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TAVARES, L.R.R. OS SISTEMAS SEROTONERGICO, GABAERGICO E
ENDOCANABINOIDE DA AMIGDALA MEDEIAM A EMPATIA RELACIONADA A
NOCICEPCAO EM CAMUNDONGOS. 130 FOLHAS. TESE (DOUTORADO) -UFSCAR
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RESUMO
Evidéncias demonstram uma relacdo reciproca entre dor cronica e os disturbios emocionais,

sendo que um exacerba a experiéncia do outro. O componente afetivo-emocional da dor pode
ser ativado ndo s6 em quem sente dor, mas também em quem observa situacdes dolorosas,
caracterizadas como empatia. Em camundongos, o convivio com dor crbnica induz
hipernocicepcdo, e a amigdala é uma das estruturas encefalicas que desempenha um papel
essencial no controle emocional e nociceptivo. No entanto, as neurotransmissdes envolvidas
neste processo sdo desconhecidas. Este estudo investigou 0s sistemas serotonérgico,
GABAérgico e endocanabinoide da amigdala no modelo de empatia pela nocicepcéo.
Camundongos machos Suigo-albinos foram alojados em pares e, apés 14 dias de convivio, um
animal do par foi submetido a cirurgia de constri¢do do nervo ciatico (constrito), ou ndo (Sham),
voltando ao convivio com os animais observadores dos coespecificos constritos (CNC) ou
Sham (CS), por mais 14 dias. No 24° dia os grupos CNC e CS foram submetidos a cirurgia
estereotaxica para implantacao de canulas na amigdala. No 28° dia os animais CNC e CS, ap0s
receberem injecOes intra-amigdala de ondansetron (antagonista 5-HT3), mCPBG (agonista 5-
HT3), midazolam (agonista GABAA-Benzodiazepinico), e canabidiol (fitocanabindide), foram
submetidos ao teste de contor¢es abdominais, estimulo nociceptivo induzido por acido acético
0,6%, intraperitoneal (i.p.). Os resultados demonstraram que convivio com coespecifico em dor
cronica aumentou a expressdo dos receptores 5-HTs, nos nucleos central e basolateral do
complexo amigdaloide em ambos os hemisférios. A administragdo de ondansetron (1,0 e 3,0
nmol), midazolam (3,0 e 30 nmol) e canabidiol (30 nmol) reverteram a hipernocicep¢ao
induzida pelo convivio; e 0 mCPBG (20 nmol) acentuou a nocicepc¢do no observador CNC. O
ondansetron (0,3 nmol, dose desprovida de efeito nociceptivo), seguido de midazolam ou
canabidiol reverteu a antinocicepcao produzida pelo midazolam e canabidiol, respectivamente,
nos camundongos apos convivio com coespecifico constrito. Os resultados demonstram o
envolvimento das neurotransmissfes serotonérgica, GABAérgica e endocanabinoide da
amigdala e a interacdo entre estas neurotransmissdes na hipernocicepcéo induzida pelo modelo
de empatia pela nocicepcao.

Palavras-chaves: Empatia, Nocicep¢do, Amigdala, Serotonina, GABA, Canabidiol,

Camundongos.



TAVARES, L.R.R. THE SEROTONERGIC, GABAERGIC AND ENDOCANNABINOID
SYSTEMS WITHIN AMYGDALA MEDIATES EMPATHY RELATED TO
NOCICEPTION IN MICE. 130 FOLHAS. TESE (DOUTORADO) - UFSCAR -
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS. 2020.

ABSTRACT

Evidence shows a reciprocal relationship between chronic pain and emotional disorders,
exacerbating the other's experience. The affective-emotional component of pain can be
activated not only in those who feel the pain but also in those who observe painful situations,
characterized as empathy. In mice, living with chronic pain makes hypernociception, and the
amygdala is one of the brain structures that play an essential role in emotional and nociceptive
control. However, the neurotransmissions involved in this process are unknown. This study
investigates the serotonergic, GABAergic, and endocannabinoid systems of the amygdala in
mice's nociception empathy model. Male Swiss-albino mice were housed in pairs and, after 14
days of living together, one animal of the pair underwent sciatic nerve constriction surgery
(constriction), or not (Sham) and returning to living with observers of the constriction [CNC
(cagemate nerve constriction)] or Sham [CS (cagemate sham)], for another 14 days. On the 24"
day, the CNC and CS groups underwent stereotactic surgery for bilateral cannula implantation
in the amygdala. On the 28" day, the CNC and CS animals, after receiving ondansetron intra-
amygdala injections (5-HT3 antagonist), mCPBG (5-HTs agonist), (midazolam (GABAa-
benzodiazepine agonist,) and cannabidiol (phytocannabinoid), were submitted to a nociceptive
stimulus with acetic acid-induced writhing test [0.6% intraperitoneal (i.p.)]. The results reveal
that living with chronic pain increased the expression of 5-HT3 receptors in the central and
basolateral nuclei of the amygdaloid complex in both hemispheres. The administration of
ondansetron (1.0 and 3.0 nmol), midazolam (3.0 and 30 nmol), and cannabidiol (30 nmol)
reversed the hypernociception induced by cohabited together; and mCPBG (20 nmol)
accentuated nociception in the CNC observer. Ondansetron (0.3 nmol, dose devoid of
nociceptive effect), followed by midazolam or cannabidiol, reversed the antinociception
produced by midazolam and cannabidiol, respectively, in mice after lived with a conspecific
constrict. The results exhibit the involvement of the serotonergic, GABAergic, and
endocannabinoid neurotransmissions of the amygdala and the interplay between these
neurotransmissions in the hypernociception induced by the nociception empathy model.

Keywords: Empathy. Nociception. Amygdala. Serotonin. GABA. Cannabidiol. Mice.
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1. INTRODUCAO
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1.1. COMPONENTES DA NOCICEPCAO

A detectar detecgdo de estimulos nocivos é essencial para a sobrevivéncia e o bem-estar
de um organismo (BASBAUM et al., 2009). Em processos relacionados a sobrevivéncia, a dor
apresenta valor adaptativo, sofrendo varias interferéncias de eventos que ndo envolvem
somente a transmissao dos estimulos nociceptivos, mas também do seu processamento sensorial
e emocional (HUYSER; PARKER, 1999; MILLAN, 1999). Desta maneira, devido a sua
natureza essencialmente desagradavel, a dor tem a funcdo adaptativa de alarme, que estimula o
individuo a evitar e a reconhecer objetos e situacdes que possam causa-la, prevenindo o
agravamento ou o surgimento de novas lesdes (WALL et al., 1991), alertando sobre estimulos
que podem provocar lesdo tecidual (estimulos nocivos), permitindo assim que sejam adotados
mecanismos de defesa ou fuga (MILLAN, 1999).

Segundo a Associacdo Internacional de Estudos para a Dor (IASP, 1978) a dor é descrita
como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a dano presente ou
potencial, ou descrita em termos de tal dano™; entretanto recentemente em 2020 foi atualizada
pela IASP para “uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada a uma lesdao
tecidual real ou potencial, ou descrita nos termos de tal lesao” (IASP, 2020). Sendo assim, 0
fendmeno doloroso pode ser caracterizado como uma experiéncia subjetiva e multidimensional
(NEUGEBAUER et al., 2009), sendo que a percepcdo e 0 processamento de um estimulo
doloroso sdo produtos de uma combinacdo de componentes perceptivos, sensoriais e afetivo-
emocionais (PLOGHAUS et al., 2003). Sugere-se que a dor possui componentes e aspectos
ligados a experiéncia da dor, entre eles, destacam-se 0s componentes sensorial-discriminativo
e afetivo-motivacional. O componente sensorial-discriminativo remete-se a capacidade de
localizar a origem, a escala temporal e a intensidade dos danos efetivos ou potenciais ao tecido.
O componente afetivo-motivacional remete-se a vivéncia da dor em emocghes e
comportamentos, incluindo a hipervigilancia e luta ou fuga, aumentando a probabilidade da
autopreservacdo (BASBAUM et al., 2009).

Esses componentes sdo ativados por terminagdes nervosas livres de fibras de neurdnios
ganglionares espinais denominadas nociceptores. Os nociceptores podem ser definidos como
receptores sensoriais que sao ativados por estimulos nocivos e, correspondem a parte mais distal
de um neurdnio aferente de primeira ordem (MESSLINGER, 1997). Os corpos celulares dos
nociceptores estdo localizados nos ganglios da raiz dorsal e no ganglio trigémeo da face e
possuem um ramo axonal periférico e central que inervam o 6rgdo-alvo e a medula espinal,

respectivamente. Os nociceptores sdo excitados apenas quando as intensidades do estimulo
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atingem a faixa nociva, sugerindo que possuem propriedades biofisicas e moleculares que lhes
permitem detectar seletivamente e responder a estimulos potencialmente prejudiciais
(BASBAUM et al., 2009).

Existem duas classes principais de nociceptores (MEYER et al., 2008). A primeira inclui
aferentes mielinizados de didametro médio, fibras Ad (delta), consideradas de maior calibre (2-
6 um de didmetro) que conduzem estimulos nocivos térmicos e mecanicos com uma velocidade
em torno de 5 a 30 m/s, promovendo sensacdo de dor cortante e bem localizada que mediam a
dor aguda, a chamada primeira dor caracterizada pela conducéo rapida do estimulo nociceptivo.
Essas aferéncias mielinizadas diferem consideravelmente do didmetro maior e das fibras Ap de
conducao rapida que respondem a estimulacdo mecénica indcua (toque leve). A segunda classe
de nociceptores inclui fibras C amielinizadas, de menor calibre (0,4-1,2 um de diametro), de
baixa velocidade de conducdo (menor que 2 m/s), conhecidas como nociceptores polimodais
porque respondem tanto a estimulos nocivos mecanicos (presséo intensa), térmicos (acima de
45°C) e quimicos de alta intensidade (formalina, &cido acético), e a estimulos ndo nocivos, como
0 toque, estimulo mecanico leve ou até mesmo alodinia, causada por um estimulo que
normalmente ndo produziria dor, a chamada segunda dor que apresenta conducdo lenta da
informac&o dolorosa (WILLIS, 1985, WILLIS; WESTLUND, 2001; MILLAN, 1999; JULIUS;
BASBAUM, 2001, BASBAUM et al., 2009).

A caracterizacdo neuroanatdbmica e molecular dos nociceptores apresenta uma
subdivisdo para as fibras C: populacdo "peptidérgica” de nociceptores C libera os
neuropeptideos, substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina, eles também
expressam o receptor de neurotrofina TrkA, que responde ao fator de crescimento nervoso. A
populacdo ndo peptidérgica de nociceptores C expressam o receptor de neurotrofina, que é
direcionado pelo fator neurotrofico derivado da glia (BASBAUM et al., 2009).

As fibras Ad e C chegam de uma maneira altamente organizadas no corno dorsal da
medula espinal, através da divisao lateral da raiz posterior dos nervos espinais. As fibras Ad e
C dividem-se e avangam, ascendente, de um a trés segmentos espinais. Os corpos celulares dos
neurdnios que recebem as primeiras aferéncias nociceptivas situam-se no corno dorsal da
medula nas zonas mais superficiais. As laminas | e 1l recebem fibras C e algumas fibras Ag.
Outras fibras Ad penetram mais profundamente no corno dorsal (lamina V). As células
presentes nas laminas | e V déo origem as principais vias de proje¢do do corno dorsal para o
talamo (KANDEL et al., 2000; BASBAUM et al., 2009).
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De modo geral, a informag&o é transmitida através das fibras aferentes primérias para o
corno dorsal da medula espinal e, em seguida, para regides encefalicas através de vias principais
de comunicacdo, como por exemplo, o trato espinotaldamico, trato espinomesenceféalico,
espinoparabraquial, espinohipotalamico e trato espinorreticular, todas denominadas vias
ascendentes da dor (MILLAN, 1999). Dentre estas vias, 0s tratos espinotalamico,
espinoreticular e espinomesencefalico sdo considerados as vias mais relevantes na transmissao
aferente da informag&o nociceptiva (D'MELLO; DICKENSON, 2008).

O trato espinotalamico envolve o feixe neoespinotalamico, mais recente evolutivamente
e o trato espinoreticular envolve o feixe paleoespinotalamico, mais antigo evolutivamente. Ha
evidéncias de que as projecdes do trato paleoespinotaldamico e do feixe espinoreticular com
conexdes com a substancia cinzenta periaquedutal (SCP), tdlamo, cOrtex e outras estruturas
limbicas estdo mais envolvidas nos aspectos afetivo-emocionais da dor do que em seu carater
sensorio-discriminativo (PRICE; DUBNER, 1977). Ja a via neoespinotalamica envia projecoes
diretamente para o talamo e cértex sensorial, onde ocorre a percep¢do e 0 processamento da
dor, contribuindo para o componente sensorial da dor (BASBAUM et al., 2009).
Posteriormente, a atencdo concentrou-se nas projecdes da medula espinal na regido
parabraquial da ponte, pois o resultado dessa regido fornece uma conexdo muito rapida com a
amigdala, uma regido importante no processamento de informacdes relevantes as propriedades
aversivas da experiéncia da dor (BASBAUM et al., 2009).

Algumas das estruturas corticais que fazem parte dessas vias sdo 0 cortex
somatossensorial, cdrtex cingulado anterior, insula, cortex pré-frontal e talamo. Além dessas,
estruturas subcorticais também compdem as vias nociceptivas, como SCP, bulbo rostral
ventromedial e amigdala, constituindo, assim, a matriz da dor (NEUGEBAUER et al., 2009;
BUSHNELL et al., 2013).

Assim, enquanto projecdes ascendentes processam a transmissao da dor para estruturas
superiores do sistema nervoso central (SNC), vias descendentes modulatorias da dor fazem o
caminho inverso das projecfes ascendentes e podem levar a inibicdo ou facilitacdo da dor
(BOLLES; FANSELOW, 1980; VANDERAH, 2007). As vias descendentes sdo constituidas
por projeces que originam-se de todo o encéfalo, e posteriormente para regides do tronco
encefalico, como o bulbo rostral ventromedial e em seguida, enviam projecdes para a medula
espinal. Uma vez que a SCP também integra impulsos originados em regides limbicas, fatores
como alerta, expectativa e atencdo podem regular o processamento da dor, demonstrando o
aspecto emocional da dor (D'MELLO; DICKENSON, 2008).
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Entre os tipos de dor, a dor aguda caracteriza-se por uma resposta protetora ao
organismo, pois alerta o individuo para uma lesdo iminente ou real dos tecidos, induzindo ao
surgimento de respostas reflexas e comportamentais conduzidas, com o propdsito de manter a
injuria tecidual contida (WOOLF; MANNION, 1999). No entanto, quando a dor passa a se
repetir ou manter-se por periodo prolongado, deixa de apresentar vantagens biolégicas e passa
a causar sofrimento, sendo classificada como dor cronica a qual é gerada por impulsos de
pequena magnitude produzidos por atividade neuronal anormal (MELZACK, 1999;
VANDERAH, 2007).

A dor crbnica pode estar associada com a continuacdo da patologia ou persistir apos a
recuperacdo da doenga ou lesdo. Se a dor cronica for devido a doenga organica, ela é
efetivamente curada ao se tratar a desordem de base (MILLAN, 1999). Geralmente ndo é bem
localizada e tende a ser dolorosa, continua ou recorrente, e € dividida em nociceptiva e
neuropatica (MERSKEY; BOGDUK, 1994). A dor nociceptiva baseia-se na estimulacdo
continua de nociceptores, seja térmico, quimico ou mecénico, decorrendo ativacdo constante
das vias centrais da dor e pode ser identifica em pessoas com cancer, herpes zoster, entre outras
(MILLAN, 1999). Ja a dor neuropatica, segundo a Associacao Internacional de Estudos para
Dor (IASP), é definida como uma dor causada ou iniciada por uma lesdo primaria ou por
disfuncdo do SNC e/ou sistema nervoso periférico. Esta desordem pode ser provocada por
compressdo, transeccdo, infiltracdo, isquemia, injuria metabdlica de corpos celulares de
neurdnios ou uma combinacao desses fatores (GALLUZZI, 2007).

Pacientes com dor neuropdtica descrevem disestesias que sdo caracterizadas por
sensacdo desagradavel em resposta a um estimulo normal, incluindo alodinia (resposta de dor
frente a um estimulo normalmente ndo doloroso), hiperalgesia (dor exacerbada frente a um
estimulo normalmente doloroso), dor espontanea (dor sem estimulo conhecido) e dor fantasma
(dor em um membro ausente), sendo que respostas emocionais a dor podem influenciar ainda
mais a percepc¢do da dor (WIECH; TRACEY, 2009).

Os estudos atuais tentam elucidar a complexa relacdo entre os mecanismos fisioldgicos
e emocionais presentes nos varios tipos de dor, através do uso de roedores como modelos para
a compreensdo dos aspectos multidimensionais da dor, uma vez que os distdrbios crénicos da
dor parecem nado ter causa Obvia nociva e sdo altamente influenciados por fatores sociais e
ambientais (SMITH et al., 2016).

Assim, na busca pela compreensdo dos aspectos emocionais e comportamentais do

controle da dor, neurocientistas tém mostrado em seus estudos que, a dor ndo depende
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exclusivamente do grau de lesdo (LOVALLO, 2015). Em vez disso, a intensidade e o carater
da dor que se sente sdo também influenciados pelas experiéncias anteriores, pelas recordagdes
que delas se tem e a capacidade de compreender as suas causas e consequéncias (BLUCK et
al., 2013). Sendo assim, o grau de atencdo e a ansiedade influenciam o sistema da dor
promovendo um aumento na percepcao dolorosa para um determinado estimulo de mesmo grau
de intensidade (MELZACK; CASEY, 2013), indicando que o componente afetivo da dor
sensibiliza e fornece carater emocional e afetivo a estimulos dolorosos (ROME et al., 2000;
VOGT, 2005).

Deste modo, o modelo biopsicossocial de dor sugere uma relacdo entre os fatores
bioldgicos, psicoldgicos e sociais, demonstrando que o processamento da dor e os distdrbios de
carater afetivo coexistem e que uma condicdo agrava a outra (LUMLEY et al., 2011). Assim,
embora 0s mecanismos biologicos possam iniciar, manter e modular a dor, fatores psicologicos
atuam na percepcéo da dor e no comportamento em resposta a dor (WIDERSTROM-NOGA et
al., 2013).

1.2. EMPATIA

O componente afetivo-emocional da dor pode ser ativado ndo apenas em guem sente a
dor, mas também naquele que esta observando situacdes dolorosas ou potencialmente
dolorosas, sendo que a habilidade de perceber a dor também possui valor claramente adaptativo
e evolutivo (WILLIAMS, 2002; GOUBERT et al., 2005; CRAIG, 2009). Quando a situacao
potencialmente dolorosa é identificada, o observador pode tentar escapar da situacdo (fuga,
comportamento defensivo) ou entdo auxiliar (luta, comportamento prd-social) aquele que esta
com dor (SHAMAY-TSOORY, 2011). Com isso, a propriedade de percepg¢do, consciéncia e
compreensdo dos estados sensoriais € emocionais de outras pessoas, incluindo os processos
dolorosos é denominada empatia (GU et al., 2012, 2015), processo afetivo e cognitivo de
modulacdo social das respostas emocionais (LAMM et al., 2004).

Apesar do termo empatia ser amplamente usado, ele costuma ser erroneamente
empregado pois é muitas vezes confundido com conceitos como compaixao, simpatia, teoria da
mente, entre outros (SINGER; DECETY, 2009). De fato, é considerado um tema chave que
desperta grande interesse de pesquisadores da area da neurociéncia, sendo que mesmo sem uma
definicdo Unica, resume-se a capacidade de um individuo entender o estado mental do outro.
Na década de 80, a habilidade empatica era compreendida como uma experiéncia de se colocar

no lugar do outro e um construto multidimensional que combina componentes cognitivos e
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afetivos (DAVIS, 1983), e pesquisas sobre as bases neurais da empatia tém contribuido
consideravelmente para sua definicdo (KENNEDY; ADOLPHS, 2012).

Estudos anteriores envolvendo os mecanismos encefalicos da empatia apresentam
algumas hipoteses interessantes sobre a percepcdo de si mesmo e dos outros estarem
relacionadas (GALLESE et al., 2004). O modelo desenvolvido por Preston e De Waal (2002),
para compreensdo da empatia foi apoiado no modelo de percepgdo-acdo, no qual quando
imaginamos ou quando observamos o estado mental de outra pessoa, nosso Sistema nervoso
automaticamente reage promovendo ativacdo de redes neurais semelhantes a circuitaria ativa
no observador. Isso foi constatado em estudos posteriores com ressonancia magnética
funcional, em que se observou uma ativacdo compartilhada de redes neuronais especificas
durante experiéncias sofridas em si e no outro. Keysers et al. (2004) observaram uma ativagao
do cortex somatossensorial quando os colaboradores eram tocados e quando observavam o
toque feito no outro. Isso sugere que a observacdo de um estado motor, perceptivo ou emocional
desenvolvido por um individuo, ativa as mesmas estruturas e processos neurais no observador,
como quando este desenvolve esta mesma acdo ou experimenta esta mesma emogdo (MOYA-
ALBIOL et al., 2010).

Apo6s 0 modelo proposto por Preston e de Waal em 2002, outros autores propuseram
outro modelo que divide a empatia entre duas dimensdes, emocional e cognitiva (SHAMAY -
TSOORY et al., 2009). A primeira dimensdo envolve o compartilhamento de emocGes entre as
pessoas (experiéncia do contagio emocional) e a outra dimensdo permite o entendimento dos
pensamentos e intencdes dos outros a partir do movimento de acolher o ponto de vista do outro,
que possibilita conclusdes precisas sobre o que se passa com o outro (DECETY; JACKSON,
2004; SHAMAY-TSOORY et al., 2009). Essa habilidade tem um papel crucial no processo de
interacdo social, permitindo a conexdo entre os individuos, uma vez que favorece a
compreensdo da intencdo da acdo do outro, suas emocdes, sentimentos e de pensamentos
(SINGER; DECETY, 2009; DECETY; SVETLOVA, 2012).

Posteriormente, Zaki e Ochsner (2012) propuseram a divisdo da empatia em trés grandes
faces: o mentalizar, caracterizado pela capacidade de perceber e entender o estado emocional
do outro; o compartilhamento de experiéncias, como a habilidade de sentir o que o outro esta
sentindo e, 0 comportamento pro-social, que é a capacidade e propensdo para pensar e agir
frente ao estado do outro (ZAKI; OCHSNER, 2012).

Evidéncias demonstram que estruturas como coOrtex pré-motor e parietal sdo ativadas

durante a execucgédo de uma determinada acdo e durante a observacdo da mesma acéo realizada
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pelo outro (CATTANEO; RIZZOLATTI, 2009). Isto sugere que o sistema nervoso é capaz de
representar acGes observadas nos outros, porém em seu proprio sistema motor. Esse reflexo
perante a acdo do outro evidencia o papel de um grupo especifico de neurdnios conhecidos
como neurdnios espelho, que atuam ndo s6 na codificacdo dos atos motores observados, mas
também permite ao observador entender as inten¢fes do outro, por meio de mecanismos de
aprendizagem observacional (MOYA-ALBIOL et al., 2010).

Trabalhos envolvendo neuroimagem demonstram a existéncia de dois principais sitios
cerebrais com propriedades espelho: o primeiro formado pelo lobo parietal, o cortex pré-motor
e o giro frontal inferior (sistema espelho parietofrontal), envolvido no reconhecimento de
comportamentos voluntarios (movimento e percep¢do); e, o segundo formado pela insula e o
cortex frontal medial anterior (sistema espelho limbico), relacionado ao reconhecimento de
comportamentos afetivos e ao uso da linguagem (CATTANEO. RIZZOLATTI, 2009). Além
das classicas regides espelho, foi demonstrado que, estruturas subcorticais também possuem
propriedades espelho, como € o caso do complexo amigdaloide (MOLENBERGHS et al.,
2012). Dessa forma, por meio dos sistemas espelho, a reagdo emocional do individuo pode levar
a ativacdo do circuito de representatividade neuronal compartilhada no observador, gerando
nesse uma representacao emocional semelhante, convergente e apropriada a do observado, ou
seja, € um sistema pre-requisito que possibilita a capacidade de empatia (GALLESE et al.,
2004; SHAMAY-TSOORY, 2011).

Hein et al. (2010) em pesquisa realizada com humanos mostrou o favoritismo do
comportamento pro-social para pessoas que estavam designadas no mesmo grupo, quando
comparado com o comportamento para pessoas de grupos diferentes. Neste sentido, Loggia et
al. (2008) sugerem que quem altera a percepcao do estimulo doloroso € a propria empatia e nao
necessariamente a observacdo dos comportamentos de dor. Eles indicam ainda que a empatia
para a dor ativa areas corticais e subcorticais relativas ao sentimento de compaixdo frente ao
individuo em situacdo de angustia.

Além das relacdes de convivio entre os seres vivos, a modulacédo da dor também recebe
interferéncia do perfil de cada individuo. Por exemplo, foi demonstrado a ligacéo entre a dor e
0 comportamento agressivo de atletas. Os resultados sugerem que os jogadores que tinham
acOes agressivas possuiam como caracteristica a insensibilidade a estimulos nocivos, ou seja,
naquelas pessoas o limiar para dor se revelou mais elevado que em outras com atributos
diferentes. Além disso, o processamento cortical dos contextos aversivos também se apresentou

reduzido nos individuos com comportamento antissocial (RING et al, 2016).
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Alguns autores apontam que essa habilidade empética esta presente ndo s6 em humanos
como também em animais. Assim, experimentos realizados com roedores revelaram a
capacidade de reconhecimento de respostas emocionais em sujeitos da mesma espécie, e
também alteracdo da sua sensibilidade a dor por motivos de familiaridade com o coespecifico
(LANGFORD et al., 2006, 2010; SOTOCINAL et al., 2011; BAPTISTA-DE-SOUZA et al.,
2015) evidenciando que animais da mesma espécie conseguem diferenciar expressdes de dor
das expressoes neutras (NAKASHIMA et al., 2015).

Assim, as evidéncias mencionadas sugerem que apesar dos animais ndo poderem
descrever sua dor, sdo capazes de manifestd-la por sinais fisiologicos e respostas
comportamentais (TEIXEIRA et al., 2010), reconhecendo a dor em individuos da mesma
espécie (NAKASHIMA et al., 2015) e exibindo um comportamento pré-social (DECETY;
SVETLOVA, 2012). Bartal et al. (2011) demonstraram que ratos apresentam comportamento
de empatia quando percebem que animais da mesma espécie estdo em condigdes de
aprisionamento e estresse nao doloroso e agem de uma maneira determinada para acabar com
esse sofrimento.

Em estudo do nosso grupo de pesquisa, Baptista-de-Souza et al. (2015) atraves de uma
bateria de testes comportamentais e avaliacdo da nocicepcdo demostraram que camundongos
submetidos a um modelo de dor cronica, induzida pela constricio do nervo ciético,
apresentaram comportamentos do tipo ansiogénico e hipernociceptivo em camundongos
coespecificos. Outros estudos evidenciaram que a interacdo social, ou empatia, induz alterac6es
nas respostas nociceptivas, bem como afetivas, incluindo ansiedade em animais coespecificos
na condicdo de observadores (BARTAL et al., 2014; HADJISTAVROPOULOS et al., 2011;
LANGFORD et al., 2006). O convivio com um coespecifico submetido ao estresse cronico por
contencao também induz comportamento do tipo ansiogénico, hipernocicepcao e alteragdes no
comportamento defensivo (CARNEIRO-DE-OLIVEIRA et al., 2017).

Portanto, ainda que ja tenha sido descrita a modulagdo social sobre a nocicep¢do em
roedores (SINGER et al., 2004; LANGFORD et al., 2011), sdo poucas as evidéncias de quais
estruturas encefalicas estdo envolvidas nessa modulacdo e quais mecanismos sao ativados
quando o observador observa o coespecifico exibindo respostas relacionadas a nocicepcdo no
periodo de teste (LANGFORD et al., 2006), e/ou quando é submetido ao convivio para o
estabelecimento da familiaridade (LANGFORD et al., 2006; PHAM et al., 2010), promovendo

respostas comportamentais para reduzir o estimulo aversivo do coespecifico (PRICE, 2000).



22

Sob o aspecto clinico, foi descrito que em humanos a observagdo de outros individuos
com dor pode motivar o comportamento de ajuda (HEIN et al., 2010). A empatia pela dor em
humanos também foi demonstrada no trabalho que avaliou a atividade de &reas como amigdala,
cortex cingulado anterior, insula e tronco encefalico de mulheres que observavam seus
parceiros amorosos levando um choque doloroso na méo. Essa pesquisa sugere que a empatia
pela dor ndo necessita da participacdo de todos os locais envolvidos com o processo doloroso,
porém ocorre atraves de areas relativas ao componente afetivo-motivacional da dor (SINGER
et al, 2004). Uma meta-analise realizada com estudos de ressonancia magnética funcional para
a empatia pela dor confirmou a ativacdo de regibes como a amigdala, insula anterior e giro
frontal inferior quando um observador visualiza outros com dor (LAMM et al. 2011).

Alguns estudos demonstraram que areas cerebrais da matriz da dor, como a amigdala e
insula, sdo igualmente ativadas naqueles que estdo apenas observando situagdes potencialmente
dolorosas, sugerindo que a experiéncia de empatia frente a dor seria semelhante a uma primeira
experiéncia de dor (SINGER et al., 2004; SINGER; LAMM, 2009; BUSHNELL et al., 2013).
Estudos com imagem funcional em humanos tém associado estruturas do componente afetivo-
emocional as experiéncias de empatia frente a dor, em que neurdnios que respondem tanto ao
estimulo doloroso quanto a observacao de estimulos dolorosos aplicados em outros individuos
estariam localizados nessas estruturas (HUTCHISON et al., 1999; SINGER et al., 2004),
sugerindo, dessa forma, que apenas 0s componentes afetivo e cognitivo da dor estariam
mediando essa resposta, com excec¢ao de seu componente sensorial (SINGER et al., 2004). Ou
seja, nenhuma injuria tecidual ou estimulo nocivo seria, de fato, necessario para a experiéncia
de dor ou para a ativacdo das vias da dor nessa situacdo (BORSOOK; BECERRA, 2009;
VACHON-PRESSEAU et al., 2011; BUSHNELL et al., 2013).

Evidentemente, identificar quais areas encefalicas estdo envolvidas no comportamento
empatico é uma peca chave na psicopatologia de transtornos emocionais, além de uma avaliacéo
mais distinta das estruturas que modulam os diferentes componentes da dor, visto que poucos
estudos tém demonstrado quais 0s mecanismos envolvidos nesta modulacdo, faz-se necessario
investigar quais areas corticais e subcorticais estdo relacionadas com o processamento da

empatia pela dor.
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1.3. AMIGDALA

Dentre as &reas limbicas responsaveis pela modulagdo da nocicepgdo, o complexo
amigdaldide destaca-se por receber aferéncias nociceptivas diretas vindas da medula espinal e
do tronco enceféalico (NEUGEBAUER et al, 2004, NEUGEBAUER, 2007), estando envolvida
no processamento central da dor, participando da via ascendente e descendente da nocicepgao
(NEUGEBAUER et al., 2004), sendo considerada como um substrato neural de interagGes entre
dor e emogdo (HEINRICHER et al., 1999; FIELDS, 1999; RHUDY; MEAGHER, 2000).

Evidéncias eletrofisiolégicas, comportamentais e bioquimicas apontam a amigdala
como uma importante area de modulacdo da nocicep¢do (LARIVIERE; MELZACK, 2000;
ULRICH-LAI et al., 2006; JI et al., 2007) e uma das principais regides encefalicas envolvidas
no processamento de estimulos aversivos e nas respostas emocionais relacionadas ao medo,
como a antinocicepc¢ao, congelamento e luta ou fuga com o predador (LEDOUX, 2000; LEITE-
PANISSI et al., 2004; TAVARES et al., 2018).

A amigdala é composta de grupos heterogéneos e complexos de nicleos e esta
localizada bilateralmente ao lobo temporal anterior do encéfalo, préximo a formacao
hipocampal (AMARAL; BASSETT, 1989; AMARAL; INSAUSTI, 1992). De acordo com a
classificagcdo de Price et al. (1987) os nucleos da amigdala séo divididos em trés grupos; 1) o
grupo profundo ou basolateral, que inclui o nucleo lateral, o nicleo basal e o nucleo basal
acessorio; 2) o grupo superficial ou tipo cortical, que inclui os ndcleos corticais e o nucleo do
trato olfatdrio lateral; e 3) o grupo centromedial composto pelos nucleos medial e central. A
amigdala recebe informacgdes de todas as modalidades: olfativa, somatossensorial, gustativa,
visceral, auditiva e visual (SAH et al., 2003). As informagdes sensoriais chegam na amigdala
principalmente através do nucleo lateral, e as vias de saida principalmente pelo nucleo central
através de informacdes ja processadas pelos outros nicleos amigdaldides, tais como o nucleo
basolateral NEUGEBAUER, 2004).

Estudos em modelos animais de dor neuropaética relataram a presenca de lateralizacao
do hemisfério direito sobre o hemisfério esquerdo do complexo amigdaldide, dependente de
entradas mediadas por fibras C. Alteracdes bioguimicas e eletrofisiolégicas foram observadas
apenas no hemisfério direito da amigdala em modelos de dor inflamatéria (JI; NEUGEBAUER
2009). Ja na dor neuropatica, foi observado um aumento transitério da atividade do hemisfério

esquerdo, entretanto uma alteracdo persistente no hemisfério direito da amigdala. No entanto,
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0s mecanismos de lateralizacdo relacionada a nocicepcdo na amigdala ainda sdo conflitantes
(GONCALVES; DICKENSON, 2012; NEUGEBAUER, 2015).

Fibras polimodais, altamente responsivas, de relevancia afetiva e cognitiva alcangam a
amigdala via tdlamo e &reas corticais superiores (SHI; DAVIS, 1999; LEDOUX, 2000). Através
de prolongamentos das vias do sistema espinohipotalamico e espinotaldémico, o circuito
correspondente ao nucleo lateral, basolateral e central recebe informagdes referentes a dor
provenientes do tdlamo e cortex insular (MILLAN, 1999; LEDOUX, 2000). Além das entradas
indiretas via talamo, que chegam ao ndcleo lateral e basolateral, existem entradas nociceptivas
diretas vindas da medula espinal e do tronco encefélico para a parte latero-capsular do ndcleo
central (NEUGEBAUER et al, 2004). O complexo amigdaldide também recebe informacoes
nociceptivas especificas da medula espinhal e do tronco cerebral através da via da dor
espinoparabraquioamigdaloide (GAURIAU; BERNARD 2002), bem como através de
projecdes diretas da medula espinhal (NEUGEBAUER et al, 2004).

A amigdala ¢ uma das estruturas que faz parte do sistema limbico em conjunto com
outras do SNC que participa da modulacdo do comportamento emocional (FIELDS, 1999).
Denominada amigdala nociceptiva, por apresentar grande quantidade de neurdnios
nociceptivos, além de estar implicada na modulacdo da nocicepg¢éo, aumentando (hiperalgesia)
ou diminuindo (hipoalgesia) a percep¢do nociceptiva, também modula a analgesia quando a
sensibilidade é suprimida, executando um papel crucial no controle inibitorio descendente da
nocicepcdo (NEUGEBAUER et al., 2004).

Em relacdo a empatia, um trabalho realizado com camundongos, em que um animal tem
a possibilidade de ver o coespecifico receber choque nas patas, demonstrou a ativacdo de
estruturas do sistema limbico, como a amigdala, modulando comportamentos relacionados a
empatia, ou seja, os camundongos (observadores) apresentaram comportamento de
congelamento (freezing) quando observaram outros camundongos (demonstradores) recebendo
choque nas patas. Os observadores apresentaram aumento das respostas ao medo quando 0s
demonstradores eram considerados coespecificos sociais, como irmdos ou parceiros de
acasalamento (JEON et al., 2010). Nesse sentido, esses autores propdem que a aprendizagem
observacional da natureza aversiva da situacdo, bem como as alteracbes comportamentais
adaptativas frente a uma situacdo dolorosa (NEUGEBAUER et al., 2009; JEON et al., 2010),
sdo transmitidas ao nucleo lateral da amigdala por meio do sistema medial da nocicepcdo. O
sistema medial da dor representa a dimensdo afetiva ou emocional da dor e envolve a percepc¢éo

desagradavel da dor. Nesse sistema, as entradas nociceptivas projetam-se para 0s nucleos
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talamicos da linha média e intralaminar, incluindo nucleos talamicos parafasciculares e
mediodorsais, prosseguindo para as areas limbicas (JEON et al., 2010).

Estudos demonstram ainda, que a ativacdo do nudcleo central da amigdala aumenta a
resposta visceromotora a distensdo colorretal (MYERS; GREENWOOD-VANMEERVELD,
2009), enquanto que a desativacao desse mesmo nucleo diminui comportamentos nociceptivos,
defensivos e afetivos relacionados a dor (NEUGEBAUER et al., 2009).

Esse conjunto de resultados demonstra o complexo papel da amigdala na relagdo entre
dor e emocBes (SAH et al.,, 2003; HEINRICHER et al., 2009). Além disso, estimulos
nociceptivos, por meio da amigdala e da SCP, induzem um conjunto de alteracées hormonais,
comportamentais e autonémicas, entre elas a analgesia (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000;
BAPTISTA et al.,, 2009; HEINRICHER et al., 2009), demonstrando a importancia dessa
estrutura no controle descendente inibitorio da dor (SAH et al., 2003; MCGARAUGHTY et al.,
2004) e seu envolvimento em diferentes componentes da dor (VILLANUEVA; FIELDS, 2004;
NEUGEBAUER et al., 2009).

Comportamentos relacionados a empatia sobre percep¢do dolorosa foram investigados
por nosso grupo de pesquisa. Os estudos utilizaram um protocolo de convivéncia de 14 dias
com um coespecifico submetido a dor cronica, induzida pela constricdo do nervo ciatico. Os
resultados obtidos por Pelarin e Canto-De-Souza (2014) ao investigar o papel da amigdala na
modulacdo da empatia pela nocicepg¢do, mostraram que 0 convivio com animal em dor crénica
produz hipernocicep¢do no camundongo observador. O efeito hipernociceptivo foi acentuado
apos a inativacdo da amigdala com cloreto de cobalto, salientando o importante papel do
complexo amigdal6ide na expressao de empatia pela nocicepcao em camundongos.

Recentemente, Baptista-de-Souza et al. (2018), visando mapear substratos neurais e
areas encefalicas envolvidas na modulacdo da empatia pela nocicep¢do em animais que
conviveram com coespecifico em dor crdnica observaram através da expressao de deltaFosB,
um marcador de atividade neuronal, menor ativacdo do nucleo central da amigdala de
camundongos. Neste estudo utilizou-se a proteina FosB e sua variante truncada deltaFosB, pois
acumulam em regides especificas do cérebro apds exposicdo repetida a diferentes estimulos
(estimulo crdnico), diferente da proteina c-Fos e da maioria das outras proteinas relacionadas a
Fos gque sdo altamente instaveis e, por isso, desaparecem rapidamente (aproximadamente 2 h)
apos o fim do estimulo (NESTLER et al., 1999; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2018).

A amigdala contém diversos neurotransmissores € respectivos receptores com

importantes implicacbes em estados emocionais; além da ampla modulagdo neuroquimica
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presente nesta importante estrutura (DAVIS, 1983; MCGAUGH, 2004; NEUGEBAUER et al.,
2009). Dentre os neurotransmissores que modulam a resposta nociceptiva, a serotonina destaca-
se por ser um neurotransmissor abundante no SNC, além de participar no processo de
neuroplasticidade em neurdnios serotonérgicos, assim como no processo de desenvolvimento e
maturacdo de diversos sistemas neuronais (MAZER et al., 1997; WHITAKER-AZMITIA et
al., 1995).

Além disso, o complexo amigdaldide esta envolvido nos principais circuitos
serotonérgicos que regulam as emocgdes, uma vez que este € um dos principais sitios pos-
sinapticos que recebe projecdes serotonérgicas provenientes do nucleo dorsal da rafe através
dos tratos periventricular e prosencefalico (DEAKIN; GRAEFF, 1991; HOYER; MARTIN,
1997).

1.4.  NEUROTRANSMISSAO SEROTONERGICA

A serotonina (5-hidroxitriptamina) é amina biogénica do grupo das indolaminas
descoberta ha quase 70 anos e esta amplamente distribuida no SNC (NICHOLS; NICHOLS,
2008). A neurotransmissdo serotonérgica origina-se no mesencéfalo, precisamente nos nucleos
da rafe, regido caracterizada por apresentar alta densidade de corpos neuronais serotonérgicos
e projetar aferéncias para outras areas do encéfalo (HOYER; MARTIN, 1997). E um
neurotransmissor evolutivamente antigo e implicado numa grande variedade de processos
comportamentais (DELL'OSSO et al., 2016; CARHART-HARRIS; NUTT, 2017).

O precursor da serotonina é o triptofano, um aminoacido derivado da proteina
proveniente do organismo, cujo nivel plasmatico varia de modo consideravel, de acordo com a
ingestdo de alimentos e o momento do dia. O maior nivel de serotonina no organismo esta
presente pela manhd, entre 10h e 12h, momento da maior incidéncia solar (MARTINS, 2019).
O triptofano é ativamente captado pelos neurénios, convertido pela enzima triptofano
hidroxilase em 5-hidroxitriptofano. A triptofano hidroxilase pode ser inibida de modo seletivo
e irreversivel pela p- clorofenilalanina. Acredita-se que a disponibilidade do triptofano e a
atividade da triptofano hidroxilase constituem os principais processos que regulam a sintese de
serotonina. Apoés a sua liberacdo, a serotonina €, em grande parte, recuperada por recaptacdo
neuronal, sendo este mecanismo inibido por muitos farmacos (por exemplo, antidepressivos

triciclicos) que inibem a captacdo de catecolaminas (RANG et al., 2012).
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O sistema serotonérgico é organizado de maneira altamente complexa, pois a a¢do da
serotonina é mediada por subtipos de receptores serotonérgicos. Esses subtipos podem ser
divididos em sete classes principais (5-HT1-5-HT7) com base em suas caracteristicas estruturais
e funcionais (HOYER et al., 2002). Este alto grau de variabilidade dos receptores enfatiza
claramente a importancia fisiolégica da serotonina e aponta para uma vasta diversidade de
funcbes (NIESLER et al., 2003), sendo que a descoberta das propriedades do sistema que leva
a essa complexidade é um dos principais objetivos de pesquisas com a serotonina. Desta
maneira, 0 sistema serotonérgico é composto por 18 subtipos de receptores que se diferenciam
em alguns aspectos como afinidade pela serotonina, localizacéo e disposi¢do nos neurdnios pré
ou pdés-sindpticos (NIESLER et al., 2003; HANNON; HOYER, 2008). S&o divididos em 6
classes de receptores metabotrépicos, ligados a proteina de guanosina (proteina G) localizados
no SNC: 5-HT1[5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1c, 5-HT1p, 5-HT1e], 5-HT2 [5-HT24, 5-HT28, 5-HT2(],
5-HTs4, 5-HTs [5-HTsa, 5-HTsg], 5-HTs € 5-HT7, e uma classe de receptor do tipo ionotropico,
ligado ao canal ibnico 5-HT3 [5-HT3a 5-HT3g, 5-HTac, 5-HT3p, 5-HT3e] (HOYER et al., 2002;
NIESLER et al., 2003).

Sob aspectos emocionas, estudos tém demonstrado que a ativacao seletiva de alguns
receptores serotonérgicos pode servir como agente terapéutico na melhora das funcdes
cognitivas de pacientes psiquiatricos (TERRY et al., 2008). Por outro lado, sabe-se que esta
amina biogénica tem funcdo importante nos circuitos neurais que medeiam as respostas
relacionadas ao transtorno de panico e ao disturbio de ansiedade generalizada, particularmente
através de sua acdo sobre os neurénios da amigdala e da SCP (ZANOVELI et al., 2009).

Em relacdo a nocicepgéo, a serotonina € um componente importante do meio quimico
inflamatdrio e contribui para a dor da leséo tecidual por meio de uma acdo em varios subtipos
de receptores (SOMMER, 2006; ZEITZ et al., 2002), podendo ser liberado por plaguetas,
mastocitos ou basofilos que se infiltram em uma area de dano tecidual (DRAY, 1995).

A neurotransmissdo serotonérgica é vastamente descrita por participar de processos
relacionados as emocdes (ELHWUEGI, 2004; ZANGROSSI et al., 2020), nocicepcao
(COIMBRA et al., 1997; CANTO-DE-SOUZA et al., 1998; NUNES-DE-SOUZA et al., 2000;
TAVARES et al., 2018; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2018), na fisiopatologia de diversos
disturbios psiquiatricos como esquizofrenia e autismo (NAKAMURA et al., 2010), transtornos
estes relacionados diretamente com déficits de comportamentos empaticos (CHARMAN et al.,
1997; BENEDETTI et al., 2009).
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No estudo realizado em 2014, Kim e colaboradores (2014) observaram alteragfes nos
niveis de serotonina em camundongos submetidos ao modelo de medo observacional,
paradigma usado para avaliar respostas relacionadas a comportamentos empaticos.

Nosso grupo reportou em estudo recente o aumento do turnover da serotonina na
amigdala nos animais que conviveram com um coespecifico sujeito a constricdo do nervo
ciatico quando comparados ao coespecifico sham (sem constricdo do nervo), salientando a
participacdo da serotonina neste modelo (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2018). A participacdo
de outras monoaminas nos processos de empatia também foi demonstrada em camundongos
que conviveram com animais inoculados com indutor tumoral que apresentaram alteracdes nos
niveis e no turnover de noradrenalina no hipocampo (ALVES et al., 2006).

Uma vez liberada, a serotonina é livre para interagir com varios subtipos de receptores
molecularmente distintos expressos por nociceptores aferentes primarios, incluindo o receptor
5-HTs. Assim, dentre os diferentes subtipos de receptores, os receptores 5-HT3z tém sido
amplamente investigados com relacdo a modulacdo dos processos nociceptivos (MILLAN,
2003). Ao contréario de todos os outros subtipos de receptores de serotonina conhecidos, que
sdo acoplados a proteina G (guanosina), 0 5-HT3 € um membro da superfamilia dos canais de
ions estimulados por ligantes excitatorios (MARICQ et al., 1991).

Os receptores 5-HT3 concentram-se em regides envolvidas na integragdo do reflexo de
vomito, processamento da dor, sistema de recompensa e controle da ansiedade, sendo que 0s
receptores periféricos desempenham uma tarefa importante na regulacdo das funcdes
autondmicas e na transmissdao sensorial da dor (FAERBER et al., 2007). Este receptor pode
estar localizado em neurdnios no prosencéfalo, como amigdala e hipocampo e em
interneurénios GABAérgicos no cortex pre-frontal e amigdala (HANNA et al., 2000;
HASSAINE et al., 2013). Os receptores 5-HTs também podem estar localizados em terminais
nervosos pré-sinapticos, onde podem modular a liberacdo de diversos neurotransmissores.
Evidéncias diretas da localizacdo preé sinaptica do receptor 5-HT3 foram demonstradas atraves
de técnicas de radiografia, hibridizacéo in situ e através de imunoistoquimica em subnicleos de
sinaptossomas vindos da amigdala e hipocampo (KAWAMATA et al. 2003; FUNAHASHI,
2004).

Evidéncias demonstram que a injecao periférica de serotonina evoca dor aguda que é
atenuada por antagonistas dos receptores 5-HTz (ZEMLAN et al., 1988; SUFKA et al., 1992).
Zeitz et al (2002) demonstraram que a nocicepc¢do persistente induzida por lesdo tecidual é

significativamente reduzida ap6s a eliminagdo funcional deste subtipo de receptor em
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camundongos mutantes sem a subunidade 5-HT3sa. Estes autores sugerem que a serotonina, por
meio da acdo em receptores 5-HTs, contribui para caracteristicas especificas da dor induzida
por lesdo tecidual, ativando ambas as fibras A-delta mielinizadas e um subconjunto de fibras
C. No mesmo estudo, injecdes de agonistas de receptores 5-HT3 mCPBG ou 2-metilserotonina
na pata, produziram aumento no nimero de lambidas da pata destes animais. Esses resultados
indicam que, quando a serotonina é liberada no local da leséo tecidual, ela contribui para o
processamento nociceptivo e o edema no local, o qual é influenciado pela ativacdo dos
receptores 5-HT3 (ZEITZ et al., 2002).

A liberacdo de serotonina no local da lesdo tem consequéncias multiplas. A serotonina
ativa diretamente aferéncias nociceptivas aumentando os impulsos transmitidos a medula
espinhal, resultando na expressdo de comportamentos sugestivos de dor. Contribui também para
a inflamac&o neurogénica periférica, via ativacéo de aferéncias periféricas de pequeno diametro
e liberagdo de peptideos pro-inflamatdrios, como a substancia P dos terminais periféricos,
induzindo assim, extravasamento de proteinas das vénulas pos-capilares, 0 que por sua vez
contribui para o edema periférico (LEMBECK; GAMSE, 1982).

Em relacdo a empatia pela nocicep¢do, achados do nosso grupo sugerem que a
administracao sistémica do antagonista competitivo dos receptores 5-HTs, ondansetron, em
camundongos submetidos ao convivio com o coespecifico em dor crénica promove diminuicéo
da hipernocicepcdo (FERRARI; CANTO-DE-SOUZA, 2016). Deste modo, foi demonstrado o
envolvimento do receptor 5-HTs na modulagdo da empatia, entretanto qual ou quais estruturas
encefalicas estariam mediando esta resposta ainda permanece desconhecido.

Diante do panorama descrito, diferentes frentes de investigacdo tém sido desenvolvidas
com o objetivo de esclarecer quais neurotransmissdes estariam envolvidas nas respostas
comportamentais relacionadas aos processos empaticos. Nesse sentido, investigacdes sobre a
neurotransmissao GABAérgica, tem sido objeto de estudo em que a amigdala participa da
modulacdo da nocicepcdo de camundongos (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; BAPTISTA et
al., 2009).

1.5. NEUROTRANSMISSAO GABAERGICA
O neurotransmissor acido gama aminobutirico (GABA) é formado a partir do glutamato

pela acdo do cido glutdmico descarboxilase, uma enzima localizada apenas em neurdnios que

sintetizam GABA no encéfalo. O GABA é degradado por uma reacdo de transaminacéo, em
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que o0 grupo amino é transferido para o acido alfa-oxoglutéarico (produzindo glutamato), com
formacéo de semi-aldeido succinico e, a seguir, &cido succinico (RANG et al., 2012; VOLK et
al., 2016). Os neurbnios GABAEérgicos e o0s astrocitos captam o GABA através de
transportadores especificos, e é este mecanismo, mais do que a GABA transaminase, que
remove 0 GABA ap6s a sua liberagdo. O GABA atua como transmissor inibitorio em muitas
vias diferentes do SNC (VOLK et al., 2016). E liberado principalmente por interneurénios
curtos, mas também por tratos GABAérgicos longos que seguem seu trajeto até o cerebelo e o
estriado. A ampla distribuicdo do GABA, e o fato de praticamente todos 0s neur6nios serem
sensiveis a seu efeito inibitério, sugerem que a sua funcéo é Unica no cérebro e estima-se que 0
GABA atue como neurotransmissor em cerca de 30% de todas as sinapses no SNC (RANG et
al., 2012; FRERKER et al., 2020).

O GABA atua em dois tipos distintos de receptores: um deles (receptor GABAA)
consiste em um canal regulado por ligante, enquanto o outro (GABARg) € um receptor acoplado
a proteina G (MEHTA; TICKU, 1999). Os receptores GABAAa pertencem a mesma classe
estrutural dos receptores de canal idnico. Trata-se de pentameros compostos, em sua maioria,
de trés subunidades diferentes, duas subunidades alfa, duas beta e uma gama, envoltos de um
canal de cloro, os quais, juntamente com o sitio benzodiazepinico, constituem um complexo
macromolecular, funcionando como sitio alostérico (SIEGHART et al., 1999;
ARGYROPOULOS; NUTT, 2003).

Sendo assim, os moduladores alostéricos se ligam a um local distinto do local ortostérico
(o local de ligacdo do agonista enddgeno), mas alteram as conformacdes dos receptores que
influenciam a ligacdo e as propriedades funcionais dos agonistas que se ligam ao local
ortostérico. Comparados aos receptores homomeéricos, 0s receptores heteroméricos contém um
nimero aumentado de locais alostéricos potenciais para interacdo medicamentosa
(THOMPSON; LUMMIS, 2007; DAVIES et al., 2011).

Os receptores GABAA,, de localizagdo pos-sinéptica, medeiam a inibi¢do pds-sinaptica
rapida, sendo o canal seletivamente permeavel aos ions cloreto (CI). Como o potencial de
membrana em equilibrio para CI"¢é, em geral, negativo em relacdo ao potencial de repouso da
célula, o aumento da permeabilidade ao CI™ acarreta na hiperpolarizacédo da célula, reduzindo,
assim, a sua excitabilidade (MEHTA; TICKU, 1999).

Os receptores de GABAA constituem alvos para diversos farmacos importantes de acdo
central, principalmente os benzodiazepinicos e os barbitdricos. Os benzodiazepinicos, que

exercem efeitos sedativos e ansioliticos, potencializam seletivamente os efeitos do GABA sobre
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os receptores de GABAA. Ligam-se com alta afinidade a um sitio acessorio, denominado sitio
de benzodiazepinicos, sobre o receptor de GABAA, de modo que a ligacdo do GABA é
facilitada, e seu efeito agonista, potencializado (HAEFELY et al., 1990).

A estrutura quimica, base dos benzodiazepinicos, consiste em um anel de sete membros
fundido a um anel aromético, com quatro grupamentos substituintes que podem ser modificados
sem a perda da atividade. Os benzodiazepinicos atuam de modo seletivo sobre os receptores
GABAA que mediam a transmissdo sinaptica inibitoria rapida, através do SNC. Os
benzodiazepinicos potencializam a resposta a0 GABA, por facilitarem a abertura dos canais de
cloreto ativados pelo GABA. Eles se ligam de modo especifico em um sitio regulador do
receptor, distinto do sitio ligante do GABA, e agem de modo alostérico, aumentando a afinidade
do GABA para o receptor (GUIDOTTI et al., 1980; HAEFELY et al., 1990).

Os benzodiazepinicos sdo principalmente usados para tratar os estados de ansiedade
aguda, mas seu uso tem declinado em favor dos antidepressivos associados com terapias
comportamentais em casos mais severos, e, além disso, possuem outros efeitos como hipnotico,
anticonvulsivante e relaxante muscular (SIEGHART et al., 1999; GUIDOTTI et al., 2005). Os
benzodiazepinicos sedativos, como o diazepam e midazolam, sdo agonistas, ou seja
potencializam a acdo do GABA e sdo muito utilizados na clinica por possuir acdo rapida, com
tempo de meia vida: 2-4 horas (REVES et al., 1985; WISE et al., 2007).

O agonista midazolam tem sido objeto de estudos, inclusive demonstrando que a
participacdo da amigdala na modulagédo da antinocicepcdo (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000;
BAPTISTA et al.,, 2009). Nestes estudos, a dose de 30nmol de midazolam na amigdala
blogueou completamente a antinocicepcdo, sugerindo que o0s receptores GABAx-
benzodiazepinicos desta area modulam a antinocicep¢do induzida por ambientes aversivos
(NUNES-DE-SOUZA et al., 2000). Além disso, o midazolam intra-amigdala aumentou a
porcentagem de entradas nos bracgos abertos do labirinto em cruz elevado (LCE), indicando que
a ativacdo dos receptores GABAAa-benzodiazepinicos também resulta em redugdo de
comportamentos relacionados a ansiedade. Resultados semelhantes foram demonstrados em
ratos tratados com midazolam intra-amigdala medial e basolateral (ZANGROSSI; GRAEFF,
1994; PESOLD; TREIT 1995; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2018).

Estudo demonstrou atenuacdo do aspecto emocional no que diz respeito ao
comportamento prd-social em ratos, visto que ratos quando tratados sistemicamente com
midazolam ndo desempenharam a tarefa de ajudar o coespecifico em contencédo, e os autores

concluiram que para que este tipo de comportamento ocorra em animais, € necessaria a presenca
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do aspecto emocional, o que foi impossibilitado apds a administracdo do farmaco (BARTAL et
al, 2016).

Outra referéncia a respeito da acdo do midazolam na modulagéo social da nocicepgao
advém do nosso grupo de pesquisa, que observou o envolvimento da modulacdo GABAérgica
através da diminui¢do da nocicepcdo em camundongos quando tratados sistemicamente com
midazolam (2,0 mg/kg, s.c.). Com isso, na tentativa de verificar se os receptores GABAérgicos
da insula participariam desta modulacdo, os autores realizaram a injecdo intra-insula de
midazolam, que ndo alterou a nocicepcdo induzida pelo convivio com um coespecifico em
condicao de dor cronica (ZANIBONI et al., 2018).

Estes achados sugerem que receptores GABAa-benzodiazepinicos da insula nédo
participam da modulacdo social deste tipo de nocicepgdo e sugerem que a modulacdo deste
processo nociceptivo via sistema GABAErgico ndo ocorra por si sO nesta estrutura, mas sim
fazendo parte de um sistema interligado que envolve outras estruturas, como a amigdala, que
também esta envolvida no processo da modulacgao social da dor (FIELDS, 2004; STARR et al.,
2009).

Diante da investigacdo de patologias relacionadas a modulagéo social da dor, encontrar
as estruturas e neurotransmissdes que participam deste processo pode ser fator importante para
refinar os modelos animais utilizados nas pesquisas e conhecer os possiveis efeitos de farmacos
que estejam atuando nestas areas, bem como as neurotransmissdes envolvidas (SHAMAY -
TSOORY, 2011; BERNHARDT et al., 2012). Neste sentido, o sistema canabindide tem sido
alvo de inumeros estudos que envolvem a dor crénica. O potencial farmacoldgico da Cannabis
sativa tem sido investigado ndo s6 na modulacdo da nocicepcdo, mas também na esclerose
multipla, transtorno do estresse pos-traumatico e epilepsia (MECHOULAM et al., 2002). Os
canabindides tém sido utilizados no tratamento da dor por muitos séculos. E, apesar de estudos
pré-clinicos revelarem que bloqueiam a resposta da dor nos modelos testados, sua utilizacéo
ainda é pouco propagada, pois uma das caracteristicas psicofarmacoldgicas mais importantes e
controversas dos canabinoides é o seu potencial de abuso (WALKER; HUANG, 2002). Diante
de tais evidéncias, faz-se relevante investigar o papel da neurotransmissdo canabindide na
modulacdo social da dor, possibilitando que futuras pesquisas investiguem alternativas
farmacoldgicas mais eficazes para o tratamento da dor relatada por cuidadores e pessoas da

equipe de saude que convivem com pacientes com dor crénica (DEL CASTILLO et al., 2008).

1.6. NEUROTRANSMISSAO ENDOCANABINOIDE
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Em relacdo as neurotransmissdes relacionadas com a antinocicepgdo, 0 sistema
endocanabinoide caracteriza-se por promover analgesia em diferentes situaces clinicas e
experimentais (PACHER et al., 2006; COSTA et al., 2007; GENARO et al., 2017). Sabe-se que
extratos de Cannabis sativa, cujos principios ativos interagem com os receptores canabindides
enddgenos no organismo humano, foram usados por séculos como analgésicos, mas a falta de
conhecimento, associada a reservas morais pelo seu abuso como psicotrdpico, a levaram a ter
seu uso proibido (ZUARDI et al., 2006). Entretanto, a identificacio do tetraidrocanabinol (A°-
THC) como componente psicoativo principal da planta, o crescimento da area de estudo em
neurociéncias, com novas abordagens metodoldgicas e tecnologia disponivel nas dltimas
décadas que permitiram, por exemplo, a identificacdo dos receptores canabinoides expressos
em grande quantidade no tecido nervoso, levaram a um aumento do interesse das pesquisas
nesta area como forma de ampliar os conhecimentos sobre 0os mecanismos de agéo de farmacos
ja utilizados na clinica ou, ainda, sobre novos alvos terapéuticos para o controle da dor
(GAONI; MECHOULAM, 1964; DEVANE et al., 1992).

O sistema endocanabinoide apresenta, para interacdo com 0S neurotransmissores
enddgenos, dois receptores principais que sdo denominados de CB; e CB2; enquanto o primeiro
tipo € predominantemente encontrado no SNC e periférico, o segundo tipo é pincipalmente
encontrado no sistema imune e, em menor escala no SNC (DEVANE et al., 1988). Os
receptores canabinoides pertencem a superfamilia dos receptores de membrana ligados a
proteina G. A ativacdo desses receptores inibe a adenilato ciclase, com consequente fechamento
dos canais de calcio, abertura dos canais de potassio e estimulacdo de proteinas quinases (DI
MARZO et al., 2004; HOWLETT et al., 2004).

Os receptores CB;: estdo amplamente distribuidos no encéfalo, particularmente
expressos em cortex, cerebelo, amigdala e hipocampo, correlacionando-se, desta forma, com a
multiplicidade de efeitos dos agonistas canabinoides (ROCHE et al., 2010). Tais efeitos
incluem o controle da atividade motora, a hipotermia, o aumento da fome e os disturbios na
consolidacdo da memoria, além de efeitos psicotropicos. A ativacdo dos receptores CB;
localizados na membrana do neurbnio pré-sindptico leva a inibicdo da liberacdo de
neurotransmissores, como o glutamato e 0 GABA (SCHLICKER; KATHMANN, 2001). A
expressao de receptores CB: foi observada em celulas astrogliais e microgliais no SNC, sendo
que esta localizacdo foi comprovada por meio do uso de técnicas distintas como hibridizacao
in situ ou imunoistoquimica (SCHLICKER; KATHMANN, 2001).
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Os endocanabinoides agem como mensageiros retrégrados. O estimulo comeca no
neurbnio pds-sinaptico e a excitacdo neuronal leva a despolarizagdo e ao influxo de ions célcio
que estimulam varias fosfolipases, iniciando assim a sintese dos endocanabinoides. Esses sdo
liberados na fenda sinéptica e se difundem livremente para estimular os receptores CB1 nos
terminais pré-sinapticos neuronais. Os endocanabinoides agem como mediadores locais de
forma paracrina e autdcrina, sendo captados por células neuronais através de transportadores e
metabolizados rapidamente. Assim, sdo rapidamente hidrolisados pela enzima amidohidrolase
de &cidos graxos (em inglés: FAAH) e pela enzima monoacilglicerol lipase (MAGL). E
importante ressaltar que os endocanabinoides ndo ficam armazenados nas vesiculas
lisossdmicas, mas sdo prontamente sintetizados e liberados para as células, onde e quando
forem necessarios. Portanto, a disponibilidade dos endocanabinoides é regulada por captacéo-
degradacdo (DE PETROCELLIS et al., 2004).

Os efeitos antinociceptivos dos canabinoides séo principalmente decorrentes da ativacéo
de receptores CBi, sendo que os dois neurotransmissores enddgenos responsaveis pela
interacdo com estes receptores sao o N-araquidonil etanolamida, ou anandamida e 2-araquidonil
glicerol (2-AG); ambos produzidos apds influxo de Ca?* na célula neuronal, o que ativa as
enzimas responsaveis por sua sintese. Assim, as varias etapas do processo da neurotransmissao,
incluindo suas vias de sintese, interacdo com receptores e degradacéo por enzimas veem sendo
amplamente estudadas, como forma de elucidar qual o seu potencial para a producdo de
analgesia, desde a periferia, como nos nervos periféricos e células imunes, até a integracao
central na medula espinal, e nas regifes supra-espinais como a SCP e o bulbo rostral
ventrolateral, que sdo associadas com o controle descendente da dor (MECHOULAM et al.,
1995; ULUGOL et al., 2014).

Uma grande densidade de receptores canabindides podem ser observados no SNC,
relacionadas a neur6nios serotonérgicos e adrenérgicos pertencentes a via descendentes de
controle da dor, que medeiam a acdo antinociceptiva induzida pelos canabinoides. O
mecanismo analgésico dos canabinoides € complexo e maltiplos sitios de acdo parecem
contribuir para os efeitos analgéesicos (HILL, et al., 2017).

Existem cerca de 100 canabinoides diferentes isolados da planta de cannabis (ANDRE
et al., 2016). O principal composto psicoativo € o (-) -trans -A9-tetra-hidrocanabinol (THC),
que é produzido principalmente nas flores e folhas da maconha. O conteido de THC varia de
5% em maconha a 80% em 6leo de haxixe. O THC € um analogo ao canabinoide enddgeno,

anandamida. E responsavel pela maioria das agbes farmacoldgicas da cannabis, incluindo as
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atividades psicoativas, analgésicas, anti-inflamatorias, broncodiladoras, antiespasmodicas e
relaxantes musculares (RAHN; HOHMANN, 2009; RUSSO, 2011). O THC atua como
agonista parcial dos receptores canabinoides (CB1 e CB,) (PERTWEE, 2008). Uma afinidade
muito alta de ligacdo do THC com o receptor CB1 parece mediar suas propriedades psicoativas
(alteracdes de humor ou consciéncia), processamento de memdria, controle motor, entre outros.
Foi relatado que vérios efeitos colaterais do THC, incluindo aumento da ansiedade, podem ser
revertidas por outros constituintes da planta da cannabis (canabinoides, terpendides e
flavondides) (RUSSO; GUY, 2006; ANDRE et al., 2016).

O anélogo ndo psicoativo do THC, o canabidiol, € outro canabinoide importante
encontrado na planta de cannabis. Evidéncias sugerem atividades analgésicas, anti-
inflamatorias, anticonvulsivas e ansioliticas significativas sem o efeito psicoativo do THC
(COSTA et al., 2007). O canabidiol tem pouca afinidade de ligacdo para os receptores CB1 ou
CB2, mas é capaz de antagoniza-los na presenca de THC (THOMAS et al., 2007). O canabidiol
também regula a percepcao da dor, afetando a atividade de um nimero significativo de outros
alvos, incluindo receptores acoplados a proteina G ndo canabinoides (por exemplo, 5-HT1a),
canais ibnicos [TRPV (receptor vaniloide de potencial transitorio), receptores de glicina e 5-
HT3], além de inibir a captacdo da enzima FAAH (RUSSO et al., 2007; DE PETROCELLIS et
al., 2011; BURSTEIN, 2015; MORALES et al., 2017). Russo (2011) demonstrou que o
canabidiol também pode atuar sinergicamente com o THC e contribuir para o efeito analgesico.

Estudos comportamentais demonstram que agonistas de receptores canabinoides
sintéticos ou derivados de plantas ou mesmo ligantes canabinoides endogenos sdo eficazes em
diferentes modelos animais de dor aguda (DHOPESHWARKAR; MACKIE, 2014). No
entanto, dados obtidos em humanos, incluindo voluntarios com dor experimental e pacientes de
ensaios clinicos, sugerem que 0s canabinoides podem ser mais eficazes para condic6es de dor
crénica do que aguda (KRAFT et al., 2008). Nos seres humanos, multiplos fatores emocionais
e cognitivos influenciam a percepcao e a experiéncia da dor, resultando em alta variabilidade
interindividual (OLESEN et al., 2012). A nocicepcao nos animais € medida ndo somente como
uma resposta comportamental a estimulos nocivos, mas também verificando a influéncia de
componentes emocionais, de modo que os resultados obtidos em estudos com animais sejam
mais consistentes (OLESEN et al., 2012). Essas discrepancias podem ser explicadas por
diferencas de espécies, diferencas de metodologia e resultados medidos nos estudos, bem como
falta de seletividade dos ligantes utilizados (DHOPESHWARKAR; MACKIE, 2014). Por outro

lado, o resultado de um ensaio clinico da dor depende do tipo de dor, da metodologia empregada
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no estudo, da populacdo alvo de pacientes e de vérios outros fatores (GEWANDTER et al.,
2014).

Em diferentes condi¢fes de dor neuropatica, a administracdo sistémica de agonistas
sintéticos canabinoides CB1/CB; produz efeitos antinociceptivos semelhantes aos do THC
(HERZBERG et al., 1997; PASCUAL et al., 2005; ABRAHAM et al., 2019). Os agonistas
seletivos de CB1 administrados por via intratecal ou sistémica também sdo eficazes em varios
modelos animais de dor neuropéatica (YAMAMOTO et al., 2008; KINSEY et al., 2011), e seus
efeitos antinociceptivos ndo sdo acompanhados do desenvolvimento de tolerancia, abstinéncia
fisica e outros aspectos que acompanham a ativacao do receptor CB1 (DENG et al., 2015).

Quando administrado no inicio do curso da dor neuropética diabética, o canabidiol
atenua a microgliose, ou seja, a micrdglia passa de um estado de repouso para um estado reativo,
0 qual é acompanhado por alteragdes morfologicas e por proliferacdo celular, na medula
espinhal lombar ventral de camundongos, bem como alodinia tatil e hiperalgesia térmica. No
entanto, se administrado mais tarde no curso da doenca, 0 canabidiol tem pouco efeito no
comportamento relacionado a dor (TOTH et al., 2010).

Os efeitos antiinflamatérios e antinociceptivos do canabidiol foram reportados por
Costa et al. (2004) através da administracdo por via oral (5-40 mg/kg) uma vez ao dia durante
3 dias apds o inicio da inflamacgdo aguda induzida por injecdo intraplantar de carragenina em
ratos. Os niveis de prostaglandina E> e a atividade da ciclooxigenase foram analisados no
plasma, além da producdo de Oxido nitrico (conteddo de nitrito/nitrato) e radicais livres
derivados de oxigénio nos tecidos das patas inflamadas e observaram aumento significativo
apos a injecdo de carragenina na pata do rato. O tratamento com canabidiol produziu
diminuicgdes nos niveis plasmaticos de prostaglandina E», atividade da ciclooxigenase tecidual,
producdo de espécies reativas de oxigénio e Oxido nitrico apds trés doses sucessivas de
canabidiol. Assim, o canabidiol oral exibiu acdo benéfica em dois sintomas de inflamacao:
edema e hipernocicepcdo (COSTA et al., 2004).

Diante das evidéncias acima demonstrando o envolvimento do canabidiol na modulacéo
sensorial da nocicepc¢éo, recentemente estudo do nosso laboratdrio investigou se o canabidiol
pode atenuar a hipernocicepcdo induzida pelo convivio com coespecifico em dor cronica. Os
resultados mostraram que a administracdo sistémica de canabidiol (10 e 30 mg/kg, s.c.),
produziu diminuicdo das contor¢des abdominais apenas nos animais que conviveram com o
parceiro com constricdo do nervo ciatico, sem alterar a nocicepcdo nos parceiros que

conviveram com coespecifico Sham (sem constricdo do nervo ciatico). O estudo levantou a
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possibilidade da participacdo da neurotransmissdo endocanabinoide na modulacdo da
nocicepcao induzida pelo convivio com coespecifico em quadro de dor cronica (PETRILLI et
al., 2019).

1.7. INTERACAO DOS RECEPTORES SEROTONERGICOS 5-HT; COM OS
RECEPTORES GABAA-BENZODIAZEPINICOS

Dados da literatura descrevem interacdo entre os receptores serotonérgicos 5-HTz e 0s
receptores GABAAa-benzodiazepinicos. Neste sentido, estudos apontam para a presenca e as
propriedades funcionais dos receptores 5-HT1a € 5-HT3 pré-sindpticos em terminais nervosos
GABAEérgicos que fazem sinapse com neurdnios isolados da amigdala (KOYAMA et al., 1999,
2000). Corroborando este fato, a localizagdo dos receptores 5-HTz e GABAérgicos no mesmo
neurdnio, sugere a participacdo dos receptores do subtipo 3 da serotonina na excitacdo de
neurdnios inibitorios em varias regides encefalicas, como por exemplo, amigdala, cortex e
hipocampo (SMILEY; GOLDMAN-RAKIC, 1996). O aumento da inibicdo GABAérgica com
a ativagdo dos receptores 5-HT3 pode apresentar carater regulador ao funcionamento cerebral,
pois agonistas dos receptores 5-HTz inibem a indugéo da potenciagdo de longa duragdo através
da facilitacdo de neurénios GABAérgicos. Corroborando este fato, preconizou-se que 0S
receptores 5-HT3, em ratos, participam de um circuito de inibi¢do e desinibigdo em estruturas
como a amigdala (MORALES; BLOOM, 1997).

Segundo Turner et al. (2004) os receptores 5-HTs presentes na pré-sinapse apresentam
elevada permeabilidade aos fons Ca?*, devido ao influxo iGnico que ocorre nestes receptores
atuando sobre a liberacdo de GABA. O ion célcio tem importante papel no aumento da liberacéo
GABAérgica pois ocorre interacdo com as zonas ativas das vesiculas sinapticas facilitando a
exocitose do neurotransmissor (TURNER et al., 2004). Nos neurdnios da amigdala basolateral,
foi demonstrado que o aumento da liberacdo de GABA ¢ devido ao influxo de célcio
diretamente através da ativacéo dos receptores 5-HT3 pré-sinapticos (KOYAMA et al., 2000).

Além disso, os receptores 5-HTs3, localizados no corpo celular de interneurdnios
GABAEérgicos, presentes nas estruturas do sistema limbico como, amigdala, SCP e hipocampo,
qguando ativados, aumentam a transmissdo sinaptica inibitéria do proprio GABA
(KATSURABAYASHI et al., 2003).
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Estudos apontam que os farmacos que atuam no receptor 5-HT3 podem atuar em outros
receptores que também utilizam canais idnicos para exercerem suas a¢ées, como por exemplo,
os receptores GABAA, glicina e acetilcolina nicotinico. Neste sentido, alguns antagonistas do
receptor 5-HT3 atuam no complexo do receptor GABAA, além de seus efeitos no receptor 5-
HT3z (KLEIN et al., 1994; BALAKRISHNAN et al., 2000).

1.8. INTERACAO DOS RECEPTORES SEROTONERGICOS 5-HT; COM O
SISTEMA ENDOCANABINOIDE

Como mencionado acima o receptor 5-HT3 é um membro da superfamilia de canais
ibnicos dependentes de ligantes que inclui a acetilcolina (receptor nicotinico), acido gama-
aminobutirico (receptor GABAA), entre outros, que desempenham papéis importantes na
depresséo, ansiedade, abuso de substancias, reflexo do vomito, dor inflamatdria, nocicepcéo,
funcéo gastrointestinal e doencas cardiovasculares (DAVIES et al., 2011).

Agonistas e moduladores positivos dos receptores 5-HT3 ndo séo favoraveis para uso
clinico devido ao aumento da ansiedade e de efeitos proeméticos. Entretanto, os antagonistas
sdo utilizados para tratar o vomito que pode ser induzido, por exemplo, por quimioterapia e por
problemas gastrointestinais além da relevancia terapéutica para esquizofrenia, ansiedade,
cognicao e nocicep¢do (WALSTAB et al., 2010).

A maior parte dos membros da superfamilia de canais ibnicos dependentes de ligantes
possuem varias subunidades diferentes que podem ser arranjadas para formar varios subtipos
de receptores. Cada subunidade influencia estruturalmente as propriedades do canal; portanto,
0s receptores heteroméricos fornecem diversidade nas propriedades farmacoldgicas e biofisicas
dentro de uma familia de receptores (THOMPSON; LUMMIS, 2007; DAVIES et al., 2011).

Os canabinoides naturais exdgenos e enddgenos (A°-THC e anandamida) e sintéticos
(WINS5, 212-2, JWH-015 e CP55940) suprimem eficientemente nauseas, vomitos e também
demonstram propriedades analgésicas eficazes. No entanto, esses compostos canabinoides tém
potencial terapéutico limitado devido as suas acdes psicotropicas mediadas por seu perfil
agonista nos receptores CB1 e CB,. Assim, evidéncias demonstram que 0s canabinoides
naturais e sintéticos, além de interagir com seus receptores enddgenos podem também inibir os
receptores 5-HT3 (BARANN et al., 2002; PERTWEE, 2009; YANG et al., 2010).

O agonista endogeno dos receptores CB: anandamida, apresenta alta afinidade em

bloguear os receptores 5-HT3 em humanos em comparagdo com sua constante de dissociacao,



39

(Ki), também chamada de constante de inibi¢do, para os receptores CB; e CB> humanos. Como
possivel mecanismo de acdo para o bloqueio induzido por anandamida dos receptores 5-HT3a,
Xiong et al (2008) sugeriram que a anandamida acelera a dessensibilizacdo deste receptor
(XIONG et al., 2008).

O canabinoide ndo-psicotropico, canabidiol, demonstrou ser um inibidor alostérico dos
receptores serotonérgicos 5-HTsa de camundongos. Propriedades ndo psicotropicas do
canabidiol s&o explicadas por uma afinidade muito baixa para os receptores CB1 e CB2. No
entanto, o canabidiol continua a ter efeitos antieméticos, provavelmente devido a sua a¢do no
receptor 5-HT3a Esses dados demonstram que parte dos efeitos terapéuticos dos canabinoides
podem ser devidos a uma inibicao alostérica dos receptores 5-HT3z (YANG et al., 2010).

Em relagcdo ao mecanismo de acdo, foi observado que o canabidiol, in vitro, inibe a
atividade da enzima FAAH, responsavel pelo metabolismo do endocanabinoide anandamida
(enzima de degradacdo). Assim, indiretamente, devido a ativacdo de receptores CB;: via
aumento dos niveis de anandamida, o canabidiol poderia modular sistemas neurotransmissores
relacionados a estes receptores (ZUARDI et al., 2012).

De acordo com o envolvimento dos receptores canabinoides e dos receptores 5-HT3
(VOOG et al., 2000; SIMPSON et al., 2000) na nocicepcao, € provavel que os canabinoides
atuem ndo apenas em receptores CB1, mas também em um sitio modulador alostérico do
receptor 5-HT3. Dados sugerem esta possibilidade através de técnicas de eletrofisiologia no
neurdnio ganglionar nodoso de rato, localizado no nervo vago aferente, com projecdes para o
nacleo do trato solitario (FAN, 1995). Este autor sugeriu que oS receptores neuronais
canabinoides interagem com o canal de ions receptores 5-HT3 e que o receptor 5-HT3 pode ser
um alvo direto dos compostos canabinoides, em particular o agonista endégeno anandamida
(BARANN et al., 2002).

Considerando que a dor € descrita como o quinto sinal vital pela Organizacdo Mundial
da Saude, afetando a qualidade de vida do paciente e a sua capacidade funcional, tornando
assim um problema de salde publica, e que dados recentes evidenciam que a dor afeta 15% da
populacdo mundial, sendo que no Brasil 51,44% de pacientes apresentam este sintoma
isoladamente ou associado a outra patologia (SBED, 2018), é relevante avaliar o papel dos
receptores 5-HTs, GABAA e do canabidiol na amigdala na modulagéo social da dor, bem como
investigar se esses sistemas interagem entre si na empatia relacionada a nocicepcdo em

camundongos gue conviveram com uma condi¢do especifica de dor crénica. Dessa forma, em
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conjunto, este estudo é relevante para a compreensdo dos processos neurobiolégicos envolvidos
na empatia relacionada a nocicepcéo.

Assim, enguanto 0s mecanismos neurobioldgicos, vias e estruturas que modulam o
componente sensorial da dor tém sido extensivamente explorados, aqueles envolvidos nos
componentes afetivo-emocional e cognitivo ainda ndo foram investigados de forma
significativa na literatura. Neste sentido, diante das evidéncias descritas acima, é possivel que
o0 blogueio do receptor serotonérgico 5-HT3, receptor envolvido com o aumento da nocicepcao;
a ativacdo do sitio GABAAa-benzodiazepinico, receptor envolvido no controle inibitério da
nocicepcdo e que o fitocanabindide canabidiol, através da modulagdo do sistema
endocanabinoide possam atenuar a hipernocicepcdo acarretada pelo convivio com um parceiro
em dor crbnica, modelo este que representa bem a influéncia do componente emocional
presente na nocicepc¢édo, que podem ser observados em pacientes com dor cronica.

Portanto, hipotetizamos que os trés sistemas mencionados acima atuam separados e
também em conjunto interferindo na hipernocicepcdo induzida pelo modelo de empatia pela
nocicepcao.
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2. OBJETIVOS




42

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento dos sistemas serotonérgico, GABAérgico e endocanabinoide do
complexo amigdaloide na empatia relacionada a nocicep¢do em camundongos que conviveram

com coespecifico em dor cronica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Investigar a expressdo dos receptores 5-HTz nos nicleos basolateral e central dos
hemisférios esquerdo e direito da amigdala na empatia relacionada a nocicep¢do em
camundongos que conviveram com coespecifico em dor cronica.

o Avaliar o efeito da injecéo intra-amigdala do ondansetron (antagonista competitivo dos
receptores 5-HT3) na empatia relacionada a nocicep¢ao em camundongos que conviveram com
coespecifico em dor cronica.

o Avaliar o efeito da injecdo intra-amigdala do mCPBG (agonista dos receptores 5-HTj)
na empatia relacionada a nocicepgdo em camundongos que conviveram com coespecifico em
dor cronica.

o Avaliar o efeito da injecdo intra-amigdala do midazolam (agonista dos receptores
GABAA-Benzodiazepinicos) na empatia relacionada a nocicepcdo em camundongos que
conviveram com coespecifico em dor cronica.

o Avaliar o efeito das injecdes intra-amigdala de ondansetron combinadas com
midazolam, na empatia relacionada a nocicep¢do em camundongos que conviveram com
coespecifico em dor cronica.

o Avaliar o efeito da injecdo intra-amigdala de canabidiol na empatia relacionada a
nocicep¢do em camundongos que conviveram com coespecifico em dor crénica.

o Avaliar o efeito das injecdes intra-amigdala de ondansetron combinadas com canabidiol,
na empatia relacionada a nocicep¢do em camundongos que conviveram com coespecifico em

dor cronica.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. SUJEITOS

Foram utilizados 672 camundongos da linhagem Suico albino, machos com 21 dias no
inicio dos experimentos, provenientes do biotério central da Universidade Federal de S&o
Carlos, UFSCar. Os animais foram mantidos em condig¢des controladas de temperatura (23
1°C) e luz (ciclo de 12/12 horas, luzes acesas as 07h00min e apagadas as 19h00min) e tiveram
livre acesso ao alimento e a agua, exceto durante os curtos periodos de teste. Todos 0s
procedimentos envolvendo o uso de animais neste estudo foram aprovados pela Comissao de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Carlos, UFSCar (CEUA n° 8863220217,
3305221018).

3.2. DROGAS

Para o tratamento intra-amigdala foram utilizados:
o Ondansetron (1,2,3,9-tetrahidro-9-metil-3[(2-metil-1H-imidazol-1-yl)]-metil-4H-
carbazol-4-um), PM 365,9 g (Sigma) dissolvido em veiculo (salina com 2% de Tween 80), nas
doses 0,3, 1,0 e 3,0 nmol/0,1pl.
o mCPBG 1(m-clorofenil) -biguanida, [1- (3-clorofenil) biguanida hidrocloridrica], PM:
248,119 (Sigma), dissolvidos em salina (0,9% NaCl) nas doses 10 e 20 nmol/0,1pl.
o Midazolam (8-Cloro-6-(2-fluorofenil) -1-metil-4H-imidazo [1,5a] [1,4] benzodiazepina
hidrocloridrico, PM 362,23, (Roche, Brazil) dissolvidos em salina (0,9%NacCl), nas doses 3,0 e
30 nmol/0,1 pl.
o Canabidiol 2-[(1R,6R)-6-isopropenyl-3-methylcyclohex-2-en-1-yl]-5-pentylbenzene-
1,3-diol, PM: 314,464 g/mol (THC Pharm, Alemanha), dissolvidos em veiculo (salina com 2%
de Tween 80), na dose de 30 nmol/0,1 pl.

As doses foram baseadas em estudos prévios da literatura (NUNES-DE-SOUZA et al.,
2000; EGUCHI et al., 2001; MARUCCI; CANTO-DE-SOUZA, 2006; BARBALHO et al.,
2009; LAINE; CANTO-DE-SOUZA, 2008; GOMES et al., 2012; CRESTANI et al., 2013).

3.3. CIRURGIA E ADMINISTRACAO DE DROGAS

Os animais foram anestesiados com solucdo de cloridrato de cetamina e xilazina (100

mg/kg e 10 mg/kg, i.p., respectivamente). Apds a tricotomia da regido da cabeca, 0s
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camundongos foram fixados a um aparelho estereotaxico (Insight Instrumentos, Brasil) e
passaram por cirurgia para a implantacdo bilateral intracraniana de canula-guia (25-gauge) de
7 mm de comprimento (Insight Instrumentos, Brasil). As canulas foram direcionadas para o
complexo amigdaloide e as seguintes coordenadas estereotaxicas medidas da base do cranio,
foram utilizadas: Antero-Posterior (AP) = -1,3mm; Lateral (L) = +/-3,3mm; Dorsoventral
(DV)= -2,8mm, tendo o bregma como referéncia (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). As
coordenadas acima foram utilizadas no intuito de atingir o nucleo basolateral da amigdala,
devido aos outros nucleos serem extremamente pequenos em camundongos.

A ponta das canulas-guia foi posicionada a + 2,0 mm dorsal a estrutura alvo. As canulas
foram fixadas no crénio por uma protese de resina acrilica autopolimerizavel presa a um
parafuso de aco inoxidavel fixado a calota craniana. Para evitar problemas com obstrucéo,
entupimento e reduzir contaminacdo, foi introduzido em cada canula-guia um mandril de aco
inoxidavel do mesmo comprimento da canula o qual foi removido durante o procedimento de
injecao.

Ao final da cirurgia, os animais receberam inje¢des do analgésico cetoprofeno (5 mg/kg,
s.c.) (GARBER et al., 2011) e do antibidtico ceftriaxona (4 mg/kg, i.m.) (STEPANOVIC-
PETROVIC et al.,, 2014), para evitar possiveis infeccbes Os animais permaneceram em
recuperacdo por 4 a 5 dias ap0Os a cirurgia, e posteriormente foram submetidos ao teste
comportamental.

No dia do teste, em todos o0s experimentos, as injecdes foram realizadas
simultaneamente nos dois hemisférios por meio de duas agulhas de injecdo (33-gauge). As
agulhas foram inseridas dentro de cada uma das canulas-guia para a injecéo bilateral de solucGes
na amigdala, sendo que o comprimento de cada agulha ultrapassou 2,0 mm a ponta da canula-
guia. Cada agulha de injecdo foi conectada, por meio de tubo de polietileno (PE-10) a duas
microsseringas Hamilton (10uL). Para o controle do volume e do tempo de injecdo das drogas
foi utilizada uma bomba de microinjecdo digital (BI2000 Insight Equipamentos) programada
para injetar 0,1uL de solucdo durante um periodo de 60 segundos. O procedimento de
microinjecdo constituiu na remocao do mandril, insercdo da agulha de injecdo, injecdo das
solugdes por 60 segundos, permanéncia da agulha de injecdo por 90 segundos, para evitar o
refluxo das drogas, enquanto o animal foi contido manualmente pelo experimentador com
auxilio de uma flanela. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno durante
as injecBes confirmou o fluxo da solugdo (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000).
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3.4. CONSTRICAO DO NERVO CIATICO

Para reproduzir o modelo de dor cronica, o0 método de Bennett e Xie (1988), modificado
para camundongos (SOMMER; SCHAFERS, 1998) foi utilizado. O modelo consistiu em, ap6s
anestesia com cetamina e xilazina (90 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.), uma seccao da
fascia entre o gluteo e biceps femural e a exposicdo do nervo ciatico direito proximo a sua
trifurcacdo. Apos o corte do tecido ao redor do nervo, em uma distancia de aproximadamente
8mm, foi realizada a compressdo do nervo através de trés ligaduras com fio estéril ndo
reabsorvivel e ndo inflamatdrio mononylon 6.0.

Os comportamentos relacionados a dor aumentam ao longo dos dias e o pico é atingido
no 14° dia apds a constricdo (NITANDA et al, 2005). O teste da placa quente, foi utilizado
como parametro de medida de nocicepcdo crénica (BENNETT; XIE, 1988; LIU, et al, 2002;
NITANDA, et al, 2005).

Os animais que sdo submetidos a constrigdo cronica do nervo ciatico mostram sinais
comportamentais interpretados como dor espontanea, incluindo lamber e mancar da pata
traseira ipsilateral, além de evitar colocar peso no lado lesionado. Evidéncias demonstram que
dentro de 2 dias apds a cirurgia, os ratos mostram sinais de alodinia mecénica, térmica e
hiperalgesia térmica na pata lesada (BENNETT; XIE, 1988). Dentro de trés dias da cirurgia,
89% das fibras AP, 87% da Ad e 32% das fibras C sdo perdidas, com progresséo para perda de
94% das fibras mielinizadas e 73% das fibras ndo mielinizadas em 14 dias (MUNGER et al,
1992).

Estudos eletrofisiologicos mostraram que as aferentes primarias, incluindo fibras
mielinizadas de grande diametro, descarregam espontaneamente em focos ectopicos proximos
a lesdo, e essas descargas anormais podem contribuir para manifestacbes espontaneas e
evocadas de dor neuropatica (MUNGER et al, 1992).

3.5. TESTE DA PLACA QUENTE

O teste da placa quente avaliou 0 tempo em que 0s animais permanecem sobre uma
chapa metalica aquecida (52°C) (LIU et al., 2002), até reagirem ao estimulo térmico com o
comportamento de levantar ou lamber as patas.

Este teste foi utilizado como medida para verificar a efetividade da cirurgia de

constricdo. A laténcia da retirada da pata traseira direita apos aplicacdo de calor a 52°C foi
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mensurado (LIU et al., 2002). O tempo maximo que o animal permaneceu sobre a placa quente

foi de 30 segundos, para evitar lesdo nas patas (KURAISHI et al., 1983).

3.6. TESTE NOCICEPTIVO

A nocicepcao foi avaliada pelo teste de contor¢fes abdominais, descrito por Vander
Wende e Margolin (1956) que observaram; “severas contragdes da musculatura abdominal,
acompanhada pelas contor¢des que se estendem por todo o corpo e para os membros traseiros”.
Neste estudo, as contorcbes foram induzidas pela injecdo intraperitoneal (i.p.) de acido acético
a 0,6% (10 ml/kg) (VANDER WENDE; MARGOLIN, 1956; LANGFORD et al., 2006;
BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015).

Apos a injecdo do acido, o animal permaneceu na caixa com o coespecifico até o inicio
das contorc¢des abdominais (maximo 5 minutos), e em seguida foi transportado para a sala de
testes na caixa com o parceiro com dor cronica ou sham. O teste de contor¢des foi filmado
durante 5 minutos por uma camera acoplada a um computador que estava na sala adjacente a
sala de teste. O nimero de contor¢6es abdominais foi registrado por meio do programa X-PLO-
RAT 2005, versdo 1.1.0 (GARCIA, et al., 2005). Os sujeitos que ndo contorceram no periodo

de 5 minutos antes do teste foram excluidos do estudo.

3.7.  HISTOLOGIA

Apos o término dos experimentos, com excecdo do experimento 1A, 0s camundongos
foram anestesiados com solucéo de cetamina e xilazina (100/10 mg/kg, i.p.) e receberdo uma
infusdo de 0,1 pl de uma solucéo de azul de Evans a 2%, de acordo com o procedimento descrito
anteriormente para administracao central de drogas. Em seguida, os animais foram perfundidos
transcardialmente com solucdo salina estéril (0,9% NaCl) seguida de solucdo de
paraformaldeido (10%). Ao fim da perfusdo, os animais foram decapitados, seus encéfalos
removidos e mantidos em recipientes contendo solucéo de formalina a 10%. Posteriormente, 0s
encéfalos foram seccionados (40um) em criostato a -20°C (LEICA CM 1850, Leica
Biosystems, Alemanha) para andlise histoldgica dos sitios de injecdo. As seccdes foram
avaliadas com o auxilio de um microscopio (Olympus BX41TF) e a visualizacdo da dispersao
do azul de Evans indicou o local da injecdo central de drogas, segundo o atlas de Paxinos e
Franklin (PAXINOS; FRANKLIN, 2001).
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3.8. IMUNOISTOQUIMICA

Apds o experimento 1A, os camundongos foram anestesiados e perfundidos com
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), seguido por paraformaldeido 4%. Os encéfalos
removidos foram pos-fixados em paraformaldeido por 2h e transferidos para solucdo de
sacarose 30% em PBS 4°C. Ap0s 2 dias, os encéfalos foram congelados em gelo seco em p6
por 1h e mantidos em -80°C até serem fatiados em fatias coronais de 35um de espessura no
criostato. Cabe ressaltar que foi feita uma marcagcdo, com uma agulha, no lado direito dos
encéfalos com o proposito de investigar a presenca ou ndo de lateralizagdo. As fatias contendo
a regido encefalica de interesse (amigdala) foram lavadas 3 vezes (10 minutos cada lavagem)
em PBS e incubadas em solucdo bloqueadora (soro de cabra 3% e Triton X-100 0,25%
dissolvidos em PBS) por uma hora a temperatura ambiente. Apos o bloqueio as fatias foram
incubadas com anticorpo anti-5-HT3 (diluicdo 1:1000; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA,;
produzido em coelho), em solucdo bloqueadora por 24 horas, a 4°C. Ap0s essa incubacéo, as
fatias foram lavadas com PBS por 3 vezes (10 minutos cada lavagem) e incubadas com
anticorpo secundario biotinilado anti-coelho (dilui¢cdo 1:600; Vector Laboratories, Burlingame,
CA, EUA) em PBS-Tx (Triton X-100 0,25%) e soro de cabra 3%, por 2 horas, a temperatura
ambiente. Em seguida, as fatias foram lavadas com PBS por 3 vezes (10 minutos cada lavagem)
e incubadas por 1 hora em solucdo de avidina-biotina-peroxidase (ABC Elite kit, PK-6100;
Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), Triton X-100 0,5% e PBS. Na sequéncia, as fatias
foram lavadas 3 vezes (10 minutos cada lavagem) e incubadas em 3,3’-diaminobenzidina
(DAB) por aproximadamente 7 minutos. Finalmente, foram lavadas 4 vezes (5 minutos cada
lavagem), transferidas para solucdo de PBS e montadas em laminas gelatinizadas. Apos a
secagem, as laminas foram hidratadas em &gua destilada e, em seguida, desidratadas em
gradiente seriado de titulacbes crescentes de etanol (30%, 60%, 90%, 95% e 100%) e xilol
(LabSynth, Sdo Paulo, Brasil). Todas as laminas foram cobertas com permount (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MA, EUA) e laminulas. A imunomarcacdo de 5-HT3 foi capturada através de uma
camera acoplada a um microscopio (Zeiss Axioskop 2). Foram capturadas 4 imagens por
hemisfério [denominados D (direito) e E (esquerdo)] por camundongo e a expressao para 5-
HT3 foram contadas utilizando o programa ImageJ. O valor total da expressdo para cada animal
representa a média das 4 imagens (SORREGOTTI et al., 2018).
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3.9. PROCEDIMENTOS

O delineamento experimental, ocorreu da seguinte forma: os animais foram alojados em

pares nas caixas-viveiro apds o nascimento e desmame (21 dias), formando dois grupos:

Grupo Constricao Nervo Ciatico
Apo6s 14 dias de convivéncia, um dos animais de cada par foi submetido a constri¢do

do nervo ciatico, conforme procedimento descrito no item 3.4.

Grupo Sham

Apés 14 dias de convivéncia, um dos animais de cada par foi submetido ao
procedimento cirdrgico semelhante ao de constricdo do nervo ciatico (item 3.4), apenas com
exposi¢édo do nervo, sem constricdo do mesmo.

Os grupos formados acima foram submetidos aos experimentos 1 (A, B, C), 2, 3,4 e 5,

descritos abaixo:

3.9.1. Experimento 1A. Investigar a expressdo dos receptores 5-HTs; da amigdala na
empatia promovida pela nocicepcdo induzida pela convivéncia com coespecifico
submetido a um modelo de dor crénica em camundongos.

Aos 21 dias pds-nascimento (desmame) os animais foram alojados em pares nas caixas
viveiro e mantidos no biotério de experimentacdo do laboratorio de psicologia da aprendizagem
(LPA). No 14° dia de convivéncia, periodo utilizado para estabelecimento de familiaridade
(LANGFORD, et al, 2006; BARTAL, et al., 2011), um dos animais da dupla foi submetido a
cirurgia de constri¢do do nervo ciatico (constrito) ou ndo (Sham) e retornou a caixa viveiro. No
28° dia de convivio, os observadores [animais que conviveram com camundongos com
constricdo no nervo ciatico (CNC) ou sem constricdo do nervo (CS)], receberam injecdo de
acido acético 0,6% (i.p.) e foram submetidos ao teste de contor¢cdes abdominais na presenca do
coespecifico (Constrito ou Sham) para avaliacdo da nocicep¢do por 5 minutos. O teste de
contorcdes foi filmado por uma camera acoplada a um computador durante 5 minutos.

Ao final do experimento, os animais com constri¢do do nervo ciatico ou ndo constritos
(Sham), foram submetidos ao teste da placa quente para confirmacao da hiperalgesia induzida

pelo procedimento cirdrgico.
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Noventa minutos apds o teste, todos os animais foram perfundidos e os encéfalos
removidos e processados para a imunoistoquimica. Na figura 1, observamos o delineamento

experimental do experimento 1A e na tabela 1 observamos os grupos experimentais formados.

Figura 1: Delineamento do experimento 1A

21 dias apés o 14° 28°
nascimento 0 Dia Dia
(desmame) / I I I
"l | |
‘ Alojados aos pares ‘ Constrigdo Teste
@ @ Nervo Ciatico Contorgoes Parceiro
Grupo Perfundidos
Grupo Constricdo transcardialmente
Sham Nervo 1
Ciatico
‘ Imunoistoquimica ‘
——————— —»‘ Placa Quente ‘

Fonte: o préprio autor (2020)

Tabela 1: Total de camundongos utilizados no teste de contorcfes abdominais no experimento 1A.

Constricao nervo ciatico Teste de contorgdes abdominais
(observadores)
Sham Constritos CS CNC
n=7 n=38 n=7 n=8

Os numeros representam o total de camundongos utilizados por grupo. Constritos= camundongos com constri¢éo
no nervo ciatico; Sham= camundongo sem constri¢do do nervo ciatico; CNC= observador do camundongo com
constri¢do do nervo cidtico; CS= observador do camundongo sem constri¢do do nervo citico.

3.9.2. Experimento 1B. Avaliar o efeito da injecdo intra-amigdala do ondansetron
(antagonista dos receptores 5-HT3)na empatia promovida pela nocicepc¢éo induzida pela
convivéncia com coespecifico submetido a um modelo de dor crénica em camundongos.
O procedimento foi semelhante ao descrito no experimento 1A, exceto que no 24° dia
um dos animais da dupla, CNC ou CS que conviveu com o coespecifico constrito ou Sham, foi
submetido a cirurgia estereotaxica para implantacdo de canulas-guia na amigdala.
No 28° dia de convivio, o0 animal CNC ou CS recebeu injecdo bilateral intra-amigdala

de veiculo ou ondansetron (0,3, 1,0 ou 3,0 nmol/0,1pul) e apos trés minutos, injecdo de acido
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acético 0,6% (i.p., estimulo nociceptivo), e apds o inicio das contorcdes foi submetido ao teste
de contorg¢des abdominais para avaliagdo da nocicepcao.

Ao final do experimento, os animais com constri¢cdo do nervo ciatico ou ndo, constritos
e Sham, foram submetidos ao teste da placa quente para confirmacéo da hiperalgesia induzida
pelo procedimento cirurgico.

Abaixo, na figura 2, observamos o delineamento experimental do experimento 1B e na

tabela 2 observamos os grupos experimentais formados.

Figura 2: Delineamento do experimento 1B

21 dias apés o 14° 24° 28°
nascimento 0 Dia Dia Dia
(desmame) Y7 I I I

"l l |
‘ Alojados aos pares ‘ Constrigdo Cirurgia Microinjegio
e Nervo Ciatico Estereotaxica na da droga
@ (;? N amigdala (parceiro) (parceiro)
Grupo
Grupo Constrigdo .
Sham Nervo Teste_
Ciatico Contorgoes
== - s e |

Fonte: o préprio autor (2020)

Tabela 2: Grupos formados no Experimento 1B

Constricéo nervo ciatico Teste de contorgdes abdominais
Tratamento (observadores)
(nmol/0,1uL) Sham Constritos CS CNC
Veiculo n=10 n=10 n=10 n=10
Ondansetron 0,3 n=09 n=11 n= 09 n=11
Ondansetron 1,0 n=12 n= 09 n=12 n=09
Ondansetron 3,0 n=10 n= 08 n=10 n= 08

Os numeros representam o total de camundongos utilizados por grupo. Os animais sham e constritos nao receberam
tratamento farmacoldgico. Constritos= camundongos com constri¢do no nervo cidtico; Sham= camundongo sem
constri¢do do nervo cidtico; CNC= observador do camundongo com constri¢do do nervo ciatico; CS= observador
do camundongo sem constri¢do do nervo citico.

3.9.3. Experimento 1C. Avaliar o efeito da injecdo intra-amigdala do mCPBG (agonista
dos receptores 5-HT3) na empatia promovida pela nocicepg¢édo induzida pela convivéncia
com coespecifico submetido a um modelo de dor crénica em camundongos.

O protocolo do experimento 1C foi semelhante ao experimento 1B. Assim, no 28° dia

de convivio o animal CNC ou CS recebeu injecdo bilateral intra-amigdala de salina ou mCPBG
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(10 ou 20 nmol/0,1pl) e apos trés minutos, injecdo de &cido acético 0,6%, s.c., e apds o inicio
das contorgdes foi submetido ao teste de contor¢es abdominais para avaliagdo da nocicepcao.
Ao final do experimento, os animais com constri¢cdo do nervo ciatico ou ndo, constritos
e Sham, foram submetidos ao teste da placa quente para confirmacgédo da hiperalgesia induzida
pelo procedimento cirurgico.
Na figura 2, observamos o delineamento experimental do experimento 1C e na tabela 3

observamos 0s grupos experimentais formados.

Tabela 3: Grupos formados no Experimento 1C

Constricdo nervo ciatico Teste de contorgdes abdominais
Tratamento (observadores)
(nmol/0,1p) Sham Constritos CS CNC
Salina n=09 n=10 n= 09 n=10
mCPBG 10 n=08 n=08 n=08 n=08
mCPBG 20 n= 08 n= 08 n= 08 n= 08

Os numeros representam o total de camundongos utilizados por grupo. Os animais sham e constritos nao receberam
tratamento farmacoldgico. Constritos= camundongos com constricdo no nervo ciatico; Sham= camundongo sem
constricdo do nervo ciatico; CNC= observador do camundongo com constricdo do nervo ciatico; CS= observador
do camundongo sem constricao do nervo citico.

3.9.4. Experimento 2. Avaliar o efeito da injecdo intra-amigdala do midazolam (agonista
dos receptores GABAAa-benzodiazepinicos) na empatia promovida pela nocicepgéo
induzida pela convivéncia com coespecifico submetido a um modelo de dor cronica em
camundongos.

O protocolo do experimento 2 foi semelhante ao experimento 1B. Assim, no 28° dia de
convivio o animal CNC ou CS recebeu injecéo bilateral intra-amigdala de salina ou midazolam
(3,0 ou 30 nmol/0,1pul) apds trés minutos injecdo de acido acético (0,6%, s.c.) e apds o inicio
das contorgdes foi submetido ao teste de contor¢bes abdominais para avaliacdo da nocicepcao.

Ao final do experimento, os animais com constricdo do nervo ciatico ou nao, constritos
e Sham, foram submetidos ao teste da placa quente para confirmacédo da hiperalgesia induzida
pelo procedimento cirdrgico.

Na figura 2, observamos o delineamento experimental do experimento 2 e na tabela 4

observamos 0s grupos experimentais formados.
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Tabela 4: Grupos formados no Experimento 2

Constricdo nervo ciatico Teste de contorgdes abdominais
Tratamento (observadores)
(nmol/0,1uL) Sham Constritos CS CNC
Salina n=10 n= 09 n=10 n=09
Midazolam 3,0 n= 07 n= 07 n= 07 n= 07
Midazolam 30 n= 08 n= 09 n= 08 n= 09

Os nimeros representam o total de camundongos utilizados por grupo. Os animais sham e constritos nao receberam
tratamento farmacoldgico. Constritos= camundongos com constricdo no nervo ciatico; Sham= camundongo sem
constricdo do nervo ciatico; CNC= observador do camundongo com constricdo do nervo ciatico; CS= observador
do camundongo sem constricdo do nervo ciatico.

3.9.5. Experimento 3. Avaliar o efeito das injecdes bilaterais intra-amigdala de
ondansetron combinadas com midazolam, na empatia promovida pela nocicepgao
induzida pela convivéncia com coespecifico submetido a um modelo de dor cronica em
camundongos.

O protocolo do experimento 3 foi semelhante ao experimento 1B. Assim, no 28° dia de
convivio o animal CNC ou CS, recebeu injecdo bilateral intra-amigdala de veiculo ou
ondansetron (0,3 nmol/0,1ul), seguido de injecdo bilateral intra-amigdala de salina ou
midazolam (3,0 nmol/0,1pl), e apos trés minutos do Gltimo tratamento, recebeu injecédo de &cido
acetico (0,6%, s.c.) e apds o inicio das contorcdes foi submetido ao teste de contor¢des
abdominais para avaliacdo da nocicepcao.

Ao final do experimento, os animais com constricdo do nervo ciatico ou nao, constritos
e Sham, foram submetidos ao teste da placa quente para confirmacéo da hiperalgesia induzida
pelo procedimento cirdrgico. Na figura 3, observamos o delineamento experimental do

experimento 3 e na tabela 5 observamos o0s grupos experimentais formados.

Figura 3: Delineamento do experimento 3
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Fonte: o préprio autor (2020)
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Tabela 5: Grupos experimentais formados no Experimento 3

Constrigdo nervo ciatico Teste de contorgdes
Tratamento abdominais
(nmol/0,1uL) (observadores)
Sham Constritos CS CNC
Veiculo — Salina n=09 n=09 n=09 n=09
Veiculo — Midazolam 3,0 n=08 n=09 n=08 n=09
Ondansetron 0,3 — Salina n=09 n=07 n=09 n= 07
Ondansetron 0,3 — Midazolam 3,0 n=07 n=07 n= 07 n=07

Os nimeros representam o total de camundongos utilizados por grupo. Os animais sham e constritos nao receberam
tratamento farmacoldgico. Constritos= camundongos com constricdo no nervo ciatico; Sham= camundongo sem
constricdo do nervo ciatico; CNC= observador do camundongo com constricdo do nervo ciatico; CS= observador
do camundongo sem constricdo do nervo ciatico.

3.9.6. Experimento 4. Avaliar o efeito da injecdo intra-amigdala de canabidiol na
empatia promovida pela nocicep¢do induzida pela convivéncia com coespecifico
submetido a um modelo de dor crénica em camundongos.

O protocolo do experimento 4 foi semelhante ao experimento 1B. Assim, no 28° dia de
convivio o animal CNC ou CS, recebeu injecdo bilateral intra-amigdala de veiculo ou
canabidiol (30 nmol/0,1pl) e depois de trés minutos injecéo de acido acético (0,6%, s.c.), e apos
0 inicio das contor¢des foi submetido ao teste de contor¢des abdominais para avaliacdo da
nocicepcao.

Ao final do experimento, os animais com constricdo do nervo ciatico ou nao, constritos
e Sham, foram submetidos ao teste da placa quente para confirmacgédo da hiperalgesia induzida
pelo procedimento cirargico.

Na figura 2, observamos o delineamento experimental do experimento 4 e na tabela 6

observamos 0s grupos experimentais formados.

Tabela 6: Grupos formados no Experimento 4

Constricéo nervo ciatico Teste de contorgdes abdominais
Tratamento (observadores)
(nmol/0,1uL) Sham Constritos CS CNC
Veiculo n= 05 n= 05 n= 05 n= 05
Canabidiol 30 n= 05 n= 05 n= 05 n= 05

Os numeros representam o total de camundongos utilizados por grupo. Os animais sham e constritos nao receberam
tratamento farmacoldgico. Constritos= camundongos com constri¢do no nervo cidtico; Sham= camundongo sem
constri¢do do nervo cidtico; CNC= observador do camundongo com constri¢do do nervo ciatico; CS= observador
do camundongo sem constri¢do do nervo ciético.
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3.9.7. Experimento 5. Avaliar o efeito das injecdes bilaterais intra-amigdala de
ondansetron combinadas com canabidiol, na empatia promovida pela nocicepgdo
induzida pela convivéncia com coespecifico submetido a um modelo de dor crénica em
camundongos.

O protocolo do experimento 4 foi semelhante ao experimento 3. Assim, no 28° dia de
convivio o animal CNC ou CS, recebeu injecdo bilateral intra-amigdala de wveiculo ou
ondansetron (0,3 nmol/0,1ul), seguido de injecdo bilateral intra-amigdala de veiculo ou
canabidiol (30 nmol/0,1ul), e apds trés minutos do Gltimo tratamento, recebeu injecdo de acido
acético (0,6%, s.c.) e apds o inicio das contor¢bes foi submetido ao teste de contorgdes
abdominais para avaliagéo da nocicepcao.

Ao final do experimento, os animais com constri¢do do nervo ciatico ou ndo, constritos
e Sham, foram submetidos ao teste da placa quente para confirmacgédo da hiperalgesia induzida
pelo procedimento cirdrgico.

Na figura 3, observamos o delineamento experimental do experimento 5 e na tabela 7

observamos 0s grupos experimentais formados.

Tabela 7: Grupos formados ho Experimento 5

Constricéo nervo ciatico Teste de contorgdes
Tratamento abdominais
(nmol/0,1pL) (observadores)
Sham Constritos CS CNC
Veiculo — Veiculo n= 06 n= 06 n= 06 n= 06
Veiculo — Canabidiol 30 n= 07 n= 08 n= 07 n= 08
Ondansetron 0,3 — Veiculo n= 07 n= 08 n= 07 n= 08
Ondansetron 0,3 — Canabidiol 30 n= 07 n= 07 n= 07 n= 07

Os numeros representam o total de camundongos utilizados por grupo. Os animais sham e constritos nao receberam
tratamento farmacoldgico. Constritos= camundongos com constri¢do no nervo cidtico; Sham= camundongo sem
constri¢do do nervo cidtico; CNC= observador do camundongo com constri¢do do nervo ciatico; CS= observador
do camundongo sem constri¢do do nervo ciético.

3.10. ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente todos os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de variancia
de Levene. Os dados do experimento 1A foram analisados pela analise de variancia (ANOVA)
de dois fatores (Fator 1: convivio e Fator 2: hemisfério). Os dados dos experimentos 1 (B e C),
2 e 4, foram analisados pela analise de variancia (ANOVA) de dois fatores (Fator 1: convivio

e Fator 2: tratamento). Os dados dos experimentos 3 e 5 foram analisados pela analise de
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variancia (ANOVA) de trés fatores (Fator 1: convivio, Fator 2: pré-tratamento e Fator 3:

tratamento). Posteriormente, casos de significancia foram analisados pelo teste de comparacoes

multiplas de Duncan. Os dados da placa quente foram analisados pelo teste t de Student.
Valores de p menor ou igual a 0,05 foram considerados como significativos.
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4. RESULTADOS
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4.1. Placa quente: Mensuracdo da eficadcia do procedimento cirdrgico em animais
submetidos a constri¢do do nervo ciatico

Para avaliar a eficacia do procedimento cirdrgico em animais submetidos a constri¢do
do nervo ciatico realizamos o teste da placa quente. Para este procedimento foram utilizados
168 animais sham e 168 animais constritos, totalizando 336 animais. O teste t de Student
revelou diminuicdo da laténcia de retirada da pata traseira direita ao estimulo térmico nos
animais constritos em cada experimento: Experimento 1A [tas) = 9,21, p < 0,001], Experimento
1B [tz7) = 17,65, p < 0,001], Experimento 1C [tug) = 12,46, p < 0,001], Experimento 2 [tus) =
11,19, p < 0,001], Experimento 3 [te3 = 10,40, p < 0,001], Experimento 4 [tas) = 6,84, p <
0,001], Experimento 5 [tss) = 10,90, p < 0,001], comparados aos animais sham, confirmando a
hipernocicepcao induzida pela cirurgia de constricdo do nervo ciatico (Tabela 8).

Tabela 8. Laténcia de retirada da pata traseira direita nos animais Sham e constritos avaliados no teste de placa
quente no 28° dia ap6s o térmico do teste de contorcdes abdominais nos grupos CNC e CS. Os valores representam
a média + erro padrdo da média (n=5-12 de acordo com cada experimento). "p<0,05 comparado ao grupo controle
(Sham). Constritos= camundongos com constri¢do no nervo ciatico, Sham=camundongos sem constri¢do do nervo
ciatico

Laténcia de retirada da pata (s)

Grupos experimentais

Sham Constrito
Experimento 1A 21,71 +1,49 8,87 + 0,83*
Experimento 1B 20,87 £ 0,42 10,29 + 0,41*
Experimento 1C 23,04 + 0,59 12,19 + 0,63*
Experimento 2 20,04 + 0,72 9,72 +0,63*
Experimento 3 21,12 + 0,63 11,31+ 0,71*
Experimento 4 19,80+ 1,21 9,40 + 0,92*
Experimento 5 20,85+ 0,81 9,58 + 0,66*

4.2. Experimento 1A. Quantificacdo dos receptores 5-HTz nos hemisférios direito e
esquerdo da amigdala basolateral na empatia promovida pela nocicepcéo induzida pela
convivéncia com o coespecifico submetido a um modelo de dor crénica em camundongos.

Para o experimento 1A foram utilizados 15 animais (8 animais que conviveram com 0
coespecifico constrito e 7 animais que conviveram com o coespecifico Sham), para investigar
a expressao dos receptores 5-HTs da amigdala. A Figura 4 mostra um corte representativo do
encéfalo, indicando o complexo amigdaldide, onde foram quantificadas as células positivas
para 5-HTs. A Figura 5 A, B e C demonstra trés cortes representativos da amigdala indicando
0s nucleos basolateral e central de camundongos que conviveram com coespecifico constrito

ou sham, respectivamente, onde foram quantificadas as células positivas para o receptor 5-HTa.
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Figura 4: Corte representativo do encéfalo, indicando o complexo amigdaldide dentro dos retangulos pretos

Fonte: o préprio autor (2020)

Figura 5: Corte representativo dos niicleos basolateral (BLA) e central (CeA) da amigdala de camundongos, onde
foram quantificadas a expressdo dos receptores 5-HTs3, sendo (A) Controle negativo sem incubagdo com anticorpo
primario (Bregma: -1.82mm), (B) coespecifico sham (Bregma: -1.06mm) e (C) coespecifico CNC (Bregma: -
1.46mm)

Fonte: o préprio autor (2020)
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A quantificacdo dos receptores 5-HT3 (mm?) nos hemisférios direito e esquerdo da
amigdala basolateral de camundongos expostos ao teste de contor¢des abdominais apos
convivio com coespecificos submetido a constricdo do nervo ciatico (constrito) ou ndo (Sham)
é demonstrada abaixo na Figura 15. A ANOVA de duas vias revelou diferencas significativas
na marcacdo de células positivas para 5-HT3 para o fator convivio [F (1,26) = 123,17; p<0,05]
e auséncia de efeitos para o fator hemisfério [F (1,26) = 0,60; p>0,05] e interacdo convivio X
hemisfério [F (1,26) = 3,41; p>0,05]. O teste de Duncan mostrou que 0s animais que
conviveram com o coespecifico constrito apresentaram aumento da expresséo de receptores 5-
HT3zem comparagdo com o respectivo coespecifico sham (Figura 6).

Figura 6: Expressdo dos receptor 5-HT3no nucleo basolateral da amigdala de camundongos que conviveram com
coespecificos constritos ou Sham submetidos ao teste de contor¢es abdominais. #P<0,05 comparado ao CS (n=7-

8). CNC= observador do camundongo com constricdo do nervo ciatico; CS= observador do camundongo sem
constricdo do nervo ciatico.
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4.3. Experimento 1A. Quantificacdo dos receptores 5-HTsz nos hemisférios direito e
esquerdo da amigdala central na empatia promovida pela nocicepcédo induzida pela
convivéncia com o coespecifico submetido a um modelo de dor crénica em camundongos.

A quantificacdo dos receptores 5-HTs (mm2) nos hemisférios direito e esquerdo da
amigdala central de camundongos expostos ao teste de contor¢des abdominais apds convivio
com coespecificos submetido a constricdo do nervo ciatico (CNC) ou ndo (Sham) é
demonstrada abaixo na Figura 16. A ANOVA de duas vias revelou diferencas significativas na
marcacdo de células positivas para 5-HTz para o fator convivio [F (1,26) = 152,96]; p<0,05 e
auséncia de efeitos para o fator hemisfério [F (1,26) = 1,15; p>0,05] e interacdo convivio x

hemisfério [F (1,26) = 0,69]; p>0,05). O teste de Duncan mostrou que 0s animais que
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conviveram com o coespecifico CNC apresentaram aumento da expressao de receptores 5-HT3

no nucleo central em comparagdo com o respectivo coespecifico sham (Figura 7).

Figura 7: Células positivas para o receptor 5-HT3no nicleo central da amigdala de camundongos que conviveram
com coespecificos constritos ou Sham submetidos ao teste de contor¢fes abdominais. #p<0,05 comparado ao
coespecifico CS (n=7-8). #P<0,05 comparado ao CS (n=7-8). CNC= observador do camundongo com constricao
do nervo ciatico; CS= observador do camundongo sem constri¢do do nervo ciatico.
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4.4. Resultados Histoldgicos

As analises histologicas confirmaram que 321 camundongos receberam a implantacao
das cénulas bilateralmente na amigdala para a realizacdo dos Experimentos 1B a 5 (Fig. 8A e
8B). Os grupos experimentais, com 0s seus respectivos tratamentos podem ser observados nas
tabelas 2 a 7.
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Figura 8: (A) Esquema de se¢Bes coronais representando alguns dos sitios de injecdo na amigdala de
camundongos. As marcas em cinza representam o sitio de infusdo da droga (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). (B)
Fotomicrografia de uma sec¢do coronal de um sujeito representativo mostrando um sitio de injecdo na amigdala
de um camundongo.
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Fonte: o préprio autor (2020)

4.5. Experimento 1B. Efeito do tratamento intra-amigdala com ondansetron na empatia
promovida pela nocicepcéo induzida pela convivéncia com o coespecifico submetido a um
modelo de dor crénica em camundongos.

A ANOVA de dois fatores (convivio x tratamento) revelou efeitos significativos para o
fator convivio [F (1,71) =4,12; p <0,05], tratamento [F (3,71) = 23,63; p <0,05] e para interacdo
entre convivio e tratamento [F (3,71) = 10,04; p <0,05]. O teste de Duncan revelou aumento no
namero de contor¢des abdominais nos animais CNC/veiculo e CNC/ondansetron 0,3 nmol, que

conviveram com os coespecificos constritos, quando comparados respectivamente com animais
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CS/veiculo e CS/ondansetron 0,3 nmol, que conviveram com o coespecifico Sham. As doses
mais altas de ondansetron (1,0 e 3,0 nmol) diminuiram o nimero de contor¢des nos animais
CNC comparados com o respectivo controle (CNC/veiculo). Nenhuma das doses de
ondansetron interferiu com o nimero de contor¢des nos animais CS comparados ao controle

CS/veiculo, e que conviveram com coespecificos sham (Figura 9).

Figura 9: Efeitos da inje¢do bilateral intra-amigdala de veiculo ou ondansetron (0,3, 1,0 ou 3,0 nmol/0,1pl) sobre
a nocicepcdo em camundongos que conviveram com coespecifico submetido a cirurgia de constricdo do nervo
ciatico (grupo constrito) ou ndo (grupo Sham). As barras representam os valores das médias e o erro padrao da
media (M+EPM) do nimero de contor¢es abdominais em camundongos alojados em duplas nos grupos CS e
CNC (n=8-12). #P<0,05 comparado ao respectivo CS. *P<0,05 comparado ao CNC/veiculo. CNC= observador
do camundongo com constricdo do nervo ciatico; CS= observador do camundongo sem constricédo do nervo ciatico.

20 -
3 cs
Il CNC

L%,

|8 15 T

&

8

[ <

S

pt 10

g : *

E 5|

=

Veiculo 0,3 1,0 3,0
Ondansetron (nmol/0,1 pL intra-amigdala)

4.6. Experimento 1C. Efeito do tratamento intra-amigdala com mCPBG na empatia
promovida pela nocicepcéo induzida pela convivéncia com o coespecifico submetido a um
modelo de dor crénica em camundongos.

A ANOVA de dois fatores (convivio x tratamento) revelou efeitos significativos para o
fator convivio [F (1,46) = 27,47; p <0,05] e tratamento [F (2,46) = 5,78; p<0,05], e auséncia de
efeito para a interacdo entre convivio e tratamento [F (2,46) =0,73; p >0,05]. O teste de Duncan
foi realizado mesmo com a auséncia de interacdo entre convivio e tratamento, para verificar as
principais diferencas entre 0s grupos e revelou aumento no nimero de contor¢es nos animais
CNCl/salina, CNC/mCPBG (10 nmol), CNC/mCPBG (20 nmol), quando comparados com 0s
respectivos animais CS/salina, CS/mCPBG (10 nmol), CS/mCPBG (20 nmol), que conviveram
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com os coespecificos sham. Entretanto, s6 a dose de mCPBG (20 nmol) aumentou o nimero de
contor¢des no grupo CNC (animais que conviveram com o coespecifico constrito) em
comparagdo ao seu controle (CNC/salina). Nenhuma das doses de mCPBG interferiu com o
namero de contor¢des nos animais CS/mCPBG 10 e CS/mCPBG 20 que conviveram com 0

coespecifico sham, quando comparados ao controle (CS/salina) (Figura 10).

Figura 10: Efeitos da injecdo bilateral intra-amigdala de salina ou mCPBG (10 ou 20 nmol/0,1ul) sobre a
nocicepcdo em camundongos que conviveram com o coespecifico submetido a cirurgia de constricdo do nervo
ciatico (grupo constrito) ou ndo (grupo Sham). As barras representam os valores das médias e o erro padrao da
media (M+EPM) do nimero de contor¢des abdominais em camundongos alojados em duplas nos grupos CS e
CNC (n=8-10). #P<0,05 comparado ao respectivo CS. *P<0,05 comparado ao CNC/salina. CNC= observador do
camundongo com constri¢do do nervo ciatico; CS= observador do camundongo sem constricdo do nervo ciatico.
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4.7. Experimento 2. Efeito da injecdo intra-amigdala de midazolam na empatia
promovida pela nocicepcéo induzida pela convivéncia com o coespecifico submetido a um
modelo de dor crénica em camundongos.

A ANOVA de duas vias (convivio x tratamento) revelou efeitos significativos para o
fator convivio [F (1,44) = 4,35; p <0,05], tratamento [F (2,44) = 14,11; p <0,05] e interacdo
entre o convivio e tratamento [F (2,44) = 9,46; p <0,05]. O teste de Duncan revelou aumento
no namero de contor¢des nos animais CNC/salina que conviveram com 0s coespecificos
constritos, quando comparados com animais CS/salina, que conviveram com o coespecifico
Sham. O post hoc também revelou que ambas as doses de midazolam (3,0 ou 30,0 nmol)

diminuiram o niamero de contor¢des nos animais CNC/3,0 e CNC/30 em comparagdo com 0
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respectivo CNC/salina. Nenhuma das doses de midazolam interferiu com o numero de
contorgdes nos animais CS/midazolam 3,0 e CS/midazolam 30 e que conviveram com 0

respectivo coespecifico controle (CS/salina) (Figura 11).

Figura 11: Efeitos da inje¢do bilateral intra-amigdala de salina ou midazolam (3,0 ou 30 nmol/0,1pl) sobre a
nocicepgdo em camundongos que conviveram com o coespecifico submetido a cirurgia de constricdo do nervo
ciatico (grupo constrito) ou ndo (grupo Sham). As barras representam os valores das médias e o erro padrao da
media (M+EPM) do nimero de contor¢es abdominais em camundongos alojados em duplas nos grupos CS e
CNC (n=7-10). #P<0,05 comparado ao respectivo CS. *P<0,05 comparado ao CNC/salina. CNC= observador do
camundongo com constri¢do do nervo ciatico; CS= observador do camundongo sem constricdo do nervo ciatico.
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4.8. Experimento 3. Efeito das injecdes bilaterais intra-amigdala de ondansetron
combinadas com midazolam, na empatia promovida pela nocicepc¢do induzida pela
convivéncia com o coespecifico submetido a um modelo de dor crénica em camundongos.

A ANOVA de trés fatores (convivio x pré-tratamento x tratamento) revelou efeitos
significativos para o convivio [F (1,57) = 21,56; p <0,05], tratamento [F (1,57) = 12,77; p <0,05]
e interacdo entre pré-tratamento x tratamento [F (1,57) = 6,09; p <0,05], convivio x pré-
tratamento x tratamento [F (1,57) = 4,09; p <0,05] (Figura 21). O teste de Duncan revelou
aumento no nimero de contor¢des nos animais CNC/veiculo/salina, CNC/ondansetron/salina e
CNC/ondansetron/midazolam, quando comparados, respectivamente, com 0S animais
CSl/veiculo/salina, CS/ondansetron/salina e CS/ondansetron/midazolam. O post hoc também
revelou que o tratamento com midazolam (3,0 nmol) diminuiu 0 nimero de contor¢des nos
animais CNC/veiculo/midazolam em comparacdo com o respectivo CNC/veiculo/salina. O

tratamento intra-amigdala com ondansetron (0,3 nmol), por si s6 ndo alterou o niamero de
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contorgdes nos animais CNC/ondansetron/salina, em comparagdo com 0 respectivo
CNCl/veiculo/salina. O post hoc também mostrou que o pré-tratamento com ondansetron
reverteu o efeito antinociceptivo produzido pelo midazolam nos camundongos
CNCl/ondansetron/midazolam, comparados com o0s animais CNC/veiculo/midazolam.
Nenhuma das combinadas de ondansetron e midazolam interferiu com o nimero de contorcdes

nos animais CS comparados ao controle CS/veiculo/salina (Figura 12)

Figura 12: Efeitos das injecGes combinadas bilaterais intra-amigdala de veiculo ou ondansetron (0,3 nmol/0,1ul)
seguida de intra-amigdala de salina ou midazolam (3,0 nmol/0,1pl) sobre a nocicepcdo em camundongos que
conviveram com o coespecifico submetido a cirurgia de constricdo do nervo ciatico (grupo constrito) ou ndo (grupo
Sham). As barras representam os valores das médias e o erro padrao da media (M+EPM) do ndmero de contor¢des
abdominais em camundongos alojados em duplas nos grupos CS e CNC (n=7-9). #P<0,05 comparado ao
respectivo CS. *P<0,05 comparado ao CNC/salina. 'P<0,05 comparado ao CNC/veiculo-midazolam. CNC=
observador do camundongo com constricdo do nervo ciatico; CS= observador do camundongo sem constricao do
nervo ciatico.
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4.9. Experimento 4. Efeito da injecdo intra-amigdala de canabidiol na empatia promovida
pela nocicepcéo induzida pela convivéncia com o coespecifico submetido a um modelo de
dor crbénica em camundongos.

A ANOVA de duas vias (convivio x tratamento) revelou efeitos significativos para o
fator convivio [F (1,16) = 18,25; p <0,05], tratamento [F (1,16) = 65,12; p <0,05] e interacdo
entre o convivio e tratamento [F (1,16) = 38,08; p <0,05] O teste de Duncan revelou aumento
no numero de contor¢bes nos animais CNC/veiculo que conviveram com 0s coespecificos

constritos, quando comparados com animais CS/veiculo, que conviveram com o coespecifico
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Sham. O post hoc também revelou diminuicdo do nimero de contor¢cdes nos animais
CNCl/canabidiol 30, em comparacdo com os animais CNC/veiculo. A dose de 30 nmol de
canabidiol ndo interferiu com o nimero de contor¢bes nos animais CS/canabidiol 30, em

comparagdo com os animais CS/veiculo. (Figura 13).

Figura 13: Efeitos da injecdo bilateral intra-amigdala de veiculo ou canabidiol (30 nmol/0,1pl) sobre a nocicepgéo
em camundongos que conviveram com o coespecifico submetido a cirurgia de constricdo do nervo ciatico (grupo
constrito) ou ndo (grupo Sham). As barras representam os valores das médias e o erro padrdo da media (M+EPM)
do ndimero de contorg6es abdominais em camundongos alojados em duplas nos grupos CS e CNC (n=5 por grupo).
#P<0,05 comparado ao respectivo CS. *P<0,05 comparado ao CNC/veiculo. CNC= observador do camundongo
com constricao do nervo ciatico; CS= observador do camundongo sem constri¢do do nervo ciatico.
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4.10. Experimento 5. Efeito das injecbes bilaterais intra-amigdala de ondansetron
combinadas com canabidiol, na empatia promovida pela nocicepcdo induzida pela
convivéncia com o coespecifico submetido a um modelo de dor crénica em camundongos.

A ANOVA de trés fatores (convivio x pré-tratamento x tratamento) revelou efeitos
significativos para o convivio [F (1,48) = 12,25; p <0,05], tratamento [F (1,48) = 16,50; p
<0,05], interacdo entre pré-tratamento x tratamento [F (1,48) = 9,18; p<0,05], interacdo entre
convivio x tratamento [F (1,48) = 10,74; p <0,05] e interacdo entre convivio x pré-tratamento
X tratamento [F (1,48) = 10,96; p <0,05]. Auséncia de efeitos foi observado para o fator pré-

tratamento [F (1,48) = 3,61; p <0,05] e para a interacdo entre convivio e pré-tratamento [F
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(1,48) = 3,23; p <0,05]. O teste de Duncan revelou aumento no nimero de contor¢fes nos
animais CNC/veiculo/veiculo, CNC/ondansetron/veiculo e CNC/ondansetron/canabidiol,
quando comparados com o0s animais CS/veiculo/veiculo, CS/ondansetron/veiculo,
CS/ondansetron/canabidiol, respectivamente. O post hoc também revelou que o tratamento com
canabidiol (30 nmol) diminuiu o nimero de contor¢bes nos animais CNC/veiculo/canabidiol
que conviveram com o coespecifico constrito, em comparagdo com o0 respectivo
CNCl/veiculo/veiculo. A injecdo intra-amigdala de ondansetron (0,3 nmol), por si s6 ndo alterou
0 numero de contor¢cbes nos animais CNC/ondansetron/veiculo que conviveram com o
coespecifico constrito, quando comparados ao respectivo controle (CNC/veiculo/veiculo). O
post hoc também mostrou que o pré-tratamento com ondansetron aboliu o efeito antinociceptivo
do canabidiol nos camundongos CNC/ondansetron/canabidiol, apds o convivio com o
coespecifico constrito, quando comparados ao respectivo CNC/veiculo/canabidiol. Nenhuma
das combinagdes de ondansetron e canabidiol interferiu com o nimero de contorgdes nos

animais CS comparados ao controle CS/veiculo/veiculo. (Figura 14).

Figura 14: Efeitos das injecdes combinadas bilaterais intra-amigdala de veiculo ou ondansetron (0,3 nmol/0,1ul)
seguida de intra-amigdala de veiculo ou canabidiol (30 nmol/0,1ul) sobre a nocicepcdo em camundongos que
conviveram com o coespecifico submetido a cirurgia de constricdo do nervo ciatico (grupo constrito) ou néo (grupo
Sham). As barras representam os valores das medias e o erro padrdo da media (M+EPM) do nimero de contor¢des
abdominais em camundongos alojados em duplas nos grupos CS e CNC (n=6-8). #P<0,05 comparado ao
respectivo CS. *P<0,05 comparado ao CNC/salina.'P <0,05 comparado ao CNC/Veiculo-Canabidiol. CNC=
observador do camundongo com constricao do nervo ciatico; CS= observador do camundongo sem constricdo do

nervo ciatico.
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5. DISCUSSAO
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O presente estudo teve como objetivo avaliar o papel do sistema serotonérgico, através
da expressdo de receptores 5-HT3, ativagdo e antagonismo do receptor 5-HT3, sendo este o
receptor de serotonina amplamente envolvido na modulacdo dos processos nociceptivos; o
envolvimento da neurotransmissdao GABAérgica, através da ligacdo do agonista midazolam ao
sitio GABAAa-Benzodiazepinico; e da modulacdo endocanabinoide, através do fitocanabindide
canabidiol da amigdala na modulacdo social da nocicepcdo, bem como investigar se esses
sistemas interagem entre si na hipernocicepcao induzida pelo convivio com coespecifico em
dor cronica.

Para acessar estas neurotransmissoes esta pesquisa compreendeu a realizagdo de cinco
experimentos e os resultados mostraram que: a) O convivio com o coespecifico em dor crbnica
promoveu aumento da expressdo dos receptores 5-HT3 no nicleo basolateral e central da
amigdala (Experimento 1A); b) As administragdes intra-amigdala de ondansetron (antagonista
dos receptores 5-HT3) e de mCPBG (agonista dos receptores 5-HT3), atenuaram (Experimento
1B) e acentuaram (Experimento 1C) a nocicep¢d0 nos animais que conviveram com
coespecifico constrito; c) As administrac6es intra-amigdala de midazolam (agonista GABAAa-
Benzodiazepinico) e canabidiol (fitocanabinoide), diminuiram o numero de contorcdes
abdominais nos animais que conviveram com o parceiro em dor crénica (Experimentos 2 e 4);
d) As administracdes intra-amigdala de ondansetron combinadas com midazolam ou
canabidiol, reverteram o efeito antinociceptivo produzido pelo midazolam ou canabidiol,
respectivamente, nos animais que conviveram com o coespecifico constrito (Experimentos 3 e
5).

Os resultados dos cinco experimentos realizados demonstraram que o convivio com um
coespecifico em condicdo de dor crénica produz hipernocicepcdo, que foi registrada pelo
aumento do numero de contor¢des abdominais no dia do teste (28° dia de convivio). Langford
et al. (2006) sugerem que a observacdo de um coespecifico em dor leva a sensibilizacdo das
vias da dor, induzindo um chamado “state of priming” no cérebro, onde um estimulo nocivo
aplicado ap6s determinada situacdo emocional anterior (priming) leva a exacerbacdo da
experiéncia dolorosa subsequente. Assim, sugerimos que a convivéncia de 14 dias para o
estabelecimento da familiaridade entre os animais (LANGFORD et al., 2006), mais 0s outros
14 dias de convivio observando o coespecifico com dor cronica foram capazes de sensibilizar
as vias nociceptivas, através da ativacdo dos circuitos de representatividade neural (neurdnios
espelhos) da dor no camundongo observador. E, dessa forma, quando o animal foi submetido a

uma situacao dolorosa (teste de contor¢Ges abdominais), a sensacéo nociceptiva foi exacerbada.
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Recentes estudos de empatia (SMITH et al. 2017; WALCOTT et al., 2018; LUO et al.,
2020) e empatia relacionada a nocicep¢do em modelos animais ja foram descritos anteriormente
(BARTAL et al., 2011; LU et al., 2017; UENO et al., 2018), assim como outros estudos que
investigaram a modulacéo social da nocicep¢do em camundongos (LANGFORD et al, 2006;
2011; MARTIN et al., 2015; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; ZANIBONI et al., 2018).
Evidéncias da transmissdo da nocicepcdo, acarretando na hipernocicep¢do ap6s o convivio
entre camundongos coespecificos ja foram descritos (LANGFORD et al. 2006; BAPTISTA-
DE-SOUZA et al. 2015; ZANIBONI et al., 2018) e consideraram a convivéncia por um periodo
de tempo como sendo necessario para estabelecimento de familiaridade. Portanto, os resultados
deste estudo corroboram com os achados da literatura e confirmam a necessidade de
familiaridade entre os animais coespecificos para que o efeito hipernociceptivo seja observado
(LANGFORD et al., 2006; BARTAL et al., 2011; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015;
ZANIBONI et al., 2018).

O convivio com um parceiro em quadro de dor crbnica desencadeia além da
hipernocicepgdo, aumento dos comportamentos relacionados a ansiedade, avaliados no
labirinto em cruz elevado (LCE) (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; CARMONA et al.,
2016; CEZAR et al., 2020), demonstrando assim que o0 convivio é importante para o
estabelecimento das alteragdes comportamentais decorrentes da empatia pela nocicepgéo.

A modulacdo social da nocicepcéo, ou seja, o contagio emocional entre a dupla depende
principalmente da familiaridade estabelecida entre os animais (SMITH et al., 2016). E sabe-se
que este convivio entre animais que estdo alojados por varias semanas na mesma caixa moradia
que coespecificos submetidos a lesdo de nervo ciatico acarreta em respostas exacerbadas de
nocicepc¢ado no teste de contorgdes induzido por acido acético (BAPTISTA-DE-SOUZA et al.,
2015). Esse comportamento pode representar uma forma de hipernocicepcdo induzida pelo
estresse (JENNINGS et al., 2014), pois como citado acima, os coespecificos apresentam
alteracdes nas respostas comportamentais avaliadas no LCE.

A partir desses achados, algumas evidéncias demonstraram que o estresse também pode
modular a nocicepcao através da atenuacdo ou acentuacdo (COSTA et al., 2004; TRAMULLAS
et al., 2012). Assim, com o objetivo de verificar se 0 estresse seria capaz de alterar a resposta
nociceptiva em coespecificos, estudos do nosso grupo de pesquisa observaram aumento da
nocicepc¢do e de comportamentos relacionados a ansiedade em camundongos que conviveram
com um par submetido a um protocolo de 14 dias de estresse crénico de contencdo
(CARNEIRO-DE-OLIVEIRA et al., 2017; SILVEIRA et al., 2018).
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Eventos estressantes promovem ativacdo do eixo HPA (Hipotalamico—Pituitaria—
Adrenal) e este produz e libera corticosterona, hormonio do estresse em animais (BUCHANAN
etal, 2012; LIU et al., 2013; SMITH et al., 2016). A hipernocicep¢do observada apds convivio
por 14 dias com o parceiro com dor cronica pode ser resultante de alteragcbes no eixo HPA,
promovidas pelo estresse social. Contudo, resultados em camundongos, demonstraram nao
haver diferenca nos niveis de corticosterona, apds o convivio com coespecifico em dor cronica
por 28 dias (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015), protocolo igual ao utilizado neste estudo.

Neste sentido, para determinar se o eixo HPA foi ativado durante a hipernocicepcao
induzida pelo convivio, estudo anterior examinou 0s niveis plasmaticos de corticosterona em
camundongos, em diferentes momentos durante o convivio. Os animais observadores foram
alojados na mesma sala que os animais submetidos a dor inflamatéria ou a retirada da morfina
ou alcool, e posteriormente testados na presenca destes animais; e 7 e 21 dias ap0s 0 convivio
foi observado que ndo ocorreram diferencas nos niveis plasmaticos de corticosterona
comparado com 0s animais que ndo conviveram na mesma sala e foram testados em salas
diferentes (SMITH et al., 2016). Os autores sugerem que a ativacdo do eixo HPA néo é o
principal mecanismo subjacente a hipernocicep¢do encontrada no camundongo que conviveu
com coespecifico em dor crénica. Consequentemente, no intuito de verificar se niveis elevados
de corticosterona sdo necessarios para a expressdo da hipernocicepcdo, um inibidor de
corticosterona (metirapona, 50 mg/kg) foi administrado em camundongos antes da sessdo dos
testes de VVon Frey, retirada da cauda e formalina na pata, para avaliacdo dos diferentes tipos de
nocicep¢do, mecanica, térmica e quimica, respectivamente. A inibicdo da corticosterona ndo
apresentou efeito sobre o limiar nociceptivo em nenhum grupo durante as sessdes de testes,
sugerindo que o efeito hipernociceptivo observado ndo é induzido ou dependente do estresse
(SMITH et al., 2016).

Diante das evidéncias acima sugerimos que a hipernocicepcao induzida por este modelo
de empatia provavelmente ndo se deva ao aumento de corticosterona, mas sim a um
comportamento relacionado ao contagio emocional da dor, considerado um comportamento
evolutivo precursor da empatia em roedores (PRESTON; DE WAAL, 2002; BAPTISTA-DE-
SOUZA et al., 2015). Assim, sugerimos que os efeitos do contagio emocional entre roedores
ndo podem ser explicados apenas como uma resposta mediada pelo eixo HPA (MARTIN et al.,
2015; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; BARTAL et al., 2016).

Conforme descrito anteriormente, a hipernocicepcdo é caracterizada pela sensibilizacao

dos nociceptores. Assim, durante o processo inflamatorio ocorre liberagdo de eicosandides, que
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sensibilizam diretamente os nociceptores, e sdo chamados de mediadores hipernociceptivos.
Dentre 0s varios tipos de eicosandides, estdo as prostaglandinas, formadas pela acdo da enzima
ciclooxigenase (COX). Neste sentido, existem dois subtipos de COX que séo responsaveis pela
producéo de prostaglandinas: A COX-1 e COX-2. A COX-2 tem sua expressao seletivamente
aumentada no cérebro apds estimulos inflamatoérios, como lipopolissacarideo, interleucinas la.
e B e fator de necrose tumoral (TNF- a), demonstrando que essa isoforma da COX pode ser
responsavel por induzir hipernocicepcdo (CAO et al., 1997; KOMHOFF et al., 1997;
MAJERUS, 1998).

A hipernocicepcéo também pode ser resultante da ativacdo de uma via independente de
prostaglandinas. Esta via é paralela a liberacdo de eicosandides e depende da liberacdo de
aminas simpatomiméticas. A administracdo intraplantar de agonistas adrenérgicos, como a
noradrenalina, adrenalina, isoprenalina, dopamina ou a administragio de aminas
simpatomimeéticas de acdo indireta, como a tiramina, induzem hipernocicepcao de intensidade
similar as prostaglandinas, através da ativacdao dos receptores dopaminérgicos D1 e B-
adrenérgicos (NAKAMURA; FERREIRA, 1987; LORENZETTI et al., 2002).

Assim, diante das evidéncias acima descritas, ndo podemos descartar outros mecanismos
fisiologicos envolvidos nos processos nociceptivos que levam a hipernocicepcao e também a
producdo de mediadores inflamatdrios, podendo estar relacionados indiretamente com o eixo
HPA. Portanto, estudos futuros serdo necessarios para determinar se em outros modelos de
testes nociceptivos, outras condi¢des laboratoriais e em outras linhagens de animais (UENO et
al., 2018; WALCOTT et al., 2018), a transferéncia social da nocicep¢do também ocorra. Além
disso, poucas sdo as investigacdes sobre como as alteracdes comportamentais relacionadas com
a modulacdo social da nocicepcdo ocorrem e como advém este comportamento pro-social em
animais e quais as bases neurais envolvidas neste comportamento justificaram o objetivo deste
estudo (SHAMAY-TSOORY, 2011; MARTIN et al., 2015; MOGIL, 2015).

Assim, considerando que individuos que sofrem de dores crénicas possuem um
desbalanco de neurotransmissores excitatérios como o glutamato e inibitérios como 0 GABA,
em algumas estruturas encefalicas, como a amigdala (WATSON, 2016), e que este
desequilibrio pode também estar presente em sujeitos que convivem com pacientes com dores
crbnicas, como cuidadores e profissionais da saiude (ZAKI; OCHSNER, 2012; CHIERCHIA;
SINGER, 2017), faz-se relevante o estudo destes comportamentos e das vias neurais

possivelmente envolvidas neste tipo de comportamento pré-social.
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Nesta instabilidade do sistema de neurotransmissores citado acima, o sistema
serotonérgico é considerado um dos principais envolvidos neste desbalango. A serotonina é um
neurotransmissor essencial na modulagdo da ansiedade e nocicepgdo (DEAKIN; GRAEFF,
1991; DOGRUL et al., 2009; LIU et., 2002; NUNES-DE-SOUZA et al., 2008; TAVARES et
al., 2018; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2020) e na fisiopatologia de varios distdrbios
psiquiatricos, como autismo e esquizofrenia (ELHWUEGI, 2004; NAKAMURA et al., 2010).

As investigacOes sobre o envolvimento da serotonina na modulagdo da resposta
nociceptiva quando o animal esta sob influéncia de emog¢des como, o aumento da ansiedade,
foi investigado pelo nosso grupo de pesquisa, demonstrando que situagdes aversivas, Como 0
confronto social, o confinamento ao braco aberto do LCE, a exposi¢do no teste presa-predador,
produzem antinocicepc¢éo, enquanto que de acordo com a ligacdo em diferentes subtipos de
receptores serotonérgicos, farmacos agonistas ou antagonistas, produzem efeitos
antinociceptivos, nociceptivos ou auséncia de resposta, que pode variar de acordo com a
estrutura do SNC investigada (CANTO-DE-SOUZA et al., 1997 e 1998; NUNES-DE-SOUZA
et al., 2000; FURUYA-DA-CUNHA et al., 2016; TAVARES et al., 2018; BAPTISTA-DE-
SOUZA et al., 2018; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2020). Desta forma, estes resultados
evidenciam o complexo papel da serotonina na modulacdo de respostas defensivas e de
nocicepcdo, e fortalecem a teoria do papel dual da serotonina proposta por Deakin e Graeff
(1991).

A serotonina, além de modular processos nociceptivos agudos, como a antinocicepcao
induzida pelo medo também é um importante neurotransmissor envolvido nos processos
inflamatérios cronicos nos tecidos periféricos, podendo ser liberada a partir de plaquetas,
mastocitos ou basofilos que se infiltram em uma area de dano tecidual (ZEITZ, et al., 2002),
contribuindo para a dor da lesdo tecidual por meio da acdo em varios subtipos de receptores
serotonérgicos.

Conforme apresentado acima o sistema serotonérgico € complexo e modula importantes
funcbes fisiologicas envolvidas com o sistema nervoso periférico e SNC (NIESLER et al.,
2003; WALSTAB et al., 2010). Dentre os diferentes subtipos de receptores de serotonina
existentes (HOYER et al., 2002; NIESLER et al., 2003; HANNON; HOYER, 2008), os
receptores do tipo 5-HTz sdo moduladores bem conhecidos da percepcdo, inducdo e
manutencdo da dor aguda e inflamatoria (ZEITZ et al., 2002; MILLAN, 2003) e estdo
amplamente distribuidos na amigdala (KOYAMA et al., 1999, 2000, 2017).
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Assim, considerando o papel dos receptores 5-HTz na modulagdo da nocicepcgéo
(WALSTAB et al., 2010), no Experimento 1A investigamos o envolvimento dos receptores 5-
HTs da amigdala na modulacdo social da nocicepcdo devido a relagdo deste sistema com a
percepcao da dor e na modulacdo de processos emocionais (BLANCHARD; MEYZA, 2019).
Neste sentido, os resultados demonstraram que o convivio com coespecifico em dor crénica
promoveu aumento da expressdo dos receptor 5-HT3z nos ndcleos basolaterais e centrais do
complexo amigdaléide, sem apresentar diferenca significativa na expressao desse subtipo de
receptor serotonérgico entre os hemisférios direito e esquerdo.

Embora evidéncias ja tenham demonstrado a existéncia da presenca da lateralizacdo da
amigdala, salientando que o hemisfério direito exerca um papel dominante na modulacdo do
processamento da dor (HAN; NEUGEBAUER, 2004, JI; NEUGEBAUER, 2009;
GONCALVES; DICKENSON 2012), nosso estudo ndo apresentou esta diferenca da
lateralizac@o na expressao dos receptores 5-HT3nos animais que conviveram com coespecificos
constritos; assim como outro estudo demonstrou ndo haver diferenca significativa entre os
hemisférios direito e esquerdo para a expressao de células positivas para a proteina Fos no
complexo amigdaldide apds exposicdo de camundongos ao teste da formalina na pata
(SORREGOTTI et al., 2017).

Com relagéo a expresséo do receptores 5-HTs, outros autores relataram que a expressao
do receptor 5-HTsna coluna dorsal nas laminas L4/L5 aumentou apos trés dias consecutivos de
nado forcado em animais avaliados posteriormente nos testes de retirada da cauda e nos
filamentos de Von Frey, indicando que a hipernocicepcao acarretou em aumento da expressao
destes receptores (LI et al., 2019).

Evidéncias da expressdao dos receptores do tipo 3 da serotonina também foram
demonstradas anteriormente em estudos de eletrofisiologia. Foi observado aumento de um
subconjunto significativo de interneurdnios caracterizados pela expressdo de receptores 5-HT3
no hipocampo, apos a estimulacéo eletrofisioldgica dos nucleos da rafe; entretanto os autores
destacam que o conhecimento sobre morfologia, conectividade, propriedades moleculares e
fisiologicas destes interneurdnios que expressam receptores 5-HTz é limitado (PUIG et al.,
2004; DALE et al., 2018).

Os interneurdnios corticais e subcorticais que expressam 0 mMRNA (RNA mensageiro) do
receptor 5-HTs também expressam as proteinas de ligacdo ao calcio calbindina e calretinina;
proteinas que sdo consideradas importantes marcadores de neur6nios, devido ao fato destas

serem altamente aplicadas para destacar subpopulacdes de neurbnios e sdo encontradas em



76

grande quantidade em vias sensoriais, sugerindo um envolvimento dessas proteinas na
sinalizacdo de células nervosas (MORALES; BLOOM, 1997; PUIG et al., 2004). Além do
mais, a expressdo de calbindina e também a parvalbumina sugerem um efeito protetor e de
aumento de resisténcia a lesdo excitotoxica (MACIEL, 2007).

Estes dados correlacionam-se com nossos resultados, pois em areas encefalicas, como a
amigdala, os neurbnios degeneram-se apos injlrias como acidente vascular cerebral, e trauma
e também durante doencas progressivas como doenca de Alzheimer e dor crénica (modelo
utilizado em nosso estudo) sendo que esta neurodegeneracdo acarretada pela dor crénica
mediada por receptores excitatorios, como o receptor 5-HTs3, € definida como excitotoxicidade
(LOHMEIER, 2018), ou seja, a constricdo do nervo ciatico pode levar a degeneragdo neuronal
e a posterior ativacdo do receptor 5-HTs3, desencadeia uma excitotoxicidade.

Assim, existe um extenso corpo de evidéncias demonstrando o desenvolvimento de um
insulto excitotoxico em certos neurénios apos lesdo nervosa periférica, como a constrigdo
crénica do nervo ciatico. No caso de lesdo sustentada e prolongada, as estruturas do SNC
responsaveis pela nocicep¢do e antinocicepcao estdo gradualmente envolvidas nos processos
patologicos. Essas alteracbes morfologicas podem refletir um processo patolégico no qual as
respostas centrais induzidas por lesdes resultam em um desequilibrio persistente do circuito
excitatorio-inibitorio com a perda predominante da funcdo dos interneurdnios inibitorios
localizados em estruturas como a amigdala (PETRENKO; SHIMOJI, 2001; VYAS et al., 2002;
SUN et al., 2018).

Estes trabalhos demonstram que a dor cronica aumenta a expressao dos receptores 5-
HTs. A lesdo do nervo ciatico pode levar a morte neuronal de interneurdnios inibitorios, os
quais contribuem para o desenvolvimento da hipernocicepcdo (SUN et al., 2018). Apesar das
evidéncias acima destacarem a ativacao do receptor 5-HT3z ap0s a lesdo periférica, no modelo
de empatia utilizado em nosso estudo a observacdo da dor crénica pelo coespecifico também
produz hipernocicep¢do, mesmo na auséncia de injuria tecidual periférica, demonstrando a
primeira evidéncia de que o convivio com coespecifico em dor crénica aumenta a expressao
dos receptores 5-HTz na amigdala.

Sendo assim, sugerimos que convivio com coespecifico em dor crbnica leva a uma
sensibilizacdo das vias nociceptivas, sendo que esta sensibilizacdo ocorre apds estimulo intenso
ou repetitivo do nociceptor, acarretando em um aumento na excitabilidade dos neurdnios das
vias nociceptivas que se dirigem ao SNC. Com essa sensibilizacdo, as fibras A e C

hiperestimuladas passam a gerar potenciais de agdo espontaneos, além de alteracGes no limiar
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da sensibilidade onde as sensac¢fes dolorosas existem, mesmo na auséncia de lesdo periférica
ou estimulos nociceptivos (KOLTZENBURG, et al., 1992; WOOLF et al., 1995).
Sumarizando, a sensibilizacdo central corresponde a uma modificacdo no estado
funcional dos neurdnios e das vias nociceptivas por toda a sua extenséo, causada pelo aumento
na excitabilidade da membrana ou pela reducdo da inibicdo sobre este sistema, sendo que a
evolucdo de quadros algicos cronicos leva a plasticidade do sistema nervoso, levando entéo a
cronificacdo da dor, que pode surgir como resultado de alteracfes nas propriedades dos
neuronios no SNC pelo fendmeno da sensibilizagdo central. A neuroplasticidade altera
profundamente a sensacao dolorosa, contribuindo para muitas sindromes e pode representar um
importante alvo para intervengdes terapéuticas (XIAO et al., 2002; OBATA et al., 2003). Neste
sentido, considerando que o receptor 5-HT3 possui uma importante agdo moduladora da
nocicep¢do no SNC, possui receptores localizados na amigdala (KOYAMA et al., 2017) e sdo
expressos na modulacdo social da nocicepgdo em coespecificos que convivem com um parceiro
em dor cronica, como demonstrado no experimento 1A realizamos o experimento 1B, para a
investigar se o bloqueio deste receptor atenuaria a hipernocicepcéo induzida pelo convivio.

Assim, no experimento 1B observamos que as doses mais altas de ondansetron (1,0 e 3,0
nmol), antagonista dos receptores 5-HT3 (KILPATRICK et al., 1990) intra-amigdala atenua a
hipernocicepcdo induzida pelo convivio no coespecifico CNC, em comparagdo com o
respectivo CNC/veiculo, demonstrando que o0s receptores 5-HTs estdo envolvidos na
modulacdo do processo nociceptivo emocional. Considerando que a reversdo da
hipernocicepcao desencadeada pela administracdo de ondansetron ocorreu apenas nos animais
observadores CNC que conviveram com o coespecifico com constricdo do nervo ciatico, 0s
resultados demonstram que os receptores 5-HT3 da amigdala estdo envolvidos na modulagéo
sensorial da nocicepcdo mas também no controle descendente inibitério da nocicepcao
relacionada ao aspecto emocional.

Levando em consideracdo os resultados do experimento 1B, realizamos o experimento
1C, utilizando injecao intra-amigdala de mCPBG (agonista 5-HT3) (DUKAT et al., 1996) no
intuito de verificar se os receptores 5-HTzalém de estarem envolvidos no controle descendente
inibitério, como observado no experimento 1B, também possam estar envolvidos no controle
descendente facilitatério da nocicepcéo. E estando envolvidas neste controle, esta resposta seria
observada apenas nos animais que conviveram com o parceiro em dor crénica, ou também
modularia as respostas nociceptivas nos animais CS (que conviveram com parceiro Sham). Os

resultados deste experimento demonstraram que a maior dose de mCPBG (20 nmol) acentuou
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a hipernocicepcao apenas nos animais CNC que conviveram com coespecificos com constri¢ao
do nervo ciatico, em comparagdo ao respectivo CNC/salina.

Assim, sugerimos que houve sensibilizagdo nas vias ascendentes nociceptivas
desencadeada pelo convivio, conforme observado no experimento 1A. Além disso, o convivio
aumentou a expressao dos receptores 5-HTs na amigdala, e a ativacdo destes receptores com o
agonista (experimento 1C), desencadeou o aumento da hipernocicepgdo, sugerindo a
participacdo dos receptores 5-HTz desta estrutura no controle descendente facilitatorio da
nocicepcgdo neste processo de empatia.

Nossos achados demonstram que a ativacdo dos receptores 5-HT3 na amigdala contribui
para uma cascata de sinalizagdo que pode estar envolvida nos mecanismos subjacentes ao
controle descendente facilitatério da nocicepgdo. Esses resultados reforcam as evidéncias
crescentes de que os receptores 5-HT3z desempenham um papel importante nos mecanismos
celulares e moleculares, e no desenvolvimento e manutengdo da nocicep¢do (CHEN et al.,
2009), entretanto novos estudos sdo necessarios para elucidar essa cascata.

Trabalhos pré-clinicos demonstraram que a injecdo intratecal do antagonista dos
receptores 5-HT3 induziu reducéo da alodinia mecanica em ratos submetidos a dor neuropatica,
enquanto o agonista destes receptores, mCPBG, exacerbou a alodinia (CHEN et al., 2009;
OATWAY et al. 2004). De acordo com Dogrul et al. (2009), a ativacdo dos receptores 5-HT3
seria responsavel pela facilitacdo da nocicepcéo quando estimulados, enquanto o ondansetron
blogueou a hipernocicepcéo térmica e alodinia quando injetados na medula espinal, sugerindo
que os receptores 5-HT3 séo pro-nociceptivos, localizados em estruturas centrais ou periféricas
(ZEITZ et al., 2002).

Neste sentido, 0 nosso resultado mostrou que o ondansetron intra-amigdala de maneira
dose-dependente, produziu diminuicdo da hipernocicep¢do induzida pelo convivio com o
coespecifico em dor cronica, protocolo de empatia utilizado neste estudo. Resultado semelhante
foi observado pelo nosso grupo de pesquisa, entretanto com administracdo sistémica
(FERRARI; CANTO-DE-SOUZA et al., 2016), sugerindo que o efeito antinociceptivo obtido
se deva ao bloqueio da acdo da serotonina nos receptores 5-HT3z da amigdala, conforme
mostramos no experimento 1B. Em estudos anteriores foi demonstrado que o ondansetron
inibiu as contor¢cdes abdominais induzida pela acetilcolina (MOSER, 1994), impediu o
desenvolvimento de dor cronica em ratos (MCCLEANE et al., 2003), promoveu diminuicdo da
alodinia mecanica em roedores com medula espinhal lesionada (CHEN et al., 2009) e produziu

efeito antinociceptivo avaliado no teste de retirada da cauda (YE et al, 1997). A administracéo
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intratecal de ondansetron reverteu a hipersensibilidade mecénica e ao frio nos testes de Von
Frey e placa fria, respectivamente (COSTA-PEREIRA et al., 2019). Em humanos, o
ondansetron induziu efeito redutor da nocicepcdo (MCCLEANE et al., 2003; AZIMARAGHI
et al., 2014) e reducdo do efeito inflamatério da capsaicina apds administragdo topica
(GIORDANQO et al., 1998).

Embora os efeitos antinociceptivos do ondansetron ja tenham sido relatados na literatura
(ZEITZ et al., 2002; FAERBER et al., 2007; KWAN et al., 2020), especificamente no teste de
contor¢des (MOSER, 1994; PUROHIT et al., 2016), no nosso estudo, o efeito antinociceptivo
do ondansetron intra-amigdala foi observado em camundongos que conviveram com O
coespecifico com dor crénica. Esses resultados indicam que os receptores 5-HT3 da amigdala
participam ndo apenas dos componentes sensoriais da nocicepcao, mas também do componente
emocional induzido pelo modelo de empatia utilizado neste trabalho.

Além do sistema serotonérgico, diversos sistemas de neurotransmissores tém sido
implicados na transmisséo, processamento e controle da nocicepcdo (FIELDS et al., 1991;
JULIUS; BASBAUM, 2001; MILLAN, 2003; BASBAUM et al., 2009). Os neurotransmissores
GABAEérgicos sao inibitérios e estdo amplamente distribuidos no SNC, regulando inimeras
funcoes fisioldgicas, entre elas, ansiedade e nocicepcao (ZEILHOFER et al., 2009; MEHTA et
al., 2019; McDOWELL, 2019). A diminuicdo do ténus inibitorio do GABA é importante para
a evolucdo da nocicepcdo (YOWTAK et al., 2013). Como exemplo, podemos destacar que a
injecdo sistémica de midazolam (agonista GABAa-benzodiazepinico) produziu antinocicepgéo
em camundongos expostos ao teste de contor¢des abdominais (NUNES-DE-SOUZA et al.,
2000; BAPTISTA et al., 2009).

O envolvimento da modulacio GABAGérgica também foi evidenciado apds a
administracao sistémica de midazolam (2,0 mg/kg) atenuar a hipernocicepc¢ao nos animais que
conviveram com par em dor crénica em um protocolo de empatia igual ao utilizado neste
estudo, sugerindo a participacdo desta neurotransmissdo no processo de empatia pela
nocicepcdo (ZANIBONI et al., 2018).

Levando em consideragdo as evidéncias apresentadas acima que apontam a participacéo
dos receptores GABAEérgicos no controle nociceptivo, e o resultado obtido no estudo descrito
por Zaniboni e colaboradores (2018), no experimento 2, realizamos injecdes intra-amigdala de
midazolam (3,0 ou 30,0 nmol) e observamos que ambas as doses diminuiram o namero de
contorcBes em animais que conviveram com coespecifico CNC em comparagdo com o

respectivo CNC/salina. Cabe ressaltar que as doses de midazolam utilizadas no presente estudo
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ndo interferiram na atividade locomotora dos animais CNC ou CS, semelhante ao relatado em
outros estudos (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; BARBALHO et al., 2009; ZANIBONI et al.,
2018).

Embora evidéncias ja tenham destacado a diminui¢do da nocicepcdo produzida pelo
midazolam nos animais ap0s aplicacdo do estimulo nociceptivo (CHIBA et al, 2009; IKRAM
et al., 2020) e que os receptores GABAa na amigdala modulam a nocicepcao sensorial e afetiva
em ratos com neuropatia (PEDERSEN et al., 2007), nenhum estudo ressaltou o efeito do
tratamento intra-amigdala de midazolam considerando a influéncia emocional sobre a
nocicepc¢do, como avaliado no modelo utilizado neste trabalho.

Bartal e colaboradores (2016) demonstraram que ratos exibem comportamento empatico
quando observam animais da mesma espécie em condi¢cdes de contencdo e estresse ndo
doloroso, agindo de maneira determinada para acabar com esse sofrimento (BARTAL et al.,
2016). No mesmo estudo, foi demonstrado atenuacdo do aspecto emocional em relagdo ao
comportamento prd-social, uma vez que os ratos que foram tratados com midazolam n&o
desempenharam a tarefa de auxiliar o coespecifico que estava em um tubo de contencdo. Os
autores concluiram que, para esse tipo de comportamento ocorrer em animais, € necessario a
presenca do aspecto emocional, que foi atenuado pelo midazolam (BARTAL et al., 2016). Os
resultados mencionados fortalecem a participacdo da modulacdo GABAérgica no contagio
emocional e também a relevancia do aspecto emocional para a ocorréncia destes
comportamentos em animais.

Conforme descrito em outros trabalhos, o midazolam intra-amigdala, além do efeito
antinociceptivo, também exerce efeito ansiolitico (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000;
BARBALHO et al., 2009; BAPTISTA et al., 2009). Posteriormente, verificou-se uma
atenuacdo dos comportamentos relacionados a ansiedade apds administracao intra-amigdala de
midazolam (3,0 e 30,0nmol) em camundongos que conviveram com coespecificos em condicéo
de dor cronica e foram submetidos ao teste do LCE (CARMONA et al, 2016). Estes dados
demonstraram que 0s comportamentos do tipo ansiogénicos induzidos pela convivéncia com
coespecifico em dor crénica sdo atenuados pelo midazolam, em conjunto com os resultados do
experimento 2, confirmam os achados sobre os efeitos ansioliticos e antinociceptivos
promovidos pelo midazolam diante de influéncia emocional no modelo que utilizamos.

Nesse sentido, no experimento 2 demonstramos que 0s receptores GABAAa-

benzodiazepinicos da amigdala participam da modulacdo da empatia pela nocicepcdo em
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camundongos que conviveram com coespecifico na condicdo de dor neuropética e que essa
estrutura subcortical modula a resposta emocional a nocicepgéo.

Vaérios relatos na literatura tém demonstrado a existéncia da interacdo entre 0s sistemas
serotonérgico e GABAérgico (KOYAMA et al., 2000; KOYAMA et al., 2017). Os dois
sistemas estdo envolvidos na modulagdo da nocicepgéo e transtornos de ansiedade (KLEIN et
al., 1994). Ambos os receptores 5-HTz e GABAA pertencem & mesma familia de receptores
ligantes-idnicos. Os receptores 5-HT3 sdo canais de ions dependentes de neurotransmissores
pertencentes ao membro da familia de receptores de Cys-loop, incluindo GABAA, acetilcolina
nicotinica e receptores de glicina (MILLAN et al., 2003; FUKUSHIMA et al., 2009; KOYAMA
et al., 2017). Devido a essas semelhancas, muitos farmacos que atuam em um tipo de receptor
geralmente atuam em outros receptores desse grupo. Por exemplo, alguns antagonistas do
receptor 5-HT3 atuam no complexo receptor GABAA,, além de seus efeitos no receptor 5-HTs
(KLEIN et al., 1994; BALAKRISHNAN et al., 2000).

Respostas excitatdrias rapidas mediadas por receptores 5-HT3 foram relatadas em varias
regides encefalicas e nos neurdnios da amigdala. Essa transmisséo sinéptica rapida é importante
no reflexo emeético e na resposta nociceptiva e contribui para a diversidade funcional na
inervacao serotonérgica. O receptor 5-HT3é permeavel aos cations (Na*, K*) e, portanto, a sua
ativacdo resulta na despolarizacdo da célula alvo (KOYAMA et al., 2017).

Baseado no fato de que em diversas situacdes faz-se necessario o uso de dois ou mais
medicamentos para se obter uma resposta clinica adequada e que a administracdo de varios
farmacos pode ocorrer também quando ha a presenca de vérias patologias, resultando muitas
vezes em terapia ineficaz, ou mesmo em reacGes adversas com diferentes graus de gravidade
(DELUCIA et al, 2014), é consideravel na area clinica saber se 0 uso de varios farmacos
concomitantemente em um determinado paciente tem potencial de interagdo, ou seja, a
possibilidade de um farmaco poder alterar a intensidade do efeito farmacolégico de outro
farmaco administrados juntos (RANG et al, 2012).

Apesar de alguns problemas relacionados aos farmacos serem inesperados, muitos estao
associados a acdo farmacologica e, algumas vezes, podem ser previstos e evitados. Entretanto,
na pratica clinica, esta informacdo prévia pode ndo ser suficiente, pois, muitas vezes, 0s
pacientes utilizam varios medicamentos, acarretando em baixa previsdo da acdo do farmaco.
As interacdes indesejaveis sdo as que determinam reducdo do efeito ou resultado oposto ao

desejado, aumentando a ocorréncia de efeitos adversos e sem beneficio terapéutico. As
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interagdes que resultam em reducdo da atividade do farmaco e na perda da eficacia sdo dificeis
de detectar e podem ser responsaveis pela progressao da doenca (SEHN et al., 2003).

O risco de interacdo farmaco-farmaco aumenta com o nimero de medicamentos usados,
ocorrendo em 13% dos pacientes utilizando dois medicamentos e 85% em pacientes utilizando
mais de seis medicamentos (MAZZOLA et al, 2011). O midazolam (8,3%) &cido
acetilsalicilico (6,86%) fentanil (6,50%) e a dipirona (6,14%) estdo entre os mais envolvidos
com as interacfes medicamentosas, sendo que a associa¢ao do midazolam e fentanil (analgésico
opidide) pode resultar em depressdo respiratéria grave (MAZZOLA et al., 2011). O uso de
benzodiazepinicos, como o midazolam com anti-histaminicos devem ser prescritos com
cautela, pois 0 aumento da sedacdo com a administracdo de ambos os farmacos seré observado
(SOARES et al., 2014). Assim, é importante ressaltar que sdo necessarios mais estudos sobre
as interacOes farmacologicas, com o objetivo de diminuir os efeitos adversos relacionados a
associagdo medicamentosa.

Baseado nas evidéncias acima, sobre o risco de potenciais interacbes medicamentosas,
um dos objetivos deste estudo foi elucidar através do modelo de empatia pela nocicepcdo as
interacdes entre a serotonina e 0 GABA e considerando que estudos sugerem a existéncia de
mecanismos serotonérgicos e GABAérgicos independentes, porém correlacionados em
modular a nocicepcdo, nossa hipotese foi baseada na informacdo de que antagonistas de
receptores 5-HTz poderiam bloquear a agdo antinociceptiva induzida por agentes
GABAEérgicos, realizamos o Experimento 3 no intuito de investigar o envolvimento destes
sistemas na modulacdo social da nocicepcao. E assim, observamos que o pré-tratamento intra-
amigdala com ondansetron (0,3 nmol) utilizando a dose sem efeitos intrinsecos a resposta
nociceptiva, como observado no experimento 1B, foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo
produzido pelo tratamento com midazolam (3,0 nmol), em camundongos apos o convivio com
o0 coespecifico em condicdo de dor crénica, sem alterar a resposta nociceptiva nos coespecificos
CS.

Evidéncias sugerem que os receptores 5-HTs, localizados no corpo dos interneurdnios
GABAérgicos, presentes em estruturas do sistema limbico, como substancia cinzenta
periaquedutal, hipocampo e amigdala, quando ativados, aumentam a transmissao sinaptica
inibitéria do GABA, ou seja quando ocorre 0 bloqueio deste receptor, consequentemente
acarretard em uma diminuicdo da transmissdo sinaptica inibitéria do GABA
(KATSURABAYASHI et al., 2003; HUANG; SCHEIFFELE, 2008). Assim, como observado
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neste estudo, o ondansetron antagonizou os receptores 5-HTs, e como resultado da interacéo
entre as duas neurotransmissdes o midazolam diminuiu o efeito inibitdrio.

E importante ressaltar que os receptores 5-HTs controlam o sistema GABAérgico e
sugere-se que essa interagdo com outros sistemas de neurotransmissores seja um mecanismo de
efeito primério para ligantes 5-HT3 (MIQUEL et al., 2002). Consequentemente, 0 aumento da
inibicdo GABAGérgica com a ativacdo dos receptores 5-HTz pode apresentar uma fungéo
reguladora do funcionamento do cérebro (MORALES; BLOOM, 1997), preconizando que 0s
receptores 5-HTs em ratos participam de um circuito de inibicdo e desinibicdo em estruturas
limbicas, através de um mecanismo compensatorio (MORALES; BLOOM, 1997).

Evidéncias sugerem que os efeitos terapéuticos observados com a administragdo de
ondansetron parecem depender da interacdo com o sitio GABAAa-Benzodiazepinico. Uma
possivel explicacdo para algumas das sobreposicdes na atividade comportamental entre
antagonistas dos receptores 5-HT3 e benzodiazepinicos € que 0s antagonistas dos receptores 5-
HT3z atuam no complexo receptor GABAAa-benzodiazepinico, além de seus efeitos sobre o
receptor 5-HTs (ZEITZ et al., 2002). Alhaider e colaboradores (1991) demonstraram que
antagonistas GABA podem bloquear a acdo de agonistas de 5-HT3. Além disso, o bloqueio dos
receptores do tipo 3 da serotonina inibe a nocicepc¢éo pela ativacdo de interneurdnios inibitérios
(ALHAIDER et al., 1991). Além do mais, interneurénios GABAEérgicos que expressam 5-HT3
foram localizados em somatodentritos, onde regulam a excitabilidade dos interneurdnios
GABAérgicos e também no terminal pré-sinaptico, onde regulam a liberacdo do GABA
(FUKUSHIMA et al., 2009).

Estudos crescentes tém demonstrado que o ondansetron apresenta potencial
anticonvulsivante em crises epiléticas, pois possui potente atividade anticonvulsivante em ratos
e potencializa ainda mais a atividade anticonvulsivante da fenitoina, farmaco amplamente
utilizado em crises convulsivas. Este efeito do ondansetron ocorre devido ao perfil de sua curva
dose resposta. Doses relativamente baixas de ondansetron podem bloquear preferencialmente
receptores 5-HT3 para suprimir a excitacdo de neurénios GABAérgicos (MORALES; BLOOM
1997) e desinibir células piramidais glutamatérgicas para fornecer eficacia terapéutica. Doses
intermediarias de ondansetron podem saturar a ligacao a receptores 5-HT3 em regibes corticais
e limbicas e levar a uma resposta compensatdria dos neurdnios GABAérgicos que se traduz em
uma eficacia de resposta no nivel comportamental (KWAN et al., 2020). Em altas doses, 0

ondansetron pode atingir niveis suficientes no cérebro para antagonizar os receptores 5-HTs
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presentes em regides de menor densidade, como o nlcleo accumbens e pode estar subjacente a
sua eficacia na inibicdo da sensibilizacdo a drogas de abuso (KING et al. 2000).

Diante das evidéncias acima, podemos sugerir que os resultados do experimento 3 vdo ao
encontro destes dados pois, a dose de 0,3nmol de ondansetron utilizada neste experimento, foi
uma dose desprovida de efeito intrinseco na resposta nociceptiva, conforme observado no
experimento 1B. A dose de ondansetron utilizada (0,3nmol) é considerada baixa e quando foi
combinada com a dose de 3,0 nmol de midazolam, foi capaz de bloguear os receptores 5-HTs,
provavelmente localizados em interneurdnios GABAérgicos na amigdala, o que acarretou na
atenuacdo da resposta inibitéria do midazolam, facilitando a apresentacdo da resposta
nociceptiva induzida pelo acido acético. Ja as doses intermediarias de ondansetron (1,0 e
3,0nmol), utilizadas no experimento 1B, ocuparam os receptores 5-HT3 na amigdala e
produziram atenuagdo da nocicepcdo em animais que conviveram com coespecificos com dor
crénica, provavelmente devido a saturagdo dos receptores nessa area limbica, levando entéo a
uma resposta compensatoria como mencionado acima.

Dados da literatura apontam uma estreita relacdo entre a dor crbnica e transtornos
emocionais, sendo que alguns autores sugerem que as duas condi¢des coexistem e que uma
agrava a experiéncia da outra. Nas ultimas décadas, o uso de psicofarmacos para o tratamento
de distarbios emocionais aumentou consideravelmente, sendo que o crescimento do consumo
dos benzodiazepinicos foi entre 1960 e 1980. No Brasil, estima-se que atualmente 3,3% da
populacdo adulta faga uso regular ou esporadico de benzodiazepinicos, entre eles 0 midazolam,
farmaco utilizado neste estudo (GALDUROZ et al., 2005). Atualmente, em virtude dos efeitos
colaterais do uso prolongado dos benzodiazepinicos como o desenvolvimento de tolerancia e a
dependéncia, estes farmacos tém sido utilizados como tratamento coadjuvante associado aos
antidepressivos inibidores seletivos das monoaminas nos transtornos cronicos de ansiedade. No
tratamento do transtorno da ansiedade, € comum prescritores associarem 0 uso dos
benzodiazepinicos no inicio do tratamento junto com inibidores seletivos de recaptacdo de
serotonina, para alivio dos sintomas em curto prazo, como nos casos graves, associados a
insdnia ou sintomas psicossomaticos (EL-GUEBALY, et al., 2010).

Deste modo, entender como as interagdes entre o0s sistemas serotonérgico e GABAEérgico,
aqui representados pelo ondansetron e midazolam, respectivamente ocorrem, é de extrema
importancia para uma eficacia terapéutica e uma melhor compreensdo do processo terapéutico,

evitando assim que a acdo de um farmaco seja alterada pelo outro farmaco administrado
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concomitantemente, podendo aumentar ou reduzir a atividade um do outro, evitando assim o
risco de efeitos adversos (SADOCK, et al., 2018).

A constante investigacdo farmacoldgica resulta de um interesse para encontrar novas
familias de farmacos analgésicos que ndo causem efeitos colaterais ou minimos efeitos
indesejaveis e apresente poténcia relevante (SBEC, 2019). De maneira geral, os canabinoides
apresentam-se como um novo sistema de neuromodulacéo central e periférico, devido a seus
receptores CB1 e CBy, além de seus analogos serem comparados a a¢ao analgésica dos opidides.
A atividade antinociceptiva dos canabinoides esta associada a receptores do tipo canabindides
ou também por sua ligacdo com receptores de serotonina e vanildide (PERTWEE, 2001;
RIBEIRO, 2019).

De fato, a falta de eficacia das farmacoterapias convencionais para reduzir a dor e 0s
efeitos colaterais significativos associados aos medicamentos disponiveis, aumentam oS
esforcos de descoberta de medicamentos para atuarem como novos analgésicos. Pesquisas pre-
clinicas demonstram a eficacia dos canabinoides em modelos de roedores com dor inflamatéria
aguda e cronica, bem como dor neuropatica (RICHARDSON, 2000). Em comparagéo, poucos
estudos publicados examinaram os efeitos antinociceptivos de canabindides em primatas néo
humanos. No paradigma de retirada da cauda da agua quente do macaco rhesus, o canabindide
enddgeno anandamida, o constituinte ativo priméario da Cannabis A49-tetra-hidrocanabinol
(THC) e o agonista sintético do receptor canabindide WIN55,212-2 produziram efeitos
antinociceptivos dose-dependentes (VIVIAN et al., 1998; MANNING et al., 2001).

Contribuicdes de diversas pesquisas discorrem sobre o efeito analgésico de canabinoides
em patologias humanas, incluindo dor associada a diabetes, quimioterapia, esclerose multipla
e fibromialgia (LYNCH; WARE, 2015; WHITING et al, 2015). Além do crescente interesse
em potenciais efeitos terapéuticos do canabidiol, incluindo o Sativex, um medicamento que
contém aproximadamente partes iguais de THC e canabidiol. Estudos pré-clinicos sdo relatados
na literatura, testando combinacdes de THC e canabidiol, demonstram efeitos anti-
inflamatérios (MALFAIT et al,, 2000; LODZKI et al., 2003; XIONG et al., 2012) e
antinociceptivos (LANGFORD et al., 2013; LEHMANN et al., 2016; KING et al., 2017).

Utilizando abordagens genéticas e farmacoldgicas complementares, componentes
distintos do sistema endocanabinoide, ou seja, receptores e enzimas reguladoras de
endocanabinoides, surgiram como alvos promissores no tratamento da dor neuropatica
(GUINDON; HOHMANN, 2009; RAHN; HOHMANN, 2009). Neste sentido, modelos animais

tém sido utilizados em varios estudos gque investigam canabinoides em modelos experimentais
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de dor neuropética. Os resultados desses estudos destacam papéis potencialmente importantes
do sistema endocanabinoide na fisiopatologia da dor neuropética e possiveis alvos terapéuticos
para tratar essas condi¢cdes (DONVITO et al., 2018).

Ressalta-se que o canabidiol tenha atividades analgésicas, antiinflamatorias,
anticonvulsivas e ansioliticas significativas sem o efeito psicoativo do THC (COSTA et al.,
2007). De fato, o canabidiol se comporta como um modulador alostérico negativo ndo
competitivo do receptor CB: e reduz a eficacia e poténcia do THC. Possui baixa afinidade com
0 receptor CB: (Ki= 4350uM) e apresenta pouca atividade agonista (PERTWEE, 2008;
LAPRAIRIE et al., 2015; CASCIO et al., 2017). O canabidiol também regula a percep¢édo da
dor, afetando a atividade de um numero significativo de outros alvos, incluindo receptores
acoplados & proteina G ou ndo, como 5-HT1a, canais idnicos, como TRPV1, receptores de
glicina, 5-HT3 e receptores nucleares, além de inibir a captacdo da enzima amido hidrolase de
acido graxo (FAAH) (RUSSO et al., 2007; STATON et al., 2008; AHRENS et al., 2009; DE
PETROCELLIS etal.,, 2011; BURSTEIN, 2015; MORALES et al., 2004; 2017). Além do mais,
todos esses receptores representam alvos potencialmente atraentes para o uso terapéutico do
canabidiol no tratamento da nocicepcao.

Considerando estas evidéncias, 0s experimentos 4 e 5 investigaram o papel do canabidiol
(experimento 4) e sua interacdo com 0 receptor serotonergico 5-HTs (experimento 5) na
hipernocicepcao induzida pelo convivio com coespecifico em dor crénica. Os resultados do
experimento 4 demonstram que o canabidiol (30 nmol) intra-amigdala atenuou a
hipernocicepcao induzida pelo convivio com parceiro em dor cronica, quando comparado com
0 seu respectivo grupo CNC/veiculo. Este efeito ndo foi observado nos animais que conviveram
com o coespecifico CS, ressaltando assim a influéncia do sistema canabindide na modulacéo
do componente emocional sobre a nocicepg¢édo avaliada no modelo deste estudo.

A alta densidade de receptores CB: na amigdala foi confirmada através de
imunoistoquimica utilizando um anticorpo purificado por afinidade direcionado contra 0s
ultimos 15 aminoacidos do receptor CB; de rato (ROCHE et al., 2010). Os receptores CB: séo
expressos em altos niveis nos nucleos lateral e basal, mas estdo em baixa densidade no nicleo
central e no nicleo medial. A expressédo de CB1 também foi identificada em uma subpopulacéo
de interneurdnios GABAérgicos (ROCHE et al., 2010). Manning e colaboradores (2001) e
(2003) demonstraram em primatas ndo humanos e roedores, que a amigdala é necessaria para a
expressdo da antinocicepc¢do induzida por canabinoides. O efeito antinociceptivo do agonista

canabindide WIN55,212-2 nos testes de retirada da cauda e formalina na pata foi
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significativamente reduzido apos lesdes bilaterais com muscimol do complexo amigdaloide. E
apesar da ampla densidade dos receptores CB1 na amigdala ndo foram encontradas evidéncias
demonstrando o envolvimento do canabidiol microinjetado na amigdala na modulacdo
nociceptiva, fortalecendo ainda mais o desenvolvimento deste estudo. Portanto, mais estudos
serdo necessarios para investigar os efeitos das injecdes de canabidiol na amigdala e em outras
estruturas encefalicas envolvidas na modulacéo da nocicepgéo.

Estudo demonstrando a agdo antinociceptiva do agonista canabinoide WIN55,212-2 na
amigdala, em roedores avaliados no teste de retirada da cauda também foi relatado por Connel
e colaboradores (2016), evidenciando o papel da amigdala na modulacdo da sensibilidade a
nocicepgdo. A sinalizacdo endocanabinoide na amigdala também medeia a extingdo de
memorias aversivas, sugerindo que os endocanabinoides modulam mdaltiplas respostas ao
estresse por meio de a¢des nesta estrutura (CONNEL et al., 2006).

Estudos evidenciando a participacdo de outras areas encefalicas e os efeitos do tipo
ansioliticos do CBD (15, 30 ou 60 nmol) foram relatados quando injetado no ndcleo leito da
estria terminal e intra-SCP dorsolateral de ratos submetidos ao LCE e ao teste de conflito de
Vogel (CAMPOS et al., 2008; GOMES et al., 2011). A microinjecdo de canabidiol (30nmol)
no coértex pré-frontal na sub-regido pré-limbica, reduziu o congelamento induzido pela
reexposicdo ao contexto aversivo condicionado (LEMOS et al., 2010). Em relacdo a
nocicepc¢do, Genaro e colaboradores (2017) demonstraram que inje¢des intra-cértex cingulado
anterior de canabidiol reduziram a alodinia mecanica apds incisdo plantar, sugerindo que o
canabidiol influencia diferentes dimensdes da resposta a uma incisao cirdrgica na pata de ratos,
e 0s resultados sugerem o cdrtex cingulado anterior como uma das regides encefalicas a partir
da qual o canabidiol evoca efeitos antinociceptivos (GENARO et al., 2017).

A relacdo da literatura acerca dos efeitos do canabidiol, o papel da amigdala nos processos
nociceptivos, além dos resultados do experimento 4, demonstrando a participacao do canabidiol
microinjetado na amigdala no processo de empatia pela nocicepc¢do, nos fez consideramos
realizar o experimento 5, e verificar se o efeito antinociceptivo do canabidiol encontrado no
experimento 4 poderia ser atenuado pela prévia administracdo intra-amigdala de ondansetron
(antagonista dos receptores 5-HT3).

Nossa hipdtese baseia-se em evidéncias demonstrando que derivados canabinoides agem
em um determinado local modulador do préprio receptor 5-HTs, considerando alternativas de
que a ligacdo de canabinoides a este local pode inibir correntes através do poro do receptor, por

exemplo, seja por um poro de canal aberto ou por uma interacao alostérica inibidora que leva a
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alteracdo nos mecanismos de bloqueio ou fechamento do canal, ou seja, quando o antagonista
competitivo 5-HT3 ocupa o receptor, a inibi¢do alostérica ndo ocorre devido ao fechamento do
canal (BARANN et al., 2002; PERTWEE, 1997; 2000). Estudos anteriores mostraram que
antagonistas do receptor 5-HT3 e canabindides produzem efeitos farmacoldgicos similares, tais
como a analgesia e antiemese (YANG et al., 2010).

O receptor 5-HT3z é reconhecido ndo apenas por modular compostos derivados de
canabindides, como agonistas do receptor CB1, mas também antagonistas do receptor CB;,
como o composto LY320135 (FELDER et al., 1998). O LY320135 (antagonista CB1) possui
um efeito inibitorio classico dos antagonistas do receptor canabindide CB: (ki: 141.0nM),
porém também atua no sitio modulador alostérico do receptor 5-HT3 (ki: 523.2nM). O agonista
CBg1, WIN55,212-2, (ki:103.5 nM) também atua no sitio modulador alostérico do receptor 5-
HTs (ki: 17.4 nM). Sendo assim, o sitio modulador alostérico do receptor 5-HTs pode ser
considerado como um alvo para uma nova classe de drogas usadas, por exemplo, para o controle
da nocicepcdo (RINALDI-CARMONA et al., 1996; GODLEWSKI et al., 2003).

Neste contexto, os resultados do experimento 5 demonstraram que o pré-tratamento intra-
amigdala com ondansetron na dose de 0,3 nmol (uma dose sem efeitos intrinsecos a resposta
nociceptiva, como observado no experimento 1B), previne a atenuagdo da hipernocicep¢édo
induzida pelo tratamento com canabidiol na dose de 30 nmol (dose com efeito antinociceptivo,
como observado no experimento 4), avaliados na empatia relacionada a nocicepcdo em
camundongos gque conviveram com coespecifico em dor crénica; efeito este observado apenas
nos animais que conviveram com coespecifico CNC e sem alteracdo na resposta nociceptiva
nos coespecificos que conviveram com par Sham.

Os resultados obtidos com a administracdo combinada intra-amigdala de ondansetron
seguido de canabidiol, fortalecem o envolvimento dos sistemas serotonérgico e canabinoide da
amigdala na modulacdo da nocicepcdo induzida pelo convivio com o coespecifico com dor
crénica em camundongos. Os resultados obtidos (Experimento 5) corroboram com outros
estudos clinicos (WADE et al., 2003; RYZ et al., 2017) e pré-clinicos (COSTA et al., 2007;
WARD et al., 2014; PHILPOTT et al., 2017) que destacaram a capacidade do CBD em atenuar
a nocicepc¢do. A amigdala é uma estrutura importante na modulacdo ascendente e descendente
que medeia a analgesia. O agonista dos receptores CB1 (WIN55,212-2) quando microinjetado
no ndcleo central e basolateral da amigdala aumentou significativamente a laténcia de retirada
da cauda em ratos Sprague-Dawley, sugerindo assim, que os efeitos analgésicos dos

canabinoides sdo mediados em parte por suas aces na amigdala (MARTIN et al., 1999).



89

Hasanein et al. (2007) mostraram que a administragdo intra-amigdala de WIN55,212-2
aumentou a laténcia de retirada da cauda e diminuiu 0s comportamentos relacionados a dor nas
duas fases do teste de formalina. Esses efeitos foram revertidos pelo AM251 (antagonista do
receptor CB1). Manning et al. (2001) mostraram que o efeito antinociceptivo do agonista
WINS55,212-2 foi reduzido em macacos rhesus com lesdes bilaterais do complexo amigdaloide.
Estes achados demonstram que a amigdala contribui para a producdo de antinocicepgdo
induzida por canabinoides em primatas ndo humanos e roedores.

Dentro desse contexto, evidéncias a respeito da interacdo destas neurotransmissdes
sugerem que o canal idnico do receptor 5-HTz é um local afetado pelos agonistas de
canabinoides no sistema nervoso, e a acdo dos agonistas de canabinoides nos receptores de 5-
HT3 pode ser um mecanismo possivel para explicar alguns dos efeitos comportamentais dos
canabinoides, como antiemese e analgesia (FAN, 1995).

Assim, levando em consideragéo as evidéncias acima, observamos em nosso estudo que
a administracdo combinada de ondansetron (0,3 nmol) com veiculo intra-amigdala néo
apresentou efeito intrinseco quando o convivio foi realizado com o coespecifico com dor
crénica (CNC) e sem dor (CS), assim como no experimentolB, e a injecdo intra-amigdala de
canabidiol acarretou em atenuacéo da hipernocicepcao induzida pelo convivio com par em dor
crénica, como no experimento 4. Deste modo, provavelmente a atenuagdo da hipernocicepcao
seja decorrente da inibi¢do da acdo da enzima FAAH, facilitando consequentemente o aumento
da concentracdo de endocanabinoides na fenda sinaptica (RUSSO et al., 2007; DE
PETROCELLIS et al, 2011). Os endocanabinoides apresentam alta afinidade para os
receptores 5-HTs (XIONG et al., 2008), e parte dos efeitos terapéuticos dos canabinoides,
enddgenos ou sintéticos, sdo decorrentes da inibicdo da degradacdo dos endocanabinoides via
FAAH, agindo alostéricamente nos receptores 5-HT3 (YANG et al., 2010), uma vez que esta
inibicdo alostérica é considerada por alguns autores o mecanismo de acdo principal dos
compostos canabinoides (BARANN et al., 2002; PERTWEE, 2009; YANG et al., 2010).

O canabidiol é considerado um modulador alostérico negativo, ou inibitorio, ou seja,
age diminuindo a afinidade do agonista enddgeno (serotonina) com o receptor 5-HT3. Neste
sentido, no intuito de verificar a modulacdo entre os receptores 5-HTz e o canabidiol,
observamos que a administracdo de ondansetron, antagonista potente, seletivo e competitivo
dos receptores 5-HT3 (MILNE et al., 1991), prejudicou a resposta antinociceptiva do canabidiol,
provavelmente por bloquear seu sitio ortostérico, impedindo assim a ligacdo do canabidiol ao

seu sitio alostérico, através da alteragdo da conformacdo do receptor, influenciando assim a
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ligagdo do canabidiol ao sitio alostérico (BARANN et al., 2002). Portanto, sugerimos que no
experimento 5, a acdo do canabidiol foi impedida devido a presencga do antagonista ondansetron
(administrado previamente) que competiu pelo mesmo receptor com o canabidiol,
demonstrando que o canabidiol pode produzir efeitos farmacoldgicos antinociceptivos em parte
via receptores 5-HT3 (YANG et al., 2010). Estes resultados reforcam a hipétese inicial do
trabalho de que o canabidiol atenuaria a hipernocicepcdo induzida pelo convivio e que os dois
sistemas (serotonérgico e canabinoide) na amigdala estéo interagindo na modulac&o social da
nocicepcéo.

Evidéncias anteriores ja destacaram que antagonistas 5-HT3z e compostos canabinoides
produzem efeitos farmacoldgicos semelhantes, como analgesia e antiemese (YANG et al.,
2010), e que propriedades ndo psicotropicas do canabidiol podem ser explicadas por uma
afinidade muito baixa com os receptores CB1 e CB2 (MECHOULAM et al., 2007). No entanto,
0 canabidiol continua a ter efeitos antieméticos, provavelmente devido a sua acdo no receptor
5-HTs. Godlewski et al. (2003) também evidenciaram que o antagonista seletivo dos receptores
CB:1 (SR141716A) néo antagonizou o efeito inibitorio do agonista CB1 (WIN 55,212-2), devido
a sua agdo nos receptores 5-HT3; além disso antagonistas canabinoides podem bloquear o efeito
do mCPBG (agonista 5-HT3) (GODLEWSKI et al., 2003).

Neurdnios com dupla marcagdo para 5-HT3a/CB1 foram encontrados na amigdala,
demonstrando que a analise da proporc¢édo de neurénios que co-expressam 0s receptores 5-HT3
e CB1 na amigdala mostrou que, dependendo da regido do cérebro, 37-53% de todos 0s
neurdnios que expressam 5-HTs também expressavam o receptor CB1; 16 a 72% da populagédo
total de neurdnios que expressam o RNA mensageiro (RNAm) de CB; co-expressaram o
receptor 5-HT3. Usando uma combinacdo de hibridizag&o dupla in situ e imunoistoquimica, o
estudo demonstrou que 0s neurdnios que expressam 5-HT3/CB;1 continham o neurotransmissor
inibitorio GABA (MORALES et al., 2004). Assim, estes resultados mostram a co-expressao de
RNAmM de 5-HTz: e CB: em neurdnios GABAérgicos na amigdala e sugerem que 0S
canabinoides e a serotonina podem regular o controle inibitério tébnico no mesmo subconjunto
de neurdnios da amigdala (KOYAMA et al., 2000).

Contribuicdes de diversas pesquisas demonstram que as fibras serotonérgicas dos nicleos
da rafe direcionam preferencialmente interneurénios GABAEérgicos em areas limbicas, como
por exemplo, o cortex pré-frontal, o hipocampo e o complexo amigdaloide (SMILEY e
GOLDMAN-RAKIC, 1996; GULYAS et al., 1999; MASCAGNI; MCDONALD, 2007).

Nessas estruturas, a expressdo de receptores 5-HT3 € restrita aos mesmos interneurdnios
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GABAérgicos (MORALES et al., 1996; MORALES; BLOOM, 1997), indicando que o0s
receptores 5-HT3z podem controlar a excitabilidade das redes neuronais corticais e subcorticais
por meio de transmissdo sinaptica rapida via interneurénios GABAérgicos (FEREZOU et al.,
2002; PUIG et al., 2004). Os receptores CB1 também sdo expressos pelos mesmos
interneurdnios nessas regides do encéfalo (HAJOS et al., 2000; BODOR et al., 2005). Os
achados sugerem que as fibras serotonérgicas originadas da rafe aumentam a liberacdo de
GABA na amigdala e esse efeito é controlado pela sinalizacdo retrégrada mediada pelos
endocanabinoides (MIKICS et al., 2009).

Esses achados revelam uma interacdo funcional entre o receptor 5-HTs e a sinalizagdo
canabindide, propondo que o substrato dessa interacdo seja uma rede compreendendo neur6nios
serotonérgicos da rafe e contendo interneurénios GABAérgicos da amigdala, lembrando que a
interacdo entre estes sistemas pode depender da espécie, cepa e expressao dos receptores 5-HT3
e CB1 (MIKICS et al., 2009).

Levando em consideracdo o importante papel da neurotransmissdo serotonérgica na
modulacdo das emocdes e psicopatologias como, por exemplo, ansiedade e depressao, e
nocicepcdo, os resultados do presente estudo destacaram o envolvimento dos sistemas
serotonérgico-GABAérgico e serotonergico-canabinoide da amigdala no processo de
modulacéo social da nocicepcéo. Considerando que a empatia é essencial para a vida social,
torna-se evidente que o estabelecimento das bases neurais envolvidas nesta resposta pode
promover conhecimento mais robusto sobre o proprio processo da empatia e possibilitar
tratamento para individuos que sofrem de transtornos com empatia diminuida (PRESTON; DE
WAAL, 2002; SHAMAY-TSOORY, 2011).

Portanto, estudos futuros nesta area sdo necessarios para esclarecer quais as outras
neurotransmissdes e estruturas encefalicas envolvidas na modulacdo da empatia relacionada a

nocicep¢do em camundongos que convivem com coespecifico em dor crénica.
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6. CONCLUSAO
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O conjunto destes resultados contribui para fortalecer a hipotese da influéncia de estados
emocionais nos comportamentos de roedores. Os resultados obtidos sobre a modulagdo da
nocicepgdo induzida pelo convivio com coespecifico em dor crénica podem estar
intrinsicamente associados ao estado emocional do coespecifico constrito, visto que por meio
de mecanismos de percep¢do-acdo, 0 sujeito passa a experienciar um estado emocional ou
nociceptivo similar daquele que observa, como demonstrado neste estudo, que o convivio com
coespecifico em dor cronica produz hipernocicepcéo.

Os resultados obtidos sugerem que, a amigdala tem um papel importante na modulacao
das respostas nociceptivas sensoriais e emocionais, e que a hipernocicep¢do induzida pelo
convivio com parceiro em dor crdnica, promoveu aumento na expressao dos receptores
serotonérgicos 5-HT3 nos nucleos basolateral e central do complexo amigdaléide em ambos os
hemisférios, sugerindo que estes receptores juntamente com outras redes de neurbnios
envolvidos medeiam a resposta emocional nociceptiva.

Além disso, os resultados demonstraram que o0s tratamentos intra-amigdala com
ondansetron (experimento 1B), mCPBG (experimento 1C), midazolam (experimento 2) e
canabidiol (experimento 4), podem reverter o padrdo nociceptivo, seja através de atenuacdo ou
acentuacdo da nocicepc¢édo presente nos animais submetidos ao protocolo de convivéncia com a
nocicep¢do. Assim como as interaces observadas nos experimentos 3 e 5, mostraram que 0
bloqueio dos receptores 5-HTs com ondansetron (0,3 nmol, dose desprovida de efeito),
combinado com midazolam (3,0 nmol) ou canabidiol (30 nmol), atenua a antinocicepc¢éo
produzida pelo midazolam e canabidiol, respectivamente, nos camundongos apos convivio com
coespecifico constrito.

Sumarizando, o0s resultados demonstram o envolvimento das neurotransmissdes
serotonérgica, GABAEérgica e endocanabinoide da amigdala e a interacdo entre estas
neurotransmissGes na hipernocicepcdo induzida pelo convivio com coespecifico em dor

cronica.
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Certificamos que & proposta intitulada "Empatia para dor: envolvimento das neurotransmissdes serotonérgica e gabaérgica do
complexo amigdaldide no convivio com um coespecifico em quadro de dor crénica.”, protocolada sob o CEUA n® 8863220217 1o
poassl), 50b a responsabilidade de Ligia Renata Rodrigues Tavares e equipe; Azair Liane Matos do Canto de Souza; Daniela
Baptista de Souza - que envolve a producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesguisa cientifica ou ensino - esti de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Sdo Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de 06/03/2017.

We certify that the proposal "Empathy for pain: involvement of the serotonergic and gabaergic neurotransmissions of the
amygdaloid complex in the coexistence with a co-specific in chronic pain.”, utilizing 284 Heterogenics mice (284 males), protocol
number CEUA 8863220217 o ooossx, under the responsibility of Ligia Renata Rodrigues Tavares and team; Azair Liane Matos
do Canto de Souza; Daniela Baptista de Souza - which involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committes on Animal Use of the Federal University
of 5ao Carlos (CEUAJUFSCAR) in the meeting of 03/06/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 03/2017 a 04/2020 Area: Ciéncias Fisioldgicas
Origem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 6 a8 semanas MN: 284
Linhagem: Swiss Peso:  3J0ad5g

Local do experimento: Laboratdrio de Psicologia da Aprendizagem da UFSCar. Total da animais utilizados neste projeto:
Experimento 1 Veiculo: 24 animais. Ondansetron 0,3nmol/0,1pl: 24 animais. Ondansetron 1,0nmol/0,1ul: 24 animais. Ondansetron
3,0nmol/0,1ul: 24 animais. Experimento 2 Salina: 24 animais. Midazolam 3,0 nmol/0,1ul: 24 animais. Midazolam 30,0 nmaol/0,1pl: 24
animais. Experimento 3 Salina/Veiculo: 24 animais. Veiculo/Ondansetron dose exp 1: 24 animais. Salina/Midazolam dose exp. 2 24
animais. Ondansetron dose exp 1/Midazolam dose exp. 2: 24 animais. Experimento 4 Dupla marcacio para Delta-FosB: 20 animais.
Total de animais utilizados: 284 animais Total de animais: 142 animais para a infusdo da droga e 142 animais para a constricdo do
nervo cidtico = 284 animais Assim, 152 animais que receberdo a infusdo da drogas serdo eutanasiados, sendo 132 do experimento
1 a0 3, e 20 animais do experimento 4. Com iss0, 0s animais que ndo forem eutanasiados serd encaminhados ao Pargue Ecoldgico
de S3o Carlos, pois estes ndo receberam infusdo de drogas.

Sao Carlos, 05 de maio de 2020

Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Presidente da Comiss3o de Etica no Use de Animais Vice-presidente da Comisso de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de 580 Carlos Universidade Federal de S3o0 Carlos

Rodavia Washington Luis, Km 235, Bairmo Moenjolinha - CEP 13565-905 580 Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351-8028
Haréario de atendimenta: 28 a 62 das Bh s 12h e das 14h s 16h : e-mail: ceua@uiscar. br
CEUA N BEA3220217
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Sao Carlos, 27 de setembro de 2018
CEUA N 8863220217

lima(a). Sr(a).
Respensavel: Ligia Renata Rodrigues Tavares
Area: Ciéncias Fisiologicas

Titulo da proposta: "Empatia para dor: envolvimento das neurotransmissfes serotonérgica e gabaérgica do complexe amigdaléide
no convivio com um coespecifico em guadro de dor cronica.”.

Parecer Consubstanciado da Comissdo de Etica no Uso de Animais UFSCar (o aonse3)

A Comissdo de Etica no Uso de Animals da Universidade Federal de Sa3o Carlos, no cumprimento das suas atribuicdes, analisou e
APROVOU a Emenda (versdo de 14/agosto/2018) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "Emenda de Projeto de Doutorado da aluna Ms. Ligia Renata Rodrigues Tavares, sob
orientacdo da Profa. Dra. Azair Liane Matos do Canto de Souza Inicialmente este projeto de doutorado intitulado JEMPATIA PARA
DOR: ENVOLVIMENTO DAS NEUROTRANSMISSOES SEROTONERGICA E GABAERGICA DO COMPLEXO AMIGDALOIDE NO CONVIVIO
COM UM COESPECIFICO EM QUADRO DE DOR CRONICA[, foi submetido & aprovado com o CEUA n® 8863220217, com o abjetivo de
realizarmos 4 experimentos detalhados no projeto inicial que segue anexo. Para tanto, apds as anélises satisfatdrias dos
experimentos acima mencionados, cujo alguns resultados ja foram apresentados em congressos e outros serdo apresentados neste
més de Agosto e Setembro, nosso objetivos para esta emenda é realizar mais dois experimentos acerca do papel do receptor 5-HT3
de serotonina na empatia para dor, sendo o primeiro experimento a ser realizado de modo sistémico e segundo de modo intra-
amigdala em camundongos. Seque abaixo os experimentos detalhados: Experimento 5. Investigacdo dos efeitos da injecdo
sistémica de mCPBG (agonista 5-HT3) sobre os indices de nocicepgao, apds convivio com coespecifico submetido a condicdo de dor
crinica (n=96 animais [ 48 animais que receberdo a droga e 48 animais gue passardo pelo constricdo do nervo cidtico; n=16 por
dose). Aos 21 dias pos-nascimento (desmame) os animais serdo alojados em pares nas caixas viveiro. Apos 14 dias de convivéncia,
para estabelecimento de familliaridade, um dos animais de cada par serd submetido & cirurgia de constricdo do nervo ciatico
{Animal 1, grupo CNC) ou ndo (Animal 1, grupo Sham) e retornard a caixa viveiro. No 289 dia de convivio, 14 dias apds constricao
do nervo do animal 1, o animal 2 receberd injecdo sistémica de veiculo ou mCPBG (3,0 ou 10 mg/Kg) e apds 30 minutos, uma
injecdo de acido acético (estimulo nociceptiva), @ apds o inicio das contorcdes serd submetido ao teste de contorcdes abdominais
para avaliacao da nocicepcao. O animal 2 permanecera em uma gaiola individual até o inicio das contorcdes, retornando logo apds
para a mesma caixa de convivio com o parceiro (animal 1) para o teste. O teste de contorgdes serd filmado por uma camera
acoplada a um computador durante 5 minutos (Figura 1). O ndmero de contorcdes abdominais serd registrado por meio do
programa X-PLO-RAT 2005, versdo 1.1.0 (Garcia, et al., 2005). Os sujeitos que ndo contorcerem no periodo de 5 minutos antes do
teste serdo excluidos do estudo. Ao final do experimento, os animais com constricdo do nervo cidtico ou ndo, CNC e Sham, serdao
submetidos ao teste da placa quente para confirmacdo da hiperalgesia induzida pelo procedimento cirdrgico. Experimento 6.
Investigacdo dos efeitos da injecdo intra-amigdala de mCPBG (agonista 5-HT3) sobre os indices de nocicepgdo, apds convivio com
coespecifico submetido & condicdo de dor cronica (n=96 animais / 48 animais que receberdo a infusdo da droga e 48 animais que
passarao pelo constricdo do nervo cidtico, n=16 por dose). Aos 21 dias pds-nascimento (desmame) os animais serdo alojados em
pares nas caixas viveiro. Apds 14 dias de convivéncia, para estabelecimento de familiaridade, um dos animais de cada par serd
submetido & cirurgia de constricdo do nervo cidtico (Animal 1, grupo CNC) ou ndo (Animal 1, grupoe Sham) e retornard a caixa
viveiro. Mo 239 dia o animal que convivera com o par em quadro de dor crénica ou ndo (animal 2), passara por cirurgia
estereotdxica para implantacdo de cdnulas-guia na amigdala. No 28° dia de convivio, 14 dias apas constricdo do nerve do animal 1,
0 animal 2 receberd injecdo bilateral intra-amigdala de veiculo ou mCPBG (10nmol e 20nmolf0,171) e, imediatamente apds, uma
injecdo de acido acético (estimulo nociceptiva), @ apds o inicio das contorcdes serd submetido ao teste de contorcdes abdominais
para avaliacdo da nocicepcdo. O animal 2 permanecerd em uma gaiola individual até o inicio das contorcées, retornando logo apds
para a mesma caixa de convivio com o parceiro (animal 1) para o teste. O teste de contorgdes serd filmado por uma camera
acoplada a um computador durante 5 minutes. O ndmero de contorcdes abdominais serd registrado por meio do programa X-PL-
-RAT 2005, versdo 1.1.0 (Garcia, et al., 2005). Os sujeitos que ndo contorcerem no periodo de 5 minutos antes do teste serao
excluidos do estudo. Ao final do experimento, 0s animais com constrigdo do nervo cidtico ou ndo, CNC e Sham, serdo submetidos
ao teste da placa quente para confirmacdo da hiperalgesia induzida pelo procedimento cindrgico, ".

Comentario da CEUA: "A emenda foi analisada & aprovada. ".

Radavia Washington Luis, Km 235, Bairme Monjolinho - CEP 13565-905 580 Carlos/SP - 1el: 55 [16) 3351-8028
Harario de atendimenta: 28 a 62 das Bh 45 17h e das 14h s 16h : e-mail: ceua@uiscar br
CEUA N BE63220217
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Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Cleoni dos Santas Carvalho
Presidente da Comiss3o de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sdo Carlos Universidade Federal de S3o Carlos

Rodavia Washington Luis, Km 235, Bairre Monjelinha - CEP 13565-905 580 Carles/SP - tel: 55 (16) 3351-8028
Harério de atendimenta: 28 & 67 das Bh 25 17h e das 14h as 16h : e-mail: ceua@uiscar.br
CELA M BBA3220217
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITOS DO CANABIDIOL EM CAMUNDONGOS EXPOSTOS AQ MODELO DE EMPATIA PARA
DOR", protocolada sob o CEUA n® 3305221018 1o corods), S0b a responsabilidade de Ligia Renata Rodrigues Tavares e equipe;
Azair Liane Matos do Canto de Souza; Leonardo Abdeinur Petrilli; Isabela Miranda Carmona; Paulo Eduardo Carneiro de Oliveira;
Lara Maria Silveira - que envolve a produgdo, manutencdo efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, berm como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de S3o Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de 06/11/2018.

We certify that the proposal "Effects of cannabidiol in mice exposed to empathy for pain model®, utilizing 560 Heterogenics mice
(560 males), protocol number CEUA 3305221018 o oo1o46), under the responsibility of Ligia Renata Rodrigues Tavares and
team; Azair Liane Matos do Canto de Souza; Leonardo Abdelnur Petrilli; Isabela Miranda Carmona; Paulo Eduardo Carneiro de
Oliveira; Lara Maria Silveira - which involves the production, maintenance and/for use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sdo Carlos
(CEUA/UFSCARY) in the meeting of 11/06/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 11/2018 a 12/2019 Area: Ciéncias Fisioldgicas

Origem: Biotério Central da UFSCar
Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 3 a5 semanas N: 560
Linhagem: Swiss Albino Peso: 14a345¢g

Local do experimento: Laboratdrio de Psicologia e Aprendizagem da UFSCar

Sdo Carlos, 24 de maio de 2020

r
Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias Profa. Dra. Cleoni dos Santos Carvalho
Presidente da Comiss3o de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comiss3o de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal de So Carlos Universidade Federal de S30 Carlos

Radavia Washington Luis, Kim 235, Bairms Monjolinha - CEP 13565-905 550 Carlos/SP - tl- 55 (16} 3351-8028
Harério de atendimento: 29 & 69 das Bh a5 120 @ das 14h s 16h : e-mail: ceua@uiscar.br
CEUA N 3303221018




