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RESUMO

A empatia se caracteriza pelo compartilhamento de emocdes entre individuos, permitindo
prever e entender suas agdes e sentimentos, sendo uma condigéo essencial para a sobrevivéncia
da espeécie. As respostas empaticas podem ser avaliadas por meio de modelos animais, em que
se observam alteracfes decorrentes do convivio com um par em dor cronica. Alteracbes de
comportamento devido a essa convivéncia, e possiveis intervencdes farmacoldgicas podem ser
empregadas na reducdo de tais respostas prejudiciais ao sujeito. Este estudo propés analisar,
mediante o protocolo da empatia em roedores, se a neurotransmissao endocanabindide contribui
para a atenuacdo de comportamentos relacionados a ansiedade e a percep¢do dolorosa, por meio
da administracao sistémica de canabidiol. Camundongos machos Suigo-albinos foram alojados
em pares por um periodo de 28 dias; no 14° dia, um deles passou pelo procedimento cirdrgico
de constricdo do nervo ciatico (NC) ou ndo (Sham), voltando ao convivio com os animais
observadores dos coespecificos constritos (CNC) ou Sham (CS), por mais 14 dias. No 28° dia
de convivéncia, no experimento 1, o animal observador CNC ou CS, recebeu injecdo sistémica
(s.c.) de veiculo ou canabidiol (0,3, 1,0, 10,0 e 30,0 mg/kg), e ap6s 30 minutos foram
submetidos ao teste de contor¢Ges abdominais para avaliacdo da nocicep¢do [&cido acético
0,6% intraperitoneal (i.p.)]. No experimento 2, procedimento semelhante ao experimento 1,
exceto que o animal observador CNC ou CS, recebeu o tratamento com veiculo ou canabidiol
e apos 30 minutos foram submetidos ao labirinto em cruz elevado (LCE) para avaliacdo dos
comportamentos relacionados a ansiedade. A andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores
(convivio x tratamento) seguido pelo post hoc de Duncan revelou que o convivio com
coespecifico constrito, induziu o aumento da nocicep¢do e comportamentos do tipo ansiogénico
nos camundongos avaliados nos experimentos 1 e 2, respectivamente, demonstrando a
influéncia que o convivio com o coespecifico em dor cronica gera no observador (CNC). No
experimento 1, o canabidiol (10,0 e 30,0 mg/kg) produziu efeito antinociceptivo nos animais
observadores CNC, que conviveram com coespecifico constrito, quando comparado com 0s
observadores CNC/veiculo. No experimento 2, o canabidiol (1,0, 10,0 e 30,0 mg/kg) produziu
aumento na porcentagem de entrada nos bragos abertos do LCE e redugdo nos comportamentos
de avaliacdo de risco, e a dose de 30,0 mg/kg produziu aumento no tempo gasto nos bragos
abertos. Concluimos que o convivio com coespecifico em dor crbnica altera o estado emocional
do observador e do préprio coespecifico, produzindo hipernocicepg¢édo e aumento de ansiedade.

O canabidiol reverte estas respostas comportamentais nos observadores CNC, sugerindo a

4



participacdo do sistema endocanabindide na modulacdo da resposta da empatia pela
nocicepgéo.

Palavras-chave: Empatia, nocicepc¢éo, ansiedade, canabidiol, camundongos.



ABSTRACT

Empathy is known as a sharing of emotions between individuals that allows to predict and
understand their motivations, actions and feelings, crucial conditions in social life and
emotional experience. Research about empathic responses can be performed through animal
models, in which observe changes arising from living with a coespecific in chronic pain. These
analyzes suggest changes in behavior due to this exposure, and possible pharmacological
interventions can be employed to reduce such harmful responses to the subject. This study
proposed to analyze, according to the empathy protocol in rodents, if the endocanabinoid
neurotransmission contributed on the emission of behaviors related to anxiety and the painful
perception, by the systemic administration of cannabidiol (phytocannabinoid). Male albino
Swiss mice were housed in pairs for 28 days; on the 14™ day, one of them got through a cirurgic
procedure of chronic nerve constriction (NC) or not (SHAM). On the 28" day of cohabited, part
of the animals were tested in the elevated plus maze (EPM) to assess anxiety; others were
submitted to the abdominal writhing test to assess pain sensitivity. To carry out the experiments,
the animals that cohabited with their coespecific CS or CNC received systemic administration
of cannabidiol and were exposed to behavioral tests. In the first experiment, the observer mice
was administered with subcutaneous (s.c.) injection of vehicle or canabidiol (0.3, 1.0, 10.0 and
30.0 mg/kg™), and after 30 minutes was submited to an intraperitoneal (i.p.) injection of acetic
acid (0.6%) and exposed to the whithing test. In the second experiment, the observer animal
was submitted to systemic injection of vehicle or cannabidiol (0.3, 1.0, 10.0 and 30.0 mg/kg™)
and exposed to the EPM test to asses anxiety behaviours. The two ways variance analysis
(cohabited x treatment) ANOVA, followed by Duncan's post hoc, has revealed that the
cohabited with a conspecific in chronic pain induced an increase in behaviors related to
nociception and anxiety, demonstrating the influence that cohabited with a pair in chronic pain
has on the observer. In the first experiment, canabidiol at doses of 10,0 and 30,0 mg/kg has
produced antinociceptive effect in the animals that lived with an CNC conspecific, what was
featured by a reduction in the numbers of writhes, when compared to the CNC/vehicle
conspecific. In the second experiment, canabidiol (1.0, 10.0 and 30.0 mg/kg) produced an
increase in the percentage of entry into the open arms of the EPM and reduction in risk
assessment behaviors, and the dose of 30.0 mg/kg produce a significant increase in the time
spent in open arms, suggesting anxiolytic effect in animals that cohabited with NC

conspecifics. The observed results in the present study suggest that cohabited with a conspecific
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in chronic pain changes the observer's emotional state; and suggest that cannabidiol may reverse
the nociceptive and anxiety effects induced by cohabited with a pair in chronic pain.

Keywords: Empathy. Nociception. Anxiety. Canabidiol. Mice.
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1. INTRODUCAO

1.1  Empatia

O interesse pelo estudo da empatia decorre da crescente preocupagdo em compreender
as interagdes sociais no mundo atual (DAVIS, 1980; LANGFORD et al., 2006; PANKSEPP et
al., 2011; BARTAL et al., 2011; ZACKI e OCHSNER, 2012). Sob o aspecto evolutivo, é
fundamental que um individuo consiga identificar as emocdes daqueles que estdo ao seu redor,
com o intuito de contribuir para a sobrevivéncia da espécie e favorecer comportamentos
apropriados de fuga do predador e reproducdo, tal capacidade esta associada a um complexo
repertorio de respostas descrito como empatia (PLUTCHIK, 1992; LANGFORD et al., 2006;
HADJISTAVROPOULOS et al., 2011; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015).

Por essa razdo, a empatia se caracteriza como uma condigdo crucial na vivéncia
emocional e relacdo social, possibilitando que humanos, bem como outras espécies, sejam
capazes de perceber os estados afetivos uns dos outros (GONZALEZ-LIENCRES et al.,2014).
De acordo com Singer (2006), esse compartilhamento de emog¢des uns com 0s outros permite
prever e entender suas motivacdes, acdes e sentimentos. O estado empaético se inicia a partir da
observacdo ou imaginacdo de um gesto emocional em um individuo, sendo que essa percep¢ao
ativa 0 mesmo substrato neural no individuo observador, o0 que pode gerar uma experiéncia
emocional semelhante, sem a necessidade de contato ou processo associativo/cognitivo
(PRESTON, WAAL, 2002; SHAMAY-TSOORY, 2011; BERNHARDT; SINGER, 2012).

Estudos evidenciaram que um individuo possui as mesmas &reas ativadas ao observar
um determinado estado motor ou emocional de outro individuo semelhante (PRESTON, 2006;
MOYA-ALBIOL et al.,, 2010). Estas acBes observativas do estado emocional estariam
associadas a respostas somaticas e autonémicas efetivas, que seriam caracteristicas do modelo
de empatia de percep¢do-acdo (PRESTON e DE WAAL, 2002; MOYA-ALBIOL et al., 2010).
Neste sentido, recentes trabalhos demonstrando quais os possiveis mecanismos encefalicos da
empatia sugerem hipdteses sobre o porqué da percep¢do de si mesmo e dos outros estarem
associadas. Através deste modelo, a empatia pode ser descrita como a percepcdo de um estado
emocional no qual o sujeito passa a sentir uma experiéncia semelhante dagquele que observa
(PRESTON e DE WALL, 2002; GALLESE et al., 2004).

Nesse contexto, Keysers e colaboradores (2004) registraram a ativacdo do cortex

somatossensorial quando 0s sujeitos recebiam um estimulo e quando presenciavam o estimulo

13


Cleo Leite

Cleo Leite


feito no outro (Figura 1). Isso indica que quando observado, um estimulo motor emocional ou
perceptivo criado por um individuo pode ativar 0S mesmos processos e estruturas neurais no
espectador, resultando no desenvolvimento da mesma ac¢do ou emocao (MOYA-ALBIOL etal.,
2010). Com isso, pode-se sugerir que aempatia é consequéncia de maltiplos processos cerebrais
e sensoriais, envolvendo desde estruturas mais basais do tronco encefélico até centros corticais
mais desenvolvidos sob a perspectiva evolutiva (LANGFORD et al., 2006), tais como o cortex
somatossensorial primario e secundario, a insula e o tadlamo, e centros subcorticais como
substancia cinzenta periaquedutal, amigdala e bulbo rostral ventromedial (BORNHOVD et al.,
2002; NEUGEBAUER et al., 2009; BUSHNELL et al., 2013).

Figura 1: Exemplificagdo ativacdo cortex somatossensorial
2%

Sensacao

2

Coértex carebral

Corlex —————=e ChHirtex
Vsrensor)al motor
T ‘
_ 3
Estimuio passony

Fonte: nnc.ufmg.br/hp/neuromed/aulas_pdf/emogdes (2020)

Presume-se que 0s seres humanos possuem dominancia em processos competitivos em
relacdo a outras espécies devido a sua capacidade interpessoal de ajudar e entender o proximo,
em funcédo de serem menos fortes, mais lentos e menores do que muitas outras espécies (ZAKI
e OCHSNER, 2012). Em vista disso, a capacidade de compreender o proprio estado emocional,
e também o de outros individuos, torna-se fundamental para a formacdo de sociedades,
preservacdo do equilibrio emocional e de fortes ligacdes sociais, além de ser valioso para a
sobrevivéncia (OCHSNER et al., 2004;LANGFORD et al, 2006; SHAMAY-TSOORY, 2011).

Da mesma forma que em humanos, animais apresentam comportamentos relacionados
aos seus comuns. Estudos recentes tém demonstrado que camundongos e ratos emitem
respostas emocionais a partir da observacao de seu coespecifico (PRESTON; DE WAAL, 2002;
LANGFORD et al., 2006; HADJISTAVROPOULOS et al., 2011; BARTAL et al., 2014;
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PELARIN et al.,, 2013; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; CARMONA et al., 2016;
ZANIBONI et al., 2018; CARNEIRO DE OLIVEIRA et al., 2017; TAVARES et al., 2019).
Nesse sentido, evidéncias demonstram que esses animais possuem 0s pré-requisitos necessarios
para expressar empatia emocional, pois sdo seres sociais capazes de aprender com 0s outros e
agir de acordo com os estimulos emocionais de seus coespecificos (LANGFORD et al., 2006;
PANKSEPP et al., 2011).

1.2  Empatia e Ansiedade

Estudos demonstraram que comportamentos relacionados a ansiedade podem ser
evidenciados por meio de protocolos de convivéncia, sendo possivel observar que o
componente emocional existente entre os animais pode influenciar nestes comportamentos
(BARTAL, et al., 2016).

Assim sendo, da mesma maneira que respostas associadas a empatia, modelos animais
semelhantes vém sendo usados para o estudo de reacbes de defesa como a ansiedade. Tais
modelos possuem o objetivo de exibir um contexto ambiental para avaliar respostas aversivas
ou desconfortantes ocasionadas pela exposi¢do a um ambiente novo e possivelmente perigoso
(CRUZ e LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012) e sdo firmados nas respostas inatas dos animais
quando expostos a situacdes e/ou estimulos aversivos (FILE et al., 1990; LISTER, 1990;
PELLOW e CHOPIN et al., 1985).

Essas respostas podem ser analisadas em roedores quando expostos a ambientes abertos,
segundo consta em estudos de Blanchard e Blanchard (1988) e McNaughton e Corr (2004),
exemplificando um estado parecido da ansiedade presente nos seres humanos. A exemplo disso,
um modelo animal bastante utilizado a mais de 30 anos é o labirinto em cruz elevado (LCE),
revelando ser um exemplo de teste aplicado para o estudo de comportamentos associados a
ansiedade, possuindo validade para camundongos e ratos (PELLOW et al., 1985; LISTER,
1987).

Nesse sentido, evidéncias obtidas por nosso grupo de pesquisa indicaram que o convivio
com a dor cronica de seu parceiro de caixa-moradia (coespecifico) é capaz de aumentar
respostas relacionadas a ansiedade em camundongos expostos ao LCE (BAPTISTA-DE-
SOUZA, et al., 2015; CARMONA, et al., 2016; CEZAR et al., 2019). Além disso, outro estudo
encontrou aumento de comportamentos relacionados a ansiedade em animais avaliados no LCE

apos o convivio com um coespecifico inoculado por um tumor (TOMIYOSHI et al., 2009).
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A ansiedade € uma emoc¢édo fundamental, imprescindivel dentro do repertério afetivo
humano (STEIN e BOUWER, 1997). As raizes bioldgicas da ansiedade advém das reacdes de
defesa dos individuos na presenca de contextos ameacadores ou que representem perigo a
sobrevivéncia, a integridade fisica e ao bem-estar, possibilitando comportamentos adequados
diante de estimulos ameagadores (BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD, 2001;
GRAEFF e ZANGROSSI, 2002; GRAY e MCNAUGAHTON, 2000). A partir de situacdes de
ameaca incerta ou potencial sdo desencadeadas as reacdes de defesa caracterizadas por aumento
da frequéncia respiratéria, aceleracdo do batimento cardiaco, necessidade de miccdo ou
defecaco, provocando um estado emocional desconfortante (BRANDAO, 2004; DELUCIA,
2014). Além dessas mudancas, outras respostas fisioldgicas podem auxiliar o individuo a
enfrentar contextos ameacadores como aumento da atencdo e da esquiva, estimulacdo de
processos mneménicos, ou ainda, aumento de comportamentos de confronto (HETEM e
GRAEFF, 2003; JOELS e PU et al., 2006; LeDOUX et al., 2009).

Ao contrario do medo que surge com base em situa¢Bes nas quais existe um perigo real
e perceptivel, a ansiedade manifesta-se em contextos nos quais encontra-se um perigo em
potencial ou incerto (BLANCHARD; BLANCHARD; RODGERS, 1990; GRAEFF, 1989). A
imaginacdo de um cenario no qual exista risco futuro acaba desenvolvendo respostas
preventivas e de avaliacdo de risco, assim sendo o estimulo aversivo atenta 0 organismo para
uma provavel situacio estressora (BRANDAO, 2004; DELUCIA, 2014).

Sob a 6tica evolutiva, a ansiedade possibilita a adaptacdo dos individuos a uma serie de
estimulos externos e internos que sdo prejudiciais, tornando-a uma resposta fundamental do
organismo. Entretanto, a partir do momento em que o nivel de estimulacdo for incompativel as
necessidades reais do contexto enfrentado, essa resposta torna-se patoldgica, caracterizando-se
como uma solucdo imprépria a um determinado estimulo (BRANDAO, 2004; DELUCIA,
2014).

1.3  Empatia e Dor

Diversos autores descrevem que a dor € um processo complexo, o que dificulta
compreendé-la e defini-la, sobretudo devido a seu carater subjetivo, multidimensional e
emocional (BASBAUM e FIELDS, 1984; PLOGHAUS et al., 2003; MOGIL, 2015). Sob esse
aspecto, a dor possui carater subjetivo e multifatorial, sendo que sua percepcdo se difere de
acordo com cada individuo (WALL, et al., 1991). Esse aspecto multifatorial possibilita a
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ativacdo de componentes sensoriais, emocionais, cognitivos e perceptivos na experiéncia da
dor, para possivel identificagdo e localizacdo dos estimulos (BASBAUM e FIELDS, 1984;
PLOGHAUS et al, 2003). A identificacdo do estimulo ou situacdo nociva acarreta funcdes de
alerta ao individuo, e por resultado, a autopreservacédo, ja que estimula respostas defensivas
conforme a situacdo, caracterizando o alto valor adaptativo deste processo (BASBAUM e
FIELDS, 1984; MELZACK et al., 1991; PLOGHAUS et al, 2003).

A compreensdo e o0 processamento de um estimulo doloroso séo advindos de uma série
de elementos perceptivos, sensoriais e afetivo-emocionais (PLOGHAUS et al., 2003), podendo
assim, descrever o fendmeno doloroso como uma experiencia subjetiva e multidimensional
(NEUGEBAUER et al., 2009). Propde-se que a dor apresente elementos e singularidades
ligados a experiéncia da dor, nos quais podem ser evidenciados 0os componentes sensorial-
discriminativo e afetivo-motivacional. A aptiddo em identificar a origem, a escala temporal e a
veeméncia dos danos existentes e iminentes ao tecido estdo relacionados ao componente
sensorial-discriminativo, enquanto as implicagdes da vivéncia da dor em emoc0es e respostas
comportamentais, vide o aumento do modo de vigilia e luta ou fuga, no intuito de preservar a
sobrevivéncia, remete-se ao componente afetivo-motivacional (BASBAUM et al., 2009).

Segundo Woolf e Mannion (1999), entre as classes de dor, a dor aguda € descrita como
uma reagdo protetora ao organismo, em funcao de alarmar o individuo sobre uma lesdo iminente
ou real dos tecidos, resultando na manifestacdo de respostas reflexas e comportamentais
ordenadas, prezando em manter a lesdo residual o mais controlado possivel. Todavia, no
momento em que a dor permanece ou se repete por tempo insistente, passa a ndo ostentar mais
vantagens bioldgicas, causando sofrimento e sendo classificada como dor cronica, a qual é
ocasionada por impulsos de pequena magnitude produzidos por atividade neural anormal
(WOOLF e MANNION, 1999; MELZACK et al., 1999; VANDERAH, 2007).

Trabalhos recentes foram feitos no intuito de explicar a profunda relacdo entre os
mecanismos fisiol6gicos e emocionais encontrados nos diversos tipos de dor, por meio do uso
de roedores como modelos para o entendimento das questdes multidimensionais da dor, visto
que os disturbios cronicos da dor demonstram ndo possuir causa Gbvia nociva e podem ser
seriamente influenciados por questdes sociais e ambientais (SMITH et al., 2016).

De acordo com Lovallo, (2015), neurocientistas vem apresentando em seus estudos, no
intuito de compreender os aspectos emocionais € comportamentais do controle da dor, que a
mesma ndo depende necessariamente do grau de lesdo. Diferente disso, o caracter da dor e a

sua intensidade também podem ser instigados por vivencias anteriores, memarias relacionadas
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a ela, e a habilidade de entender as suas causas e consequéncias (BLUCK et al., 2013). Com
isso, a intensidade de atencdo e a ansiedade induzem ao processo da dor, ocasionando maior
sensacdo dolorosa para algum estimulo de mesmo grau de intensidade. (MELZACK e CASEY,
2013), corroborando a ideia de que 6 componente afetivo da dor afeta e prové carater emocional
e afetivo a estimulos dolorosos (ROME e ROME, 2000; VOGT, 2005).

Comportamentos relacionados a empatia igualmente foram investigados a partir de
testes nociceptivos. Pesquisas demonstraram que a observacdo de um coespecifico durante um
periodo algico pode alterar respostas nociceptivas no observador de acordo com o0s
comportamentos apresentados pelo observado, assim, camundongos se tornam mais sensiveis
a dor quando observam um camundongo familiar em sofrimento (LANGFORD et al., 2006;
2011).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu estudos relacionados a percepcao
dolorosa. As investigacdes utilizaram um protocolo de convivéncia de camundongos por 14
dias com um coespecifico submetido a dor cronica que foi induzida pela constri¢do do nervo
ciatico. Os resultados revelaram que esse convivio pode aumentar a resposta nociceptiva nos
coespecificos submetidos ao teste de contor¢cBes abdominais (PELARIN et al., 2013;
BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; ZANIBONI et al., 2018; FERRARI ¢ CANTO-DE-
SOUZA, 2016; TAVARES et al., 2019).

InvestigacOes a respeito das neurotransmissdes que desempenham um papel na
modulacdo da nocicepcao e da ansiedade foram estudadas por nosso grupo de pesquisa. Canto-
de-Souza et al. (2002), Baptista-de-Souza et al. (2018, 2020) e Tavares et al. (2018)
demonstraram o envolvimento da serotonina na modulacéo da resposta nociceptiva quando o
animal esta sob influéncia de emogdes, como no confinamento ao brago aberto do labirinto em
cruz elevado (LCE) ou no teste da derrota social.

Em relacdo a empatia pela nocicepcéo, recentes achados do nosso grupo demonstraram
que o convivio com coespecifico em dor crénica promoveu aumento da expressdo dos
receptores de serotonina 5-HT3 nos nucleos basolaterais e centrais do complexo amigdaloide,
além de demonstrarem que o ondansetron (antagonista dos receptores 5-HT3) sistémico e intra-
amigdala atenuou a hipernocicep¢do induzida pelo convivio (FERRARI e CANTO-DE-
SOUZA, 2016; TAVARES et al., 2019).

Evidéncias da neurotransmissdo GABAeérgica verificaram o papel do midazolam
(agonista dos receptores do acido gama-amino-butirico - GABAA) na modulacdo social da

nocicepcao, e observaram que o convivio com um coespecifico em condicdo de dor cronica foi
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suficiente para produzir sensibilizagdo da nocicepgdo no animal observador, visto que este
efeito foi caracterizado pelo aumento do nimero de contor¢es abdominais, induzidas por acido
acetico, indicando hipernocicepcdo e concluiram que o envolvimento da modulagédo
GABAérgica foi evidenciado pela diminuicdo da nocicep¢do em camundongos quando tratados
sistemicamente com midazolam (2,0 mg/kg, s.c.) (ZANIBONI et al., 2018). O mesmo farmaco
midazolam quando administrado intra-cortex insular ndo reverteu a hipernocicepcao, entretanto
guando administrado intra-amigdala atenuou a hipernocicep¢do no mesmo protocolo de
empatia utilizado neste estudo (ZANIBONI et al., 2018; TAVARES et al., 2019).

A partir destes achados demonstrando o envolvimento da neurotransmissao
serotonérgica e GABAérgica no protocolo de empatia pela nocicepg¢do, é relevante investigar
se outras neurotransmiss@es envolvidas com a nocicepc¢ao podem ser eficazes para o tratamento
da dor cronica e também eficazes em observadores de pacientes com dor cronica, que relatam
aumento de dor e ansiedade pelo simples fato de observar um familiar em sofrimento ou através
do cuidado paliativo (DEL CASTILLO et al., 2008).

1.4 Neurotransmissdo endocanabindide

Mediadores centrais envolvidos na neurobiologia das emocgdes sédo cada vez mais
estudados, refletindo-se em um crescente nimero de publicagdes. Entretanto, a descoberta de
novos substratos e receptores vem destacando-se nos Gltimos anos, sendo alvo de trabalhos para
a elucidacdo de suas participacbes em processos neurobioldgicos. Neste sentido, dentre os
neurotransmissores que desempenham um papel na modulacdo da ansiedade e mostram-se
relacionados com a mediagdo nociceptiva e com o0s comportamentos defensivos, a
neurotransmissdo endocanabinoide, destaca-se por ser um neurotransmissor abundante no
sistema nervoso central (SNC) (MORENA et al., 2016).

Estudos tem demonstrado o envolvimento da neurotransmissdo endocanabindide na
modulacdo de respostas comportamentais e fisioldgicas, tais como, movimento, memoria e
aprendizado, cognicdo, temperatura corporal, dor entre outros (HILL, MATTHEW e
MCEWEN, 2010; MORENA et al., 2016). O termo endocanabindide refere-se ao conjunto de
ligantes endogenos dos receptores ativados pelo A9-tetrahidrocanabinol o composto
responsavel pela maioria dos efeitos induzidos pela planta Cannabis sativa (conhecida

popularmente como maconha) (HOWLETT, et al., 2002). Os primeiros endocanabindides
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identificados foram o araquidonil etanolamida, também conhecido como anandamida
(DEVANE et al., 1992), e o 2-araquidonil glicerol (2-AG) (MECHOULAM et al., 1995).

Os endocanabindides agem como mensageiros retrogrados, ou seja, 0S
endocanabindides atuam “sob demanda”, modulando a atividade dos neuronios pré-sinapticos
apos a ativagdo pos-sindptica. O estimulo comega no neurdnio pos-sinaptico e a excitacdo
neuronal leva & despolarizacéo e ao influxo de ions célcio que estimulam varias fosfolipases,
iniciando assim a sintese dos endocanabinoides (Figura 2). Esses séo liberados na fenda
sinaptica e se difundem livremente para estimular os receptores CB1 nos terminais pré-

sinapticos neuronais.

Figura 2: Neurotransmissdo endocanabindide
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Os endocanabindides interagem com diversos neurotransmissores e neuromoduladores,
como serotonina, dopamina, glutamato e GABA.. Vérios dos efeitos farmacoldgicos podem ser
explicados tendo como base estas interagGes. Dessa forma, o sistema canabinodide tem sido
associado a neurobiologia de diversas condi¢es neuropsiquiatricas (MOREIRA, AGUIAR e
GUIMARAES, 2006). Alguns estudos demonstraram que os agonistas CB; induzem efeitos
ansioliticos, embora também existam resultados de efeitos ansiogénicos, induzidos pela
ativacdo destes receptores. Outra recente proposta é a de que os endocanabinoides destacam-se
como mediadores da extin¢gdo de memdrias condicionadas a eventos aversivos, sendo aplicado
para o tratamento de depressdo e transtorno de estresse pés-traumatico (MARSICANO et al,
2002).

20



A principal substancia psicoativa da Cannabis é o delta-9-tetrahidrocanabinol (A9-
THC). O canabidiol (CBD) € um outro composto encontrado com abundéancia, constituindo
cerca de 40% das substancias ativas da planta, esses dois componentes apresentam efeitos
farmacologicos diferentes e opostos (SCHIER et al., 2012), sendo que o CBD atua como
ansiolitico e 0 A9-THC como ansiogénico (KARNIOL; CARLINI, 1973).

O CBD foi isolado pela primeira vez em meados de 1940 (ADAMS R; HUNT M;
CLARK JH, 1940), entretanto, a sua estrutura quimica sé foi explicada na década de 60 por
Raphael Mechoulam e colaboradores (MECHOULAM e HASHISH, 1963). O grupo de
pesquisa de Mechoulam, foi por anos, responsavel por definir a estrutura e os atributos
estereoquimicos dos principais canabinoides presentes da Cannabis sativa, inclusive o CBD,
incentivando pesquisas envolvendo a acdo farmacoldgica desses compostos.

Apds investigacdes a respeito do CBD, observou-se que por ser o principal componente
n&o psicoativo encontrado na Cannabis, 0 mesmo possui potencial de minimizar alguns efeitos
do A9-THC, como intoxicagéo, sedacdo e taquicardia (PEDRAZZI et al., 2014), tornando-se
alvo de estudos em funcdo de sua acéo ansiolitica. Os efeitos ansioliticos do CBD podem ndo
ser mediados por receptores GABAérgicos, mas sim pela interacdo com receptores
serotonérgicos 5-HT1a (CRIPPA, ZUARDI, HALLAK, 2010), atuando como agonistas nestes
receptores (GOMES et al., 2012).

Durante a década de 90, a descoberta dos receptores CB1, encontrados no sistema
nervoso central (MATSUDA et al., 1990), e do CB> (MUNRO et al., 1993), a principio
localizados fora do SNC ocasionou um avanco significativo no entendimento dos efeitos da
Cannabis sativa (Figura 3). A evidenciagdo destes receptores culminou em novas questdes,
como por exemplo se outros canabindides ndo psicotropicos, tendo como exemplo o canabidiol,
um fitocanabindide poderia se ligar a receptores especificos.

Os receptores CB1 encontram-se majoritariamente na regido pré-sinaptica no SNC,
podendo ser detectados em larga escala no bulbo olfatério, cerebelo e hipocampo. Entretanto,
estdo pouco expressos no tdlamo e em drgéos e tecidos periféricos (RUSSO et al., 2005). Foi
demonstrado que os receptores CB1 localizam-se em regides relacionadas a aprendizagem, ao
controle motor, memoria, fungdes cognitivas e respostas emocionais, sendo ainda 0s
responsaveis por boa parte dos efeitos psicotropicos dos canabindides (GUINDON e
HOHMANN, 2009). Ja& os receptores CB», sdo encontrados especialmente no sistema
imunoldgico, entretanto, sua presencga € observada em areas particulares do SNC como, por

exemplo, na microglia e em regides pds-sinapticas (SAGAR et al., 2009). Estudos atuais
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demonstram que os receptores CB, podem ser expressos inclusive em células neurais associadas
com a percepgdo/modulagéo da dor (ELMES et al., 2004). Nos modelos animais para avaliagdo
de dor, vide a ligacdo do nervo espinhal e lesdo por constri¢cdo cronica do nervo ciatico, foi
demonstrado que o agonismo seletivo de receptores CB: exerceu papel antinociceptivo

(NACKLEY et al., 2003).

Figura 3: Receptores CB1 e CB2
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Estudos prévios envolvendo o uso do canabidiol mostraram que a administragdo oral de
CBD em pessoas saudaveis diminuiu os efeitos ansiogénicos do A9-THC e ndo demonstrou
envolver nenhuma interacdo farmacocinética (ZUARDI et al, 1982). J& em estudos com
animais, 0 CBD obteve efeitos similares a outras drogas ansioliticas em diferentes aspectos,
incluindo na resposta emocional condicionada, no teste de conflito de VVogel e no teste do LCE
(ZUARDI, 2008). Em estudos com humanos, os efeitos ansioliticos do CBD foram elucidados
em estudos envolvendo o teste de simulacéo de falar em publico (ZUARDI etal., 1993). Através
do uso de neuroimagens observou-se em voluntarios que o CBD possui propriedades
ansioliticas e que estes efeitos podem ser associados por sua agdo em areas limbicas do cérebro
(FUSAR-POLLI et al, 2009a; CRIPPA et al, 2004), nas quais sdo caracterizadas por estruturas
relacionadas as emocgdes (COSENZA, 1990), tais como o hipotadlamo, a amigdala, os ndcleos
da base, area pré-frontal, cerebelo e septo (PERGHER et al, 2006).

Apesar das evidéncias demonstrando o envolvimento do CBD como ansiolitico, pode-

se dizer que esta neurotransmissdo ainda é complexa. Muitos aspectos ainda precisam ser
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elucidados, pois todos os estudos mencionados acima ressaltam o seu papel ansiolitico no
sujeito que estd com o comportamento do tipo ansioso e ndo no sujeito que estd observando ou
convivendo com o sujeito com aumento da ansiedade ou entdo com dor cronica.

Em relacdo ao possiveis mecanismos de acdo, cita-se que o CBD atue no bloqueio da
recaptacdo ou hidrolise enzimatica da anandamida (agonista endégeno de endocanabinoide),
facilitando a sinaliza¢do dos endocanabindides (MECHOULAM, HANUS, 2002). Além disso,
0 CBD também demonstra poder aumentar a sinalizacdo feita pela adenosina em funcéo da
inibicdo da sua recaptacdo (CARRIER et al., 2006).

Em relacdo a participagdo da neurotransmissdo endocanabindide na modulacéo
nociceptiva, sugere-se que diferentes sistemas defensivos estdo envolvidos com esta
neurotransmissao. Sendo assim, o controle da dor, tem fundamental importancia em termos de
relevancia fisiologica e constitui o alvo de abordagens terapéuticas relevantes (FIELDS, 2004).
Pesquisas em modelos animais sugerem que os canabindides produzem efeitos analgésicos em
sitio periférico, bem como espinal e supra-espinal (DI MARZO, 1998; PIOMELLI, 2005).

Estudos comportamentais pré-clinicos usando diferentes tipos de estimulos nocivos,
como térmicos, mecanicos e quimicos, demonstraram que, efetivamente os endocanabinoides
induziram a antinocicepgdo (WALKER, 2005, WALKER, HOHMANN; 2005). A poténcia e
eficacia dos canabindides em produzir antinocicepcao é comparada a da morfina (BLOOM et
al., 1977); entretanto em altas doses podem induzir profundos déficits motores, incluindo
imobilidade cataléptica (MARTIN et al., 1991). As limitacdes dessas abordagens incluem a
incapacidade de localizar os sitios de acdo e a incapacidade de identificar quais
endocanabindides estdo envolvidos na modulacdo da dor (HOHMANN e SUPLITA, 2006).

Deste modo, apesar das evidéncias da presenca de mecanismos endocanabindides e de
sua ativacdo durante situacbes aversivas, em uma ampla busca na literatura nds nao
encontramos nenhum estudo que tenha investigado a participacdo da neurotransmissdo
endocanabindide nas respostas fisioldgicas desencadeadas pela convivéncia com o coespecifico
em quadro de dor cronica. Neste sentido, diante das evidéncias descritas acima, € possivel que
o fitocanabinoide canabidiol, através da modulacdo do sistema endocanabindide possam
reverter a hipernocicepcdo e os comportamentos do tipo ansiogénicos desencadeados pelo
convivio com um parceiro em dor cronica. O modelo animal utilizado representa a influéncia
do componente emocional presente na nocicepcdo, semelhante ao que pode ser observado em
pacientes com dor crbnica. Assim nossa hipotese é que o sistema endocanabindide represente

uma estratégia eficaz para atenuar a hipernocicep¢do e o aumento da ansiedade induzida pelo
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convivio com um coespecifico sujeito a constricdo do nervo cidtico, um modelo de dor

neuropaética.
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2. JUSTIFICATIVA

Os estudos da linha de pesquisa sobre a empatia podem contribuir para o entendimento
de possiveis alteracfes presentes em cuidadores de pacientes com doencas cronicas, e serem
utilizados como indicativos de estratégias farmacoldgicas que poderdo vir a ser utilizadas no
alivio destes sintomas. Com isso, ap6s os fundamentos mencionados acima, a atual proposta
enfoca um componente novo nos estudos da empatia, que consiste na investigacdo da
participacdo da neurotransmissao endocanabindide na modulacdo da empatia para dor.

Com isso, o0 numero de individuos que apresentam dores cronicas € classificado como
alto no mundo e a efetividade dos tratamentos ainda é baixa (JORDAN; MOGIL, 2006;
BUSHNELL et al., 2013). Além disso, evidéncias demonstram que estes individuos sofrem
mais pelas consequéncias relacionadas a emocdo e cognicdo do que pela dor em si
(PLOGHAUS et al., 2003). A respeito da empatia nenhum estudo investigou o efeito da
administracdo de canabidiol em camundongos submetidos ao convivio com coespecifico em
dor cronica.

Diante disso, este trabalho tem grande relevancia para o entendimento da

vulnerabilidade de individuos que convivem com pessoas expostas a situacdes de dor.
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral

Investigar se o sistema endocanabindide modula comportamentos relacionados a

nocicepcéo e a ansiedade, induzidos pelo modelo de empatia pela nocicepgdo em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

e Experimento 1. Avaliar o efeito da administragdo sistémica de canabidiol nas doses de
0,3, 1,0, 10 ou 30 mg/Kg (s.c.) na modulagéo da nocicepcéao induzida pela convivéncia
com coespecifico submetido a um modelo de dor crénica em camundongos.

e Experimento 2. Avaliar o efeito da administracdo sistémica de canabidiol nas doses de
0,3, 1,0, 10 ou 30 mg/Kg (s.c.) na modulacdo da ansiedade induzida pela convivéncia

com coespecifico submetido a um modelo de dor crénica em camundongos.

26



4. MATERIAL E METODOS

4.1  Sujeitos

Foram utilizados 352 camundongos machos (30-50g), da linhagem suigo-albino com
trés semanas de idade, provenientes do biotério central da Universidade Federal de Séo Carlos
- UFSCar. Estes animais foram alojados em duplas em caixas viveiro (30 x 19 x 13cm, 2 animais
por caixa), mantidos em condi¢Ges controladas de temperatura (24 = 1 °C), e luz (ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, luzes acesas as 7:00 horas e apagadas as 19:00 horas), com livre
acesso ao alimento e agua, exceto durante as breves sessdes de teste. Todos 0s procedimentos
envolvendo o uso de animais neste estudo foram aprovados pela Comisséo de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Sdo Carlos, UFSCar (CEUA n° 3305221018).

4.2  Droga

Canabidiol (CBD) 2-[(1R,6R)-6-isopropenyl-3-methylcyclohex-2-en-1-yl]-5-
pentylbenzene-1,3-diol, PM: 314,464 g/mol (THC Pharm, Alemanha)), nas doses de 0,3, 1,0,
10 ou 30 mg/Kg diluido em solucéo veiculo (98% salina e 2% Tween 80) sistémico.

As doses utilizadas foram selecionadas de acordo com estudos prévios (GENARO et
al., 2017; ZANELATI et al., 2010; DEIANA et al., 2012).

4.3  Constricdo Cronica do Nervo Citico

Para reproduzir o modelo de dor crénica, foi utilizado o método proposto por Bennet e
Xie (1998), e posteriormente modificado para uso com camundongos (SOMMER,;
SCHAFERS, 1998). Apds anestesia com cetamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, i.p.,
respectivamente), os animais foram submetidos ao procedimento que consiste na sec¢do da
fascia entre o glateo e biceps femural e a exposi¢do do nervo ciatico direito proximo a sua
trifurcacdo. O tecido ao redor do nervo foi cuidadosamente cortado a uma distancia de
aproximadamente 8 mm e, posteriormente, a compressao do nervo foi realizada por meio de
trés ligaduras com fio estéril, ndo inflamatdrio e ndo absorvivel, mononylon 6.0 (constri¢do do
nervo ciatico, NC). O outro grupo foi submetido a um procedimento similar, ndo havendo a

constricdo do nervo (Sham).
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Ao final da cirurgia, os animais receberam injec@es do antibidtico ceftriaxona (4 mg/kg,
i.m.) (STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2014), para evitar possiveis infecgdes decorrentes da
cirurgia. Os comportamentos relacionados a nocicep¢do aumentam ao longo dos dias e o pico
¢ atingido no 14° dia apo6s a constricdo (NITANDA et al, 2005). Como parametro de medida de
nocicepgéo cronica, foi utilizado o teste da placa quente, proposto por Bennet e Xie (1998).

Os animais que sao submetidos a constri¢do cronica do nervo cidtico demonstram sinais
comportamentais interpretados como dor espontanea, incluindo lamber e mancar da pata
traseira ipsilateral, além de evitar colocar peso no lado lesionado. Estudos demonstram que dois
dias apos a cirurgia de constricdo, os camundongos mostram sinais de alodinia mecanica,

térmica e hiperalgesia térmica na pata lesionada (BENNETT e XIE, 1988).

4.4  Teste da placa quente

O teste da placa quente (Hot Plate) avaliou o tempo em que os animais ficaram sobre
uma superficie metélica aquecida (52°C) (LIU et al., 2002), até reagirem ao estimulo térmico
advindo da placa, demonstrando comportamento de levantar ou lamber as patas.

Este teste foi utilizado para medir a efetividade da cirurgia de constricdo do nervo
ciatico. A laténcia da retirada da pata traseira direita apds a submissdo a chapa com calor de
52°C foi medida (LIU et al., 2002). Para evitar lesdes nas patas, 0 tempo maximo em que 0

animal permaneceu submetido a placa foi de 30 segundos (KURAISHI et al., 1983).

Figura 4: Placa quente

Fonte: O préprio autor (2020)
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45  Labirinto em cruz elevado (LCE)

O aparato experimental consiste em dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) unidos
ortogonalmente a dois bragos fechados com paredes transparentes (30 x 5 x 15 cm), elevados a
38,5 cm do solo por um suporte de madeira (LISTER, 1987), (Figura 4). Os experimentos foram
gravados através de uma camera conectada a um computador localizado na sala adjacente a sala
de testes, e foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz. A analise dos parametros
comportamentais foi realizada diante das observacdes das gravagdes, acompanhada do uso de
um software de andlise etoldgica X-Plo-Rat 3.0 (GARCIA et al., 2005).

Para analise comportamental foram avaliadas: a frequéncia total de entradas nos bragcos
abertos e fechados (a entrada em um braco é definida pelo cruzamento com todas as quatro
patas para dentro do brago), a porcentagem de entrada nos bracos abertos [(aberto/total) X 100]
e de tempo gasto no brago aberto; os tempos de permanéncia nos bragos fechados e na parte
central do labirinto [(tempo/300) X 100] (LISTER, 1987).

Outros parametros comportamentais foram avaliados: as frequéncias de mergulhar
(movimento exploratério com a cabega/ombros para fora dos bragos abertos) e esticar (stretched
attend - SAP: postura exploratoria caracterizada pelo corpo do animal estendido para frente,
depois retrai a posicao original sem locomocao efetiva, resposta associada a avaliagdo de risco).
Os bracos fechados e o centro sdo areas consideradas protegidas e bracos abertos areas
desprotegidas do labirinto (CRUZ et al., 1994; RODGERS e JOHNSON, 1995).

Figura 4: Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Fonte: O proprio autor (2020)
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4.6  Teste para avaliagdo da nocicepcéo

O teste de contor¢des abdominais foi utilizado para avaliagdo da nocicepg¢do. Conforme
descrito por Vander Wende e Margolin (1956), foram observadas ‘“severas contra¢des da
musculatura abdominal, acompanhada por contor¢des que se estendem por todo o corpo e para
os membros traseiros”. As contor¢des abdominais foram induzidas por injegéo intraperitoneal
(i.p.) de &cido acético a 0,6% (10 ml/kg) (VANDER WENDE; MARGOLIN, 1956; NUNES-
DE-SOUZA et al., 2000; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; LANGFORD et al., 2006).

Apos a injecdo do &cido, o animal permaneceu na caixa com o coespecifico até o inicio
das contorcGes abdominais (méaximo 5 minutos), e em seguida foi transportado para a sala de
testes na caixa com o parceiro com dor crénica ou sham. O teste de contor¢des foi filmado por
uma camera acoplada a um computador durante 5 minutos, sendo que 0s sujeitos que ndo

contorceram no periodo de 5 minutos antes do teste foram excluidos do estudo.

4.7  Analise comportamental

Todos os experimentos foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz e foram
gravados por meio de um sistema de camera conectada a um computador localizado na sala
adjacente a sala de testes. A avaliacdo dos parametros comportamentais foi realizada a partir da
observacao das gravac6es, acompanhada do uso de um software de analise etoldgica X-Plo-Rat
3.0 (GARCIA et al., 2005).

4.8  Procedimentos

Os animais foram alojados em pares nas caixas-viveiro 21 dias pos-nascimento (fase de
desmame), formando dois grupos:

Constricdo Nervo Ciatico (NC) - Apos 14 dias de convivéncia, um dos animais de cada
par foi submetido a constri¢do do nervo ciatico, conforme procedimento descrito no item 4.3.

Sham - Apo6s 14 dias de convivéncia, um dos animais de cada par foi submetido a
procedimento cirurgico semelhante ao de constricdo do nervo ciatico, apenas com exposic¢éo do
nervo, sem constricdo do mesmo.

Os grupos formados acima foram submetidos aos seguintes experimentos:
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Experimento 1. Avaliar o efeito da administragdo sisttmica de canabidiol nas doses de
0,3, 1,0, 10 ou 30 mg/Kg (s.c.) na modulagéo da nocicep¢éo induzida pela convivéncia com

coespecifico submetido a um modelo de dor crénica em camundongos.

Aos 21 dias pés-nascimento (desmame) os animais foram alojados em pares nas caixas
viveiro e mantidos no biotério de experimentacao do laboratério de psicologia da aprendizagem
(LPA). No 14° dia, um dos animais da dupla foi submetido a cirurgia de constricdo do nervo
ciatico (NC) ou ndo (Sham) e retornou a caixa moradia. No 28° dia de convivio, 0s
observadores, ou seja, 0s animais que conviveram com camundongos com constrigdo no nervo
ciatico (CNC) ou sem constricdo do nervo (CS) receberam administracdo de veiculo ou
canabidiol (CBD: 0,3, 1,0, 10 ou 30 mg/kg, s.c. e ap6s 30 minutos, receberam uma injecao de
acido acético 0,6% (i.p., estimulo nociceptivo), e apos o inicio das contor¢des foi submetido ao
teste de contor¢des abdominais para avaliacdo da nocicepcdo por 5 minutos. O teste de
avaliacdo das contor¢des abdominais foi realizado nos camundongos CS ou CNC, na mesma
caixa de convivio com o coespecifico em dor crénica (NC) ou ndo (Sham), até o inicio das
contorcdes e a sessdo de teste foi filmada por uma camera acoplada a um computador instalado
na sala adjacente a sala de teste.

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

Abaixo, na figura 5, observamos o delineamento experimental do experimento 1 e na

tabela 1 observamos os grupos experimentais formados.
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Figura 5: Delineamento do experimento 1
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Fonte: o préprio autor (2020)

Tabela 1: Grupos formados no experimento 1

Constric3 iAti Teste de contorc¢des abdominais
Tratamento onstricdo nervo ciatico

(observadores)

(mg/kg, s.c) Sham Constritos (NC) CS CNC
Veiculo n= 09 n= 08 n= 09 n= 08
Canabidiol 0,3 n= 08 n=10 n= 08 n=10
Canabidiol 1,0 n= 09 n= 08 n= 09 n= 08
Canabidiol 10 n=09 n=09 n= 09 n= 09
Canabidiol 30 n= 08 n=09 n= 08 n= 09
TOTAL: n=43 n= 44 n=43 n= 44

Os nimeros representam o total de camundongos que foram utilizados por tratamento. NC: camundongos com
constricdo no nervo cidtico; Sham: camundongo sem constricdo do nervo ciatico; CNC: observador do
camundongo com constri¢do do nervo ciatico; CS: observador do camundongo sem constri¢do do nervo ciatico.

Experimento 2. Avaliar o efeito da administragéo sistémica de canabidiol nas doses de 0,3,
1,0, 10 ou 30 mg/Kg (s.c.) na modulacdo da ansiedade induzida pela convivéncia com

coespecifico submetido a um modelo de dor crénica em camundongos.

O protocolo do experimento 2 foi semelhante ao experimento 1, exceto que no 28° dia
de convivio, os observadores (CNC), ou seja, 0s animais que conviveram com camundongos
com constricdo no nervo ciatico (NC), ou sem constricdo do nervo (CS) receberam
administracdo de veiculo ou CBD (0,3, 1,0, 10 ou 30 mg/kg, s.c.) e apos 30 minutos foram

submetidos individualmente ao LCE para avaliacdo dos indices de ansiedade durante 5
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minutos. Ao final do teste de exposi¢do ao labirinto dos animais CS e CNC, os animais Sham
e NC, foram expostos ao LCE e na sequéncia foram submetidos ao teste da placa quente para

confirmacéo da hiperalgesia induzida pelo procedimento cirdrgico (Figura 6).

Figura 6: Delineamento do experimento 2
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Fonte: o préprio autor (2020)

Tabela 2: Grupos formados no experimento 2

Labirinto em cruz elevado

Tratamento Constricdo nervo ciatico (observadores)

(mg/kg, s.c) Sham Constritos (NC) CS CNC
Veiculo n=09 n= 09 n= 09 n=09
Canabidiol 0,3 n= 08 n= 07 n= 08 n= 07
Canabidiol 1,0 n=11 n=10 n=11 n=10
Canabidiol 10 n=09 n= 08 n= 09 n=08
Canabidiol 30 n=09 n=09 n= 09 n= 09
TOTAL: n= 46 n=43 n= 46 n=43

Os nimeros representam o total de camundongos que foram utilizados por tratamento. Os dados representam a
média + erro padrdo da média (M+EPM) (n= 7-11/grupo). NC: camundongos com constricdo no nervo ciatico;
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 ciatico.
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49  Analise estatistica

Os resultados dos experimentos 1 e 2 foram analisados pela ANOVA de duas vias
(convivio x tratamento). Para casos de significancia, foi realizado o teste de comparagdes
maultiplas de Duncan. Os resultados dos grupos Sham e NC submetidos aos testes do labirinto

e placa quente foram analisados pelo teste t de Student.

Os valores de P menores ou iguais a 0,05 foram considerados como significativos.
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S. RESULTADOS

51 Placa quente: Mensuracdo da eficacia do procedimento cirdrgico em animais

submetidos a constri¢do do nervo ciatico

Para avaliar a eficcia do procedimento cirdrgico em animais submetidos a constri¢ao
do nervo ciatico realizamos o teste da placa quente. Para este procedimento foram utilizados no
experimento 1 (43 animais sham e 44 animais constritos), totalizando 87 animais, e para o
experimento 2 (46 animais sham e 43 animais constritos), totalizando 89 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 1 [tesy = 10,75, p < 0,05],
Experimento 2 [tery = 12,90, p < 0,05], comparados aos animais sham, confirmando a

hipernocicepcao induzida pela cirurgia de constricdo do nervo ciatico (Tabela 3).

Tabela 3: Laténcia de retirada da pata traseira direita nos animais Sham e NC avaliados no teste de placa quente
no 28° dia. Os dados representam a média + erro padrdo da média (M+EPM) (n= 7-11/grupo). *p<0,05 comparado
ao grupo controle (Sham). NC= camundongos com constrigdo no nervo citico.

Laténcia de retirada da pata (s)

Grupos experimentais

Sham NC
Experimento 1 18,07 £ 0,93 8,98 +0,70"
Experimento 2 19,52 + 0,58 10,39 + 0,40"
5.2 Experimento 1: Efeito do tratamento sistémico com canabidiol (0,3, 1,0, 10 e 30

mg/Kg, s.c.) na modulacéo da nocicepgdo induzida pela convivéncia com o coespecifico

submetido a um modelo de dor crénica em camundongos.

A ANOVA de dois fatores (convivio x tratamento) mostrou efeitos significativos para
o fator convivio [F1,77 = 11,45; p<0,05], tratamento [Fa4,77 = 8,62; p<0,05] e para interacdo entre
convivio e tratamento [Fa,77 = 2,66; p<0,05]. O teste de Duncan revelou aumento no nimero de
contorgdes nos animais que conviveram com os coespecificos CNC (CNC-veiculo), quando
comparados com animais que conviveram com os coespecificos sham (Sham-veiculo). O teste
post hoc também revelou que as doses mais altas de canabidiol (10 e 30 mg) diminuiram o
numero de contor¢ces em animais que conviveram com 0 coespecifico constrito em

comparagao com o respectivo grupo CNC/veiculo (Figura 7).
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Figura 7: Efeitos da injecdo sistémica de veiculo ou canabidiol (0,3, 1,0, 10 e 30 mg/Kg, s.c) sobre a nocicepcdo
em camundongos que conviveram com o coespecifico submetido a cirurgia de constricdo do nervo ciatico (NC)
ou nao (Sham). As barras representam os valores das médias 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=7-11). #P<0,05 comparado
ao respectivo CS. *P<0,05 comparado ao CNC/veiculo. CNC: observador do camundongo com constri¢do do
nervo ciatico; CS: observador do camundongo sem constri¢do do nervo ciatico.
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5.3 Experimento 2: Avaliacdo dos comportamentos relacionados a ansiedade induzida

pela dor crénica em camundongos constritos ou Sham expostos ao LCE.

A Figura 8 demonstra o efeito da dor cronica induzida pela cirurgia de constricdo do

nervo ciatico em camundongos expostos ao LCE. O Teste t de Student mostrou diminuicao da
%EBA (t1s = 4,96; p<0,05) e %TBA (t1s = 9,87; p<0,05), nos animais constritos comparados

ao animais Sham.
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Figura 8. Efeitos da dor cronica induzida pela cirurgia de constricdo do nervo ciatico em camundongos avaliados
sobre a porcentagem de entradas e tempo gasto do LCE. As barras representam os valores das médias e 0 erro
padrdo da media (M+EPM) (n= 10). #P<0,05 comparado ao respectivo Sham. NC: camundongo com constri¢éo
do nervo ciatico; Sham: camundongo sem constricdo do nervo ciatico.
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A Figura 9 demonstra o efeito da dor crénica induzida pela cirurgia de constri¢cdo do
nervo ciatico em camundongos expostos ao LCE. O Teste t de Student revelou auséncia de
efeito significativo para as entradas nos bragos fechados (EBF) (t1s =-0,12; p>0,05) nos animais
CNC comparados ao grupo Sham, demonstrando que a dor crénica ndo alterou a locomocéo

nos animais constritos.

Figura 9: Efeitos da dor crénica induzida pela cirurgia de constri¢do do nervo ciatico em camundongos avaliados
sobre as entradas nos bracos fechados do LCE. As barras representam os valores das médias e o erro padrdo da
media (M+EPM) (n= 10). #P<0,05 comparado ao respectivo CS. #P<0,05 comparado ao CNC/salina. NC:
camundongo com constri¢do do nervo ciatico; Sham: camundongo sem constri¢do do nervo ciatico.

Entradas nos Bragos Fechados

SHAM NC
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A Tabela 04 mostra os efeitos da dor cronica induzida pela cirurgia de constricdo do
nervo ciatico em camundongos expostos ao LCE. O teste t demonstrou aumento significativo
para a porcentagem de tempo gasto no centro (t1s = -3,60; p<0,05), porcentagem de mergulhos
protegidos (t18 = -7,96; p<0,05), total de SAP (tis = -6,41; p<0,05) e porcentagem de SAP
protegido (tis = -7,36; p<0,05); e auséncia de efeito significativo para o total de mergulhos (tis
=-1,44; p>0,05) nos animais constritos comparados aos animais Sham.

Tabela 04: Efeitos da dor cronica induzida pela cirurgia de constri¢cdo do nervo ciatico em camundongos expostos
ao LCE. Os dados representam a média + erro padrao da média (M+EPM) (n= 10). #p<0,05 comparado ac grupo
controle (Sham). NC= camundongos com constricdo no nervo ciatico.

c Condicao

omportamento SHAM NG
Tempo no centro (%) 47,90 + 3,28 64,10 + 3,07*
Total mergulhos 18,30 £1,85 22,50 £ 2,23
Mergulho protegido (%) 52,66 * 5,15 96,39 + 1,897
Total SAP 38,70+ 1,78 54,30 + 1,657
SAP protegido (%) 72,98 + 3,07 97,46 + 1,287

5.4 Experimento 2. Efeito do tratamento com veiculo ou canabidiol (0,3, 1,0, 10 e 30
mg/Kg, s.c.) na modulacédo da ansiedade em camundongos, induzida apds o convivio com

o0 coespecifico submetido a condicdo de dor crénica.

A Figura 10 mostra os efeitos do veiculo e do canabidiol (0,3, 1,0, 10 e 30 mg/Kg) sobre
a modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em estado de dor crbnica
em camundongos avaliados sobre a porcentagem de entradas nos bracos abertos (%EBA) do
LCE. A ANOVA de duas vias (convivio x tratamento) mostrou para porcentagem de entrada
nos bragos abertos (%EBA) efeito significativo para o tratamento (Fs79 = 5,20; p<0,05) e para
interacdo entre convivio e tratamento (F4,79 = 2,80; p<0,05), e auséncia de efeitos significativos
para o convivio (Fi79 = 1,61; p>0,05). Analises posteriores feitas pelo teste de Duncan
revelaram que 0s animais que conviveram com o0s parceiros NC e receberam veiculo
apresentaram diminuicdo na %EBA quando comparados ao respectivo CS. O teste post hoc
também revelou que as doses de 1,0, 10 e 30 mg/kg de canabidiol aumentaram a %EBA nos
animais que conviveram com o coespecifico CNC quando comparados ao respectivo
CS/veiculo. Nenhuma das doses de canabidiol interferiu com a porcentagem de entrada nos

bracos abertos do LCE nos animais que conviveram com coespecificos Sham (Figura 10).
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Figura 10: Efeito do tratamento com veiculo e canabidiol (0,3, 1,0, 10 e 30 mg/Kg, s.c.) na modulacdo da
ansiedade ap6s o convivio com o coespecifico submetido a condigdo de dor cronica em camundongos avaliados
sobre a porcentagem de entradas nos bracos abertos (%EBA) do LCE. As barras representam os valores das médias
e 0 erro padrdo da média £ EPM (n= 7-11). #p<0,05 comparado ao respectivo CS, *p<0,05 comparado com
respectivo CNC/veiculo.
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A Figura 11 mostra os efeitos do veiculo e canabidiol (0,3, 1,0, 10 ou 30 mg/Kg) sobre
a modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em estado de dor crbnica
em camundongos avaliados sobre a porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos (% TBA)
do LCE. A ANOVA de duas vias (convivio x tratamento) mostrou para a porcentagem de
tempo gasto nos bracos abertos efeito significativo para o tratamento (Fs,79 = 5,46; p<0,05), e
auséncia de efeitos significativos para o convivio (F1,70 = 0,69; p>0,05) e para a interag&o entre
convivio e tratamento (Fs79 = 1,01; 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 que a dose de 30,0 mg/kg foi a Gnica que aumentou a %TBA nos animais
que conviveram com coespecifico NC quando comparados ao respectivo CS/veiculo (Figura
11).
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Figura 11: Efeito do tratamento com veiculo e canabidiol (0,3, 1,0, 10 e 30 mg/Kg, s.c.) na modulacdo da
ansiedade ap6s o convivio com o coespecifico submetido a condigdo de dor cronica em camundongos avaliados
sobre a porcentagem de tempo gasto nos abertos (%TBA) do LCE. As barras representam os valores das médias e
0 erro padrao da média + EPM (n= 7-11). #p<0,05 comparado ao respectivo CS, *p<0,05 comparado com
respectivo CNC-veiculo.
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A Figura 12 mostra os efeitos do veiculo e canabidiol (0,3, 1,0, 10,0 ou 30,0) sobre a
modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em dor cronica em
camundongos avaliados sobre a entrada nos bragos fechados (EBF) do LCE.

A ANOVA de duas vias (convivio x tratamento) revelou que para as entradas nos bracos
fechados, medida de atividade locomotora, ndo ocorreu efeito significativo para o convivio
(F1,79=0,27; p>0,05), tratamento (F479 = 0,44; p>0,05) e interagdo entre convivio e tratamento
(Fa70=1,43; p>0,05).
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Figura 12: Efeitos do tratamento com veiculo ou canabidiol (0,3, 1,0, 10,0 e 30,0 mg/kg) na modulacdo da
ansiedade induzida apds o convivio com o coespecifico submetido a dor cronica em camundongos avaliados sobre
a entrada nos bragos fechados do LCE. As barras representam os valores das médias e o erro padrdo da média +
EPM (n=7-11). #p<0,05 comparado ao respectivo CS, *p<0,05 comparado com respectivo CNC-veiculo.
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A Tabela 5 mostra os efeitos da injecdo de veiculo ou canabidiol (0,3, 1,0, 10,0 ou 30,0
mg/kg), sobre a modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em dor
crbnica em camundongos expostos ao LCE.

A ANOVA de duas vias (convivio x tratamento) mostrou efeito significativo para as
medidas espaco temporais [% mergulhos protegidos: tratamento (Fs79 = 4,23; p<0,05); Total
SAP: convivio (F179 = 4,39; p<0,05) e interacdo entre convivio e tratamento (Fa,79 = 2,60;
p<0,05); % SAP protegido: tratamento (Fs79 = 3,18; p<0,05)]. No entanto, a ANOVA de duas
vias (convivio x tratamento) mostrou auséncia de efeitos significativos para as medidas espaco
temporais [% tempo no centro: convivio (F1,79 = 0,02; p>0,05), tratamento (F4,79 = 2,34; p>0,05)
e interacdo entre convivio e tratamento (F4,79=1,21; p>0,05); total de mergulhos: convivio (F1,79
=1,70; p>0,05), tratamento (F4,79 = 0,34; p>0,05) e interagdo entre convivio e tratamento (F4,79
= 0,78; p>0,05); % mergulhos protegidos: convivio (F179 = 0,14; p>0,05) e interacdo entre
convivio e tratamento (Fs79 = 1,00; p>0,05); Total SAP: tratamento (Fs79 = 0,26; p>0,05); %
SAP protegido: convivio (F179 = 1,08; p>0,05) e interacdo entre convivio e tratamento (Fs79 =
1,57; p>0,05). O teste de Duncan revelou aumento do total de mergulhos, total de SAP e da
porcentagem de SAP protegido, nos animais CNC/veiculo que conviveram com 0s coespecificos
NC, quando comparados com animais CS/veiculo que conviveram com 0s coespecificos sham.

Comparag@es posteriores utilizando o teste de Duncan tambeém revelaram que as duas doses de
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canabidiol (10 e 30mg/Kg) diminuiram as porcentagens de mergulho e SAP protegido nos
animais que conviveram com o parceiro CNC, quando comparados ao respectivo CNC/veiculo.
Todas as doses de canabidiol (0,3, 1,0, 10,0 e 30,0 mg/kg) apresentaram diminui¢do no total de
esticar quando comparados aos respectivos CNC/veiculo. O post hoc também demonstrou que o
canabidiol na dose de 1,0 mg/Kg aumentou o tempo gasto no centro do LCE nos animais que

conviveram com o parceiro CNC, quando comparados ao respectivo CNC/veiculo.
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Tabela 5: Efeitos da injecdo de veiculo ou canabidiol (0,3, 1,0, 10,0 e 30,0 mg/kg) sobre a modulacdo da ansiedade induzida pelo convivio com coespecifico em dor cronica
em camundongos expostos ao LCE (n=7-11). Os dados representam média e + erro padrao da média (n= 7-11). #p<0,05 comparado com respectivo coespecifico controle (CS);

*p<0,05 comparado com respectivo grupo CNC-veiculo. Total SAP: Total de esticar, %SAP protegido: porcentagem de esticar protegido.

Tratamento (mg/Kg, s.c.)

Comportamento Veiculo Canabidiol 0,3 Canabidiol 1,0 Canabidiol 10 Canabidiol 30

CS CNC CS CNC CS CNC CS CNC CS CNC
Tempo no centro (%)  40,21+5,41 32,1746,13 45,85+7,08 43,90+540 43,19+6,45 53,88+6,92* 42,91+585 33,50+5,08  29,20+7,06 36,60+5,76
Total de mergulhos 16,11+2,25 23,60+2,89 17,63+1,38 18,43+1,60 16,55+2,09 18,00+2,08 19,00+4,27 19,30+2,57  18,30+1,90 18,60+1,71
Mergulho protegido (%) 74,36+6,21 81,80+7,30# 75,84+6,06 78,20+7,38 78,17+587 82,03+511 61,94+7,94 57,80+10,24* 68,20+8,68 49,90+7,15*
Total SAP 14,33+0,99 24,44+248# 17,75+2,62 17,19+1,29* 16,91+2,07 18,90+1,63* 17,44+140 19,10+1,81* 18,40+2,19 17,90+1,75*
SAP protegido (%) 77,51+4,39 92,80+3,71# 73,19+3,25 80,15+6,62 82,13+4,50 84,97+4,27  69,32+6,53 70,60+7,15* 79,02+5,43 69,50+4,43*
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6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos da administracdo sistémica de canabidiol na
modulacéo da nocicepcdo e ansiedade induzida pelo modelo de empatia pela nocicepcdo em
camundongos. Os resultados demonstraram que a convivéncia com animal submetido a
constricdo do nervo cidtico produziu hipernocicepcao no teste de contor¢des abdominais e
aumento de comportamentos relacionados a ansiedade no LCE. Além disso, demonstramos
que o tratamento com CBD (10 e 30 mg/kg) reverteu a hipernocicepc¢do induzida pelo
convivio com coespecifico em dor cronica (experimento 1). Além da atenuagdo da
nocicepgéo, o tratamento sistémico com CBD (1,0, 10 e 30 mg/kg) aumentou a porcentagem
de entradas e de tempo gasto (30 mg/kg) nos bragos abertos do LCE e diminuiu o0s
comportamentos de avaliacdo de risco, demonstrando o efeito ansiolitico deste composto.
Nenhuma das doses de CBD interferiu na atividade locomotora, representada pela frequéncia
de entradas nos bracos fechados do labirinto.

Com o objetivo de verificar a efetividade da cirurgia de constricdo do nervo ciatico
(modelo animal para producédo de dor crdnica), os animais constritos e sham foram avaliados
no teste de placa quente. Os resultados demonstraram diminuicdo na laténcia de retirada da
pata direita nos animais com o nervo constrito (KURAISHI et al., 1983), confirmando a
efetividade do procedimento cirtrgico nos experimentos 1 e 2 e corroborando com outros
estudos da literatura que utilizaram o mesmo modelo de dor cronica (BENNETT e XIE, 1988;
SOMMER e SCHAFERS, 1998; BAPTISTA-DE-SOUZA et al, 2015).

Diversos estudos vém constatando presenca da modulagdo social da nocicepgdo néo
apenas em humanos, mas também em camundongos (LANGFORD et al., 2006; 2011,
MARTIN e MOGIL, 2014; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; MARTIN et al., 2015).
Além disso, estudos prévios demonstram que roedores apresentam resposta empatica diante
de estados afetivos de coespecificos, como mudancas na resposta de percepcao da nocicepgao
em camundongos que estdo observando um coespecifico em sofrimento (LANGFORD et al.,
2006; LANGFORD et al., 2011; MARTIN et al., 2015). No mesmo sentido, evidéncias do
nosso grupo de pesquisa demonstraram que ocorre aumento da sensibilidade a nocicepgéo
em camundongos que foram submetidos ao protocolo de convivio com um par em dor cronica
e posteriormente foram submetidos ao teste de contor¢des abdominais (BAPTISTA-DE-
SOUZA et al., 2015; ZANIBONI et al., 2018; TAVARES et al.,, 2019) e aumento de
comportamentos associados a ansiedade no mesmo modelo, porém os animais foram
submetidos a0 LCE (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; CARMONA et al., 2016).
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Portanto, os resultados obtidos nos experimentos 1 e 2 deste trabalho confirmam que o
convivio com coespecifico em dor cronica induz ao aumento de comportamentos relacionados
a nocicepcao e a ansiedade (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; CARMONA et al., 2016;
TAVARES et al., 2019).

A empatia pela nocicepcdo, ou seja, o0 contadgio 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 algumas semanas na mesma caixa
que coespecificos submetidos a constricao do nervo ciatico desencadeia respostas aumentadas
de nocicepcao no teste de contorgdes induzido por acido acético (BAPTISTA-DE-SOUZA et
al., 2015).

Alguns autores tem demonstrado que situacGes estressantes como a dor crdnica, podem
modular a nocicepc¢do atenuando-a ou acentuando-a (COSTA et al., 2005; TRAMULLAS,
2012). No intuito de saber se o convivio com o parceiro em estresse cronico de contencdo
poderia alterar respostas nociceptivas em coespecificos, 0 nosso grupo de pesquisa
demonstrou que o convivio induz comportamento do tipo ansiogénico avaliado no LCE,
hipernocicepcao no teste de contorcdes e alteracdes no comportamento defensivo avaliados
em camundongos submetidos ao protocolo de 14 dias de estresse cronico. Desta forma, néo é
sO o convivio com a dor cronica que desencadeia aumento de nocicepgdo e de ansiedade, o
convivio com o coespecifico em situacdo de estresse de contencdo, também altera a
nocicepc¢do e a ansiedade (CARNEIRO-DE-OLIVEIRA et al., 2017; SILVEIRA et al., 2019).

Dentro desse contexto, pesquisas tém buscado identificar alteracbes nos mecanismos
neurobioldgicos da empatia em roedores. Entretanto, ainda sdo poucas as evidéncias sobre
quais neurotransmissdes e estruturas encefalicas estdo envolvidas com a empatia relacionada
a nocicep¢do em camundongos.

Sob esse aspecto, novos farmacos potencialmente analgésicos que ndo causem efeitos
colaterais e que possuam efetividade expressiva tem sido alvo de pesquisadores (SEIC, 2013).
Dentre 0s varios neurotransmissores e respectivos receptores com importantes implicacdes
em estados emocionais e que desempenham um papel na mediagéo nociceptiva e da ansiedade,
o0 sistema endocanabindide destaca-se como um novo sistema de neuromodulacdo central e
periférica, em funcgéo de seus receptores CB1 e CB>, além de seus derivados serem comparados
as acOes analgésicas de opioides.

Estudos sugerem que o canabidiol apresente atividades ansioliticas, analgésicas, anti-
inflamatdrias e também anticonvulsivas expressivas sem o efeito do THC, responsavel pelo

efeito psicoativo (COSTA et al., 2007). Outros estudos demonstraram que o efeito do
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canabidiol pode estar associado com o0 aumento das sensagdes de bem estar (VENDEROVA
et al.,, 2004), efeitos antidepressivos (SAITO et al., 2010; ZANELATI et al., 2010),
antipsicoticos (ZUARDI et al., 1991; 1995) e sedativos (CHAGAS et al., 2013; 2014,
MONTI, 1997). Além disso, pesquisas descrevem sobre as acdes analgésicas dos canabinoides
em patologias humanas, como por exemplo, a dor advinda da quimioterapia, diabetes,
fibromialgia e esclerose multipla (LYNCH e WARE, 2015; WHITING et al., 2015).
Recentemente foram demonstrados efeitos positivos relacionados a qualidade de vida, como
melhoria no sono do paciente e diminuicdo na intensidade da dor em pacientes que foram
tratados com canabidiol (NUGENT et al., 2017). Diante disso, os canabindides mostram-se
como uma alternativa viavel e satisfatoria para o tratamento da dor crénica, apesar de nao ser
considerado um farmaco de primeira escolha na clinica (VIGIL et al., 2018).

Considerando as evidéncias acima sobre o papel analgésico dos canabindides, 0s
nossos resultados do experimento 1 demonstraram que o tratamento sistémico com canabidiol
(10,0 e 30,0 mg/kg) atenuou a hipernocicepcao induzida no observador (CNC) pelo convivio
com o coespecifico constrito (NC), comparado com o respectivo grupo CNC/veiculo.
Evidéncia do efeito antinociceptivo dose-dependente da administracdo sistémica de CBD foi
demonstrado anteriormente em um modelo de dor crbnica de osteoartrite atraves da
diminuig&o do limiar de retirada no teste de VVon Frey (PHILPOTT et a., 2017).

Com isso, os dados obtidos no presente estudo corroboram com outros estudos clinicos
(WADE et al., 2003; RYZ et al., 2017) e pré-clinicos (COSTA et al., 2007; WARD et al.,
2014) que evidenciaram o potencial do canabidiol para tratar condi¢Ges relacionadas a dor.
Além disso, corrobora também com outro estudo recente feito pelo nosso grupo de pesquisa
gue demonstrou que a administracdo intra-amigdala de canabidiol reverte a hipernocicepcao
induzida pelo convivio com coespecifico constrito (TAVARES et al., 2020).

Considerando que a reversao da hipernocicep¢do desencadeada pela administracao de
CBD ocorreu apenas nos animais observadores CNC que conviveram com o coespecifico com
constricdo do nervo ciatico, 0s resultados demonstram que a neurotransmisséo
endocanabinoide ndo esta apenas envolvida na modulagdo sensorial da nocicepgdo, mas
também modulando o aspecto emocional presente no modelo de empatia utilizado neste
estudo.

A respeito da influéncia do convivio na modulagdo das emocgdes, Tomiyoshi e
colaboradores (2009) demonstraram que o convivio com um coespecifico inoculado por um
tipo de tumor, acentuou comportamentos relacionados a ansiedade avaliados no LCE. Assim

como, evidéncias do nosso grupo de estudo observou aumento de comportamentos do tipo
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ansiogénico avaliados no LCE, no entanto, em camundongos que conviveram com O
coespecifico submetido & um protocolo de estresse cronico (CARNEIRO-DE-OLIVEIRA et
al., 2017).

Os efeitos da dor cronica nos comportamentos relacionados a ansiedade foram descritos
na literatura (GERRITS et al., 2012; SIMONS et al., 2014), demonstrando o aumento de
comportamentos relacionados a ansiedade em roedores submetidos a constricdo do nervo
ciatico (YALCIN et al., 2014; CARMONA et al., 2016). Assim, com o0 objetivo de verificar
essas respostas no nosso estudo, os animais constritos foram expostos ao LCE. Os animais
com constricdo do nervo ciatico apresentaram diminuicdo de entradas e tempo gasto nos
bragos abertos do labirinto e aumento de comportamentos de avaliagdo de risco (tempo no
centro, porcentagem de mergulho protegido, total de SAP e porcentagem de SAP protegidos)
(CRUZ et al.,, 1994; RODGERS e JOHNSON, 1995), sugerindo efeito ansiogénico
desencadeado pela dor crbnica. Sendo assim, 0s nossos resultados sugerem que além do
convivio com a dor crénica, 0s animais observadores (parceiros) também estdo expostos ao
convivio com um parceiro ansioso. Resultado semelhante foi observado em camundongos
expostos ao mesmo modelo de empatia relacionada a nocicep¢do em camundongos que
conviveram com coespecifico em dor cronica e foram avaliados no LCE (CARMONA et al.,
2016). Esses resultados contribuem para fortalecer a hip6tese sobre a influéncia de estados
emocionais nos comportamentos de roedores (BARTAL et al., 2016).

Considerando os achados acima e a relacdo da literatura acerca dos efeitos do canabidiol
na modulacdo da ansiedade consideramos realizar o experimento 2, e verificar se o tratamento
sisttmico com canabidiol reverteria 0 aumento dos comportamentos relacionados com a
ansiedade no modelo de empatia pela nocicepcdo. Os resultados do experimento 2
demonstraram que tratamento com canabidiol nas doses de 1,0, 10,0 e 30,0 mg/Kg, produziu
aumento da porcentagem de entradas nos bracos abertos (%EBA) do LCE, sendo que a dose
de 30,0 mg/Kg apresentou um aumento robusto no aumento do tempo gasto nos bragos abertos
(%TBA) quando comparados com o respectivo grupo CNC/veiculo. Além disso, todas as
doses de CBD (0,3, 1,0, 10,0 e 30,0 mg/Kg) diminuiram o total de SAP, caracterizando o
efeito ansiolitico do CBD. As doses de 10 e 30mg/Kg de CBD também atenuaram a
porcentagem de mergulhos e SAP protegidos. Nenhuma das 4 doses de CBD alterou a
atividade locomotora dos animais, verificada pela frequéncia de entradas nos bragos fechados.

Vaérios estudos da literatura demonstraram que roedores quando sdo expostos ao LCE
apresentam diminui¢cdo das entradas e tempo gasto nos bracos abertos e aumento de

comportamentos de avaliacdo de risco, caracterizando aumento das respostas associadas com
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a ansiedade (LISTER, 1987; RODGERS et al., 1997; RODGERS e JOHNSON et al., 1995;
CAROBREZ e BERTOGLIO, 2005; CRUZ et al., 1994).

Diante destas evidéncias, pode-se propor que os resultados obtidos sobre a modulacéo
da ansiedade induzida pelo convivio com par em estado de dor crdnica podem estar
relacionados ao estado emocional do coespecifico constrito, uma vez que através dos
mecanismos de percepcdo-acdo, o observador passa a vivenciar um estado emocional
semelhante daquele que observa (PRESTON e DE WAAL, 2002; MOYA-ALBIOL et al.,
2010). Neste sentido, o presente resultado contribui para fortalecer a hipdtese sobre a
influéncia de estados emocionais nos comportamentos de roedores (BARTAL, et al 2016)
pois, o convivio com animal submetido a constricio do nervo ciatico acentuou o0s
comportamentos relacionados a ansiedade sugerindo dessa forma o valor que o convivio com
a dor e a ansiedade desencadeiam no parceiro.

Nesse contexto, € encontrado na literatura a participacdo da sinalizacéo
endocanabinoide em atenuar comportamentos defensivos e que o canabidiol pode apresentar
atividade ansiolitica, sendo que diversos estudos demonstraram que os efeitos do delta-9-THC
sdo antagonizados pelo CBD (KARNIOL e CARLINI, 1973). Além disso, outro estudo
observou que a administragdo de CBD diminuiu comportamentos relacionados com a
ansiedade em roedores expostos ao LCE e ao teste de resposta emocional condicionada
(GUIMARAES et al., 1990; 1994; ZUARDI E KARNIOL, 1983; SCHIER et al., 2012). Com
isso, as evidencias demonstram que o CBD possa apresentar efeitos ansioliticos, e apesar do
seu mecanismo de acdo ainda ndo estar totalmente elucidado, sugerindo que estudos
complementares devem ser realizados para tentar esclarecer as possiveis atuacdes do CBD
(CRIPPA et al., 2010; ZUARDI, 2008).

Considerando as devidas proporcdes nas diferencas entre as metodologias empregadas,
os resultados obtidos no presente estudo corroboram com os resultados apresentados de outros
estudos que também observaram o aumento da exploracdo dos bracos abertos do LCE e a
diminuicdo de respostas de avaliacdo de risco apds tratamento com farmacos de potencial
ansiolitico (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; CARMONA et al., 2016). Além disso, 0s
resultados observados corroboram com outros estudos que demonstram os efeitos ansioliticos
do CBD, sugerindo o potencial efeito deste farmaco na reducdo de comportamentos
relacionados com a ansiedade (ZUARDI et al., 1993; CRIPPA et al., 2010).

No entanto, nenhum estudo havia investigado o papel do sistema endocanabindide na
modulacdo da ansiedade induzida pelo modelo de empatia para nocicepgdo. Diante dos
resultados apresentados neste estudo, pode-se observar que o tratamento com CBD produziu
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efeito ansiolitico em camundongos avaliados no LCE, indicando que a sinalizacdo
canabinoide é essencial para a atenuacdo de comportamentos ansiosos induzidos por contagio
emocional, avaliados por meio da convivéncia com o coespecifico submetido a dor crénica.
De maneira geral, este estudo sugere que ha envolvimento do sistema endocanabindide
no processo de modulagéo social da nocicepcéo e da ansiedade. Os efeitos de reverséo da
nocicepcdo observados nesse estudo provavelmente se devem a acgdo do canabidiol na
amigdala. A hipdtese encontra apoio no estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa onde
a administracdo intra-amigdala de canabidiol reverteu a hipernocicepcao induzida pelo
convivio com coespecifico constrito (TAVARES et al., 2020). No entanto, outras estruturas e
neurotransmissdes podem estar envolvidas neste processo, necessitando de investigacoes

futuras.

49



7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que o convivio com coespecificos em dor cronica
produziu hipernocicepcdo e aumento das respostas relacionadas a ansiedade nos parceiros
quando submetidos ao teste de contor¢des abdominais e LCE, respectivamente. Sugerimos
que, os estados emocionais podem influenciar os comportamentos de camundongos e modular
a resposta da nocicepcao e da ansiedade através do convivio com coespecifico em dor cronica.

Demonstramos também que o tratamento sistémico com canabidiol reverteu a
hipernocicepcao e o aumento dos comportamentos do tipo ansiogénicos em camundongos que
conviveram com coespecificos em dor crénica.

Este estudo contribui para demonstrar o envolvimento da neurotransmisséo
endocanabinoide na modulacdo da resposta nociceptiva e emocional induzida pelo convivio

com o coespecifico com dor crdénica em camundongos.
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ANEXO 1

Pro Reitoria comisséo de Etica no Uso de Animais -
. Universidade Federal de S&o Carlos
3 Pesquisa U'FE-““I /]

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 oo1nds), sob 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 producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta 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 Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Sao 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 oo oo1o48), under the responsibility of Ligia Renata Rodrigues Tavares and
team; Azair Liane Matos do Canto de Souza; Leonardo Abdelnur Petrilli; 1sabela 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 S&o 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 &5 semanas M: 560
Linhagem: Swiss Albino Peso: 14a45g

Local do experimento: Laboratdrio de Psicologia e Aprendizagem da UFSCar

Sao Carlos, 24 de maio de 2020
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