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RESUMO

Empatia é a capacidade de reconhecer o estado emocional do outro, sendo fundamental para a
interacdo social e sobrevivéncia da espécie. O estudo da empatia em roedores pode ser
realizado por meio de modelos que avaliam respostas de ansiedade promovidas pela
coabitacdo com um parceiro em estresse cronico. Evidéncias demonstraram o envolvimento
da amigdala e do cortex cingulado anterior (CCA) nos comportamentos relacionados a
ansiedade e na empatia. O presente trabalho investigou o papel da amigdala e do CCA na
ansiedade induzida pelo convivio com parceiro submetido ao estresse crénico de contencao.
Camundongos machos da linhagem Suico-albinos foram alojados aos pares e conviveram por
28 dias. No 15° dia, foram divididos em dois grupos: estresse e controle. O grupo estresse foi
constituido pelos sujeitos estresse e observador estresse (alojados na mesma caixa-moradia),
sendo que o sujeito estresse passou por sessdes de estresse no tubo por 14 dias durante 1 hora,
na presenca de seu parceiro de caixa. O grupo controle foi composto pelos sujeitos controle e
observador controle (alojados na mesma caixa-moradia), sendo que nenhum dos animais
passou por estresse. No 29° dia, no experimento 1, oS sujeitos observador estresse e
observador controle foram submetidos ao protocolo de imunofluorescéncia para verificar a
ativacdo neuronal, através da quantificacdo de proteina FosB na amigdala e no CCA. No
experimento 2, no 24° dia, os sujeitos observador estresse e observador controle foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacdo de canulas-guia na amigdala e CCA. No
29° dia, 0s animais receberam injecdo intra-amigdala ou intra-CCA de salina ou CoCl, e, apds
5 minutos, foram avaliados no labirinto em cruz elevado (LCE). Os resultados demonstraram
que convivio com coespecifico em estresse de contencdo nao alterou a expressao de células
positivas para a proteina FosB na amigdala; entretanto promoveu diminuicdo na quantificacéo
de FosB no CCA comparados aos animais que conviveram com controle. O convivio com
parceiro submetido ao estresse cronico levou a diminui¢cdo da porcentagem de entradas
(%EBA) e de tempo gasto nos bragos abertos (%TBA), sem alterar as entradas nos bragos
fechados (EBF) do LCE, além do aumento de %SAP (stretched attend posture) protegido e da
porcentagem de mergulho protegido. A inativacdo da amigdala com CoCl, ndo alterou a
%EBA, a %TBA e as EBF, engquanto a inativacdo do CCA com CoCl; produziu aumento da
%EBA e %TBA, sem alterar as EBF, além disso houve diminuicdo da porcentagem de
mergulho protegido nos animais que conviveram com parceiro em estresse cronico. N0ssos
resultados sugerem que o convivio com parceiro submetido ao estresse crénico de contencdo
promoveu aumento das respostas relacionadas a ansiedade em camundongos expostos ao
LCE. A inativacdo da amigdala ndao foi capaz de atenuar a ansiedade promovida pelo
convivio, entretanto a inativacdo do CCA atenuou a ansiedade dos animais. Os resultados
sugerem que o CCA desempenha um importante papel na ansiedade induzida pelo convivio
com parceiro submetido ao estresse cronico.

Palavras-chave: amigdala; cortex cingulado anterior; estresse crénico; ansiedade; empatia;
camundongos.
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ABSTRACT

Empathy is the ability to recognize the other's emotional state, being fundamental to social
interaction and survival of the species. The study of empathy in rodents can be carried out
using models that assess anxiety responses promoted by cohabitation with a chronic stress
partner. Evidence has shown the amygdala and anterior cingulate cortex (ACC) involvement
in anxiety-like behaviors and empathy. The present study investigated the role of the
amygdala and the ACC in anxiety induced by living with a conspecific subjected to chronic
restraint stress. Male Swiss mice were housed in pairs and lived for 28 days. On the 15th day,
they were divided into two groups: stress and control. The stress group consisted of the stress
and stress observer subjects (they shared the same housing box), being that the stress subject
underwent stress sessions in the tube for 14 days for 1 hour in the presence of their partner
living. The control group was presented by the control and observer control subjects (housed
in the same housing box); none of the animals experienced stress. In the 29th day, in
experiment 1, the stress observer and control observer subjects were submitted to the
immunofluorescence protocol to verify neuronal activation by quantifying of FosB protein in
the amygdala and ACC. In experiment 2, on the 24th day, the stress observer and control
observer subjects underwent stereotaxic surgery to implant guide cannulas in the amygdala
and ACC. On the 29th day, the animals received intra-amygdala or intra-ACC injection of
saline or CoCl; and, after 5 minutes, were evaluated in the elevated plus maze (EPM). The
results revealed that living with conspecific in restraint stress did not alter the expression of
positive cells for the Fos B protein in the amygdala; however, it promoted a decrease in FosB
quantification in the ACC compared to animals that lived with control. Living with a pair in
chronic stress led to a reduction in the percentage of entries (%OAE) and time spent in the
open arms (% OAT), without changing the entries in the closed arms (CAE) of the EPM, in
addition to the increase in% SAP (stretched attend posture) protected and the percentage of
protected head-dipping. Amygdala inactivation with CoCl, did not change %OAE, %OAT,
and CAE. In contrast, the inactivation of ACC with CoCl; displayed an increase in %OAE
and %OAT, without altering CAE. Also, there was a decrease in protected head-dipping in
animals that lived with a pair in chronic stress. Our results suggest that living with a pair
submitted to chronic restraint stress raised increased responses related to anxiety in mice
exposed to EPM. Amygdala inactivation was not able to mitigate the anxiety induced by
living together; however, the inactivation of the ACC attenuated the anxiety like-behavior.
These results are suggestive that ACC plays a significant role in anxiety induced by living
with a pair subjected to chronic stress.

Keywords: amygdala; anterior cingulate cortex; chronic stress; anxiety; empathy; mice.
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1. Introducéo
1.1 Empatia

A empatia vem sendo estudada desde a década de 80 e o crescente interesse acerca do
assunto vem da valorizacdo das relacdes pessoais no mundo atual (SHAMAY-TSOORY,
2011; BERNHARDT; SINGER, 2012). Entretanto, ainda ha muita curiosidade e discrepancia
sobre o tema, pois ndo ha uma definicdo universalmente aceita, apenas um consenso de que
todas as formas de empatia envolvem a capacidade de entender o outro emocionalmente
(DAVIS, 1980; LANGFORD et al., 2006; PANKSEPP et al., 2011; BARTAL et al., 2011;
ZAKI et al., 2012).

Do ponto de vista evolutivo, € importante que o individuo seja capaz de perceber as
suas proprias emocOes e daqueles ao seu redor, a fim de facilitar as relacdes interpessoais e
viabilizar comportamentos como a reproducdo e a fuga do predador, importantes para a
sobrevivéncia da espécie. A habilidade de reconhecimento e uso dos préprios estados
emocionais e dos outros para guiar 0s pensamentos e regular o comportamento é denominada
inteligéncia emocional (GARDNER, 1983; PLUTINICK, 1992; PRESTON; DE WALL,
2002). Segundo Goleman (2006), a inteligéncia emocional pode ser dividida em inteligéncia
intrapessoal e inteligéncia interpessoal, sendo que a primeira envolve a capacidade de
distinguir seus proprios sentimentos (ex: prazer e dor), também permite detectar e simbolizar
conjuntos mais complexos de sentimentos; enquanto a inteligéncia interpessoal refere-se a
capacidade de monitorar o humor' e o temperamento?® de outras pessoas e utilizar esse

conhecimento visando a previsao de seu comportamento futuro.

! Disposicdo a responder emocionalmente de uma determinada maneira que pode durar
horas, dias, ou mesmo semanas, talvez em um nivel baixo e sem a pessoa saber 0 que motivou o estado
(VANDENBOS, 2010, p. 490).

2 Fundamento basico da personalidade, em geral suposto como sendo biologicamente
determinado e presente no inicio da vida, incluindo caracteristicas como nivel de energia, responsividade
emocional, tempo de resposta e disposicdo para explorar. No comportamento animal, temperamento €
definido como o padrdo constitucional de reagdes de um individuo, com uma variedade semelhante de
caracteristicas (VANDENBOS, 2010, p. 901-902).
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Nesse sentido, a empatia, caracteristica central da inteligéncia emocional, consiste na
habilidade de comunicacg&o, intimamente ligada ao aparecimento de vinculos afetivos, ou seja,
€ um processo afetivo/cognitivo de modulacdo social das respostas emocionais (GRENIER,;
LUTHI, 2010). Shamay-Tsoory (2011) aplica o termo empatia as reacOes cognitivas e
emocionais de um individuo ante as experiéncias observadas do outro. Alguns autores ainda
relacionam a empatia a uma gama de fendmenos, sendo uns emocionais, como 0 contégio
emocional (por exemplo, bebés comegam a chorar quando ouvem outro bebé chorando) e
outros cognitivos, como a simpatia e a compaixdo (GARDNER, 1983; SHAMAY-TSOORY,
2011; SAITO et al., 2016). Zaki e Ochsner (2012) propuseram a divisdo da empatia em trés
processos: 0 mentalizar (mentalizing) que caracteriza a capacidade de perceber e entender o
estado emocional do outro; o compartilhamento de experiéncias (experiense sharing), que é
definido pela habilidade de sentir o que o0 outro esta sentindo; e 0 comportamento pré-social
(prosocial concern) que se configura como a motivacgao para agir frente ao estado do outro.

Quanto ao aspecto neurobioldgico, estudos recentes envolvendo 0s mecanismos
encefalicos da empatia ofereceram algumas hipdteses sobre o porqué da percepcdo de si
mesmo e dos outros estarem relacionadas. Preston e De Wall (2002) propuseram que a
empatia é baseada no mecanismo de percepcao-acdo. Isso significa que a observacdo de um
estado motor, perceptivo ou emocional experienciado por um individuo ativa as mesmas
estruturas e processos neurais no observador, como quando este desenvolve a mesma agéo ou
experimenta a mesma emocdo (PRESTON; DE WALL, 2002; GALLESE et al., 2004,
CATTANEO; RIZZOLATTI, 2009; MOYA-ALBIOL et al., 2010).

Essa capacidade do sistema nervoso de representar agdes observadas nos outros em
seu préprio sistema motor esta relacionada a um grupo especifico de neurénios conhecidos
como neurdnios-espelho, que podem atuar ndo s6 na codificagdo dos atos motores

observados, mas também permitir ao observador entender as inten¢des do outro por meio de
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mecanismos de aprendizagem observacional (MOYA-ALBIOL et al., 2010). Os neurdnios-
espelho foram reconhecidos pela primeira vez no cdrtex pré-motor ventral e 16bulo parietal
inferior de macacos. Estes neur6nios eram ativados quando o animal executava uma
determinada agdo e quando observava uma agdo semelhante realizada pelo pesquisador
(RIZZOLATTI et al., 1996; CATTANEO; RIZZOLATTI, 2009).

Estudos de neuroimagem demonstraram a existéncia de um sistema espelho em
humanos composto por dois principais sitios: um formado pelo lobo parietal, cortex pré-motor
e parte caudal do giro frontal inferior (sistema espelho parietofrontal) e o outro pela insula e 0
cortex frontal medial anterior (sistema espelho limbico). O sistema espelho parietofrontal esta
relacionado ao reconhecimento de comportamentos voluntarios como movimento, enquanto o
sistema espelho limbico esta envolvido com o reconhecimento de comportamentos afetivos e
ao uso da linguagem (CATTANEO; RIZZOLATTI, 2009).

Os sistemas citados sdo reconhecidos como “regides espelhadas classicas”, porém, foi
proposto recentemente, que a atividade espelho €é generalizada no cérebro humano
(KEYSERS; GAZZOLA, 2009; MOLENBERGHS et al. 2012). Estudos usaram uma
variedade de tarefas para investigar regides cerebrais com "propriedade espelho™” e mostraram
que diferentes areas sao ativadas de acordo com o estimulo apresentado. Por exemplo,
atividades que exigiam a observacdo e/ou execu¢do de uma agdo motora ativaram, além das
areas classicas (I6bulo parietal inferior, giro frontal inferior posterior e cortex pré-motor
ventral), o cértex pré-motor dorsal, o l6bulo parietal superior, a porcdo posterior do giro
temporal médio e o cerebelo; enquanto atividades focadas na observacdo e/ou execucdo de
expressdes de emocao revelaram ativacdo em regides envolvidas no processamento emocional
como amigdala, coértex insular e giro cingulado (VAN DER GAAG et al., 2007;

MOLENBERGHS et al. 2012).
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Além da presenca de neurdnios-espelho, trabalhos com humanos utilizando
ressonancia magnética funcional relataram que a observagdo de outros individuos com dor
pode motivar o comportamento de ajuda. Ainda, estudos com cOnjuges compararam a
atividade cerebral relacionada a dor no participante que recebeu um estimulo doloroso e no
parceiro que apenas observou, apontando uma ativagdo compartilnada nas redes neurais do
casal (FLOR et al., 1987; SINGER et al., 2004; LAMM et al., 2011).

Considerando os achados em humanos, que incluem a presenca de neurénios-espelho e
a influéncia emocional da dor, evidéncias também revelaram a presen¢a de neur6nios com
propriedade espelho em roedores, além de comportamento pro-social diante de coespecificos
em sofrimento, sugerindo que esses animais podem apresentar comportamento empético
(BARTAL et al., 2011; PANKSEPP et al., 2011; USHAKOQV et al., 2013; CARRILLO et al.,

2019).

1.2 Empatia em Roedores

Acredita-se que os seres humanos dominam 0s processos de competicdo entre as
espécies devido as habilidades interpessoais de cooperar e entender o outro, que sdo
essenciais para as relagdes sociais e a formacéo de sociedades, permitindo a sobrevivéncia da
espécie. Entretanto, essas habilidades ndo s&o exclusivas dos seres humanos, visto que ja foram
demonstradas em primatas ndo-humanos e outros mamiferos (LANGFORD et al., 2006;
SHAMAY-TSOORY, 2011; ZAKI; OCHSNER, 2012).

Evidéncias demonstraram que roedores possuem 0s pré-requisitos necessarios para
expressar empatia, pois Sdo animais sociais, capazes de aprender com 0s outros e agir de
acordo com os estimulos emocionais de seus coespecificos (PANKSEPP et al., 2011;
MOGIL, 2012). Assim, estudos mostraram que ratos (RICE; GAINER 1962; BARTAL et al.,

2011) e camundongos (ROTH; FLORES, 2019) podem exibir comportamento pré-social em
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resposta a um coespecifico em sofrimento, sugerindo que eles possuem a habilidade de
empatia.

Pesquisas sugerem que a empatia em roedores sofre influéncia da familiaridade, sendo
que esses animais apresentam um comportamento analogo ao de um coespecifico observado,
mas ndo ao observarem um estranho. Por exemplo, a observacdo de um camundongo que
recebeu injecdo de acido acético pode provocar hiperalgesia (aumento do numero de
contorgdes) em um coespecifico que recebeu 0 mesmo estimulo, entretanto, isso ndo ocorre
entre animais estranhos (LANGFORD et al., 2006).

Estudos mostraram que camundongos congelam ao observar um coespecifico recebendo
choques nas patas, sugerindo que o medo pode ser adquirido indiretamente através da
observacdo (JEON et al., 2010). Tomiyoshi et al. (2009) relataram que camundongos que
conviveram com parceiro no qual foi inoculado um tumor exibiram reducéo da exploragédo dos
bracos abertos no labirinto em cruz elevado, indicando que o convivio com par em sofrimento
produziu aumento da ansiedade. Neste sentido, 0 nosso grupo de pesquisa demonstrou que
parceiros de caixa-moradia de camundongos submetidos a dor cronica apresentaram
hiperalgesia no teste de contor¢fes e aumento das respostas relacionadas & ansiedade no
labirinto em cruz elevado (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015).

Para compreender como se da essa “troca” de informacdo emocional entre os animais,
estudos avaliaram diferentes modalidades sensoriais individualmente - visdo, audigéo e olfato.
Demonstrou-se papel importante da visdo na mediacéo dessa comunicagdo (LANGFORD et al.,
2006; BARTAL et al.,, 2011), porém ha evidéncias de que o olfato e a audicdo também
participam desse processo (SAITO et al., 2016; SMITH et al., 2016; PISANSKY et al., 2017).
Smith et al. (2016) mostraram que sinais olfativos emitidos por camundongos com hiperalgesia
sdo suficientes para provocar hipersensibilidade em camundongos alojados e testados na

mesma sala. Ainda foi demonstrado que o contagio emocional em ratos pode ocorrer por meio
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de vocalizag@es utltrassonicas especificas, as quais emitem informacgdes sobre o estado afetivo
dos animais (SAITO et al., 2016; PISANSKY et al., 2017).

Diante das evidéncias apresentadas, é plausivel supor que o comportamento de
roedores pode ser modulado pelo estado afetivo de seus coespecificos, 0 que demonstra um
compartilhamento emocional entre os animais. Assim, podemos estabelecer modelos animais
de empatia, por meio dos quais é possivel avaliar respostas comportamentais, como por

exemplo respostas relacionadas a ansiedade.

1.3 Ansiedade

A ansiedade é um fendmeno presente na vida do homem desde, talvez, seu surgimento
e evolucdo e ndo consequéncia da vida moderna. Constitui uma importante resposta inata, ja
que a antecipacdo de um possivel ataque por predadores possibilitou o surgimento de
estratégias eficazes de enfrentamento ou fuga, garantindo a integridade fisica e continuidade
da espécie (DRACTU; LADER, 1993).

Embora o termo ansiedade traga uma conotacdo negativa, ela é uma resposta habitual
dos individuos ao seu meio, com importante valor adaptativo, pois adverte sobre a
possibilidade de danos fisicos, dor, impoténcia, punicdo, frustracdo e ameacas a integridade,
estimulando o organismo a tomar medidas necessérias para impedir tais ameacas ou reduzir
suas consequéncias (BRANDAO, 2004; CORR, 2011).

Normalmente, a ansiedade € caracterizada por um estado subjetivo de tensdo ou
apreensdo, vago ou difuso, desencadeado em antecipacdo de ameaca potencial,
frequentemente acompanhado por um conjunto de respostas comportamentais como evitacao,
vigilancia, compulsdo, além de outras alteragdes como aumento da frequéncia respiratoria,
aceleracdo dos batimentos cardiacos, tensdo muscular, sudorese e fadiga (BELZUNG,;

GRIEBEL, 2001; BRANDAO, 2004; GROSS; HEN, 2004). A resposta de ansiedade
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diferencia-se do medo, pois, enquanto esta caracteriza antecipacdo de ameaca futura, 0 medo
caracteriza uma resposta emocional & ameaga iminente real ou percebida (APA, 2014).

Em certa medida, a ansiedade pode ser considerada normal e até necesséria para o
desempenho em tarefas cognitivas. No entanto, quando a resposta comportamental é
inadequada, em virtude de sua intensidade ou duracdo, a ansiedade adquire um carater
patoldgico (transtorno), afetando o desempenho individual nas tarefas da vida cotidiana
(BRANDAO, 2004; GROSS; HEN, 2004; CAMPOS et al., 2013). “Os transtornos de
ansiedade sdo aqueles que compartilham caracteristicas de medo e ansiedade excessivos e
perturbagdes comportamentais relacionadas” (APA, 2014, p. 189).

A partir do DSM-5, sdo considerados transtornos de ansiedade: transtorno de
ansiedade generalizada (TAG), transtorno de panico, transtorno de ansiedade de separagéo,
mutismo seletivo, fobia especifica, transtorno de ansiedade social (TAS), transtorno de
ansiedade induzido por substancia/medicamento e transtorno de ansiedade devido a outra
condicdo médica. Esses transtornos constituem o maior grupo de distarbios mentais que
afetam os individuos, sendo uma das principais causas de incapacidade (APA, 2014,
CRASKE et al., 2019).

Estudos basicos e clinicos permitem a compreensdo da neurobiologia da ansiedade e
dos distarbios relacionados. Além disso, modelos animais mostraram que em transtornos de
ansiedade pode ocorrer hiperativacdo de algumas areas cerebrais como talamo, amigdala,
hipocampo, cértex cingulado anterior (CCA), estriado, cértex sensorial e motor e cortex
insular, estruturas envolvidas no processamento e geracdo de emogdes (BROOKS; STEIN,
2015). Essas regifes tém maior ou menor envolvimento na modulacdo da ansiedade
dependendo do transtorno ao qual estdo associadas. Por exemplo, em humanos, ocorre
hiperativacdo da amigdala em resposta a estimulos sociais no TAS (MACHADO-DE-SOUSA

et al.,, 2014; BROOKS; STEIN, 2015); ja no TAG, os pacientes apresentam desregulacéo
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emocional que estaria associada a reducdo da ativacdo do CCA, estrutura envolvida no
processamento cognitivo (CCA dorsal) e emocional (CCA rostral) (BISHOP et al., 2004;
BROOKS; STEIN, 2015).

Carneiro de Oliveira et al. (2017) avaliaram respostas de ansiedade em roedores por
meio de um modelo de compartilhamento emocional. Os autores mostraram que
camundongos que observaram coespecificos submetidos ao estresse crénico (contencdo no
tubo) apresentaram aumento dos comportamentos relacionados a ansiedade no teste do
labirinto em cruz elevado. Semelhante a outros achados, os autores demonstraram que

roedores respondem ao sofrimento de seus comuns, sugerindo sua habilidade de empatia.

1.3.1 Teste de ansiedade: labirinto em cruz elevado

Dentre os modelos para avaliar ansiedade em roedores, o labirinto em cruz elevado
(LCE) é o mais amplamente utilizado. O LCE foi desenvolvido a partir de estudos sobre
padrbes exploratorios, cuja premissa bésica era que um novo ambiente evoca simultaneamente
medo e curiosidade. O teste foi inicialmente proposto por Montgomery (1955) (labirinto em Y),
sendo modificado e validado para ratos (PELOW et al., 1985) e camundongos (LISTER, 1987).
O teste é baseado na tendéncia natural dos roedores de explorar ambientes novos e na aversdo
inata de locais desprotegidos (representados pelos bragos abertos). O LCE para avaliacdo da
ansiedade em camundongos, consiste em dois bragos abertos (30 cm x 5 cm x 0,25 ¢cm) unidos
perpendicularmente a dois bragos fechados (paredes transparentes) (30 cm x 5 cm x 15 cm),
elevados a 38,5 cm do solo por um suporte de madeira (LISTER, 1987).

Os indices de ansiedade avaliados compreendem medidas espago-temporais dos
bracos abertos (% de entradas e de tempo gasto nos bragos abertos) e a atividade locomotora é
avaliada pelo numero de entradas nos bracos fechados (LISTER, 1987; FILE, 1992). O

aumento da exploragdo dos bragos abertos indica redugcdo da ansiedade, assim, a
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administracdo de medicamentos ansioliticos (ex: benzodiazepinicos) em doses nao sedativas,
aumenta a exploragdo desses bracos. Alteracdes nas entradas nos bragos fechados indicam
efeitos ndo especificos na atividade locomotora. Além das medidas classicas, também é
registrada a imobilidade e comportamentos relacionados ao padréo defensivo de avaliagdo de
risco, como as frequéncias de mergulhar (movimento de mover a cabeca em direcéo ao solo) e
esticar (stretched attend - SAP: movimento de esticar o corpo sem se locomover) (LISTER,

1987; FILE, 1992; TREIT et al., 1993; RODGERS; JOHNSON, 1995).

1.4  Estresse

Todos 0s organismos Vivos respondem a muitos estimulos estressores, extrinsecos e
intrinsecos, que constantemente desafiam seu complexo equilibrio interno, denominado
homeostase. Assim, o termo estresse é utilizado para definir estimulos ameacadores ou
reconhecidos como ameaca a homeostase do organismo (LIPP, 1996; NICOLAIDES et al.,
2015).

A exposicédo ao estresse resulta em uma infinidade de respostas, sendo uma das mais
caracteristicas a ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (eixo HPA), que funciona da
seguinte forma: diante de um estressor ocorre a ativacdo de estruturas corticais e limbicas
responsaveis pela deteccdo de ameacas, como por exemplo, o cortex pré-frontal e o nucleo
basolateral da amidala, que enviam projecfes para neur6nios especificos do hipotadlamo no
nacleo paraventricular. A estimulacdo desta regido resulta na liberacdo do horménio liberador
de corticotrofina (CRH) na circulacdo portal, estimulando a glandula pituitaria. Na pituitaria
anterior, 0 CRH estimula a secrecdo de hormonio adrenocorticotrofico (ACTH), que é
conduzido pela circulagdo até o cortex da glandula adrenal, promovendo a liberacdo de
corticosteroides (cortisol em humanos e corticosterona em roedores), que preparam 0

organismo para situacdes futuras por meio de sua agao sobre estruturas como a amigdala,
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cortex pré-frontal e hipocampo (COOK, 2004; CHOTIWAT; HARRIS, 2006; JOELS et al.,
2006; GUILLIAMS; EDWRADS, 2010; NICOLAIDES et al., 2015).

O estresse ainda ativa o sistema nervoso autdbnomo simpatico, que é responsavel pela
liberacdo de adrenalina e noradrenalina na circulagéo. Desta forma, os hormdnios do estresse
atuam de forma coordenada, controlando acfes réapidas via sistema nervoso simpatico, e
lentas, via eixo HPA (GRAEFF, 2007; GUILLIAMS; EDWARDS, 2010; NICOLAIDES et
al., 2015).

Além disso, a exposicdo ao estresse pode promover mudangas comportamentais.
Estudos com roedores mostraram que a exposicdo a estressores pode induzir alteracdes nas
respostas de ansiedade (VAN DIJKEN et al., 1992; MARTIJENA et al., 1997; PADOVAN;
GUIMARAE, 2000; CHOTIWAT; HARRIS, 2006; NICOLAIDES et al., 2015). Por
exemplo, camundongos expostos a 2 horas de estresse de contencdo por 3 dias consecutivos
apresentaram diminuicdo das entradas nos bracos abertos e aumento de tempo gasto nos
bragcos fechados do LCE quando comparados aos animais controle (sem estresse)
(CHOTIWAT; HARRIS, 2006).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que, quando camundongos convivem em duplas
e um deles é submetido ao estresse de contengdo, ocorre aumento do comportamento ansioso
tanto no animal contido como em seu parceiro. Essa influéncia do estresse sobre a resposta de
ansiedade entre animais coespecificos pode ocorrer devido a habilidade que os roedores
apresentam de compartilhar estados afetivos (CARNEIRO DE OLIVEIRA et al., 2017).

Assim, modelos animais tém sido desenvolvidos para avaliar respostas
comportamentais em roedores utilizando estimulos variados (restrigdo, choque, exposi¢do a

predadores etc.) a fim de induzir estresse nesses animais.
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1.4.1 Modelo de estresse: contencdo no tubo

Dentre 0s modelos que induzem o estresse em roedores, a contencdo € um dos
procedimentos mais comumente empregados para induzir alteracbes comportamentais,
bioguimicas e fisiologicas. O estresse de contencdo é induzido mantendo o animal em um
tubo cilindrico ou semi-cilindrico com orificios de ventilagio (HARRIS et al., 2004;
CHOTIWAT; HARRIS, 2006; CARNEIRO DE OLIVEIRA et al., 2017).

A contencgéo pode ser utilizada para induzir estresse agudo ou cronico, dependendo da
duracdo da exposicdo. Apds o estresse de contencdo, 0s animais podem exibir hiper-
responsividade a estressores leves subsequentes. Assim, ratos expostos a 2 horas de contencéo
apresentaram um déficit exploratério no campo aberto, enquanto camundongos expostos a
contencdo cronica exibiram niveis mais altos de ansiedade no LCE (PADOVAN;
GUIMARAE, 2000; HARRIS et al., 2004; CHOTIWAT; HARRIS, 2006; CAMPOS et al.,
2013; CARNEIRO DE OLIVEIRA et al., 2017). Além disso, animais submetidos a contencao
podem apresentar aumento significativo da corticosterona apds exposicdo a testes
comportamentais posteriores (CHOTIWAT; HARRIS, 2006).

Neste trabalho utilizamos o modelo de contengdo para induzir estresse crénico em

camundongos, que foram contidos em tubos de PVC cilindricos por 1 hora durante 14 dias.

1.5 Amigdala

Estudos acerca da neurobiologia do medo e da ansiedade revelaram as estruturas
envolvidas na modulacdo do comportamento emocional, destacando-se, entre elas, a
amigdala, area com forma amendoada e localizada bilateralmente ao lobo temporal anterior
do encéfalo proxima a formacdo hipocampal (TREIT et al., 1993; RAUCH et al., 2003;

LeDOUX, 2007; NEUGEBAUER, 2007; BROOKS; STEIN, 2015).
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A amigdala é uma estrutura complexa, envolvida em uma gama de funcGes e formada
por nucleos, que sdo organizados em regido cortico-medial (nucleo cortical, medial e central)
e regido basolateral (ndcleo lateral, basal e acessorio). Esses nlcleos ainda podem ser
divididos em subnucleos. Por exemplo, o nlcleo lateral apresenta trés subdivisGes: dorsal,
ventro-lateral e medial, sendo que o lateral dorsal apresenta duas regides: superior e inferior,
cada uma delas com diferentes papéis na memoria do medo (AMARAL; BASSETT, 1989;
AMARAL; INSAUSTI, 1992; LeDOUX, 2007; NEUGEBAUER, 2007; BROOKS; STEIN,
2015).

Cada regido da amigdala faz conexdes com diferentes estruturas e essas conexdes
definem funcdes, permitindo que diversos tipos de informacGes sejam processadas pela
amigdala. Assim, o nucleo lateral recebe as informacdes sensoriais que chegam a amigdala
(informagBes visuais, auditivas, olfativas, referentes ao sabor e somatosensoriais), ja 0s
nacleos central e basal apresentam conexdes de saida. Enquanto as conexdes de saida da
amigdala central com o tronco cerebral controlam reagdes emocionais (ex: congelamento na
presenca de um predador), as conexdes da amigdala basal com o estriado estdo envolvidas no
controle de agfes (ex: como correr para a seguranca) (LeDOUX, 2007; NEUGEBAUER,
2007; BROOKS; STEIN, 2015).

Estudos funcionais de neuroimagem em humanos relataram a hiperativacdo da
amigdala em transtornos de ansiedade. Foi demostrada ativacdo exagerada da estrutura no
TAG, TAS, transtorno do panico e na fobia especifica (RAUCH et al., 2003; BROOKS;
STEIN, 2015). Além disso, ocorre ativacdo da amigdala na aprendizagem observacional do
medo, em que uma pessoa assiste videos de outra experienciando 0 medo (OLSSON;
PHELPS, 2007) ou observa fotografias de expressdes faciais emocionalmente negativas. A

ativacdo da amigdala pela simples observacdo do medo sugere a importancia dessa estrutura
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no compartilhamento emocional (ZALD; PARDO, 1997; OCHSNER et al., 2004,
FITZGERALD et al., 2006; PILLAY et al., 2006).

Pesquisas com animais também ofereceram informagBGes importantes sobre a
participagdo da amigdala na modulacdo do medo e da ansiedade. Foi demonstrado que a
estimulagdo da amigdala em roedores produz respostas semelhantes ao medo e ansiedade
(ROSEN; SCHULKIN, 1998), enquanto lesdes na estrutura reduzem oS comportamentos
relacionados a ansiedade (JANAK; TYE, 2015). Além disso, foi demonstrado papel da
amigdala no compartilhamento emocional. Jeon et al. (2010) mostraram que quando um
camundongo presencia seu coespecifico recebendo choque nas patas ocorre ativagdo da
amigdala, sugerindo a participacdo da estrutura em comportamentos relacionados a empatia.
De maneira semelhante, Pelarin et al. (2014), investigaram o papel da amigdala na modulacdo
da empatia pela nocicepcdo em camundongos. Os autores mostraram que camundongos que
conviveram com coespecifico submetido a dor cronica pela constricdo do nervo ciatico
apresentaram hipernocicepcdo no teste de contor¢des abdominais. Além disso, demonstraram
aumento do numero de contor¢es nos animais apés a inativacdo da amigdala com CoCl,,
evidenciando o importante papel da estrutura na nocicepgéo induzida pela observagéo.

Considerando os achados de estudos com humanos e animais, ja& foi bem descrita a
participacdo da amigdala na modulagédo da ansiedade (TREIT et al., 1993; RAUCH et al., 2003;
LEDOUX, 2007; NEUGEBAUER, 2007; BARBALHO et al., 2009; BROOKS; STEIN, 2015).
No entanto, as pesquisas vao além e buscam, por meio de modelos de empatia em roedores,
elucidar o papel da amigdala na modulagdo das emocgdes compartilhadas (ex: medo e

ansiedade).
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1.6 Cortex Cingulado Anterior (CCA)

Além da amigdala, outra &rea relacionada com o processamento de informacoes
afetivas é o cértex cingulado anterior (CCA) (PHELPS et al., 2004; SIMMONS et al., 2008).
Em humanos, o CCA juntamente com o cortex cingulado médio (CCM) caracterizam as
regides mais anteriores do cortex cingulado, alternativamente descritas como vCCA (CCA
ventral) e dCCA (CCA dorsal), porém essa nomenclatura raramente é utilizada para ratos e
camundongos. Em roedores, a nomenclatura comumente aplicada divide o CCA em é&rea
cingulada 1 (Cgl) e érea cingulada 2 (Cg2) (VAN HEUKELUM et al., 2020).

O CCA tem sido de grande interesse em pesquisas porque esta envolvido em uma
gama de processos cognitivos, incluindo atengdo direcionada, monitoramento de conflitos,
memodria de trabalho, auto monitoramento, bem como modulacéo e controle emocional (VAN
VEEN et al., 2001; FAN et al.,, 2003; OSAKA et al., 2003). Pesquisas mostraram a
participacdo do CCA rostral no processamento de informacdes focadas internamente (atencéo
focada no “eu”), enquanto o CCA dorsal atua no processamento de informagdes externamente
relevantes (SIMMONS et al., 2008).

Estudos de ressonancia magnética funcional em humanos evidenciaram o papel do
CCA na modulacdo da ansiedade. Demonstrou-se que lesdes no CCA produzem efeito
ansiolitico e aumento de ativacdo da estrutura foi relatada em transtornos de ansiedade (HAY
etal., 1993; BISHOP et al., 2004; MOCHCOVITCH et al., 2014; ZHUO, 2016). Além disso,
foi observada hiperatividade do CCA na comunicagdo emocional do medo, ou seja, quando
individuos observam expressdes faciais de medo (JACKSON et al., 2004; SINGER et al.,
2004; SIVASELVACHANDRAN et al., 2018).

Neste sentido, Singer et al. (2004) compararam a atividade cerebral de individuos
recebendo um estimulo doloroso, com a atividade cerebral dos mesmos individuos recebendo

um sinal indicando que um ente querido experienciava dor. Os autores mostraram, por meio
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de imagens funcionais, ativacdo do CCA rostral em ambas as situagdes, sugerindo a
participacdo da estrutura na dor emocionalmente compartilhada.

Estudos com modelos animais também forneceram evidéncias da participacdo desta
estrutura em diferentes comportamentos. Rudebeck et al. (2006) relataram a participacdo do
CCA na interacdo social. Em pesquisa com macacos, 0s autores observaram que lesdes na
estrutura afetam a maneira como 0s animais valorizam as informagdes sociais. Com o intuito
de avaliar a participacdo do CCA na modulagdo emocional em roedores, Benassi-Cezar et al.
(2020) utilizaram um modelo de empatia pela nocicep¢do em camundongos. Os autores
mostraram que a inativagdo do CCA com CoCl, atenuou o comportamento ansioso em
animais que conviveram com coespecifico submetido a dor cronica. Além disso, o estudo
avaliou o padréo de ativacdo do CCA por meio da imunomarcacdo com FosB e mostrou
diminuicdo da expressdao da proteina no CCA em animais que conviveram com parceiro em
dor. Esses achados sugerem o envolvimento da estrutura na influéncia emocional em
roedores.

Levando em conta as evidéncias apresentadas, consideramos este trabalho relevante
para compreensdo dos mecanismos neurobioldgicos envolvidos na modulacdo da ansiedade e
da influéncia emocional. Ainda, o entendimento desses processos - ansiedade e empatia -
permite compreender as patologias associadas a eles, como os transtornos de ansiedade (ja
citados anteriormente), a personalidade antissocial e o autismo, condi¢cbes em que ha
comprometimento do reconhecimento das emocOes e sentimentos de outras pessoas
(LOCKWOOD, 2016). Assim, modelos animais que avaliam ansiedade e compartilhamento
emocional sdo uma ferramenta util para direcionar pesquisas em busca de terapias e

intervencdes adequadas.
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1.7 Hipdtese

Tendo em vista 0 crescente interesse da literatura sobre empatia em animais, nosso
grupo de pesquisa estabeleceu um modelo de empatia para avaliar respostas comportamentais
em camundongos.

Inicialmente, utilizamos um protocolo de empatia pela nocicepgdo. Avaliamos a
influéncia do convivio com camundongo submetido a dor cronica pela constricdo do nervo
ciatico sobre o comportamento de seu parceiro (companheiro de caixa-moradia). Ent&o,
demonstramos que camundongos que conviveram com coespecifico em dor cronica,
apresentaram aumento do numero de contorcfes no teste de contor¢fes abdominais e aumento
das respostas de ansiedade no teste do LCE (PELARIN, 2014; BAPTISTA-DE-SOUZA et
al., 2015; CARMONA et al., 2016; ZANIBONI et al., 2016; SILVEIRA et al., 2018;
TAVARES et al., 2018; ZANIBONI et al., 2018; BENASSI-CEZAR et al., 2020; PETRILLI
etal., 2020; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2020).

A partir desses resultados e, considerando que a dor & um estimulo estressor
(VACHON-PRESSEAU et al., 2013), utilizamos um modelo de estresse crénico para avaliar
a empatia em camundongos. Demonstramos que o convivio com coespecifico submetido ao
estresse cronico induzido pela contencdo no tubo promove hipernocicepcdo e comportamento
semelhante & ansiedade em animais avaliados no teste de contor¢des e no LCE
respectivamente (CARNEIRO DE OLIVEIRA et al., 2017). Entretanto, permanecem
desconhecidas as areas cerebrais envolvidas na modulagdo da ansiedade promovida pelo
convivio com o estresse crénico em camundongos.

Considerando as evidéncias citadas sobre a participacdo da amigdala e do CCA na
modulacéo da ansiedade e no contagio emocional em roedores, nossas hipdteses séo:

- O convivio com coespecifico em estresse cronico altera o padrdo de ativacdo da

amigdala e do CCA em camundongos.
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- A inativagdo da amigdala e do CCA atenua o comportamento semelhante a
ansiedade promovido pelo convivio com coespecifico em estresse cronico.

Entdo, foi realizada imunomarcacdo com FosB na amigdala e no CCA - a técnica
de imunohistoquimica permite mostrar, por meio de interacBes antigeno-anticorpo, a
localizacdo de proteinas especificas em tecidos (COONS et al., 1941); também foi
realizada inativagdo das estruturas com cloreto de cobalto (CoCl,) - o CoCl, é um sal que
promove uma inibigdo ndo-seletiva e reversivel da estrutura, uma vez que impede a
liberacdo de neurotransmissor na fenda-sinaptica, impedindo, consequentemente, a

sinapse (KRETZ, 1984; CRESTANI et al., 2010).
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Investigar o papel da amigdala e do cortex cingulado anterior na modulacdo da
ansiedade promovida pelo convivio com coespecifico submetido a um modelo de estresse

cronico.

2.2 Objetivos Especificos

Experimento 1. Avaliar o padréo de ativacdo da amigdala e do CCA pela técnica de
imunoflorescéncia para FosB em camundongos que conviveram com coespecifico em estresse
crénico.

Experimento 2. Avaliar o efeito da inativacdo da amigdala e do CCA pela injecao
intra-estrutura de CoCl,, na modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico

em quadro de estresse cronico, em camundongos expostos ao LCE.
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3. Material e Métodos
3.1 Sujeitos

Foram utilizados 204 camundongos machos, da linhagem suico-albino, com trés
semanas de idade, provenientes do biotério central da Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar). Os animais foram alojados no biotério setorial do Laboratério de Psicologia da
Aprendizagem e mantidos em condic¢des controladas de temperatura (23°C + 1°C) e luz (ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, luzes acesas as 7:00 horas e apagadas as 19:00 horas), com livre

acesso a agua e alimento, exceto durante as breves sessdes de teste.

3.2. Etica

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de S8o Carlos — CEUA/UFSCar (CEUA N° 7821030418). O procedimento
experimental seguiu 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
- Cloridrato de Cetamina (100 mg/kg, i.p., anestésico, Syntec, Brasil);
- Cloridrato de Xilazina (10 mg/kg, i.p., relaxante muscular, Vetbrands, Brasil);
- Cetoprofeno (5,0 mg/kg, i.p., antinflamatdrio, Vencofarma, Brasil);
- Ceftriaxona (4 mg/kg, i.p., antibiotico, Teuto, Brasil);
- Cloreto de Cobalto (CoCl,, ImM/0,1uL, intracraniana, Sigma-Aldrich, USA);
As drogas foram administradas apenas nos animais que passaram por cirurgia

estereotaxica e teste comportamental. Todas as drogas foram dissolvidas em salina (NaCl
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0,9%) e as doses utilizadas foram selecionadas de acordo com estudos prévios (NUNES-DE-

SOUZA et al., 2000; CRESTANI et al., 2010; STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2014).

3.4 Estresse de contencéo

Foi utilizado o modelo de contencdo no tubo, em que o animal € colocado no interior
de um tubo de PVC [14 cm (comprimento) x 3 cm (diametro)] (Figura 1) durante 14 dias, 1
hora/dia em sua propria caixa-moradia, na presenca de seu parceiro, porém em outra sala, ou
seja, 0s animais sdo retirados do biotério durante as sessbes de estresse (CARNEIRO DE

OLIVEIRA et al., 2017).

Figura 1: A. Tubo de PVC utilizado para contencéo dos animais. B. Orificio que permite a respiracao do animal.

Fonte: autoria propria

3.5 Ganho de peso

Para avaliar se 0 estresse de contencdo realizado foi eficaz, todos os sujeitos
foram pesados apds a primeira e a Gltima sessdo de estresse (15° e 28° dia). O ganho de
peso foi calculado com base na equacéo [(peso no décimo quarto dia) - (peso no primeiro
dia)]. Alteracdes no ganho de peso sdo uma ferramenta til para indicar que um protocolo
de estresse tem efeitos fisioldgicos, pois 0s animais que passam pela contencdo ganham

menos peso que 0s demais, o0 que ocorre devido a um aumento no gasto de energia e uma
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diminuicdo na ingestéo de alimentos durante os dias de conten¢do (HARRIS et al., 2001;
HARRIS et al., 2006; CHOTIWAT; HARRIS, 2006; CARNEIRO-DE-OLIVEIRA et al.,

2017).

3.6 Imunoflorescéncia

Os camundongos foram anestesiados com solugdo de cloridrato de cetamina e
xilazina (100/10mg/kg, i.p.) e em seguida foram perfundidos com 100 mL de tampéo
fosfato de sddio (PBS) (3,2 g de KH,POy; 7,1 g de K;HPOy; 9,1 g de NaCl em 100 mL de
agua destilada) e com 400 ml de paraformaldeido 4% (4 g de NaOH; 40 g de
paraformaldeido; 16,8 g de NaH,PO,). Os encéfalos foram removidos, fixados em
paraformaldeido 4% por 1 hora, transferidos para solugdo de sacarose 30% e
armazenados a 4°C por 2 dias. As regides de interesse (amigdala e CCA) foram
seccionadas em fatias coronais de 35 um de espessura em um criostato (Leica CM1850).
As fatias foram lavadas 3 vezes de 10 minutos com PBS em agitacdo branda e em
seguida incubadas com solugdo bloqueadora (soro de cabra 3%; Triton X-100 0,25%
dissolvidos em PBS) por 1 hora a temperatura ambiente em agitacdo. Apds o bloqueio de
1 hora, as fatias foram incubadas com anticorpo primério (FosB, diluicdo 1:1000; Abcam,
Cat. n° EPR15905, EUA) diluido em solucdo bloqueadora a 4°C overnight (24 horas) em
agitacdo branda no agitador. Apds essa incubacdo de 24 horas, as fatias foram lavadas
com PBS por 6 vezes de 5 minutos em agitagdo e incubadas com um anticorpo
secundario biotinilado anti-coelho IgG (Alexa-Fluor 488, diluicdo 1:1000; Abcam, EUA)
diluido em solucédo bloqueadora por 2 horas a temperatura ambiente sob agitacdo branda.
Em seguida, as fatias foram lavadas com PBS por 6 vezes de 5 minutos em agitacdo e
posteriormente, transferidas para solucdo de PBS e depositadas em laminas salinizadas ou

gelatinizadas com gelatina e aluminiocrémico e cobertas com Fluoroshield com DAPI e
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laminulas. A imunomarcacdo de Fos-B foi capturada usando um microscopio de
fluorescéncia (Zeiss Axioskop 2) acoplado a uma camera e o software Axio Vision Rel.

Zeiss foi usado para quantificar a marcagdo FosB - positiva.

3.7 Cirurgia estereotaxica

Os camundongos foram anestesiados com solucdo de cloridrato de cetamina e xilazina
(100/10mg/Kkg, i.p.). Posteriormente, foram submetidos a tricotomia da regido da cabeca e
cirurgia estereotaxica (estereotaxico Insight Instruments, Brasil) para implantagdo bilateral
intracraniana de cénulas-guia (25-gauge, 7 mm de comprimento, Insight Equipamentos,
Brasil), as quais foram direcionadas & amigdala: anteroposterior (AP) = -1,3 mm e lateral (L)
= + 3,3 mm em relacdo ao bregma e dorsoventral (DV) = -2,8 mm em relacdo a base do
cranio do animal; e ao cortex cingulado anterior: AP =+ 1,0 mme L =+ 0,2 mm em
relagdo ao bregma e DV = - 1,2 mm em relacéo a base do cranio do animal. Essas medidas
foram calculadas de acordo com o atlas de Paxinos e Franklin (2001). As canulas foram
fixadas com resina acrilica auto-polimerizante (JET, Brasil) no cranio do animal. Um mandril
de aco inoxidavel (33-gauge; Fishtex®, Brasil) foi inserido dentro de cada canula-guia para
evitar possiveis obstrucdes e contaminagdes, sendo removido para o procedimento de injecéo,
durante o teste.

Ao final da cirurgia, os animais receberam injecdo de anti-inflamat6rio Cetoprofeno
(5,0 mg/kg, i.p.) e antibiotico Ceftriaxona (4 mg/kg, i.p.), para evitar infeccdes e auxiliar na

recuperacdo pos-cirurgica (LU et al., 2004; STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2014).

3.8 Injecdo de salina ou cloreto de cobalto
Para investigar o papel especifico da amigdala e do cortex cingulado anterior, 0S

animais receberam inje¢des de salina (NaCl 0,9%) ou cloreto de cobalto (CoCl, 1ImM) cinco
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minutos antes da exposicdo ao LCE. O procedimento de injecdo consistiu em conter
manualmente o animal, remover o mandril e inserir a agulha de injecdo (33-gauge) dentro das
canulas-guia, sendo que a agulha ultrapassou em 1,0 mm a ponta das canulas. Cada agulha de
injecdo foi conectada, por meio de tubo de polietileno (PE-10), a microsseringa Hamilton (10
pL). Uma bomba de infusdo (Insight BI2000) foi programada para injetar 0,1 uL da solucdo
por 60 segundos e permanéncia da agulha de injecdo por 90 segundos, a fim de evitar refluxo
da solucdo injetada (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; REIS; CANTO-DE-SOUZA, 2008).

O CoCl, é um sal que se dissocia em Co*?e CI™ e promove uma inativagéo reversivel e
ndo-seletiva, uma vez que o Co*? compete com o Ca*? pelos canais calcio-dependentes. Sem a
entrada de Ca™ na célula, ndo ocorre liberacdo dos neurotransmissores vesiculares na fenda

sinaptica, ndo ocorrendo a sinapse, porém sem afetar as fibras de passagem (KRETZ, 1984).

3.9 Labirinto em cruz elevado (LCE)

Os animais foram expostos ao LCE (Figura 2) durante 5 minutos para avaliacdo dos
comportamentos relacionados a ansiedade. O aparato consiste em dois bracos abertos (30 cm
x 5 cm x 0,25 cm) unidos perpendicularmente a dois bragos fechados com paredes
transparentes (30 cm x 5 cm x 15 ¢cm), elevados a 38,5 cm do solo por um suporte de madeira
. Foram avaliadas: a frequéncia total de entradas nos bracos abertos e fechados (a entrada em
um braco é definida pelo cruzamento com as quatro patas para dentro do braco), a
porcentagem de entrada nos bracos abertos [(aberto/total) x 100] e de tempo gasto no brago
aberto; os tempos de permanéncia nos bracos fechados e na parte central do labirinto
[(tempo/300) x 100] (LISTER, 1987).

Outros parametros comportamentais analisados foram: as frequéncias de mergulhar
(movimento exploratorio com a cabeca/ombros para fora dos bracos abertos) e esticar

(stretched attend - SAP: postura exploratoria caracterizada pelo corpo do animal estendido
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para frente, depois retrai a posicdo original sem locomocdo efetiva, resposta associada a
avaliacdo de risco) e imobilidade. Os bragos fechados e o centro foram considerados areas
protegidas e os bracos abertos areas desprotegidas do labirinto (CRUZ et al., 1994,
RODGERS; JOHNSON, 1995).

O teste foi gravado por um sistema de cdmera conectado a um computador localizado
em uma sala adjacente. A avaliagdo dos pardmetros comportamentais foi realizada a partir da
observacgdo das gravagdes, acompanhada do uso de um software de analise etoldgica X-Plo-

Rat 3.0 (GARCIA et al., 2005).

Figura 2: labirinto em cruz elevado; aparato para avaliar comportamentos relacionados a ansiedade

Fonte: autoria propria

3.10 Histologia

Apds o término dos experimentos, 0s animais que passaram pelo teste comportamental
(observador estresse e observador controle), foram anestesiados com uma solucdo de
cetamina e xilazina (100/10mg/kg, i.p.) e, em seguida, receberam injecdo intracraniana (na
amigdala ou CCA) bilateral de 0,1uL de solucdo de azul de Evans 1,5%, de acordo com o

procedimento descrito no item 3.8. Apds receberem a solucdo corante, os animais foram
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decapitados, seus cérebros removidos e armazenados em solugdo de formol 10%. Pelo menos
24 horas antes da seccdo dos encefalos, eles foram transferidos para uma solucdo de sacarose
30% e entdo foram seccionados em sentido coronal ao longo do trajeto das canulas com o uso
de um criostato (Leica CM1850). Os cortes histoldgicos foram inspecionados com o uso de
um microscopio optico (Olympus BX41TF), e a dispersdo do Azul de Evans indicou o local
da injecéo de acordo com o atlas de Paxinos e Franklin (2001). Os animais cujas inje¢cdes ndo

atingiram a estrutura de interesse foram excluidos da analise estatistica.

3.11 Delineamento Experimental

Ap6s 0 desmame (21 dias pds-nascimento), os animais foram alojados aos pares em
caixas-moradia (30 cm x 19 cm x 13 cm) e conviveram por 28 dias, sendo que os 14 primeiros
dias serviram para estabelecer familiaridade entre os sujeitos (BARTAL et al., 2011). No 15°
dia os animais foram divididos em dois grupos: Estresse e Controle (Figura 3). O grupo
estresse consistiu dos sujeitos: estresse e observador estresse (alojados na mesma caixa-
moradia), sendo que o primeiro foi submetido a sessdes de estresse (item 3.4) por 14 dias (15°
ao 28° dia) durante 1 hora. As sessdes de estresse ocorreram na caixa-moradia do animal, na
presenca do parceiro (observador estresse), em uma das salas do laboratério. O grupo controle
foi composto pelos sujeitos: controle e observador controle (alojados na mesma caixa-
moradia), sendo que nenhum dos sujeitos foi submetido ao estresse e, durante as sessdes de
estresse (1 hora/dia), este grupo permanecia em uma sala diferente daquela que estava o grupo

estresse.
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Figura 3: sujeitos experimentais. A. grupo estresse, composto pelo sujeito estresse e observador estresse. B.
grupo controle, composto pelo sujeito controle e observador controle.

Observador estresse

Controle

Estresse

Observador controle

No experimento 1, apds as sessdes de estresse (29° dia), foi realizada a técnica de
imunoflorescéncia para FosB na amigdala e no CCA conforme item 3.6. A Figura 4 traz uma

linha do tempo representando as etapas do experimento 1.

Figura 4: linha do tempo representando as etapas do experimentol.
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No experimento 2, no 24° dia de convivéncia, 0 sujeito observador estresse (grupo
estresse) e 0 sujeito observador controle (grupo controle) passaram por cirurgia para

implantacdo bilateral de canulas-guia na amigdala e CCA conforme item 3.7. No 29° dia, foi
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realizada injecdo intra- amigdala ou intra-CCA de salina ou CoCl, (item 3.8) e, ap0s 5
minutos, os animais foram colocados no LCE (item 3.9) para avaliagdo dos comportamentos
relacionados a ansiedade e posteriormente foi realizada a histologia (item 3.10). A Figura 5
traz uma linha do tempo representando as etapas do procedimento do experimento 2.

Todos os procedimentos foram realizados na fase clara do ciclo de luz.

Figura 5: linha do tempo representando as etapas do experimento 2.
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Todos os sujeitos (estresse, observador estresse, controle, observador controle)
foram pesados apos a primeira e Ultima sessdo de estresse (15° dia e 28° dia). O ganho de peso

foi considerado uma medida indicativa da efetividade do modelo de estresse (item 3.5).

3.12 Anaélise Estatistica

Os dados referentes ao ganho de peso foram analisados pela andlise de variancia
(ANOVA) de um fator [fator 1: condi¢do (controle/estresse)]. Os dados do experimento 1
foram analisados pelo teste t de Student para medidas ndo repetidas, e os dados do
experimento 2 foram analisados pela anélise de variancia (ANOVA) de dois fatores [fator 1:

condigd@o (controle/estresse); fator 2: tratamento (salina/CoCl,)]. Nos casos de significancia
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foram, em seguida, analisados pelo teste de compara¢fes multiplas de Duncan. O valor de p

menor ou igual a 0,05 foi considerado como significativo.
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4. Resultados
4.1 Experimento 1 - Investigacdo do padrdo de ativacdo da amigdala e do CCA pela técnica
de imunoflorescéncia para FosB em camundongos que conviveram com coespecifico em
estresse cronico.

A Tabela 1 mostra a média dos pesos dos animais no 1° e no 14° dia de estresse € a
média do ganho de peso nesse intervalo de tempo. A média do ganho de peso dos animais foi
calculada pela equacao X [(peso no vigesimo oitavo dia) — (peso no décimo quinto dia)] /n° de

animais.

Tabela 1: Media dos pesos no primeiro e ultimo dia de estresse e média do ganho de peso durante os 14 dias de
estresse (n= 6-7/grupo). #p<0,05 comparado ao grupo controle. *p<0,05 comparado ao grupo estresse.

Grupo Sujeito 12 Dia estresse 142 Dia estresse Ganho de peso
Controle 35410,5 434+0,5 7.9+0,2
Controle
Observador controle 36,1+1,1 440+1,1 7.9+0,4
Estresse 3M8+1,5 3842006 300,38
Estresse
Observador estresse 33,7+0,7 41,6+0,7 7.9+0,3 %

A ANOVA de um fator [fator 1: condi¢do (controle/estresse)] revelou efeito da
condicdo (Fs26= 42,36; p<0,005). Andlises posteriores utilizando o teste de comparacfes
maultiplas de Duncan mostraram que a média do ganho de peso dos sujeitos submetidos ao
estresse cronico de contencdo foi menor que a média do grupo controle, o que demonstra
atenuacdo no ganho de peso desses sujeitos, indicando a efetividade do estresse de contencéo.

Para investigacdo da concentracdo de FosB, foram avaliados 13 camundongos
divididos da seguinte forma: 6 animais que conviveram com parceiro em estresse e 7 que
conviveram com parceiro controle. Os cortes encefalicos da amigdala e do CCA foram

extraidos dos mesmos sujeitos.
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Amigdala

A Figura 6 representa a quantificacdo de células positivas para FosB na amigdala de
camundongos que conviveram com parceiro em estresse e a Figura 7 mostra a ativacédo
neuronal na amigdala dos animais. O teste t revelou que ndo houve diferenca na concentracdo
de FosB na amigdala de animais que conviveram com estresse quando comparados aos

animais que conviveram com controle (t;o= 0,38; p>0,05).

Figura 6: Nimero de células positivas para FosB por mm? na amigdala de camundongos que conviveram com
parceiro em estresse. As barras representam as médias e o erro padrdo da média (M+EPM; n= 6-7).
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para Fos Bfmm?

{l <
Observador controle COhservador estresse

Figura 7: Ativagdo neuronal na amigdala de camundongos. A. encéfalo de sujeito que conviveu com controle
(observador controle). B. encéfalo de sujeito que conviveu com estresse (observador estresse).
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CCA

A Figura 8 representa a quantificagdo de células positivas para FosB no CCA de
camundongos que conviveram com parceiro em estresse e a Figura 9 mostra a ativagédo
neuronal no CCA dos animais. O teste t de Student revelou diminuicdo na concentracdo de
FosB no CCA de animais que conviveram com parceiro em estresse quando comparados aos

animais que conviveram com controle (t;1= 3,18; p<0,05).

Figura 8: NGmero de células positivas para FosB por mm? no CCA de camundongos que conviveram com
parceiro em estresse. As barras representam as médias e o erro padrdo da média (M+EPM; n= 6-7). #<0,05

comparado ao controle.
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Figura 9: Ativacdo neuronal no CCA de camundongos. A. encéfalo de sujeito que conviveu com controle
(observador controle). B. encéfalo de sujeito que conviveu com estresse (observador estresse).
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4.2 Experimento 2 - Avaliacdo do efeito da inativacdo com CoCl, ,intra-amigdala e intra-
CCA, na modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de

estresse cronico, em camundongos expostos ao LCE.

Amigdala

A Tabela 2 mostra a média dos pesos dos animais no 1° e no 14° dia de estresse e a
média do ganho de peso nesse intervalo de tempo. A média do ganho de peso dos animais foi
calculada pela equacao X [(peso no vigesimo oitavo dia) — (peso no décimo quinto dia)] /n° de

animais.

Tabela 2: Média dos pesos no primeiro e ultimo dia de estresse e média do ganho de peso durante os 14 dias de
estresse (n= 9-14/grupo). # p<0,05 comparado ao grupo controle. *p<0,05 comparado ao grupo estresse.

Grupo Sujeito 12 Dia estresse 142 Dia estresse Ganho de peso
Controle 40,1+0,9 48,5+0,9 8,4+0,7
Controle
Observador controle 35,8+1,3 43,8+1,7 49+0,84
Estresse 37,6+1,3 40,3+1,1 2,8+0,74
Estresse
Observador estresse 39,2+1.2 444+1,5 5,20, 7F

A ANOVA de um fator [fator 1: condicdo (controle / estresse)] revelou efeito da
condicdo (Fss= 9,29; p<0,005). Andlises posteriores utilizando o teste de comparacOes
maultiplas de Duncan mostraram que a média do ganho de peso dos sujeitos submetidos ao
estresse cronico de contencdo foi menor que a média do controle, o que demonstra uma
atenuacdo no ganho de peso desses sujeitos, indicando a efetividade do estresse de contencéo.
Os sujeitos observadores do estresse, apresentaram maior ganho de peso em rela¢do ao grupo
estresse. Os sujeitos observadores do controle, apresentaram menor ganho de peso em relagédo
ao grupo controle.

Para inativacdo da amigdala, a andlise histologica confirmou a canulacdo positiva de

42 camundongos e o indice de acerto de 56% do total de animais utilizados.
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Figura 10: Representacdo esquematica dos sitios de injecdo na amigdala de camundongos. A. Os circulos pretos
representam os locais de injecdo dentro da amigdala e os circulos cinza os locais fora da amigdala. Os cortes
coronais representados estdo entre -1,58 e -2,06 mm em relacdo ao bregma no atlas de Paxinos e Franklin, 2001.
Devido a sobreposicdo, o nimero de pontos representados é menor do que o nimero real de camundongos. B.
Fotomicrografia de uma seccdo coronal de um sujeito representativo, as setas mostram os locais de injecdo
dentro da amigdala.
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Os animais foram divididos de acordo com a condicdo (observador
estresse/observador controle) e tratamento (salina/CoCl,) da seguinte forma: observador
estresse/salina = 09; observador estresse/CoCl, = 14; observador controle/salina = 09;
observador controle/CoCl;, = 10.

A Figura 11 mostra os efeitos da administracdo intra-amigdala de salina ou CoCl,
(ImM/0,1 pL) sobre a modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico
submetido ao estresse cronico em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores
(condicdo x tratamento) demonstrou que na porcentagem de entradas nos bragos abertos
(%EBA) houve efeito significativo na condi¢do (Fi3s = 16,12; p<0,05), tratamento (Fy3s =

0,17; p>0,05) e interacdo entre condicdo e tratamento (F; 33 = 0,08; p>0,05).
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Figura 11: Efeitos da administracdo intra-amigdala de salina ou CoCl, (ImM/0,1 uL) sobre a modulagdo da
ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico submetido ao estresse crénico em camundongos avaliados
sobre a porcentagem de entradas nos bracos abertos (YEBA) do LCE. As barras representam os valores das
médias e o erro padrdo da média (M + EPM; n=9-14). #p<0,05 comparado ao observador controle

M0 A D Salina
w1 - Coll,
50 1 I

40

30

20

% ENTRADAS BRACODS ABERTOS

Observador controle Observador estresse

Andlises posteriores utilizando o teste de comparacbes multiplas de Duncan
mostraram que 0S animais que conviveram com 0 parceiro estressado e receberam salina e
CoCl; intra-amigdala (observador estresse/salina e observador estresse/CoCl,) apresentaram
diminuicdo da %EBA comparados aos seus respectivos grupos controle (observador
controle/salina e observador controle/CoCl,) demonstrando a influéncia do convivio nas
respostas relacionadas a ansiedade.

A Figura 12 mostra os efeitos da administracdo intra-amigdala de salina ou CoCl,
(ImM/0,1 pL) sobre a modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico
submetido ao estresse cronico em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores
(condicdo x tratamento) revelou que na porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos
(%TBA) houve efeito significativo na condicdo (Fi3s= 16,17; p<0,05), sem efeito
significativo para tratamento (F;3s = 0,38; p>0,05) e interacdo entre condicdo e tratamento

(F1,38= 0,67; p>0,05).
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Figura 12: Efeitos da administracdo intra-amigdala de salina ou CoCl, (ImM/0,1 uL) sobre a modulagdo da
ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico submetido ao estresse crénico em camundongos avaliados
sobre a porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos (% TBA) do LCE. As barras representam os valores das
médias e o erro padrdo da média (M + EPM; n=9-14). #p<0,05 comparado ao observador controle.
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Anélises posteriores utilizando o teste de Duncan mostraram que 0S animais que
conviveram com o parceiro estressado tratados com salina (observador estresse/salina) e com
CoCl, (observador estresse/CoCl,) apresentaram diminui¢do da %TBA quando comparados
aos respectivos grupos controle (observador controle/salina e observador controle/CoCly)
demonstrando o efeito do convivio.

A Figura 13 mostra os efeitos da administracdo intra-amigdala de salina ou CoCl,,
sobre a modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico submetido ao
estresse cronico em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores (condigdo x
tratamento) revelou que para as entradas nos bracos fechados (EBF), medida de atividade
locomotora, ndo ocorreu efeito significativo para a condicao (F; 33 = 0,62; p>0,05), tratamento

(F138= 0,73; p>0,05) e interacdo entre condicdo e tratamento (F 33 = 0,00; p>0,05).
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Figura 13: Efeitos da administracdo intra-amigdala de salina ou CoCl, (1 mM/0,1 uL), sobre a modulacdo da
ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em estresse crénico em camundongos avaliados sobre as
entradas nos bracos fechados (EBF) no LCE. As barras representam os valores das médias e o erro padréo da
média (M + EPM; n= 9-14).
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A Tabela 3 mostra os efeitos da administracdo intra-amigdala de salina ou CoCl,
sobre a modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico submetido ao
estresse cronico em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores (condigdo x
tratamento) ndo revelou efeito significativo para porcentagem de tempo gasto no centro
(%TC) [condigdo (F13s= 0,01; p>0,05), tratamento (F;3s= 0,00; p>0,05) e interacdo entre
condicdo e tratamento (Fp3s= 0,40; p>0,05)]. Entretanto, a ANOVA revelou efeito
significativo no total de mergulhos para condicdo (Fiss= 9,44; p<0,05), sem efeito
significativo para tratamento (F;3s= 0,02; p>0,05) e interacdo entre condicdo e tratamento
(F13s= 0,12; p>0,05). Para a porcentagem de mergulho protegido revelou efeito para condicéo
(F13s= 63,80; p<0,05), tratamento (Fi3s= 7,76; p<0,05) e interacdo entre condi¢do e
tratamento (Fp3s= 6,02; p<0,05). Para o total de SAP, revelou efeito para interagdo entre
condicdo e tratamento (F;3s= 6,46; p<0,05), sem efeito significativo para condigdo (Fi3s=
0,04; p>0,05) e tratamento (F;3s= 1,00; p>0,05). Para a porcentagem de esticar protegido

(%SAP protegido), revelou efeito para condigdo (F; 3s= 9,99; p<0,05), sem efeito significativo
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para o tratamento (F13s= 1,38; p>0,05) e interacédo entre condicdo e tratamento (F;3s= 1,83;

p>0,05);

Tabela 3. Efeitos da administracdo de salina ou CoCl, (1 mM/0,1 uL) intra-amigdala sobre a modulacdo da
ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico submetido ao estresse crénico em camundongos expostos ao
LCE. Os dados representam média + erro padrdo da média. #p<0,05 comparado ao observador controle. *p<0,05
comparado ao salina.

Observador controle Observador estresse
Comportamento - -

salina CoClz salina CoCl2
Tempo no centro (%) 15,629 17,3+3,5 17,7+28 158%+2,1
Total de mergulhos 48,6+3,4 46416,3 33,3+4,2# 34,2+3,3
Mergulho protegideo (%) 35,3t6,1 3,1x04° 69,4+9.14# 67,3157#
Total SAP 63,0+6,8 46,6+2,8% 50,2+6,1 57,3+2,7
SAP protegido (%) 50,9+7,2 66,9+7,1 79,5+7,4%# 734141

ComparacGes posteriores utilizando o teste de Duncan revelaram diminui¢do no
total de mergulhos no grupo observador estresse/salina comparado ao grupo observador
controle/salina e aumento da porcentagem de mergulho protegido nos animais que
conviveram com parceiro estressado tratados com salina e com CoCl, (observador
estresse/salina e observador estresse/CoCl,), em comparacdo aos respectivos grupos
controle (observador controle/salina e observador controle/CoCl;). Com relacdo a
porcentagem de SAP protegido, houve aumento do comportamento nos animais que
conviveram com parceiro estressado e receberam salina (observador estresse/salina) em
comparagdo ao grupo observador controle/salina. O tratamento com CoCl, ndo produziu
efeito nos animais que conviveram com parceiro estressado, entretanto promoveu
diminuicdo da porcentagem de mergulho protegido e do total de SAP nos animais que
conviveram com parceiro controle (observador controle/CoCl;) em comparacdo ao

controle/salina.
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Coértex Cingulado Anterior

A Tabela 4 mostra a média dos pesos dos animais no 1° e no 14° dia de estresse e a
média do ganho de peso nesse intervalo de tempo. A média do ganho de peso dos animais foi
calculada pela equacao X [(peso no vigesimo oitavo dia) — (peso no décimo quinto dia)] /n° de

animais.

Tabela 4: Média dos pesos no primeiro e ultimo dia de estresse e média do ganho de peso durante os 14 dias de
estresse (n=11-13/grupo). #p<0,05 comparado ao grupo controle. *p<0,05 comparado ao grupo estresse.

Grupo Sujeito 12 Dia estresse 142 Dia estresse Ganho de peso
Controle 36,5 1,0 44,7+1,1 8,1+0,3
Controle
Observador controle 34,6+3,5 39,9+4,1 5,300
Estresse 3M5+1,2 364x1,5 L8008
Estresse
Observador estresse 37,2+34 38,8140 6,2+0,7*

A ANOVA de 1 via [fator 1: condi¢do (estresse/controle)] revelou efeito da condicédo
(F348= 22,26; p<0,005). Analises posteriores utilizando o teste de comparacdes maltiplas de
Duncan mostraram que a média do ganho de peso dos sujeitos submetidos ao estresse crénico
de contencdo foi menor que a média do grupo controle, o que demonstra uma atenuacdo no
ganho de peso desses sujeitos, indicando a efetividade do estresse de contencdo. Os sujeitos
observadores do estresse, apresentaram maior ganho de peso em relacdo ao grupo estresse. Os
sujeitos observadores do controle, apresentaram menor ganho de peso em relacdo ao grupo
controle.

Para inativacdo do CCA, a analise histoldgica confirmou a canulacdo positiva de 47

camundongos e o indice de acerto de 67% do total de animais utilizados.
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Figura 14: Representacdo esquematica dos sitios de injecdo no CCA de camundongos. A. Os circulos pretos
representam os locais de injecdo dentro do CCA e os circulos cinza os locais fora do CCA. Os cortes coronais
representados estdo entre + 0,74 e + 1,18 mm em relacdo ao bregma no atlas de Paxinos e Franklin, 2001.
Devido a sobreposicdo, 0 nimero de pontos representados é menor do que o nimero real de camundongos. B.
Fotomicrografia de uma seccdo coronal de um sujeito representativo, as setas mostram os locais de injecdo
dentro do CCA.
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Os animais foram divididos de acordo com a condicdo (observador estresse/
observador controle) e tratamento (salina/CoCl,) da seguinte forma: observador
estresse/salina = 12; observador estresse/CoCl, = 13; observador controle/salina = 11;
observador controle/CoCl, = 11.

A Figura 15 mostra os efeitos da administracdo intra-CCA de salina ou CoCl; sobre a
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico submetido ao estresse
crénico em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores (condicdo X
tratamento) demonstrou que na porcentagem de entradas nos bracos abertos (% EBA) houve
efeito significativo na interacdo entre condigéo e tratamento (Fy 43 = 9,54; p<0,05), sem efeito

significativo para condicdo (F; 43 =1,62; p>0,05) e tratamento (F1 43 = 2,49; p>0,05).
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Figura 15: Efeitos da administracdo intra-CCA de salina ou CoCl, (ImM/0,1 pL) sobre a modulacdo da
ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico submetido ao estresse crénico em camundongos avaliados
sobre a porcentagem de entradas nos bracos abertos (%EBA) do LCE. As barras representam os valores das
médias e 0 erro padrdo da média (M + EPM; n= 11-13). #p<0,05 comparado ao observador controle/salina.
*p<0,05 comparado ao salina.
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Anaélises posteriores utilizando o teste de comparac6es multiplas de Duncan revelaram
que 0s animais que conviveram com parceiro estressado tratados com salina (observador
estresse/salina) apresentaram uma diminuicdo da %EBA comparados ao grupo observador
controle/salina, sugerindo influéncia do convivio nas respostas relacionadas a ansiedade.

O tratamento intra-CCA com CoCl, produziu aumento da %EBA quando comparado
ao tratamento com salina nos animais que conviveram com 0 parceiro em estresse, sugerindo
que o CoCl, foi capaz de reverter a ansiedade promovida pelo convivio. O tratamento intra-
CCA com CoCl; ndo alterou a %EBA nos animais que conviveram com 0 sujeito controle
(observador controle/CoCl;) comparados ao grupo observador controle/salina.

A Figura 16 mostra os efeitos da administragdo intra-CCA de salina ou CoCl;
(ImM/0,1 pL) sobre a modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico
submetido ao estresse cronico em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores
(condicdo x tratamento) revelou que na porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos
(%TBA) houve efeito significativo na interacdo entre condigdo e tratamento (Fi43 = 8,52;
p<0,05), porém sem efeito significativo na condicdo (Fy43= 3,44; p>0,05) e no tratamento

(F1.43=0,02; p>0,05).
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Figura 16: Efeitos da administracdo intra-CCA de salina ou CoCl, (ImM/0,1 pL) sobre a modulacdo da
ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico submetido ao estresse crénico em camundongos avaliados
sobre a porcentagem de tempo nos bracos abertos (%TBA) do LCE. As barras representam os valores das
médias e o erro padrdo da média (M + EPM; n=11-13). #p<0,05 comparado ao observador controle/salina.
*p<0,05 comparado ao salina.
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Analises posteriores utilizando o teste de comparac¢6es multiplas de Duncan revelaram
gue 0s animais que conviveram com 0 parceiro em estresse tratados com salina (observador
estresse/salina) apresentaram diminuicdo da %TBA quando comparados ao grupo observador
controle/salina, demonstrando o efeito do convivio.

O tratamento intra-CCA com CoCl, produziu aumento da %TBA quando comparado
ao tratamento com salina nos animais que conviveram com parceiro estressado, sugerindo que
a inativacdo do CCA reverteu a ansiedade induzida pelo convivio. A injecdo intra-CCA de
CoCl, ndo alterou a %TBA nos animais que conviveram com controle (observador
controle/CoCl,) quando comparados ao grupo observador controle/salina.

A Figura 17 mostra os efeitos da administracao intra-CCA de salina ou CoCly, sobre a
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico submetido ao estresse
crébnico em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores (condicdo X
tratamento) revelou que para as entradas nos bracos fechados (EBF), medida de atividade
locomotora, ndo ocorreu efeito significativo para a condicdo (F1 43= 0,35; p>0,05), tratamento

(F143=2,78; p>0,05) e interacdo entre condicéo e tratamento (F; 43 = 1,68; p>0,05).
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Figura 17: Efeitos da administragdo intra-CCA de salina ou CoCl, (1 mM/0,1 uL), sobre a modulacdo da
ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em estresse crénico em camundongos avaliados sobre as
entradas nos bracos fechados (EBF) no LCE. As barras representam os valores das médias e o erro padréo da
média (M + EPM; n= 11-13).
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A Tabela 5 mostra os efeitos da administracdo intra-CCA de salina ou CoCl, sobre a
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico submetido ao estresse
crénico em camundongos expostos ao LCE. A ANOVA de dois fatores (condicdo X
tratamento) ndo revelou efeito significativo na porcentagem de tempo no centro [condi¢do
(F143= 0,02; p>0,05), tratamento (F143= 0,16; p>0,05), interacdo entre condigéo e tratamento
(F143= 0,35; p>0,05)]. Entretanto, a ANOVA revelou efeito significativo para o total de
mergulhos na interacdo entre condicdo e tratamento (Fi43= 8,37; p<0,05), sem efeito
significativo para a condicdo (F;43= 2,80; p>0,05) e tratamento (Fy43= 0,44; p>0,05). Para a
porcentagem de mergulho protegido revelou efeito para interagdo entre condicéo e tratamento
(Fr43= 7,30; p<0,05), sem efeito significativo para a condicdo (Fi43= 3,60; p>0,05) e
tratamento (Fi43= 0,40; p>0,05). Para o total de SAP, a ANOVA néo revelou efeito
significativo [condicdo (F; 43= 1,26; p>0,05), tratamento (Fy 43= 1,20; p>0,05), interacéo entre
condicdo e tratamento (Fp43= 0,41; p>0,05)]. Para a porcentagem de esticar protegido
(%SAP), revelou efeito para interacdo entre condicédo e tratamento (F 43= 7,43; p<0,05), sem

efeito significativo para a condicdo (F1 43= 2,50; p>0,05) e tratamento (Fy 43= 0,05; p>0,05).



54

Tabela 5. Efeitos da administragdo de salina ou CoCl, (1 mM/0,1 uL) intra-CCA sobre a modulacdo da
ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico submetido ao estresse cronico em camundongos expostos ao
LCE. Os dados representam média + erro padrdo da média. #p < 0,05 comparado ao observador controle/salina.
*p < 0,05 comparado ao salina.

Observador controle Observador estresse

Comportamento salina _ CoClz salina __ CoCl2
Tempo no centro (%) 19,7+2,1 17,2+2,8 18,7+2,5 19,2122
Total de mergulhos 43,544 36,1+35,7 20,3 +£3,24 41,3+£3,2%
Mergulho protegido (%) 35,8+6,9 51,8+9,3 71,A4+794 A56+6,6%F
Total SAP 45,2+4,2 384129 47,1+49 453%3,2
SAP protegido (%) 52,5+6,2 67,7+7,6 78,7+4,74# 60,7+5,6

ComparagOes posteriores utilizando o teste de Duncan revelaram diminuigdo no total
de mergulhos no grupo estresse/salina comparado ao grupo observador controle/salina e
aumento no total de mergulhos nos animais que conviveram com parceiro estressado tratados
com CoCl, (observador estresse/CoCl,) em relacdo ao observador estresse/salina. Houve
aumento da porcentagem de mergulho protegido nos animais que conviveram com parceiro
estressado tratados com salina (observador estresse/salina) em comparacdo ao grupo
observador controle/salina. O tratamento com CoCl, promoveu uma diminuicdo da
porcentagem de mergulho protegido nos animais que conviveram com parceiro estressado
(observador estresse/CoCl,) comparados ao observador estresse/salina. Houve aumento da
%SAP protegido nos animais que conviveram com parceiro estressado e receberam salina em

comparagao ao observador controle/salina;
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5. Discussao

O presente estudo avaliou o papel da amigdala e do CCA na modulacdo da ansiedade
induzida pela empatia em um modelo de estresse crénico em camundongos por meio da
técnica de imunoflorescéncia para FosB e inibicdo reversivel das estruturas com CoCl,. Os
resultados mostraram que 0 convivio com parceiro em estresse nao alterou o nimero de células
positivas para FosB na amigdala, enquanto reduziu o nimero de células no CCA. O tratamento
intra-amigdala com CoCl, ndo produziu efeito sobre as respostas de ansiedade, enquanto o
tratamento intra-CCA com CoCl, atenuou o comportamento semelhante a ansiedade nos
animais gue conviveram com par em estrese.

Para avaliar se o estresse de contencdo realizado foi efetivo, todos 0s sujeitos (estresse,
observador, controle, observador controle) foram pesados ap0ds a primeira e a Gltima sessdo de
estresse (15° e 28° dia). O ganho de peso neste periodo foi calculado com base na equacéo
[(peso no vigésimo oitavo dia) — (peso no décimo quinto dia)]. Alteracbes no ganho de peso
sdo uma ferramenta Gtil para indicar que um protocolo de estresse tem efeitos fisiologicos,
pois 0s animais que passam pela contencdo ganham menos peso que 0s demais, 0 que ocorre
devido a um aumento no gasto de energia e uma diminuicdo na ingestdo de alimentos durante
os dias de contencdo. Apds o periodo de contencdo, o consumo alimentar e 0 gasto energético
retornam aos niveis pré-estresse e 0s animais voltam a ganhar peso na mesma propor¢do dos
controles (HARRIS et al., 2004; CHOTIWAT; HARRIS, 2006; HARRIS et al., 2006; CRUZ
et al., 2012; CARNEIRO DE OLIVEIRA et al., 2017). No nosso estudo a média do ganho de
peso dos sujeitos submetidos ao estresse cronico foi menor que a média dos demais, o que
demonstra uma atenuacdo no ganho de peso desses sujeitos, indicando a efetividade do
estresse de contengéo.

Com relagdo ao modelo de empatia utilizado, nossos resultados demonstraram que a

convivéncia com um animal submetido ao estresse cronico de conten¢do promoveu aumento
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das respostas relacionadas a ansiedade, sugerindo que o convivio com o estresse influencia as
respostas comportamentais do parceiro. Os nossos resultados sdo semelhantes aos observados
anteriormente por Carneiro de Oliveira et al. (2017) que utilizaram o mesmo modelo de
estresse cronico de contencdo para investigar a empatia em camundongos. Os autores
mostraram que o0 convivio com camundongos submetidos ao estresse de contengdo levou ao
aumento das respostas relacionadas a ansiedade em animais expostos ao LCE, uma vez que 0s
animais exploraram menos os bracos abertos do aparato e apresentaram aumento de
comportamentos de avaliacdo de risco. Além disso, apresentaram hipernocicepcéo no teste de
contorgdes abdominais e alteragcfes nos comportamentos defensivos no teste de exposi¢édo ao
rato.

O modelo de contencao também foi utilizado por Bartal et al. (2011) com objetivo de
demonstrar que ratos apresentam comportamento pré-social diante de coespecificos em
sofrimento. Ratos livres em uma arena aprendem rapidamente a abrir a porta de um
compartimento onde estava preso seu parceiro, 0 que ndo ocorre quando os compartimentos
contém objetos ou estdo vazios. Os autores relataram que a abertura da porta ndo é fécil,
tornando aberturas acidentais improvaveis e ainda observaram que quando 0s animais
aprendem a abrir a porta, a laténcia de abertura diminui nas sessdes seguintes. Além disso, 0
comportamento (abrir a porta) ocorre sem treinamento ou recompensa, sugerindo que 0s
animais agem para cessar o sofrimento do parceiro. Este comportamento de ajuda exibido
pelos animais trata-se de uma forma de empatia.

Outros autores avaliaram a influéncia do estado afetivo de roedores sobre o
comportamento de coespecificos. Langford et al. (2006) avaliaram a influéncia emocional da
dor por meio de um modelo de dor aguda. Os autores demonstraram que a observagdo de um
camundongo submetido a dor pela injecdo de acido acético provoca aumento das respostas

nociceptivas (hiperalgesia) em um coespecifico que recebeu o mesmo estimulo. Os autores
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ainda relataram que essa influéncia emocional n&o ocorre entre animais estranhos, sugerindo a
importancia da familiaridade para a empatia em roedores. Da mesma maneira, nosso grupo de
pesquisa, demonstrou que camundongos que conviveram com coespecifico submetido a dor
crénica (constricdo do nervo ciatico) apresentaram respostas ansiogénicas e hipernociceptivas
quando expostos ao LCE e ao teste de contor¢des abdominais respectivamente (BAPTISTA-
DE-SOUZA et al., 2015).

No experimento 1, avaliamos o padrdo de ativacdo da amigdala e do CCA em
camundongos que conviveram com parceiro em estresse cronico e observamos padrdes
distintos de ativacdo. A avaliagdo da amigdala ndo mostrou diferenca significativa na
quantificacdo de células positivas para FosB em animais que conviveram com parceiro em
estresse em comparagdo aos animais que conviveram com controle.

Em estudo semelhante, Tavares et al. (2020) investigaram a ativacdo da amigdala em
camundongos que conviveram com parceiro submetido a dor crénica induzida pela constrigdo
do nervo ciatico. Os autores observaram diminui¢do das células marcadas com FosB no
nacleo central (CeA) esquerdo. Convém ressaltar, que em nosso trabalho avaliamos
bilateralmente a amigdala sem distin¢do de ndcleo e hemisfério. Além disso, nds utilizamos o
modelo de estresse de contencdo no tubo, enquanto Tavares et al. (2020) utilizaram um modelo
de dor cronica. Essas diferencas metodoldgicas podem explicar a diferenca nos resultados
obtidos.

Em outro estudo, Kormos et al. (2016), encontraram aumento da concentracdo de FosB
na amigdala de camundongos expostos ao estresse cronico variavel. Diferencas metodoldgicas
sdo uma possivel explicacdo para a diferenca dos resultados encontrados em nosso trabalho
para o de Kormos et al. (2016). Enquanto estes utilizaram diferentes estimulos estressores, nos
utilizamos o mesmo estimulo (contencdo no tubo) durante os 14 dias de protocolo.

Considerando que a exposicdo a um mesmo estressor repetidas vezes pode levar a habituacéo e
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consequentemente a reducdo das respostas fisiologicas frente ao estressor (GRISSOM,;
BHATNAGAR, 2009), seria plausivel supor que o nosso sujeito contido no tubo ndo sofreu
alteracdo na ativacdo de uma estrutura relacionada ao estresse, a amigdala. Vale ressaltar que
em nosso estudo avaliamos o padrédo de ativacdo da amigdala no parceiro do animal submetido
ao estresse e ndo podemos descartar que outras estruturas possam estar envolvidas com este
padrdo de ativagéo.

Por outro lado, a avaliagdo do CCA mostrou diminuicéo de celulas positivas para FosB
no CCA de camundongos que conviveram com parceiro em estresse quando comparados aos
animais que conviveram com controle. Benassi-Cezar et al. (2020) investigaram a ativacdo do
CCA pela técnica de imunoflorescéncia para FosB em camundongos que conviveram com
parceiro submetido a dor crénica. Os autores também relataram diminui¢do da concentragdo de
FosB no CCA dos animais. Sendo a dor crénica um estimulo estressante, podemos considerar a
metodologia dos trabalhos semelhante, assim, nossos resultados véo ao encontro dos achados de
Benassi-Cezar et al. (2020).

Nossos resultados referentes a inativacdo quimica do CCA, apontaram participacdo da
estrutura na modulacdo da ansiedade promovida pelo convivio com o estresse. Assim,
esperavamos encontrar, nas analises de imunohistoquimica, maior ativacdo da estrutura em
camundongos que conviveram com parceiro em estresse em compara¢do aos animais que
conviveram com controle. Curiosamente, nossos resultados mostraram diminui¢do no padréo
de ativacdo do ACC nos camundongos que conviveram com parceiro em estresse. Uma
possivel explicacdo pode estar relacionada aos sistemas glutamatérgico e gabaérgico.
Considerando que as proteinas FosB estdo localizadas principalmente em neurdnios
glutamatérgicos (ROBISON et al., 2013; VIALOU et al., 2015), seria plausivel sugerir que a

diminuicdo na marcagdo de FosB pode estar relacionada a agdo inibitoria de neurdnios
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gabaérgicos locais sobre a neurotransmissdo glutamatérgica. No entanto, esta hipotese precisa
ser confirmada com experimentos adicionais.

No experimento 2, avaliamos o efeito da inativacdo da amigdala na modulacdo da
ansiedade promovida pelo convivio com parceiro submetido ao estresse crénico. Os animais
que conviveram com parceiro submetido ao estresse e receberam salina ou CoCl, intra-
amigdala apresentaram reducdo da %EBA e a %TBA, sugerindo que o convivio com o
estresse produziu efeito ansiogénico. O tratamento intra-amigdala com CoCl, ndo alterou as
respostas de ansiedade nos animais que conviveram com parceiro estressado nem nos animais
que conviveram com controle, sugerindo que a amigdala ndo participa do compartilhamento
emocional avaliado neste estudo.

Recentemente, Sorregotti et al. (2018) avaliaram o efeito da inativacdo da amigdala
sobre a antinocicepcdo e os comportamentos defensivos em camundongos expostos ao
labirinto em cruz elevado aberto (LCEa). Os autores mostraram que a resposta
antinociceptiva e os comportamentos defensivos induzidos pela exposi¢cdo ao LCEa, ndo
foram alterados pela inativacdo bilateral da amigdala. Sem esquecer as diferencas
metodoldgicas dos trabalhos, os nossos resultados mostraram que a inativagdo da amigdala
ndo produziu efeito sobre os comportamentos relacionados a ansiedade nos animais que
conviveram com parceiro em estresse expostos ao LCE corroborando com os resultados
obtidos por Sorregotti et al. (2018).

Nossos achados diferem de estudos prévios que mostraram hiperativacdo da amigdala
em respostas ansiogénicas (RAUCH et al., 2003; OLSSON; PHELPS, 2007; JANAK; TYE,
2015). Uma possivel explicacao para a auséncia de efeitos da inativacdo da amigdala talvez se
deva as diferencas nos procedimentos experimentais, como o estimulo apresentado (estresse
de contencdo ou outros) e o teste utilizado (LCE ou outros), uma vez que 0 conjunto de

fatores influencia as respostas comportamentais dos animais. Cabe ressaltar ainda que a
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amigdala é dividida em varios nlcleos e em subnucleos, que fazem conexdes distintas. Essas
conexdes determinam as respostas eliciadas de acordo com as vias ativadas. Por exemplo, a
ativacdo da via basolateral - nucleo central produz efeito ansiolitico, enquanto a ativagdo da
via basolateral - hipocampo ventral resulta em efeito ansiogénico (SAH et al., 2003). Porém,
no nosso estudo ndo foi possivel especificar quais subndcleos da amigdala foram inativados,
uma vez que a estrutura é relativamente pequena, principalmente em camundongos.

No experimento 2, também avaliamos o papel do CCA na modula¢do da ansiedade
promovida pelo convivio com coespecifico submetido ao estresse cronico de contencdo. O
tratamento intra-CCA com salina reduziu a exploragéo dos bracgos abertos do LCE (diminui
%EBA e %TBA) nos animais que conviveram com parceiro estressado, sugerindo que o
convivio com o estresse aumentou as respostas relacionadas a ansiedade. Os animais que
conviveram com parceiro estressado tratados com CoCl, exploraram mais 0s bragos abertos
(aumentou %EBA e %TBA) quando comparados aos animais que receberam salina. Assim, a
inativacdo do CCA produziu efeito ansiolitico, ou seja, atenuou a ansiedade promovida pelo
convivio com o estresse, indicando a participacdo da estrutura na influéncia emocional em
roedores neste trabalho. No entanto, nos animais que conviveram com controle, o tratamento
com CoCl; ndo alterou as respostas relacionadas a ansiedade.

Uma possivel explicacdo para auséncia de efeito do tratamento intra-CCA com CoCl,
nos animais que conviveram com sujeito controle é que, por ndo presenciarem seu parceiro em
sofrimento (em conten¢éo), esses animais ndo mostraram aumento do comportamento ansioso,
apresentando apenas uma ansiedade basal. Possivelmente, sem aumento da ansiedade ndo
houve hiperatividade do CCA, uma vez que a literatura relaciona a ativacdo da estrutura a
maiores indices de ansiedade (KIM et al., 2011; ZHUO, 2016).

Semelhante ao nosso estudo, Benassi-Cezar et al. (2020) investigaram a participacdo do

CCA na empatia pela nocicepgdo em camundongos. Inicialmente, o estudo mostrou que o
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convivio com animal submetido a dor crénica produz aumento das respostas relacionadas a
ansiedade em parceiros expostos ao LCE. Em seguida, os autores mostraram que a inativacéo
do CCA com CoCl, promoveu aumento da exploragéo dos bragos abertos, ou seja, reduziu o
comportamento ansioso dos animais. Estes resultados, assim como 0s encontrados no nosso
estudo, sugerem a participacdo do CCA na influéncia emocional em camundongos.

Outros autores também investigaram o papel do CCA no comportamento emocional de
roedores. Kim et al. (2011) demonstraram que a inativacdo do CCA com muscimol, um
agonista seletivo do receptor GABAA, produziu efeito ansiolitico em camundongos. Os
animais que receberam muscimol intra-CCA exploraram mais os bragos abertos do LCE
quando comparados aos animais que receberam salina, sugerindo a participacdo dessa
estrutura nas respostas relacionadas a ansiedade em camundongos.

Ainda foi demonstrada a participacdo do CCA na transferéncia emocional do medo em
camundongos. Jeon et al. (2010), inicialmente, mostraram que camundongos congelam ao
observarem coespecificos (irmdos ou parceiros de acasalamento) recebendo choque nas patas,
sugerindo que o medo também é aprendido pela observagdo. Os autores ainda notaram que a
forca da resposta do medo foi aumentada com o aumento da familiaridade entre os animais.
Em seguida, foi realizada inativacdo do CCA por meio da injecdo local de lidocaina, um
blogueador dos canais de sédio que impede a condutancia nos corpos celulares e axonios
(MARTIN; GHEZ, 1999). Os camundongos que receberam lidocaina apresentaram prejuizo
da aprendizagem observacional do medo 0 que ndo ocorreu com 0s animais que receberam
salina. Assim, a inativacdo do CCA promoveu um nivel de ansiedade e medo semelhante ao
dos animais controle, revertendo o medo adquirido pela observacéo (JEON et al., 2010).

Além disso, cabe ressaltar que a inativacao reversivel pela injecdo intracerebral de
drogas bloqueadoras tem sido amplamente empregada para elucidar o papel de areas cerebrais

em diferentes processos. Neste trabalho, a escolha do CoCl,, sal que promove uma inibigéo
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reversivel e ndo-seletiva, foi fundamentada em estudos anteriores (HAGIWARA; BYERLY,
1981; KRETZ, 1984; LOMBER, 1999; CRESTANI et al., 2010; PELARIN, 2014,
SORREGOTTI et al., 2018; CEZAR et al., 2020).

Nosso trabalho, assim como os demais citados, apresentou evidéncias de que roedores
respondem ao estado afetivo de seus comuns. Eles sdo capazes de entender o estado emocional
e também agir para cessar o sofrimento do outro, caracteristicas da empatia. Também
demonstramos a participagdo do CCA na modulacéo da ansiedade e empatia em roedores, uma
vez que a inativacdo da estrutura foi capaz de atenuar a ansiedade promovida pelo convivio
com o estresse. Entretanto, outras estruturas também podem participar da modulacdo da

empatia em roedores por meio de diferentes conexdes.
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6. Concluséao

O modelo de empatia avaliado foi eficaz, pois o convivio com camundongos
submetidos ao estresse cronico aumentou as respostas relacionadas a ansiedade em parceiros
expostos ao LCE. Este tipo de convivio com o estresse ndo alterou o padrdo de ativacao
neuronal na amigdala, porém reduziu a ativacdo neuronal no CCA dos animais. A inativacdo
da amigdala com CoCl,, ndo reverteu 0 aumento da ansiedade. Entretanto, a inativacdo do
CCA atenuou a ansiedade promovida pelo convivio com estresse cronico em camundongos
expostos ao LCE. Desta forma, sugerimos que o CCA apresenta importante papel no controle

emocional de camundongos avaliados neste modelo.
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