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de dor cronica podem estar
intrinsicamente associados ao estado emocional do coespecifico CNC, visto que por meio de
mecanismos de acdo-percepc¢do, 0 sujeito passa a experienciar um estado emocional similar
daquele que observa (PRESTON; DE WAAL, 2002; MOYA-ALBIOL et al., 2010). Ao
expor 0s animais teste ao labirinto, igualmente foi observado aumento de comportamentos
relacionados a ansiedade, ou seja, diminuicdo das entradas e tempo gastos nos bragos abertos
do labirinto e aumento das medidas de mergulho e SAP protegidos (RODGERS et al., 1997).
Sendo assim, esses resultados contribuem para fortalecer a hipo6tese sobre influéncia de
estados emocionais nos comportamentos de roedores existéncia de um componente emocional
nos camundongos (BARTAL, et al 2016) pois, o convivio com animal submetido a constri¢do
do nervo ciatico promoveu aumento de comportamentos relacionados a ansiedade sugerindo
dessa forma o valor que o convivio com a dor e a ansiedade gera no parceiro.

Dentro desse contexto, evidéncias revelaram a participacdo da neurotransmicéo
GABAérgica na modulacdo da ansiedade e nos processos da dor (Experimento 1). O GABA
é o principal neurotransmissor inibitério do SNC, e nos receptores GABAA estdo localizados
sitios de ligagédo para 0 GABA, farmacos benzodiazepinicos, barbituricos, etanol, anestésicos
inalatérios, furosemida, esterdides neuroativos e picrotoxina (DELUCIA, 2014). Os
benzodiazepinicos facilitam a neurotramissdo GABAérgica, modulando a abertura dos canais
de cloro, isso acontece devido a mudanca de conformacgdo do sitio de ligacdo alostérico,
aumentando a afinidade ao receptor GABAA pelo GABA (HAEFELY, 1990; SMITH, 2001,
ATACK, 2005) o que possibilita a hiperpolarizacdo das celulas, a reducdo da atividade

neuronial e mudanca de estados emocionais (SMITH, 2001).
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Nesse sentido, pesquisas realizadas com benzodiazepinicos encontraram que a
administracdo sistémica do midazolam (agonista benzodiazepinico) é capaz de promover
efeito ansiolitico 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 contor¢bes abdominais (ZANIBONI et al., 2016). Considerando esses
achados, o tratamento sisttmico com midazolam (1 e 2 mg/Kg) utilizado no Experimento 1,
produziu aumento da porcentagem de entradas e de tempo gasto nos bragos abertos, e do total
de mergulhos, e diminuigéo da porcentagem de mergulhos e SAP protegido, caracterizando o
efeito ansiolitico. Os resultados foram observados na auséncia de mudanca significativa na
atividade locomotora, representada pela frequéncia de entradas nos bracos fechados do
labirinto. Os dados encontrados corroboram com trabalhos anteriores cujo midazolam
administrado sistemicamente em ratos e camundongos reduziu respostas relacionadas a
ansiedade (NUNES-DE-SOUZA et al, 2000; BERTOGLIO; CAROBREZ, 2002; CRUZ-
MORALES et al., 2002), aumentando a exploracdo dos bracos abertos do LCE e diminuindo
comportamentos de avaliagéo de risco.

Durante a exposic¢ao ao labirinto roedores como por exemplo, ratos (ROSA et
al., 2000) e camundongos (HOLMES; RODGERS, 1998), exibem um comportamento
exploratério caracterizado por evitacdo progressiva dos bracos abertos e preferéncia pelos
bracos fechados do labirinto. Os farmacos benzodiazepinicos e outros compostos ansioliticos
sdo capazes de modificar este padrdo comportamental em roedores, aumentando a
porcentagem de entradas e o tempo gasto nos bragos 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 ndo foi fator limitante para que o
agonista dos receptores GABAAa-benzodiazepinicos produzisse o efeito ansiolitico. Ao lado
das medidas convencionais, as medidas espago-temporais, como posturas de esticar 0 corpo e
mergulhar a cabeca, tém sido utilizadas para fornecer dados de avaliacdo de risco no labirinto
(RODGERS; JOHNSON, 1995), estes comportamentos de avaliacdo de risco sdo sensiveis
aos benzodiazepinicos (HANDLEY, 1991).
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A partir dos resultados sobre o tratamento sistémico, pode-se sugerir 0
envolvimento da neurotransmissdo GABAérgica na modulacdo da ansiedade induzida pelo
convivio com coespecifico em quadro de dor cronica. Contribui¢bes de diversas pesquisas
discorrem sobre a neurotransmissdo GABAGérgica presente na amigdala (MILLAN, 2003) e
que essa estrutura integra um sistema responsavel pela emissdo de respostas incondicionadas
associadas a expressio da ansiedade (BRANDAO et al., 1994, BRANDAO et al., 1999). Sob
esse aspecto, injecbes centrais de benzodiazepinicos podem reduzir comportamentos
relacionados a 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 amigdala uma das estruturas do sistema limbico que participa da
modulacio das respostas emocionais (BRANDAO, 2004; LeDOUX, 2000) e de nocicepcio
(NEUGEBAUER et al., 2004) um estudo conduzido por nosso grupo de pesquisa, evidenciou
a participacao da amigdala no protocolo de empatia para dor, pois, ao inativa-la foi observado
aumento do numero de contor¢cdes abdominais nos camundongos em comparacdo ao Seu
grupo controle (PELARIN et al., 2013). Tendo em vista que as sinapses gabaérgicas podem
influenciar todos os sistemas de neurotransmissédo do SNC, altera¢cdes na modulacdo de algum
desses sistemas pode ser resultado da acdo do efeito de benzodiazepinicos (GRAEFF;
HETEM, 1997). Um exemplo é o serotoninérgico, este sistema tem sido implicado na
modulacdo de estimulos aversivos como a ansiedade e a depressdo (BIGOS et al., 2008;
MURPHY et al., 2009; GODLEWSKA et al., 2012). A amigdala possui todos o0s subtipos de
receptores de 5-HT, os quais sdo responsaveis na mediacdo inibitdria e excitatoria da 5-HT e
algumas de suas projecdes estdo expressas nos interneurbnios GABAEérgicos e
glutamatérgicos (MCDONALD; MASCAGNI, 2007). Pesquisas anteriores observaram que o
aumento de liberacdo de 5-HT na amigdala basolateral pode aumentar respostas relacionadas
a ansiedade e medo (JOHNSON et al., 2015).

A vasta literatura acerca dos efeitos do midazolam, o papel da amigdala nos
processos emocionais e o resultado encontrado no estudo de Pelarin e colaboradores (2013)
impulsionou a investigagao dessa estrutura no presente trabalho. Sendo assim, foi observado o
efeito ansiolitico promovido pelas duas doses intra-amigdala de midazolam (3 e 30 nmol/
0,1ul), caracterizado pelo aumento de entradas e tempo gasto nos bracos abertos, diminuigédo
de tempo gasto no centro do aparato e diminuicdo do total de SAP, % SAP protegido e

mergulho protegido. As doses nédo alteraram a atividade locomotora dos animais, verificada
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pela frequéncia de entradas nos bracos fechados. Efeitos ansioliticos j& foram demonstrados
ap6s aplicacdo bilateral de benzodiazepinicos no complexo amigdaldide em diferentes
modelos de ansiedade, inclusive o labirinto (MENARD; TREIT, 1999). Outras evidéncias da
literatura apontam para o papel dessa estrutura na modulacdo 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 exploracdo aos bragos abertos no LCE e diminuicdo dos comportamentos de
avaliacdo de risco apds tratamento intra-amigdala com midazolam (NUNES-DE-SOUZA et
al., 2000; BARBALHO; NUNES-DE-SOUZA; CANTO-DE-SOUZA, 2009) e intra-
substancia cinzenta periaquedutal em camundongos (REIS; CANTO-DE-SOUZA, 2008).
Entretanto, nenhum estudo havia investigado a participacdo dos receptores GABAérgicos da
amigdala na modulacdo da ansiedade no contexto do modelo de empatia apresentado neste
trabalho. Os nossos resultados com a administracdo bilateral intra-amigdala de midazolam,
fortalecem o envolvimento dos receptores GABAérgicos da amigdala na modulacdo da
resposta de ansiedade induzida pelo convivio com o coespecifico com dor cronica em

camundongos.



9. CONCLUSAO
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Em conclusdo, este estudo apGia o entendimento da participacdo da
neurotransmissdo gabaérgica na modulagdo da ansiedade induzida pelo convivio com a dor
crénica, bem como demonstra que por meio de respostas relacionadas a empatia se torna
possivel investigar alteragdes comportamentais resultantes da percepcao do estado emocional
do outro.

Além disso, os resultados sugerem que o tratamento sisttémico e injecOes
centrais na amigdala de midazolam podem reverter o padrdo comportamental ansiogénico
presente nos animais submetidos ao protocolo de convivéncia com a dor, 0 que contribui para
esclarecer o envolvimento dos receptores GABAEérgicos da amigdala na modulacdo da
resposta de ansiedade induzida pelo convivio com o coespecifico com dor crbnica em

camundongos.
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