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“(...) Conhego pessoalmente a dor.
A sua residéncia, longe,

Em caminhos inesperados.

As vezes sento-me a sua porta, na sombra das suas arvores
E ouco dizer:

v . . L~ .

Quem visse, como vés, a dor, ja ndo sofria’.

E olho para ela, imensamente.

Conhego ha muito tempo a dor.

Conhego-a de perto.

’

Pessoalmente.’

(Cecilia Meireles)



RESUMO

A dor ¢ considerada uma “experiéncia sensorial e emocional” que pode ou ndo estar relacionada
aum dano tecidual. Empatia ¢ definida como “o compartilhamento de emog¢des entre individuos
e a adocdo do ponto de vista do outro”, sendo fundamental para a convivéncia destes. Estudos
apontam que camundongos que convivem com o parceiro com dor cronica, apresentam
aumento da ansiedade e da nocicepcdo. A ocitocina, um neurohormonio agonista dos receptores
ocitocinérgicos, produzido e liberado pelo sistema hipotdlamo-neuro-hipéfise, esta envolvida
nos processos afetivos, estresse, cogni¢ao e comportamento social, e sua reducao relaciona-se
a transtornos psiquiatricos como depressdo e ansiedade. O nucleo paraventricular do
hipotdlamo (PVN) ¢ um dos principais sitios de producdo da ocitocina. Levando em
considera¢do que processos nociceptivos promovem o aumento da sintese de ocitocina pelo
PVN, e que o convivo com o parceiro com dor cronica promove aumento de FosB nessa regido,
este estudo teve como objetivo avaliar o envolvimento da neurotransmissdo ocitocinérgica do
PVN na modulagao da ansiedade e nocicepg¢ao induzidas pelo convivio com o coespecifico com
dor cronica em camundongos machos e fémeas. Para isso, camundongos machos e fémeas
suico-albinos foram alojados em quartetos apods o desmame. Em cada quarteto, um animal
passou pela cirurgia de constri¢do do nervo isquiatico, tornando-se demonstrador da dor, ou
pela cirurgia semelhante, tornando-se um controle Sham, apds 14 dias de convivio. Os animais
observadores (Ob-Sham e Ob-CNC) tiveram uma canula implantada no cranio, direcionada ao
PVN, e no 28° dia de experimento receberam injegdes intra-PVN de salina 0,9%, ocitocina (1,0
ng/0,1ul) e/ou atosibana (0,4 pg/0,1uL, antagonista tendencioso dos receptores de ocitocina).
Posteriormente, foram avaliados no LCE e pelo teste de contor¢des abdominais para
comportamentos do tipo-ansiedade e nocicepg¢ao, respectivamente. Como resultado, o convivio
com coespecifico com dor promoveu a hipernocicep¢ao nos machos e nas fémeas, e aumento
dos comportamentos do tipo-ansiedade em machos. Além disso, as inje¢des intra-PVN de
ocitocina foram capazes de reverter a hipernocicepcdo em ambos os sexos. Quanto aos
comportamentos do tipo ansiedade, a ocitocina falhou em reduzi-los nos machos, mas
promoveu reducdo nas fémeas Ob-CNC em relagdo ao controle Ob-CNC salina. A atosibana
reduziu a hipernocicep¢ao dos machos e modificou alguns comportamentos avaliados no LCE
de machos e fémeas. As injecdes combinadas de atosibana e ocitocina realizadas nos machos
tendeu a aumentar os comportamentos tipo-ansiedade nos Ob-Sham e reduzi-los nos Ob-CNC,
nao apresentando efeitos na nocicepg¢ao. Portanto, o presente trabalho encontrou evidéncias da
participacdo do sistema ocitocinérgico do PVN no controle da hipernocicep¢ao e dos
comportamentos do tipo-ansiedade em camundongos machos e fémeas que conviveram com
coespecifico com dor cronica.

Palavras-chave: empatia; dor; ansiedade; fémeas; camundongos; ocitocina; PVN; atosibana.



ABSTRACT

Pain is considered a “sensory and emotional experience” that may or may not be related to
tissue damage. Empathy is defined as “the sharing of emotions between individuals and the
adoption of the other individual's point of view”, which is fundamental to their coexistence.
Studies show that mice living with a partner in chronic pain exhibit increased anxiety-like
behaviors and hypernociception. Oxytocin, a neurohormone agonist of oxytocinergic receptors,
produced and released by the hypothalamus-neurohypophysis system, is involved in affective
processes, stress, cognition and social behavior, and its reduction is related to psychiatric
disorders such as depression and anxiety. The paraventricular nucleus of the hypothalamus
(PVN) is one of the sites of oxytocin production. Considering that nociceptive processes
promote an increase in oxytocin synthesis in the PVN, and that living with a partner with
chronic pain promotes an increase in FosB in the same region, this study aimed to evaluate the
involvement of oxytocinergic neurotransmission in the PVN in the modulation of anxiety and
nociception induced by living with a partner with chronic pain in male and female mice. To this
end, male and female Swiss-Albino mice were housed in quartets after weaning. In each quartet,
one animal underwent sciatic nerve constriction surgery, becoming a pain demonstrator, or
similar surgery, becoming a Sham control, after 14 days of cohabitation. The observer animals
(Ob-Sham and Ob-CNC) had a cannula implanted in the skull, directed to the PVN, and on the
28th day of the experiment received intra-PVN injections of saline 0.9%, oxytocin (1.0
ng/0.1ul) and/ or atosiban (0.4 png/0.1uL, oxytocin receptor biased antagonist). Subsequently,
they were evaluated in the EPM and by the writhing test for anxiety-like behaviors and
nociception, respectively. As a result, living with a conspecific with pain promoted
hypernociception in males and females, and increased anxiety-like behaviors in males. In
addition, intra-PVN injections of oxytocin were able to reverse hypernociception in both sexes.
Regarding anxiety-like behaviors, oxytocin failed to reduce them in males but did reduce them
in Ob-CNC females compared to the Ob-CNC saline control. Atosiban reduced
hypernociception in males and changed some behaviors assessed in the EPM of males and
females. Combined injections of atosiban and oxytocin in males tended to increase anxiety-like
behaviors in Ob-Sham and reduce it in Ob-CNC, with no effect on nociception. Therefore, the
present study found evidence of the participation of the PVN oxytocinergic system in the
control of hypernociception and anxiety-like behaviors in male and female mice that lived with
a conspecific in chronic pain.

Key-words: empathy; pain; anxiety-like behaviors; females; mice; oxytocin; PVN; atosiban.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Esquema simplificado das vias da dor e estruturas-chave da "matriz da dor". ......... 20
Figura 2 — Estrutura da classifica¢do da dor cronica segundo a IASP........cccoiiiiiiiiiiiiniiiannnen. 23
Figura 3 - Classificacdo da dor neuropética cronica segundo a CID-11........cceeveeiiinniniiennnnnn. 25
Figura 4 - Modelo para unificacdo das diferentes perspectivas utilizadas na interpretacao da
empatia, enfatizando a percepcéo-acdo como uma classe superordenada...........ccceuvuuereeennnnn. 36
Figura 5 - Modelo da “Boneca Russa” para a evolucdo da empatia. .........ceevuueeevenreeennnnennnnn. 37
Figura 6 - Representagdo esquematica das cascatas intracelulares ativadas apés a ligagdo da
OCItOCINA A0 SEU TECEPIOT. 1evuueeeeriunnieeeeeternieseeeternuaeeerteennasseeetennaeaseereennaseeneennansseereennns 49
Figura 7 - InjecOes 1ealiZadas.....c.uveuureeureiiieineeiireiieeeiieeeinrerieeereeeeeeenesernssesnseensseenssennnes 63
Figura 8 - Delineamento Experimental............ccouuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiincecriiien e 66
Figura 9 - Levantamento de dbitos por momento: convivio, constri¢ao e estereotaxia............. 69
Figura 10 - Representacdo esquematica das regides acessadas através da cirurgia

estereotaxica.83



LISTA DE IMAGENS

Imagem 1 - Cirurgia estereotaxica em camundOngO. .......ceuuererruuererrureerunrerrunnrereneeennneeenens 58
Imagem 2 - Cirurgia de constricdo do nervo iSqUIALICO. ..eceuuureremuereruneeeeiiiereeiineeeieeeeeaeeeens 59
Imagem 3- Aparato para divisdo das caixas-moradia durante o teste nociceptivo do observador.

................................................................................................................................... 62
Imagem 4 - Testes COMPOTTAMENLALS. ...ecvvvruuerrieiiiriiirrieriiiiireeettiiie e eerteai e eeerernseeeeannas 62
Imagem 5 - Injec80 INtra-PVIN. ...couuiiiiiiiiiiier ettt s e et e et s e e e e eaens 64

Imagem 6 - Exemplo de acerto do sitio de injecao (PVIN). ...coeriuiiiiiiiiiiiiiieiiieeeieeeeeeeeeee 65



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Descrigdo do tipo de estimulo para cada nociceptor ¢ as fibras que os conduzem. ..18
Quadro 2 - Constituicdo dos axdnios aferentes primdrias e suas respectivas caracteristicas, seus

estimulo para ativagao € lIMite tEIMICO. ..vveevuererruurreriiirretieretiiierettiereetiereetaseereanseeenneeenens 19
Quadro 3 - Terminologias utilizadas por diversos autores para se referirem a empatia

subdivididas de acordo com uma visdo percepcao-acdo dos fendmenos. ......c...ueereeeeeennuenennes 35
Quadro 4 - Manifestagdes comportamentais da empatia nos animais ndo-humanos. ............... 38

Quadro 5 - Exemplos de estimulos para a liberagao de ocitocina no SNC e no sangue. ........... 47



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Variagdo dos pesos dos camundongos Machos. .......c..eveerueriernuereriinrerineeeeenneenens 71
Tabela 2 - Variagao dos pesos dos camundongos femeas. ......cccuueeeeuneeieennirerinneeiinneeeennnnenen. 72
Tabela 3 - Valores de laténcia, basal e pds-operatoria, dos grupos Sham e CNC machos, e

respectivos valores de p das COMPAraCOES. . .. eeuuunrereuueeeieueeeeineeeeiireetieereneeeeeneeeenaeeeeenens 74

Tabela 4 - Valores de laténcia, basal e pds-operatdria, dos grupos Sham e CNC fémeas, e
respectivos valores de P das COMPATACOES. .. uvvuurrernrerunrernereenrernererueeeeeeenererneereseenereenssennnes 75



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 - Numero de observadores utilizados divididos de acordo com o sexo, o tipo de

convivio € @ droga MNJetada. ......cceuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e e 68
Grafico 2 - Numero de demonstradores utilizados divididos de acordo com o sexo ¢ o tipo de

cirurgia (Sham U CNC). ...iieiiiiiie ettt e e et e e et e e etaa e e eenaeeeeens 69
Grafico 3 - Variagdo dos pesos dos camundongos Machos. ........cceuuueeereereemniereeeiienneereeeennn. 71
Grafico 4 -Variagao dos pesos dos camundongos fEmMeas........oeeuuererereinnriinneinnrernerenneennnennn 72

Grafico 5 - Comparagao entre as medidas repetidas de laténcia de retirada da pata (antes e apds
a cirurgia) e entre as laténcias pos-operatoria dos machos dos grupos Sham e CNC. .............. 73
Grafico 6 - Comparagao entre as medidas repetidas de laténcia de retirada da pata (antes e apos
a cirurgia) e entre as laténcias pos-operatoria das fémeas dos grupos Sham e CNC. ............... 74
Grafico 7 - Medidas convencionais e etoldgicas obtidas através do LCE de camundongos
machos que receberam injecdes combinadas intra-PVN e conviveram em quartetos com
€0eSPECIfiCo CNC OU SHAIM. ..oiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt ettt eerere e s e e eeennas 77
Grafico 8 - Efeitos das inje¢cdes combinadas de salina, ocitocina e atosibana, intra-PVN, no
numero de contor¢des de camundongos machos avaliados no teste de contor¢des abdominais
apds conviverem em quartetos com coespecifico CNC ou Sham.......ceevuvvenreinnieineriinnennnnenne. 78
Grafico 9 - Medidas convencionais e etologicas obtidas através do LCE de camundongos fémeas
que receberam inje¢cdes combinadas intra-PVN e conviveram em quartetos com coespecifico
CNC OU SRAML ..etiiiiiieiiie ettt ettt e e et e e et e e etaa e e ttna e eteuseetaaeseetuaseenanseeennnaenens 80
Grafico 10 - Efeitos das injegcdes combinadas de salina, ocitocina e atosibana, intra-PVN, no
numero de contor¢des de camundongos fémeas avaliadas no LCE ap6s conviverem em quartetos
com coespecifico CNC 0 Sham. ......ccuuiiiiiiiiii ettt eeee e eees 82



LISTA DE SIMBOLOS
a- Alfa
B - Beta
A ou 9§ - Delta
v - Gama
& - Macho
Q - Fémea
+ - Mais ou menos

® - Marca registrada



SUMARIO

1INTRODUCAO - 17

1.1 DOR - 17

1.1.1 Definicéio e fisiologia - 17

1.1.2 Classificacao - 21

1.1.2.1 Duragao: Aguda e Cronica - 21

1.1.2.1.1 Dor Nociceptiva - 23

1.1.2.1.2 Dor Neuropdtica - 24

1.1.2.1.3 Dor Nociplastica - 26

1.1.2.2 Mecanismos Fisiopatologicos - 22

1.1.4 Epidemiologia e Relevincia do Estudo da Dor - 27
1.1.4.1 Diferengas no Processamento da Dor Entre os Sexos - 28
1.2 ANSIEDADE - 30

1.2.1 Definicéo e Fisiologia - 30

1.2.2 Ansiedade Patologica - 32

1.2.3 Modelos Animais - 32

1.3 EMPATIA - 34

1.3.1 Conceitos e Modelo de Percepciao-Agao - 34

1.3.2 A Evolucéo do Conceito de Empatia e sua Expressio nas Diversas Espécies - 36
1.3.3 Neuroanatomia - 39

1.3.4 A Importincia da Empatia nas Relagdes Sociais - 40
1.4 OCITOCINA - 41

1.4.1 Contextualizacio e Fisiologia - 41

1.4.1.1.4 Mecanismos, Estimulos e Regides Envolvidos na Libera¢do no SNC - 45
1.4.2 A Ocitocina no SNC - 42

1.4.2.1 Sitios de Sintese no SNC - 43

1.4.2.2 Receptores: Bioquimica e Distribuigao - 43

1.4.2.3 Projecdes - 44

1.4.2.4 Mecanismos de A¢ao - 48

1.4.3 A Ocitocina nos Tecidos Periféricos - 50

1.4.3.1 Sitios de Sintese e Receptores - 50

1.4.3.2 Estimulos para Liberacao - 51

1.4.3.3 Mecanismos de Agao - 51

1.4.4 O Sistema Ocitocinérgico do Niicleo Paraventricular do Hipotilamo - 52
1.4.5 Antagonistas - 53

2

2. HIPOTESES E OBJETIVOS - 55
2.2 Objetivos Gerais - 55

2.3 Objetivos Especificos - 55

2.3.1 Machos - 55

2.3.2 Fémeas - 55

3

3. MATERIAIS E METODOS - 56
3.1 ANIMAIS - 56



3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS - 56

3.3 FARMACOS - 57

3.4 CIRURGIAS - 57

3.4.1 Cirurgia Estereotaxica - 57

3.4.2 Cirurgia de Constricao do Nervo Isquiatico - 59

3.5 TESTES - 60

3.5.1 Demonstradores - 60

3.5.1 Teste da Placa Quente - 60

3.5.2 Observadores - 60

3.5.2.1 Teste para Avaliagdo dos Comportamentos do Tipo-ansiedade - 60
3.5.2.2 Teste Nociceptivo - 61

3.6 INJECAO INTRA-PVN - 62

3.7 HISTOLOGIA - 64

3.8 PROCEDIMENTOS GERAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL - 65
3.9 DADOS: ARMAZENAMENTO, PROCESSAMENTO E ANALISE ESTATISTICA - 66

4

4. RESULTADOS - 68

4.1 INFORMACOES GERAIS - 68

4.1.1 Nimero de Animais - 68

4.1.2 Monitoramento do Peso - 70

4.1.2.1 Machos - 70

4.1.2.2 Fémeas - 72

4.2 DEMONSTRADORES - 73

4.2.1 Comparacio das laténcias de retirada da pata: antes e ap6s a constricio do nervo isquidtico no mesmo grupo e
entre as laténcias 14 dias apés a cirurgia de camundongos Sham e CNC - 73

4.2.1.1 Machos - 73

4.2.1.2 Fémeas - 74

4.3 OBSERVADORES - 75

4.3.1 Machos - 76

4.3.1.1 Efeitos das inje¢des combinadas de salina, ocitocina e atosibana, intra-PVN, nos comportamentos do tipo-ansiedade
avaliados através do LCE em animais que conviveram com coespecifico com dor cronica ou Sham - 76

4.3.1.1.1 Efeitos das inje¢oes combinadas de salina e ocitocina (S-OXT) nos comportamentos do tipo-ansiedade - 76

4.3.1.1.2 Efeitos das inje¢oes combinadas de salina e atosibana (S-ATOS) nos comportamentos do tipo-ansiedade - 76

4.3.1.1.3 Efeitos das inje¢oes combinadas de atosibana e ocitocina (ATOS-OXT) nos comportamentos do tipo-ansiedade - 76

4.3.1.2 Efeitos das inje¢des combinadas de salina, ocitocina e atosibana, intra-PVN, na nocicep¢do avaliada através do teste
de contor¢des abdominais em animais que conviveram com coespecifico com dor cronica - 78

4.3.1.2.1 Efeitos das inje¢oes combinadas de salina e ocitocina (S-OXT) na nocicepgdo - 78

4.3.1.2.2 Efeitos das inje¢bes combinadas de atosibana e salina (ATOS-S) na nocicepgdo - 78

4.3.1.2.3 Efeitos das inje¢ées combinadas de atosibana e ocitocina (ATOS-OXT) na nocicep¢do - 79

4.3.2 Fémeas - 79

4.3.2.2 Efeitos das inje¢des combinadas de salina, ocitocina e atosibana, intra-PVN, nos comportamentos do tipo-ansiedade
avaliados através do LCE em animais que conviveram com coespecifico com dor crénica ou Sham - 79

4.3.2.2.1 Efeitos das inje¢oes combinadas de salina e ocitocina (S-OXT) nos comportamentos do tipo-ansiedade - 79

4.3.2.2.2 Efeitos das inje¢oes combinadas de atosibana e salina (ATOS-S) nos comportamentos do tipo-ansiedade - 80

4.3.2.3 Efeitos das inje¢des combinadas de salina, ocitocina e atosibana, intra-PVN, na nocicepg¢éo avaliada através do teste
de contorgdes abdominais em animais avaliados no que conviveram com coespecifico com dor cronica - 82

4.3.2.3.1 Efeitos das inje¢oes combinadas de salina e ocitocina (S-OXT) na nocicepg¢do - 82

4.3.2.3.2 Efeitos das inje¢oes combinadas de atosibana e salina (ATOS-S) na nocicepg¢do - 82



6

6 LIMITACOES E PERSPECTIVAS - 94

7

7 CONCLUSAO - 95

8

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS - 96

9

9 ANEXOS - 107

ANEXO A — Certificado de aprovagio da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA). - 107

ANEXO B — Medidas convencionais e etoldgicas obtidas através do LCE de camundongos machos que receberam injegoes
combinadas intra-PVN e conviveram em quartetos com coespecifico CNC ou Sham. - 108

ANEXO C - Valores de H para a comparagdo entre os animais machos que receberam salina (controle) e os animais que
receberam os diferentes tratamentos farmacoldgicos, dentro do mesmo grupo experimental (Ob-Sham ou Ob-CNC). - 109

ANEXO D — Medidas convencionais ¢ etologicas obtidas através do LCE de camundongos fémeas que receberam inje¢des
combinadas intra-PVN e conviveram em quartetos com coespecifico CNC ou Sham. - 110

ANEXO E — Valores de H para a comparagdo entre os animais fémeas que receberam salina (controle) e os animais que
receberam os diferentes tratamentos farmacologicos, dentro do mesmo grupo experimental (Ob-Sham ou Ob-CNC). - 111



17

1 INTRODUCAO

1.1 DOR

1.1.1 Definicio e fisiologia

Segundo a Associacao Internacional para Estudos da Dor (IASP), a dor pode ser definida
como “uma experiéncia sensorial e emocional desagraddvel associada a, ou semelhante a
associada a, danos teciduais reais ou potenciais”!. Apesar de considerada uma experiéncia
negativa, a dor possui uma fun¢ao fisioldgica importante, funcionando como um mecanismo
protetivo que visa reconhecer e sinalizar estimulos potencialmente deletérios 8 homeostase do
organismo a tempo de o individuo formular uma resposta contra o agente danoso?. Assim, a
capacidade de percepcdo de estimulos externos e da diferenciacdo entre indcuos e danosos
possibilita aos organismos uma melhor adaptacdo ao ambiente e consequentemente, maior

chance de sobrevivéncia.

Neuronios sdo células altamente especializadas consideradas primordiais para a
percepcao do ambiente externo por participarem desde a recep¢ao do estimulo, doloroso ou
ndo, até em seu processamento € consequentemente sua modulagdo. A condugdo e o
processamento da informagao captada sdo possiveis tanto pela sua capacidade de transducao de
um estimulo externo em um impulso elétrico quanto pela sua divisao funcional que permite a
conducao desse estimulo até as vias cerebrais superiores e posteriormente a resposta de tais vias
até a periferia. Assim, o neurdnio pode ser dividido em regides funcionais, além de ser
classificado em dois principais grupos, de acordo com sua especializagdao no que tange a dire¢ao

de condugio do estimulo, que serdo abordadas a seguir®*.

A divisdo funcional do neurénio compreende trés principais regides: corpo celular (ou
soma), dendritos - ambos responsaveis por receberem a transmissao sinaptica do neurénio pré-

sinaptico, € axénio (com ou sem mielina), que conduz o impulso elétrico através do mesmo
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neurdnio. Ja sua classificagdo principal compreende dois tipos de neurdnios especializados:
neurdnios sensoriais, com termina¢des axdnicas capazes de captarem estimulos externos e
direciond-los ao corno dorsal da medula espinhal (neurdnios aferentes primarios) e
posteriormente conectd-la as vias cerebrais superiores (neurdnios aferentes secundarios), para
o processamento da informagao; ja os neurdnios motores levam a informacao das vias cerebrais

superiores ¢ da medula espinhal até os respectivos Orgdos efetores, como os musculos?.

A percepcdo dos estimulos ambientais pelos neurdnios sensoriais envolve a
participagdo de receptores somatossensoriais especializados na percep¢ao de estimulos
mecanicos (incluindo a propriocepgao), térmicos, quimicos ¢ dolorosos presentes em seus
terminais axonicos e distribuidos em diversos o6rgaos periféricos, como a pele, os musculos e
as articulagdes. Estdo presentes também nestas regides estruturas denominadas nociceptores,
que consistem em receptores especializados para a identificacao exclusiva de estimulos algicos
de diferentes tipos, os quais sdo classificados em térmicos, mecanicos e polimodais, de acordo

com o estimulo que os ativam (quadro 1)*.

Quadro 1 - Descriciio do tipo de estimulo para cada nociceptor e as fibras que os
conduzem.

Tipo de nociceptor Estimulo Fibra
Térmico Temperaturas acima de 45°C (115°F) e abaixo de 5°C (41°F) AdeC
Mecdnico Pressdo intensa Ab

Estimulos de alta intensidade: térmicos (quente ou frio), mecanicos

Polimodal L
ou quimicos

Fonte Kandel, ef al. (2021).

Nota Elaborado por Ribeiro, H.M.

Os nociceptores podem ser ativados isoladamente de acordo com sua classe ou, em
diversas situacdes, a depender da intensidade do estimulo, podem ser ativadas as trés

simultaneamente. A ativagdo, por sua vez, gera duas diferentes “fases” de transmissdo do
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estimulo: a primeira, conhecida como “primeira dor” - transmitida por fibras Ao a partir de
nociceptores térmicos e/ou mecanicos, que consiste em um estimulo de curta duragdo, agudo e
acentuado; e um estimulo secundario, conhecido como “segunda dor”, transmitido por fibras C
a partir de nociceptores polimodais, prolongado, incomodo e mais difuso*. Alguns autores
afirmam que a primeira e a segunda dor sdo percebidas pelo organismo em tempos ligeiramente
diferentes gracas as diferentes velocidades de conducao do estimulo por cada tipo de fibra. O
quadro 2 compreende um resumo dos diferentes tipos de axdnios aferentes primarios e suas
respectivas caracteristicas de mielinizagdo, didmetro, velocidade de condugdo do impulso

nervoso, tipos de estimulo e limiares de temperatura para ativagao®®.

Quadro 2 - Constituicio dos axonios aferentes primarias e suas respectivas
caracteristicas, seus estimulo para ativacio e limite térmico.

Axonios aferentes primarios Caracteristicas Estimulo Limite térmico
Miclinizadas Propriocepgdo, toque
Fibras Ao e AP Grande diametro p pgao, foq Nao ha
~ A suave
Condug@o muito rapida
Pouco mielinizadas Nocicepgio (mecanica ~53°C Tipo 1
Fibras A0 Médio diametro (1-6m) témﬁi o quimicay | ~43°CTipoTl
Condugdo rapida (5-36 m/s) q
Naio mielinizadas Tﬁ?géa?;;gocgi’
Fibras C Pequeno didmetro (0.2-1um) p . bs ~43°C

(mecanica, térmica e

Condugdo lenta (0.2-1 m/s) quimica)

Fonte Orr, et al. (2017) e Karcz, et al. (2024).

Nota Elaborado por Ribeiro, H.M.

Considerando os mecanismos neurofisiologicos da dor, pode-se afirmar que a
nocicepcdo engloba quatro estagios: (1) transducdo, no qual o estimulo nocivo inicial
(mecéanico, térmico ou polimodal) ¢ captado pelos nociceptores e convertido em eventos
quimicos no tecido, para entdo ser transformado em impulsos elétricos nos neuronios; (2)

transmissdo, do sinal que passou por transducdo através das vias neuronais, envolvendo
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terminais pré e pos-sinapticos até sua chegada nas vias cerebrais superiores; (3) modulacdo, que
envolve as modificagdes da atividade neuronal através das vias de transmissao citadas, podendo
promover tanto uma regulacao positiva quanto negativa da dor; (4) e a percepgdo, que ocorre
através de uma ativagdo complexa de diversas regides corticais responsaveis pela experiéncia
consciente e subjetiva da dor, como os cortices somatossensorial primario e secundario, regioes
limbicas como cingulo, insula e amigdala, tronco cerebral, hipocampo, cortices orbitofrontal,
anterolateral e pré-frontal, entre outras>*.

Figura 1 - Esquema simplificado das vias da dor e estruturas-chave da "matriz da dor".

( Cértex (S1, ACC, insula..) )

Téalamo
Amigdala '

Hipotalamo
l—
| PAG }\‘

/—§
—©
Formagéo .

Reticular PR Vias ascendentes em vermelho e

descendentes em verde. Os quadros azuis

STT
SRT
SPBT

[RYAY) J representam vias inervadas por fibras
Células ON/OFF . ., .

ocitocinérgicas. LC, locus coeruleus; PAG,
substancia cinzenta periaquedutal; PBN,

DRN , .
nicleo parabraquial; RVM, medula
rostroventral; STT, trato espino-taldmico;
SRT, trato espino-reticular; SPBT, trato

Corno Dorsal da Medula Espinhal/ espino-parabraquial.

Ganglio trigeminal

Fonte Poisbeau, ef al. (2017)

Nota Traduzido e adaptado por Ribeiro, H.M.

Dessa forma, ap6s um estimulo, a dor ¢ transmitida até o corno dorsal da medula através
de fibras aferentes primarias e posteriormente até o encéfalo por suas vias ascendentes,
denominadas tratos, onde é processada em diversas estruturas’. Os tratos espino-talamico,
espino-reticular e espino-mesencefalico sdo considerados importantes para essa transmissao
aferente da nocicepg¢do®. Como consequéncia, vias descendentes, inibitorias ou facilitadoras da

dor, formulam e enviam a resposta até a periferia, seja para suprimir a resposta nociceptiva,
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seja para manté-la ou aumenta-la em condigdes de estimulo prolongado®. A Figura 1 representa
um diagrama simplificado das vias da dor superiores e de estruturas importantes que compdem

a chamada “matriz da dor”1?,

Quando os estimulos externos se tornam exacerbados e provocam mudangas duradouras
no organismo, as vias da dor podem sofrer modifica¢des em diversos niveis, envolvendo desde
0s neurdnios sensoriais primarios at¢ a medula e o cérebro, perdendo seu importante papel
adaptativo!'. Em muitas ocasides, a dor duradoura pode atuar como uma fonte de desequilibrio
ao organismo, tornando-se em muitos casos a propria doenga®. Dessa forma, a dor passou a ser
classificada em diversas modalidades através de sistemas de classificacdo, com o objetivo
principal de possibilitar a identificagao de suas causas e a prescri¢ao de terapéuticas eficientes

para cada caso>!2,

1.1.2 Classificacao

Classificar a dor ¢ um processo importante principalmente para a pratica clinica, porém
muitas vezes desafiador gragas aos mecanismos dindmicos e complexos que a envolvem?.
Assim, a fim de proporcionar um tratamento efetivo para a dor, ¢ importante considerar todos
os aspectos que a envolvem, desde sua etiologia e duragdo, até fatores de risco individuas de

cada paciente>!3,

1.1.2.1 Duragao: Aguda e Cronica

A classificacdo da dor quanto a sua duracdo ¢ fundamental para diferenciar a dor
fisiolégica (aguda) da dor patologica (cronica). A dor aguda associa-se a um dano pontual e
imediato, podendo ser dividida nas fases inicial e subaguda: na fase inicial, que dura poucos
segundos, o cérebro envia sinais de alerta para o corpo sobre a possivel ameaca; na fase
subaguda, que pode durar por horas, o corpo ativa mecanismos de prote¢ao para recuperar os

danos sofridos®. Dessa forma, observa-se o papel protetivo da dor quando presente por curtos
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periodos. Quando a dor persiste ou se repete por periodos maiores que trés meses, deixa de ser

considerada aguda e passa a ser classificada como cronica'2.

A TASP apresentou de maneira sistematica uma classificagao para os diferentes tipos de
dor cronica para a Classificacao Internacional de Doengas (CID-11), seja ela apresentada como
sintoma de uma patologia ou sendo a propria doenga!?. Dessa forma, a dor cronica pode ainda
ser classificada em primaria, na qual ¢ concebida como uma doenga, ou em sindromes de dor
cronica secundarias, onde apresenta-se inicialmente como um sinal clinico de outra doenca

(Figura 1, coluna esquerda e direita, respectivamente)'2.

Treede e colaboradores (2019) apresentaram ainda diagndsticos secundarios e terciarios
para processos cronicos complexos como a dor relacionada ao cancer e a dor cronica
neuropatica, além de apresentarem pontuacdes para a classificacdo da severidade da dor em
intensidade, niveis de distresse, interferéncia nas atividades diarias, curso temporal e presenga
de fatores psicosociais!?. A partir disso, observa-se como a dor cronica pode ser deletéria aos
individuos que convivem com ela, ¢ o qudo complexo e longo pode ser seu processo

diagnostico.
1.1.2.2 Mecanismos Fisiopatoldgicos

Estudos mais recentes e guidelines sobre a dor procuram aborda-la de uma forma mais
direcionada em relagdo a sua etiopatologia. Observa-se uma diversidade de artigos sobre
doencgas cronicas que possuem a dor como sintoma ou comorbidade, a exemplo tém-se a
neuropatia diabética, a dor relacionada ao cancer, a dor pélvica e a dor orofacial '*!7. Essa
tendéncia ocorre com o objetivo de entender a dor de uma maneira mais especializada no que
tange seus mecanismos fisiopatoldgicos, melhorando os métodos diagndsticos e terapéuticos a

serem aplicados®.
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Apesar de se encontrar na literatura diversos mecanismos que permitem a classificagdo
de diferentes tipos de dor>>>%18 para o presente trabalho serdo destacadas as trés classificagdes

reconhecidas pela IASP: nociceptiva, neuropatica e nociplastical:'$17,

Figura 2 — Estrutura da classificaciao da dor cronica segundo a IASP.
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subordinado diferencial

Fonte Treede, et al. (2019)

Legenda

Nota Traduzido e adaptado por Ribeiro, H.M.

1.1.2.1.1 Dor Nociceptiva

A dor nociceptiva ¢ a resposta normal do corpo a um estimulo nocivo, seja nos érgaos

superficiais como pele e musculos, seja nos drgdos internos, como as visceras ou 0s 0ssos>'.
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Seu mecanismo de ocorréncia envolve a transdu¢do, transmissdo, percepcdo e modulagdo
citados anteriormente. Suas duas subcategorias envolvem a dor somatica, referente a lesdes no
sistema musculoesquelético (superficiais, como um corte na pele, ou profundas, como uma
fratura de quadril), e visceral, ou “dor referida” visceral, relacionada a lesdes internas nos

orgaos’.

O termo “dor referida” origina-se do fato de existir uma convergéncia das aferéncias
nociceptivas somaticas e visceral na mesma regido medular, fazendo com que a dor visceral
seja percebida como uma dor em uma regiao superficial do corpo, ndo sendo que os centros
superiores identifiquem qual a origem exata do estimulo*. Por fim, sobre a dor visceral, existe
um tipo especifico de nociceptores denominados silentes, ativados principalmente por
processos inflamatorios e agentes quimicos, os quais acredita-se estarem associados a

hiperalgesia secundaria e sensibiliza¢do central, presentes principalmente na dor cronica®*.

1.1.2.1.2 Dor Neuropadtica

A dor neuropatica origina-se de danos diretos ao sistema somatossensorial, prejudicando
ndo somente suas fun¢des, mas modificando a sensibilidade do individuo a dor?®. Essa
modalidade ¢ dividida em duas grandes categorias: doencas do sistema nervoso periférico e
central®’, brevemente explicitadas na figura 2. Além do mais, ambas categorias também podem

apresentar duas classes de sinais sensoriais: positivos ou negativos?®2!,

Os sinais sensoriais positivos decorrem de um aumento da sensibilidade a nocicepgao,
podendo-se citar: alodinia, na qual estimulos nao dolorosos desencadeiam uma resposta
dolorosa; hiperalgesia, na qual ocorre um aumento da intensidade da sensa¢do de dor, seja por
um estimulo nociceptivo ou nao; e dor paroxistica, onde estimulos ndo nociceptivos
desencadeiam surtos rapidos e curtas sensa¢des de choques elétricos?!?2. J4 os sinais sensoriais

negativos envolvem déficit na fungdo nociceptiva, podendo-se citar: hipoestesia, com redugao
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da sensibilidade a estimulos ndo dolorosos, vibratdrios (“pall-hypoesthesia) ou térmicos
(“termo-hypoesthesia’); ou hipoalgesia, onde ocorre reducdo da sensibilidade a estimulos
dolorosos. A parestesia (sensacdo de formigamento) também ¢ um sinal da presenca de
neuropatia, porém, apesar de incomoda, nio é um sinal doloroso?'.

Figura 3 - Classificacido da dor neuropatica cronica segundo a CID-11.
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Fonte Scholz, et al. (2019)

Nota Traduzido e adaptado por Ribeiro, H.M.

Assim, observa-se a dor neuropatica como um exemplo classico de dor patolégica
principalmente por estar presente em doengas cronicas que envolvem processos inflamatorios

importantes e desequilibrios metabolicos, como o diabetes, as intoxicagdes, traumas extensos
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como amputagdes (“dor do membro fantasma’), tumores, dor regional complexa, neuralgias

(trigémeo e pos-herpética), esclerose multipla e derrame®*20.

1.1.2.1.3 Dor Nociplastica

O conceito de dor nociplastica foi proposto em 2016 para descrever estados de dor
cronica que nao se enquadravam nos conceitos de dor nociceptiva e dor neuropatica, mas que
apresentavam alteracdo na fungdo nociceptiva a partir da avaliagdo clinica'®!®. Assim, por
defini¢do, tem-se:

“Dor que surge a partir de uma nocicepcao alterada apesar de nao
haver evidéncias claras de dano tecidual real ou potencial que

cause a ativagdo de nociceptores periféricos ou evidéncia de

doenga ou lesdo do sistema somatossensorial que leve a dor”!®

O terceiro descritor da dor foi proposto para ser utilizado em individuos que apresentem
dor cronica com evidéncias de alteracao no processamento da nocicepgao. Além disso, alguns
individuos podem desenvolver a dor nociplastica por uma alteragdo no processamento
nociceptivo desencadeada por uma dor nociceptiva, por exemplo, fazendo com que seja
considerada ndo apenas a dor nociceptiva, mas uma segunda via ativada pela disseminagao da
hipersensibilidade, a da dor nociplastica. Por isso, o novo descritor ndo ¢ sinénimo de dor
idiopatica nem deve ser utilizado para dor de origem desconhecida, ja que € necessaria a

constata¢do de modificacdo nos mecanismos da nocicepgdo para seu diagndstico'®.

A dor nocipléstica pode se manifestar em quaisquer tipos de dor cronica, sendo mais
frequente em diagndsticos como fibromialgia, cistite intersticial/sindrome da bexiga dolorosa,
sindrome do intestino irritavel, dor lombar cronica, dor de cabega tensional e enxaqueca, €
disfuncdo temporomandibular. Em tais casos, a dor passou a ser definida como primaria, fato

que a considera o problema principal, e ndo a consequéncia de outra patologia. Além da dor, os
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individuos frequentemente apresentam fadiga, distirbios do sono, disfungdo cognitiva,

depressio e ansiedade'’.

Quanto as alteragdes referentes as redes cerebrais de pessoas com dor nociplastica,
estudos de neuroimagem apontaram aumento da conectividade funcional entre as regides das
redes de modo padrdo, composta principalmente pelo cortex pré-frontal medial e cingulo
posterior/precuneus (default mode network — DMN)?, de saliéncia (salience network — SLN)?4,
que possui centros nos cortices insular e cingulado anterior, e da rede sensoério-motora
(sensorimotor network — SMN)?, ligada aos cortices sensoriais € motores primarios. Além do
mais, existem evidéncias da presenca de alteragdes no sistema modulador descendente da dor,
responsavel por regular a atividade no corno dorsal da coluna vertebral e consequentemente
como o estimulo periférico chega ao cérebro, que pode promover déficits na modulagdo
descendente da dor ou facilitagdo da de sua percep¢do?®. Por fim, pessoas com dor nociplastica
apresentam redug¢do nos niveis de noradrenalina e serotonina®’ e aumento dos niveis de opidides

enddgenos?®, ambos no liquor.

Desse modo, apesar de ndo se entender exatamente quais mecanismos patologicos
desencadeiam a ocorréncia da dor nessa modalidade, o sexo feminino, estresse elevado durante
as fases iniciais da vida, traumas, sono de baixa qualidade, sensibilidade somatica aumentada e

inatividade fisica sdo fatores de risco'3.

1.1.4 Epidemiologia e Relevincia do Estudo da Dor

A partir deste momento, pode-se perceber a complexidade dos mecanismos envolvidos
na etiopatogenia da dor. Para além de suas multifaces, observa-se um aumento no numero de
individuos que a experimentam em diferentes niveis, os quais apresentam consequentemente
limitagdes em sua rotina, reducao de sua qualidade de vida e aumento dos gastos economicos

com a saude, tornando a dor uma questdo de saude publica?®*°. Estudos recentes apontam que
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cerca de 20,5% da populag@o dos Estados Unidos apresenta dor na maioria dos dias ou todos

os dias, fato que torna a dor cronica uma das doengas mais comuns no pais*’.

No Brasil, uma revisdo sistematica apontou a prevaléncia de 35,7% para a dor crénica
em adultos e de 47,32% em idosos. Os autores reportaram ainda uma associa¢do entre dor
cronica e: sexo feminino, idade avangada, baixa escolaridade, atividade ocupacional intensa ou
pesada, consumo excessivo de alcool para mulheres, tabagismo para homens e ex-fumante para
ambos os sexos, obesidade abdominal, ansiedade, humor e transtorno mental; pouco tempo para

lazer, sedentarismo e autopercep¢do negativa da saude?.

Pereira e colaboradores (2017) constataram que individuos com dor apresentam 2,1
vezes mais transtornos de ansiedade, 3,3 vezes mais transtornos de humor e 2,7 vezes mais
transtornos mentais, a época, do DSM-IV (Diagnostic and statistical manual of mental
disorders)’'. Stubbs e colaboradores (2017) afirmaram ainda que, em compara¢do com a
auséncia de depressdo, pacientes com depressdo subsindromica, episdédio depressivo breve e
episoddio depressivo apresentam respectivamente 2,16, 1,45 e 2,11 vezes mais chances de
apresentarem dor intensa. Além disso, o artigo pontuou a associagdo significativa entre dor

intensa e depressdo em 44 de 47 paises estudados’?.

1.1.4.1 Diferengas no Processamento da Dor Entre os Sexos

Como apresentado anteriormente, o sexo ¢ um dos fatores de risco para o
desenvolvimento da dor cronica. Além disso, apesar de a literatura apresentar evidéncias de que
haja diferencas no processamento e na percep¢ao da dor entre ambos 0s sexos, 0s mecanismos
pelos quais essa diferenca ocorre ainda sdo incertos’*°, Em termos gerais, sabe-se que mais
mulheres do que homens apresentam cefaleia do tipo tensional e enxaqueca, distirbios

temporomandibulares, sindrome do intestino irritavel, artrite reumatoide e fibromialgia,
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enquanto mais homens buscam tratamento para cefaleia em salvas, ulceras, pancreatite e

neuralgia pos-herpética do trigémeo??.

Mogil (2012), em um artigo de opinido, propo0s trés explicagdes mutuamente exclusivas
para o fato de a dor cronica ser mais prevalente em pacientes do sexo feminino*: (1) o fato de
as mulheres buscarem mais ajuda médica e consequentemente referirem quadros de dor mais
do que os homens; (2) serem mais suscetiveis a sindromes que possuem a dor cronica como
sintoma; (3) apresentarem maior sensibilidade ou menor tolerancia a dor, causados tanto por
caracteristicas do sexo bioldgico quanto por diferencas nas vias ascendentes da transmissao da
dor, da modulagdo descendente ou de fenomenos psicologicos associados (como experiéncias

prévias e estado psicologico atual)®.

Fillingim e Ness (2000) revisaram pesquisas com animais de experimentag¢ao e humanos
e encontraram evidéncias que apontam para os hormdnios sexuais como uma influéncia
importante no processamento da dor e da analgesia em fémeas**. Mogil e colaboradores (2000)
encontraram diferencas na nocicep¢ao térmica e no efeito antinociceptivo da morfina nos

diferentes sexos em associacdo a diferentes genotipos*!.

Ademais, Sorge e Totsch (2016) apontaram evidéncias da participag@o do sistema imune
na modulagdo da transicdo e manuten¢do da dor cronica, juntamente com a influéncia dos
hormodnios sexuais na modificacdo da atividade de tais células. Os autores afirmam que
mulheres (naturalmente com maiores niveis de estrogénio e menores de testosterona)
apresentam niveis mais altos de IFN-y e consequente predisposi¢ao a maiores niveis de células
Th-1 (pré-inflamatorias), fato que ndo ocorre em homens pelos maiores niveis de testosterona
e consequente supressdo da diferenciagdo das células TCD41, alterando a distribuicdo das
células para o subtipo Th-2 (antinflamatorio)*. Assim, acredita-se que as diferengas no sistema

imune causadas pelos diferentes hormonios sexuais ndo afetem somente o surgimento de
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doencas relacionadas a esse sistema, como a predisposicdo de mulheres para doencas

autoimunes*? e de homens para a sepse*’, mas também na mediagdo da dor pelo SNC.

Apesar de todas as evidéncias apontadas para as diferencas no processamento da dor
entre os sexos, as pesquisas de base ainda enfrentam um problema quanto a amostragem de
seus participantes: a ndo inclusdo de individuos do sexo feminino**. Mogil ¢ Chanda (2005)
construiram uma importante revisao sobre o uso dos de machos e fémeas em pesquisas de base:
analisando-se os artigos publicados na revista Pain, que utilizam animais de experimentagao,
nos ultimos dez anos da publicacdo da revisdo, observou-se que 79% deles utilizam apenas
machos. Além disso, 5% utilizaram ambos os sexos sem diferenciar seus resultados, e 3% nao
referiram o sexo dos animais. Buscando minimizar a ndo inclusdo de fémeas em estudos
cientificos, Becker et al. (2005) descreveram métodos e procedimentos que podem auxiliar
pesquisadores a incluirem a investigagao das diferengas sexuais em suas pesquisas envolvendo
tanto animais quanto humanos®. Assim, questionar-se sobre as possiveis diferencas sexuais
dentro dos objetivos de cada pesquisa € uma atitude que se mostra fundamental para os tempos

atuais.

Em conclusdo, observa-se a dor ndo apenas como uma resposta fisiologica intrinseca,
mas como um mecanismo multifacetado que engloba aspectos fisicos e psicologicos
individuais. Sua complexidade fisiopatoldgica atrelada ao seu potencial incapacitante a ao
aumento de sua incidéncia tornam necessarios estudos que abordem todas as suas faces.
Otimizar seu diagndstico e prognostico permitira a redugdo de seus efeitos deletérios

melhorando a qualidade de vida de seus portadores.

1.2 ANSIEDADE

1.2.1 Definicao e Fisiologia
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A ansiedade ¢ definida como “um estado mental que ¢ suscitado em antecipagdo de
ameaga ou de ameaga potencial, resultando em estado de maior vigilancia mesmo na auséncia

de ameac¢a imediata™*6-48

. Ela ¢é caracterizada por um aumento no estado de vigilancia do
individuo, implicando tanto em alteragdes psicologicas, como aumento das preocupacdes e dos
pensamentos negativos, quanto em alteragdes fisioldgicas como sudorese, alteragdes na pressao
arterial e na frequéncia cardiaca, consideradas fundamentais para o preparo para situagdes
potenciais de luta ou fuga*®*. Além de preparar o corpo para uma situagdo potencial, a

ansiedade também possui uma relacdo estreita com a eficiéncia e a performance em

determinadas tarefas*.

Yerkes e Dodson postularam em 1908 um modelo que relaciona ansiedade, estimulo e
performance: a medida que a forga do estimulo aumenta, a formac¢dao de habitos e/ou a
performance melhoram até um ponto maximo, a partir do qual a intensidade do estimulo € tao
elevada que a ansiedade gerada leva a efeitos deletérios na formagao do habito, criando uma
curva no formato de U invertido®®. Apesar de muito citada, a lei de Yerkes-Dodson ¢ também
muito criticada atualmente gragas a estaticidade e generalidade de seus dados, que causam uma
consequente aplica¢do inadequada em certos casos’!. Alguns autores propuseram outras teorias
baseadas em exemplos praticos e experimentagdo que se tornaram mais aceitas por englobarem
as variabilidades individuais e as mudangas que o desempenho pode sofrer ao longo do tempo

apesar da intensidade do estimulo®>33.

Dessa forma, a ansiedade ¢ considerada um mecanismo fisioldgico importante para a
ativacao dos sistemas de alerta responsaveis por detectar ameagas a homeostase. Além disso, a
reacdo ansiogénica de cada organismo a cada estimulo, bem como a intensidade das alteragdes
fisiolégicas por ela provocadas, variam de acordo com o histérico individual, sendo dificil

prever o nivel de ansiedade que cada situagdo ird gerar para cada organismo®. Quando os niveis
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de ansiedade permanecem elevados de maneira persistente, deletéria e desproporcional a

situagdo enfrentada, pode-se considerar o fendmeno como sendo patologico*®>4.

1.2.2 Ansiedade Patologica

Segundo o Manual diagnoéstico e estatistico de transtornos mentais (DSM-5):

“Os transtornos de ansiedade se diferenciam do medo ou da ansiedade
adaptativos por serem excessivos ou persistirem além de periodos apropriados ao
nivel de desenvolvimento. Eles diferem do medo ou da ansiedade provisoérios, com
frequéncia induzidos por estresse, por serem persistentes (p. ex., em geral durando
seis meses ou mais), embora o critério para a duracgdo seja tido como um guia geral,
com a possibilidade de algum grau de flexibilidade (...). Como os individuos com
transtornos de ansiedade em geral superestimam o perigo nas situagdes que temem ou
evitam, a determinag@o primaria do quanto o medo ou a ansiedade sdo excessivos ou

fora de proporcdo ¢ feita pelo clinico, levando em conta fatores contextuais
2954

culturais.

O DSM-5 classifica a ansiedade patologica em diferentes transtornos de acordo com os

tipos de objetos ou situagdes que induzem medo e ansiedade, com os comportamentos de
esquiva gerados e com a ideag¢do cognitiva associada, sendo eles: transtorno de ansiedade de
separacdo (TAS), mutismo seletivo, fobia especifica, transtorno de ansiedade social (fobia
social), transtorno de panico (TP), agorafobia, transtorno de ansiedade generalizada (TAG),

transtorno de ansiedade devido a outra condicdo médica, outro transtorno de ansiedade

especificado, transtorno de ansiedade ndo especificado®.

Apesar de cada diagndstico apresentar estimulos desencadeantes e caracteristicas
diferentes, as manifestagdes somadticas, cognitivas € comportamentais afetam de maneira
deletéria a qualidade de vida dos pacientes, prejudicando suas relagdes sociais, suas capacidades
cognitivas e sua situacdo econOmica, devido a gastos com consultas, exames e

medicamentos*®-35-,

1.2.3 Modelos Animais
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Considerando a importancia do estudo da ansiedade e seus transtornos relacionados,
diversos modelos animais foram desenvolvidos buscando-se compreender a ocorréncia do
fenomeno. Cada modelo desenvolvido possui vantagens e desvantagens especificas que devem
ser levadas em consideracdo de acordo com os objetivos do estudo. Como alguns exemplos de
modelos animais utilizados para a avaliagdo dos comportamentos do tipo-ansiedade pode-se
citar: modelos incondicionados, ou etologicamente fundamentados, como modelo de estresse
induzido por predador, isolamento social e de separagdo materna dos neonatos; ¢ modelos
condicionados, ou de aprendizagem associativa, como estresse de restricdo, ansiedade
condicionada ao medo e derrota social. Existem também modelos especificos para a avaliagdo
dos efeitos de diferentes drogas, além da possibilidade de uso animais geneticamente
modificados para a expressdao dos comportamentos tipo-ansiedade (seja para o aumento ou
reducdo). Cada modelo pode utilizar um ou mais testes comportamentais que avaliem diversos
parametros relacionados a ansiedade, tendo como exemplos o campo aberto, a caixa claro-
escuro, o labirinto-zero elevado, o teste de alimentag¢do suprimida por novidade e o labirinto

em cruz elevado (LCE), dentre diversos outros®’.

O LCE, utilizado para avaliar comportamentos do tipo-ansiedade, ¢ um aparato capaz
de evocar simultaneamente medo e curiosidade. Ele se baseia na tendéncia natural dos roedores
de explorarem ambientes novos € em sua aversao inata a locais desprotegidos (como os bragos
abertos)®®. Assim, o aparato é capaz de avaliar tanto a ansiedade quanto a outros
comportamentos: o aumento da ansiedade reduz a permanéncia dos animais nos bragos abertos
(aumentando a permanéncia nos fechados e no centro, e reduzindo as entradas nos abertos), €
modifica comportamentos exploratorios, denominados como medidas etoldgicas, reduzindo
comportamentos desprotegidos e de avaliagdo de risco®® !, Por fim, a atividade locomotora dos
animais pode ser avaliada pelo registro das entradas nos bragos fechados e pelo total de

entradas®?, considerada uma medida convencional. Todas essas medidas passivas de serem
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coletadas por meio do LCE podem ser utilizadas em diversos modelos experimentais: testes
farmacoldgicos, para se observar os efeitos de agentes ansioliticos e possiveis efeitos motores,
testes comportamentais de modelos animais geneticamente modificados, como modelos para o

autismo, entre outros>’.

1.3 EMPATIA

1.3.1 Conceitos e Modelo de Percepciao-Acao

O conceito de empatia vem sendo estudado ao longo de muitos anos, e recebeu
contribuigdes ndo apenas da fisiologia, mas da filosofia, teologia, psicologia, etologia e
neurociéncia®. A primeira descrigdo do conceito de empatia foi feita por Lipps a partir do termo
alemdo “Einfiihlung”, traduzido para o inglés como “feeling into”, que enfatizava a natureza
involuntaria da acdo de “sentir pelo outro”, sem necessitar de aprendizado, associacdo ou
raciocinio para que ocorresse®. Apesar da ideia inicial, algumas teorias passaram a considerar
que a empatia permitiria que um individuo acessasse a mente de outro e simulasse como se
sentiria em seu lugar, privilegiando mecanismos cognitivos em detrimento da emogdo, e
consequentemente excluindo criangas pequenas € espécies ndo humanos do fendmeno®. A
partir de entdo, autores diversos passaram a investigar se a empatia seria primariamente um

fendmeno cognitivo ou emocional®.

Para além da problematica em se definir sua natureza e os niveis cognitivos necessarios
para sua ocorréncia, tém-se o questionamento a respeito de quais comportamentos poderiam ou
nao ser considerados empaticos, ja que os artigos se utilizavam de diversos termos para se
referirem a comportamentos especificos, classificando-os como empaticos ou ndo a depender

de critérios e embasamentos proprios (Quadro 3)%3.

Assim, objetivando definir se os comportamentos relacionados a empatia descritos na

literatura, simples ou complexos do ponto de vista cognitivo, seriam ou ndo considerados
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comportamentos empaticos, Preston e De Waal (2002) combinaram dados a respeito da

fisiologia e neuroanatomia funcional e desenvolveram o modelo de “percepc¢ao-acao” para o

conceito de empatia. Assim, nesse modelo, afirma-se que:

“A percepgdo assistida do estado do objeto ativa automaticamente as
representagdes do sujeito sobre o estado, a situagdo e o objeto, e a ativagdo dessas
representagdes automaticamente inicia ou gera as respostas autondmicas e somaticas

associadas, a menos que sejam inibidas”.

»” 63

Quadro 3 - Terminologias utilizadas por diversos autores para se referirem a empatia
subdivididas de acordo com uma visao percep¢ao-acio dos fendmenos.

Termo Defini¢io Distingdo Correspondéncia Ajuda? Sinénimos
eu/outro? entre estados?
Angustia pessoal
- O estado do sujeito I
Contagio ~ ~ . ~ Emocdo vicaria
. resulta da percepgdo Nao Sim Nao
Emocional .
do estado do objeto A
Transferéncia
emocional
O sujeito sente
"pena" do objeto.
. . Enft I . -
Simpatia _nloque para a Sim Nao Depende -
situagdo do objeto
do que no seu estado
fisico
O estado do sujeito Nivel Aumenta com a
. resulta da percepcdo . representativo, ndo familiaridade,
Empatia . Sim . S -
assistida do estado necessariamente similaridade e
do objeto visivel importancia
.. Empatia
O sujeito representa patl
. . verdadeira
Empatia o estado do objeto . ~
Q. , Sim Nao Depende
Cognitiva através de processos
Tomada de
top-down .
perspectiva
Tomada de aga <
Comportamento omada de acao Nao . .
. . para reduzir o Normalmente . Sim Ajuda, socorro
pro-social necessariamente

sofrimento do objeto

Fonte Preston & De Waal (2002)
Nota Traduzido e adaptado por Ribeiro, H.M.

Nesse aspecto tém-se o objeto como sendo o individuo primario que vivenciou a
emocao, e o sujeito como o individuo secundério que experimentou/compreendeu a emogao/o

estado do objeto através da empatia. Complementarmente, os autores afirmam que a relacdo ou
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dependéncia entre o sujeito e o objeto sdo tidas como fundamentais para a empatia, observando-
se que quanto mais relacionados forem o sujeito € o objeto, mais facil serd para o sujeito

processar o estado do objeto e formular uma resposta®.

Através desse modelo, a empatia pode ser interpretada como um conceito amplo,
passando a abrigar todos os comportamentos — desde os mais basicos como a imitagado, até os
cognitivamente complexos, como a tomada de perspectiva — que necessitem da percepcao-agao

como mecanismo basico (Figura 3)%.

Figura 4 - Modelo para unificacdo das diferentes perspectivas utilizadas na interpretacao
da empatia, enfatizando a percep¢io-a¢do como uma classe superordenada.

Identificacéo

Preparacéo
da resposta

Contagio
Emocional

Comportamento
de Ajuda

Empatia
“verdadeira”

Empatia
Cognitiva

Efeito
Simon

Percepgao-Agao

Ideomotor

Fonte Preston & De Waal (2002)

Nota Traduzido e adaptado por Ribeiro, H.M.

1.3.2 A Evoluc¢io do Conceito de Empatia e sua Expressdo nas Diversas Espécies

A defini¢do mais recente de empatia a considera como sendo “o compartilhamento de

766 e ndo uma dedugdo cognitiva

emocodes entre individuos e a adog¢ao do ponto de vista do outro
a partir do estado emocional de outro individuo®’. Essa defini¢do construida por De Waal e

Preston (2017) buscou ainda se referir & empatia como um termo “guarda-chuva”, que abriga
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fendmenos emocionais e cognitivos e refere-se a diversos processos que partem de
observadores percebendo estados emocionais de outros individuos e ativando suas proprias

representagdes de tal estado®®.

Figura S - Modelo da “Boneca Russa” para a evolucdo da empatia.

e S Tomada de

perspectiva e ajuda
direcionada

Mecanismos de
Percepgao-Acéo

Mimica motora e
contégio emocional

Fonte De Waal & Preston (2017)

Nota Traduzido e adaptado por Ribeiro, H.M.

Considerando-se a empatia como um termo “guarda-chuva”, os autores partiram do
conceito de percepcdo-agdo citado anteriormente para elencarem em “camadas”
comportamentos considerados funcionalmente integrados (através da empatia), mas que
evoluiram exigindo diferentes niveis de processamento cognitivo. Para isso, utilizam-se do
modelo da “Boneca Russa” no qual: a “boneca”, ou camada, mais interna refere-se ao
mecanismo bésico de percep¢do-a¢do — que induz um estado semelhante no observador em
relacdo ao objeto — e representa comportamentos basicos como a mimica motora e o contagio
emocional; e as “bonecas” mais externas representam comportamentos que exigem maiores

niveis de processamento cognitivo, maior capacidade de diferenciagdo entre o proprio sujeito e
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objeto, e maior capacidade de regulagcdo das emogdes, como ocorre na preocupagdo empatica e

na tomada de perspectiva (Figura 4)%.

Quadro 4 - Manifestacoes comportamentais da empatia nos animais nao-humanos.

Comportamento Definicio Mecanismos Espécies ndo-humanas
Correspondéncia rapida Chimpanzés
com as expressdes faciais e . Orangotangos
Espelhamento P Mimica motora [Eolang
mapeamento dos Babuinos-gelada
movimentos Macacos

Bocejar em resposta ao . Chimpanzés, Macacos,
Mimica motora

Contéagio de bocejos bocejo de outro individuo Cies, Periquitos

Compartilhamento do
State Matching estado emocional de outro Contéagio emocional
individuo

Camundongos, Ratos,
Frangos

Chimpanzés, Bonobos,

Preocupacdo empatica que se ~
pag p q Macacos, Caes,

Confortar um individuo em

nsolaga . ia no contagio emocional
Consolagao dificuldade baseia no contdgio e oclona Elefantes, Ratos,
e requer autorregulagao Camundongos, Gralhas
Ajuda motivada pelo contagio
. . Liberar outro individuo ou emocional e requer Macacos
Ajuda aprendida . autorregulacdo e
aliviar sua dor . Ratos
aprendizagem por
tentativa e erro
Ajuda adaptada a Ajuda motivada pelo contagio Simios
. . necessidade ou situacdo emocional e requer Cebineos
Ajuda direcionada , ~
especifica de outro autorregulacdo e Golfinhos
individuo tomada de perspectiva Elefantes

Fonte De Waal & Preston (2017)

Nota Traduzido e adaptado por Ribeiro, H.M.

Portanto, a “boneca-russa” representa o grande fendmeno da empatia, a qual abriga
desde comportamentos simples até mais complexos. Apesar de exigirem diferentes niveis de
processamento cognitivo, todas as “bonecas” externas abrigam em seu interior a primeira
“boneca”: o mecanismo de percepcdo-agdo. Assim, o novo modelo criado para elencar
comportamentos que se inserem no fendmeno da empatia e sua nova defini¢do aprimorada
permitiram explicar sua ocorréncia ndo somente em humanos, mas também em animais nao

humanos. A partir disso, diversos comportamentos considerados expressdes da empatia foram
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relatados tanto por pesquisas experimentais quanto por observacdo em diversas espécies

(Quadro 4)%°.

Saber que a empatia ocorre nao somente em animais humanos mostra o quao diversos
sdo seus mecanismos e suas fungdes dentro de cada dindmica social. Além disso, o estudo de
sua ocorréncia nas diversas espécies possibilita a troca de conhecimentos adquiridos através da
saude Unica e da medicina translacional, possibilitando o desenvolvimento de métodos

diagnosticos e terapéuticos mais eficientes para possiveis patologias associadas.

1.3.3 Neuroanatomia

Considerando a diversidade de comportamentos descritos dentro do fendmeno da
empatia e seus respectivos niveis de complexidade no que tange circuitos neurais, diversas
regides do SNC estdo envolvidas na neuroanatomia da empatia®. Em 1992 foi descrita pela
primeira vez uma classe de células presentes no SNC de macacos que eram ativadas tanto
através de agdes direcionas a objetos, quanto pela observacdo de outro individuo,
experimentador®® ou animal®, realizando a mesma agéo direcionada ou uma a¢ido semelhante.
Tais células foram denominadas “mirror neurons”, ou neuronios espelho, termo que enfatiza
sua capacidade de refletir acdes observadas e ativar substratos neurais envolvidos no

planejamento e na execugio de agdes®.

Os estudos mais atuais sobre o mecanismo de espelho mostram que as informagdes
observadas, que possuem relacao com o outro, sao mapeadas nos substratos neurais envolvidos
no processamento de eventos relacionados ao proprio individuo, € envolvem conexdes cerebrais
com regides associadas a acdo motora, as sensagdes, emogoes, decisdes e representacoes
espaciais em diversas espécies’’. Assim, espécies como roedores, aves e morcegos, para além

dos humanos e outros primatas, apresentam uma distribuicdo diferente de tais células no tecido
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cerebral e consequentemente uma rede de conexdes especifica com uma complexidade

variavel’l.

A descoberta dos neurdnios espelho foi um marco que transformou os rumos de diversas
pesquisas tanto com animais, mas principalmente com humanos. Os principais topicos
relacionados aos neuronios espelho envolvem percepcao (auditiva, especial, toque), dominios
de linguagem (gestos, discursos, vocaliza¢dao), cognicdo (memoria, aprendizagem, imagens),

emogdes, acio motora e cognicdo social (imitagdo, empatia, compreensdo da a¢do)’°.

Aproximadamente 60% dos estudos existentes envolvendo neurdnios espelho foram
performados na area da satide com humanos, além disso, aproximadamente 30% dos estudos
envolveram pesquisas comportamentais e o estudo de patologias associadas aos topicos citados,
como o autismo, derrames e doengas neurodegenerativas’!. Assim, apesar de alguns autores
acreditarem que a tematica dos neurdnios espelho se esgotou, Bonini e colaboradores (2022)
reiteram sua importancia, por iniciarem a discussdo sobre percepcao social e os consequentes

substratos neurais envolvidos’!.

Como exemplos de substratos neurais muito estudados no fendmeno da empatia, e que
vao além da tematica dos neurdnios espelho, tém-se diferentes regides do cortex cingulado,
cortex pré-frontal, insula, amigdala, locus coeruleus e tdlamo participando da regulacdo de
comportamentos inseridos nesse contexto’?. Apesar das evidéncias, muitos estudos ainda
precisam ser realizados a fim de se explicar o papel exato de cada regido encefélica, uni ou
bilateral, bem como de suas proje¢des, tanto nos mecanismos fisioldgicos quanto nos

patologicos associados a empatia.

1.3.4 A Importancia da Empatia nas Relacdes Sociais

Do ponto de vista evolutivo, a capacidade de perceber e reagir as emogdes expressas

por outros individuos aperfeicoa a interag@o entre ambos, facilitando a comunicagao, expressao
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de comportamentos e consequentemente, melhorando as chances de sobrevivéncia das
espécies’®. Disfungdes nos mecanismos neurais da empatia sdo tdo significativos que podem
induzir transtornos, como o do espectro autista (TEA)’*, psicopatias’®, transtorno de
personalidade narcisista’®, transtorno de personalidade antissocial e transtorno bipolar’’. Assim,
como brevemente abordado acima, apesar de cada transtorno possuir caracteristicas
diagnosticas especificas, todos apresentam como aspecto comum uma reducdo na capacidade
de interacdo social, evidenciando como a empatia, em seus diferentes niveis, ¢ fundamental

para as relagdes entre individuos.

A dor e a ansiedade, fendmenos aprofundados anteriormente, também podem ser
experimentados através da empatia®’®. A exemplo, camundongos que convivem com um
coespecifico com dor cronica apresentam hipernocicep¢ao € aumento dos comportamentos do
tipo ansiedade quando avaliados em seus respectivos testes’”8084 Além do aumento das
respostas associadas a ansiedade e da hipernocicep¢do produzidas pela observacao de um
individuo com dor, alguns individuos podem apresentar comportamentos pro-sociais com o

objetivo de beneficiar o outro individuo, seja oferecendo conforto, ajuda direcionada ou

compartilhando algo quando ajuda material é necessaria®.

1.4 OCITOCINA

1.4.1 Contextualizacao e Fisiologia

Apo6s serem abordadas tematicas envolvendo a dor, a ansiedade e a empatia, bem como
diversas neurotransmissdes e regides cerebrais envolvidas em tais processos, objetivou-se
encontrar um ponto de ancoragem entre os trés topicos que fosse capaz de unir, através da
neurociéncia, seus processos fisiologicos e/ou patologicos. Nesse contexto, a ocitocina (OXT),
um hormoénio e neurotransmissor®®4’, passara a ser abordada como um ponto de unido

fundamental que relaciona os assuntos explorados até o momento.
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Acredita-se que a ocitocina foi descoberta por volta de 1906 por um farmacologista
britanico, Sir Henry Dale, a partir da obten¢do de um extrato da pituitaria, o qual foi injetado
via intravenosa em gatos e promoveu aumento da pressdo arterial e contragdes uterinas®®. Quase
50 anos apds a descoberta, na década de 1950, o bioquimico Vincent du Vigneaud sequenciou
e sintetizou a OXT ap0s isola-la de lobos posteriores de pituitarias liofilizados®*~°!. Em 1955,
du Vigneaud recebeu o prémio Nobel em quimica por ser o primeiro a isolar e sintetizar um
horménio polipeptidico’?. Assim, atualmente sabe-se que a OXT é uma molécula composta por
nove aminodacidos, distribuidos em uma regido linear (3 aminoécidos: glicina, leucina e prolina)
com um N-terminal (amida), e uma regido ciclica (6 aminoacidos: duas cisteinas, tirosina,

isoleucina, glutamina, asparagina) que conecta duas cisteinas através de uma ponte dissulfeto®’.

Os estudos seguintes e as primeiras aplicagdes da ocitocina acabaram por circundar as
descobertas iniciais sobre seu papel em mecanismos reprodutivos, como no trabalho de parto,
para as contragdes uterinas, € na amamentagao, por sua atuagao nos mecanismos de eje¢ao do
leite®>*4. Porém, além de atuar em processos reprodutivos de diversas espécies, a OXT também
tem um papel fundamental na regulagdo de diversos comportamentos, sociais ou ndo’>, que

serdo abordados com maior profundidade mais a diante.

Visto sua participa¢do em processos intrinsecos dos organismos, estudos com animais
¢ humanos foram extensamente performados, e gragas ao alto nivel de homologia da ocitocina
entre as espécies, tanto invertebrados quanto vertebrados, seus resultados puderam ser
utilizados de forma translacional®’®>. Portanto, a partir do exposto, serdo apresentadas
informagdes mais aprofundadas sobre a OXT, seus sitios de produgdo, seus receptores e
mecanismos de agdo, divididos de acordo com suas duas principais regides de atuacdo: o SNC

€ 0s outros tecidos.

1.4.2 A Ocitocina no SNC
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1.4.2.1 Sitios de Sintese no SNC

Em mamiferos, a OXT ¢ majoritariamente produzida no hipotalamo, especificamente

)?6:97  Além disso, duas

em dois nucleos bilaterais: supraoptico (SON) e paraventricular (PVN
populagdes neuronais sdo responsaveis pela produgdo ocitocinérgica. A primeira, € maior
produtora, ¢ a de neurdnios magnocelulares, os quais estdo presentes em ambos os nucleos’®. A
segunda abriga neurdonios parvocelulares, que se diferenciam dos magnocelulares por serem
menores; sao encontrados no PVN e dispersos em regides hipotalamicas e extra-

hipotaldmicas®”-*?-101,

1.4.2.2 Receptores: Bioquimica e Distribui¢ao

O receptor de ocitocina (OXTR) ¢ composto por sete hélices transmembrana (TMH1-
7), possuindo trés alcas extracelulares (2 a 7) e trés algas intracelulares (1 a 6), apresentando a
mesma conformagédo tanto no SNC quanto nos outros tecidos®’. O OXTR ¢ acoplado a uma
proteina G, com uma subunidade Ga e uma G/y. Além disso, O OXTR pode se acoplar a
diferentes tipos de proteina G, como Gq, Gs € Gi, que irdo determinar a atividade estimulatéria
102

ou inibitdria'*. Apenas recentemente foram encontradas evidéncias da atividade da Gi no

cérebro de camundongos apds o uso do antagonista tendencioso denominado atosibana!®.

Ainda que as dificuldades metodoldgicas impliquem negativamente na obtengdo de
informacodes detalhadas sobre a distribuicao dos OXTR no cérebro, principalmente no que tange
a especificidade de anticorpos necessarios para tais fins!® Jurek e Neumann (2018)
apresentaram uma extensa revisdo sobre a intensidade da expressdo nas diferentes regides
cerebrais e em diversas espécies®’. De todas as regides que apresentam evidéncias de possuirem
0os OXTR, os autores enfatizam e discutem a literatura sélida existente sobre quatro principais:

hipotalamo, cortex pré-frontal (CPF), hipocampo e amigdala.
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Apesar da importancia do PVN na producdo de OXT, a expressdo de OXTR nessa regido

¢ relativamente baixa!%-107

e aparentemente ndo apresenta diferenca entre machos e fémeas
nuliparas de camundongos!®. Além do PVN, os OXTR também foram descritos no nucleo
ventromedial do hipotalamo de ratos e porquinhos-da-india'®-'!"!, dentre outras regides®’. Ja no
CPF, a expressdao de OXTR foi descrita em camundongos, ratos e ratos-do-campo. Estudos
encontraram uma relacao entre a distribuicdo dos OXTR no CPF em fémeas e o comportamento

112 enquanto em machos, a rela¢do foi estabelecida envolvendo a regulagdo de

social-sexua
comportamentos do tipo-ansiedade!'*. O hipocampo apresenta OXTR em todas as suas
subregides (CA1, CA2, CA3, subiculum e giro denteado), com descricdo nas mais diversas
espécies®’. Por fim, a expressdo de OXTR na amigdala encontra-se majoritariamente em suas

114-116

regides central e medial de ratos e camundongos , possuindo papel fundamental na

regulagio de comportamentos sociais'!” e na expressdo do medo!'®,

Uma tultima consideragdo importante sobre os OXTR no SNC envolve seu padrao de
expressao de acordo com a fase de desenvolvimento do individuo. Jurek ¢ Neumann (2018)
apontam em sua revisao que a expressao dos receptores no cérebro embrionario/juvenil € maior
em regides que possuem relacdo com a recompensa € a memdaria (social e espacial). Ja no
adulto, a expressdo ¢ maior em regides corticais ligadas a tomada de decisdes sociais®”!'!7, e em
termos gerais, significativamente reduzia quando comparado ao cérebro neonato/juvenil, a

depender da regido!!-120,

1.4.2.3 Projecdes

Tao importante quanto a discussao sobre a localizagdo dos OXTR ¢ a discussdo sobre a
direcdo das projecdoes de neurdnios ocitocinérgicos. Neuronios magnocelulares do PVN
projetam-se até a neurohipofise”®. J& os neurdnios parvocelulares do PVN, apesar de ndo

possuirem projegdes para a neurohipéfise, projetam-se para o tronco cerebral e a medula
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espinhal'?!, estando envolvidos em fungdes autondmicas, na regulagdio da dor e na
analgesia®”!%%, Os neurdnios parvocelulares também se ligam ao PVN contralateral ¢ a0 SON

ipsilateral formando conexdes que regulam a atividade neuronal ocitocinérgica'®*122,

Um mecanismo evolutivo importante dos neuronios ocitocinérgicos envolve a
proximidade de seus axonios e/ou dendritos do terceiro ventriculo, funcionando tanto como
sensor bioquimico para os niveis de OXT no liquor, quanto para a liberagdo direta dos
polipeptideos nele!?. Além disso, os neurdnios magnocelulares possuem arvores dendriticas
estendidas que controlam a liberagdo de OXT nos proprios nucleos SON e PVN!?4123 a5 quais
sdo importantes em situa¢des especificas de recrutamento neuronal, como na lacta¢do'?® e no

127

parto'<’. Assim, essa liberagdo somatodendritica permite uma regulagdo autodcrina e paracrina

dos neurdnios ocitocinérgicos.

A partir do PVN também partem projecdes para o CPF, bulbo olfatorio (OB), nucleo
acumbens (NAc), cortex cingulado (CC), amigdala, substancia cinzenta periaquedutal (SCP),

area tegmental ventral (VTA), hipocampo (HPC) entre outras®’.

1.4.1.1.4 Mecanismos, Estimulos e Regides Envolvidos na Liberagao no SNC

Apos a sintese da OXT nos respectivos nucleos e armazenamento em vesiculas densas,
sua liberagao no SNC ocorre através do transporte neuronal e consequente liberacao axonal ou

dendritica (ou somatodendritica)®’.

No transporte neuronal, as proje¢des dos neurdénios magnocelulares que chegam até a
neurohipofise levam a OXT para ser armazenada nos terminais e posteriormente liberada na
corrente sanguinea conforme necessidade. O deslocamento das vesiculas contendo OXT pelo
axonio (para a liberagdo axonal) ou a permanéncia delas nos dendritos (para armazenamento ou
liberagdo dendritica/somatodendritica) depende de um mecanismo envolvendo as proteinas

quinases A (PKA) ou C (PKC). A ligagdo da PKA na AKAP150 favorece a conexdo desse
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complexo a ANXAI, que se liga a vesicula contendo OXT e a Kinesina-2, e permite o transporte
axonal (anterégrado). J& a ligacdo da PKC na AKAPI150 impede a ligagdo do complexo na
Kinesina-2, fazendo com que a ANXAT se ligue a vesicula e a outro complexo de proteinas que
a direciona para os dendritos para serem armazenadas ou liberadas através deles ou do proprio

soma'?8,

Para a liberagdao axonal das vesiculas de OXT tém-se potenciais de a¢ao gerados nos
corpos celulares de neurdnios hipotaldmicos promovendo a abertura de canais de Ca’'
voltagem-dependentes ¢ um consequente influxo dos ions. As vesiculas contendo OXT se
fundem a membrana neuronal e sdao liberadas nos capilares hipofisarios por meio de uma
interacio entre diversas proteinas — como o complexo de proteinas SNARE!2%-130. E importante
ressaltar que as terminagdes dos neuronios magnocelulares na neurohipofise estdo intimamente
ligadas aos capilares sanguineos da regido, formando um contato neurohemal entre o axénio e

as células endoteliais®’-13!

A liberagdo dendritica de OXT também depende do influxo de Ca?*, seja pelos canais
voltagem dependentes ou pelos canais de Ca’" associados aos canais de potencial receptor
transiente vaniloide tipo 2 (transient receptor potential vanilloid type-2, TrpV?2), ativados apos
a ligacdo da OXT no OXTR. Esse mecanismo de liberacdo somato-dendritica evidencia a
capacidade de auto excitagdo do tecido neuronal para a liberagdo de OXT3"-132133 Além do
influxo de Ca?*, a liberagdo intracelular dos estoques do ion também pode desencadear a
exocitose de vesicula de OXT'?°, bem como os receptores transmembrana CD38, que catalisam
a formacgdo de segundos mensageiros importantes para a liberagdo do Ca?* dos estoques

intracelulares!3*.

Além do mais, elementos do citoesqueleto regulam o transporte intracelular das

vesiculas maduras de OXT e sua fusdo com a membrana, participando tanto da liberagdo
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somatodendritica quanto da axonal, tendo como exemplo a F-actina!?’, Assim, os mecanismos
citados explicitam como a liberacdo dendritica depende menos dos potenciais de agdo e do

impulso elétrico do que a liberagdo axonal®”-12°,

Quadro 5 - Exemplos de estimulos para a libera¢ao de ocitocina no SNC e no sangue.

Estimulo Espécie Regiio Cerebral OXT plasmatica
Acasalamento Rato PVN Sim
~ Septo, hipocampo dorsal, .
Amamentagado Rato SON., PVN Sim
Nascimento, amamentagao, Substancia negra, bulbo
alimentag@o, separacdo do Ovelha olfatorio, BNST, area pré- Sim
cordeiro optica medial
Estresse (vibragdo, nado Rato Amigdala, PVN, SON Sim
for¢ado)
Adrenalectomia/corticosterona Rato PVN Sim
Interag@o social Rato, camundongo Septo lateral Sim
. U i Septo, hipocampo dorsal, .
Estimulagdo Hiperosmotica Rato SON., PVN Sim
Estimulacao elétrica ou Septo, amigdala, nucleo o o
ontogenética do PVN Rato trato solitario Nao

Fonte Jurek & Neumann (2018)

Nota Traduzido e adaptado por Ribeiro, H.M.

Os estimulos fisioldgicos que desencadeiam os mecanismos de liberagdo apresentados
acima foram descritos em diversas espécies, sendo muitos deles concomitantes para a liberagao
central e sistémica do neurohormonio (Quadro 5). Além dos estimulos classicos como parto,
amamentag¢ao e acasalamento, estresse fisico e emocional e estimulacdo osmoética também

foram capazes de ativar o sistema ocitocinérgico®’.
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Por fim, as regides do SNC nas quais ocorre a liberacdo de OXT foram estudadas de
acordo com sua inervagao, ou ndo, por neurénios ocitocinérgicos, pela expressao de OXTR ou
pelos efeitos comportamentais ou fisiolégicos importantes mediados pela OXT. Assim, nas
regides do OB, HPC, NAc, amigdala, SON e neurohipofise sdo encontradas ndo somente
proje¢des dos neurdnios ocitocinérgicos e OXTR, mas pode-se inferir a ocorréncia da liberagao

do neurotransmissor®’.

1.4.2.4 Mecanismos de Acao

Para o SNC — ap6s o estimulo ativar a liberacao das vesiculas contendo OXT e estas se
ligarem aos seus receptores — os mecanismos de ac¢ao intracelulares envolvem como desfecho
principal a ativagdo de cascatas com alvo citoplasmatico ou nuclear, como a transcri¢do de
genes-alvo, que consequentemente modulam, direta ou indiretamente, o comportamento dos

individuos.

Assim, ap0s ligacdo da OXT nos OXTR ocorre a incorporagdo na membrana celular dos
TrpV2 com consequente ativagdo de cascatas de Ca*", podendo-se citar a PKC, a calcineurina
(CaN) e a cascata da quinase dependente de célcio/calmodulina (CaMKI, II, IIl e IV). Além da
incorporacdo dos TrpV, a ligagdo da OXT também induz a transativagdo do receptor do fator
de crescimento epidérmico (epidermal growth factor receptor, EGRF), que ativa cascatas da
proteina quinase ativada por mitdgenos (mitogen activated protein kinases, MAPK), no caso a
quinase regulada por sinal extracelular 1/2 (extracellular signal regulated kinase 1/2, ERK1/2),

e a proteina quinase p38%7.

Por sua vez, as cascatas descritas ativam a transcricdo dos fatores: coativadores
transcricionais regulados por AMP ciclico (cyclic-AMP-regulated transcriptional coactivators,
CRTC), proteina de ligagdo ao elemento responsivo ao AMP ciclico (cyclic AMP responsive

element binding protein, CREB) e fator intensificador de miocitos 2 (myocyte enhancer factor
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2, MEF-2), que culminam na transcri¢do de genes alvo e consequente sintese proteica. Cada
proteina sintetizada possui uma classifica¢do de acordo com sua fun¢ao, bem como um contexto

funcional do qual participa®’.

No que tange o acoplamento com a proteina G, apos a ligagdo OXT-OXTR, a
subunidade GP/y ¢ desacoplada, ativando a Ga. A partir disso, ambas subunidades G
desencadeiam a geracdo de Inositol-3-fosfato (IP3) a partir da fosfolipase C (PLC). Os
receptores de IP3 sdo entdo ativados, desencadeando mecanismos de liberagio de Ca®' do
reticulo endoplasmatico. Acredita-se que a via do IP; para liberagdo de Ca®" dos estoques

5

intracelulares esteja presente também em neurdnios sensoriais de ratos'*> e em astrocitos

hipotaldmicos'3®. A Figura 6 apresenta de maneira resumida os mecanismos descritos.

Figura 6 -Representacio esquematica das cascatas intracelulares ativadas apos a ligacio
da ocitocina ao seu receptor.

OXTR
TrpC ca? TrpVv4 ca? TrpVv2 ca? N
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OO b M D M DR 9RRBBRI B N B K O 900008 ) 100000000000 ‘ ] Membrana
9004 ) X P M Ry SO0OO8 B N B N BP 00000 ) Po0ee0000000( ) Celular
N cn A & & 2N B
ca™ ca* ca*" 4—"— g . Y —e—’ vy
MAPK Citoplasma
/_ tea (P8 He—(PLC f \
p38

PKC o B = TN
"—K_, Grue CRES MEF-2 ~~“~~
- ~ .
= S Nucleo

Legenda

SNC e Periferia Periferia SNC Incorporagéo dos Tr Transativagao da EGFR Via PLC-IP3
porag: P

Fonte Jurek & Neumann (2018) e Liu et al. (2023).

Nota Traduzido e adaptado por Ribeiro, H.M.

As evidéncias na literatura apontam para a participagdo da OXT em diversos dominios,
tanto em humanos quanto em animais. Sabe-se que a OXT participa de comportamentos sociais
em humanos como reconhecimento facial, contato visual, lagos sociais ¢ romanticos ¢

parentalidade; na emocionalidade, como estresse social e medo; e em outros comportamentos,
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como a ingestdo de alimentos, o processo de retirada de medicamentos, a percepg¢ao da dor, a
atividade do eixo HPA e a ativagdo da amigdala. Nos animais, a OXT participa de
comportamentos sociais como memoria e preferéncia social, comportamento sexual,
agressividade e cuidado materno; na redug¢do da ansiedade, no medo e no estresse; € nos

mesmos outros comportamentos citados para os humanos®’.

1.4.3 A Ocitocina nos Tecidos Periféricos

Como explanado anteriormente, a OXT possui efeitos ndo somente no SNC, mas em
outros tecidos do organismo. Quando se fala da atuagdo da OXT nos tecidos periféricos, apesar
de muito conhecida pelo seu papel na lactacdo e nas contragdes uterinas para 0 momento do
parto, pouco se discute sobre sua sintese, expressao dos OXTR e mecanismos de a¢do para além

de suas fungdes reprodutivas.

1.4.3.1 Sitios de Sintese e Receptores

Os principais sitios de sintese periférica da OXT sao: ovarios, utero, placenta, testiculos,
coragdo, fibroblastos e queratindcitos dérmicos, timo e glandula adrenal®”-'37. J4 os OXTR
possuem a mesma conformacgao dos receptores encontrados no SNC. No que tange as células
miometriais, 0 OXTR se acopla ndo somente as Gag, mas também as Gai (Gui1, Gai2, Gaiz, Gooa
e GuoB), com evidéncias mais robustas de sua atividade inibitoria para sua atuagdo periférica'3®,
Quanto a sua distribuicao, t€ém-se uma diversidade de regides que apresentam os OXTR além

do utero, citando como exemplos: células da maécula densa do cortex renal'3’,

140,141 142,143

cardiomidcitos , osteoclastos e osteoblastos , retina'**

, adipdcitos'®, papilas

gustativas'#®, dentre outros®’.
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Assim, a ocitocina que atua nos tecidos periféricos pode ter origem de produgdo tanto
local quanto no SNC, sendo esta advinda da neurohipdfise. A OXT advinda da neurohipofise

chega até os sitios de atuagdo através da corrente sanguinea por mecanismos ja descritos.

1.4.3.2 Estimulos para Liberacao

Como ja discutido, alguns dos estimulos responsaveis por promovem a liberacdo da
OXT no SNC também podem estimular sua liberagdo pela neurohipoéfise no sangue (quadro 5).
Apesar da possivel liberagdo simultanea, suas dindmicas nas duas grandes regides possuem
algumas diferengas, principalmente no que tange o tipo de estimulo capaz de promové-la e no

tempo entre a liberagdo central e a periférica®’.

147 ¢ alteragdes

Além dos estimulos reprodutivos, hipovolemia ou hiperosmolaridade
pressoricas nos barorreceptores que se comunicam com o cérebro'3’ também sdo capazes de
promover a liberagdo de OXT pela neurohip6fise. Diversos autores apontam ainda uma relagao
entre os niveis de OXT no plasma e a atividade das glandulas adrenais, do pancreas e dos
adipocitos, sem, no entanto, especificarem ao certo os mecanismos que desencadeiam a
liberagao da OXT e sua relacdo com os mecanismos envolvidos no controle da atividade de tais

sistemas!3’

. Por fim, alguns estimulos s3o capazes de promover ndo somente a liberacdo de
OXT, mas de aumentar o numero de OXTR de alguns tecidos periféricos como o utero, que
aumenta sua sensibilidade a OXT durante o trabalho de parto, elevando sua densidade de OXTR

miometriais!'37-148

1.4.3.3 Mecanismos de Acao

De uma maneira geral, os mecanismos de agdo da OXT periférica envolvem a ativacao
de cascatas de Ca*" a partir de sua ligagdo a0 OXTR. Os mecanismos envolvendo a proteina G
sdo semelhantes aos do SNC, nos quais a subunidade Ga desencadeia reacdes da IP3 e

mecanismos de liberagdo de Ca?" do reticulo endoplasmatico. Para os tecidos periféricos
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contrateis, o calcio liberado liga-se a calmodulina, formando um complexo responsavel por
promover a contragdo muscular, importante para as contragdes uterinas e das células mioteliais

que circundam os ductos mamarios®’.

Para além dos mecanismos da proteina G, ap0s a ativagdo dos OXTR, canais de Ca*"
voltagem-dependentes também sdo ativados'*’, juntamente com canais Trp canonicos (TrpCl,
TrpC3-6)150-13 ¢ Trp vaniloide (TrpV4), permitindo um influxo de Ca®' intracelular e
aumentando a disponibilidade do ion para a formacdo do complexo com a calmodulina®’. A
partir do aumento do Ca®" intracelular, diversas cascatas sdo ativadas, como a da PKC!** ¢ da
calcineurina'>’, também citadas para o SNC. Existem evidéncias de que diversas vias da MAPK
também sao ativadas nos tecidos periféricos (MEF-2, ERKS, B-arrestina, p38, Akt, ERK1/2),

sendo algumas semelhantes as do SNC?®’ (Figura 6).

Os principais desfechos da ativacdo de tais cascatas envolvem tanto a contracdo
muscular direta pelo aumento do Ca?" intracelular, quanto a transcricdo de proteinas
responsaveis por diversos mecanismos, podendo-se citar: contragdo muscular, angiogénese,
formagdo Ossea, prote¢do cardiaca e até mesmo inflamagdo®’. Por fim, outros mecanismos de
acdo da OXT nos tecidos periféricos envolvem sua liberagdo em pulsos pelo hipotalamo,
promovendo a ejaculagdo, a espermiacao e o transporte dos espermatozoides até o epididimo,
além de relacionar-se as contragdes prostaticas e a fisiopatologia de hiperplasias benignas no
orgdo'?’. Nos tecidos mamarios, além da OXT ser responsavel pela ejecdo do leite'?’, ¢

considerada um fator potencialmente protetivo no surgimento do cancer de mama!“6:157,

1.4.4 O Sistema Ocitocinérgico do Nucleo Paraventricular do Hipotalamo

Como brevemente abordado, sabe-se que o PVN ¢ um dos principais sitios de sintese da
OXT no SNC. Para além da producao ocitocinérgica, o PVN se conecta diretamente com a

regido pré-limbica do cortex pré-frontal (CPF), liberando ocitocina na regido e
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consequentemente atuando na redugdo da dor cronica e aguda'®®; possui uma populagdo de

neurdnios parvocelulares especializada que controla a atividade dos neur6nios magnocelulares

e consequentemente o processamento da dor aguda, promovendo analgesia'®?; sua estimulagio

elétrica promove reducgdo da dor neuropatica em ratos'”’; e possui um papel importante na

regulagdo do metabolismo corpdreo, incluindo o controle da ingestao de alimentos e do gasto

energético, sem afetar a atividade locomotora, e a regulag¢do da ingestdo de sacarose'®.

Além de atuar diretamente em mecanismos da dor, o sistema ocitocinérgico do PVN
modula mecanismos envolvendo a empatia. Baptista-de-Souza e colaboradores (2022)
encontraram um aumento na expressao de FosB no PVN de camundongos machos que
conviveram com coespecifico com dor cronica, apresentando também hipernocicep¢do®?. Em
contrapartida, Zhang e colaboradores (2024) recentemente descreveram o papel desse sistema
na modulagdo da empatia para o0 medo, também em camundongos machos, mas nao para a
dor!'®!, Dessa forma, apesar de o PVN participar de mecanismos de controle da nocicep¢io, seu

envolvimento na empatia para a dor e para ansiedade permanecem incertos.
1.4.5 Antagonistas

Considerando-se a importancia do sistema ocitocinérgico tanto para os comportamentos
em geral quanto para os mecanismos reprodutivos, agonistas e antagonistas sintéticos foram
muito estudados ao longo do tempo visando-se principalmente em suas aplicabilidades clinicas.
Nesse sentido, o Atosibana, uma droga sintética produzida a partir da modificacdo de alguns
sitios da OXT, foi desenvolvido como um antagonista tendencioso dos OXTR, por ser

antagonista Gaq e agonista Gai'62.

Inicialmente, o Atosibana foi utilizado como agente tocolitico para a prevengao de
contragdes uterinas causadoras de partos prematuros'®»1%* Apesar das evidéncias, revisdes

sistematicas posteriores apontaram que o Atosibana nao foi capaz de reduzir a incidéncia de
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partos prematuros quando comparado aos grupos que receberam placebo!®®. Além disso, foi
demonstrado que o Atosibana ndo foi capaz de impedir a sintese de prostaglandinas, COX-2 e
citocinas inflamatdrias como a IL-6, que possuem sua produc¢ao estimulada pela ligagdo OXT-

OXTR, enfatizando sua falha em impedir essa ligagdo'®®.

Por outro lado, o Atosibana utilizado via intraperitoneal em ratos prejudicou a
consolidagdo, mas nio a reconsolidagio da memoria contextual do medo'®’, e reduziu a
percepcao do tempo e a interagdo social em individuos socialmente competentes, reforcando o

papel da OXT na cogni¢do social'®®

. Outro estudo mostrou que a administragdo intra
hipocampal de Atosibana inibiu os efeitos antiepiléticos da OXT, além disso, a administragao
prévia do Atosibana impediu os efeitos antiepiléticos do Diazepam'®. Estes resultados mostram
a importante interagdo da OXT no hipocampo, principalmente no que tange a gravidade dos
comportamentos epiléticos. Esse resultado pode ser utilizado para associar o papel da OXT em

transtornos como o TEA, e a relacdo desse com episodios de convulsdo em casos graves do

transtorno!7°,

A partir do exposto, pdde-se compreender como a dor e a ansiedade podem ser
experimentadas através da empatia, além de se evidenciar a importancia da neurotransmissao
ocitocinérgica, ¢ consequentemente do PVN como seu principal sitio de sintese, para a
ocorréncia de tais fenomenos. Apesar do numero elevado de trabalhos que abordem a presente
tematica como fendmenos individuais, muito pouco se sabe sobre como o sistema
ocitocinérgico do PVN modula os fenomenos da dor e da ansiedade experimentados através do

convivio.



55

2. HIPOTESES E OBJETIVOS

2.1 HIPOTESES

A partir das informagdes disponiveis na literatura sobre a farmacodinamica da ocitocina
(agonista dos OXTR) e do atosibana (antagonista dos OXTR), foram estabelecidas as seguintes
hipoteses: (1) a administragdo de ocitocina intra-PVN produziria efeitos ansiolitico e
antinociceptivo nos camundongos machos e fémeas que conviveram com coespecifico em dor

cronica; (2) seu antagonista, atosibana, reverteria tais efeitos nas condi¢des citadas.

2.2 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o envolvimento do sistema ocitocinérgico do nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) na modulacdo da ansiedade e nocicepg¢ao induzidas pelo convivio com o

coespecifico com dor cronica em camundongos machos e fémeas.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.3.1 Machos

Avaliar o efeito das injecdes combinadas intra-PVN de: solugdo salina e atosibana,
solucdo salina e ocitocina, e de atosibana e ocitocina; na modulacao dos comportamentos do

tipo-ansiedade e da nocicep¢ao apds convivio com coespecifico com dor cronica.

2.3.2 Fémeas

Avaliar o efeito das inje¢cdes combinadas intra-PVN de: solugdo salina e atosibana, e
solugdo salina e ocitocina; na modulagdo dos comportamentos do tipo-ansiedade e da

nocicepcao apds convivio com coespecifico com dor cronica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 372 camundongos machos e 276 camundongos fémeas da cepa Suico
albino, (20-50g), provenientes do biotério central da Universidade Federal de Sao Carlos,
UFSCar. Os animais foram alojados em caixas-viveiro de polipropileno (41 x 34 x 16 cm, 4 por
gaiola), sendo que machos e fémeas ficaram em salas separadas no biotério setorial do
Laboratorio de Psicologia da Aprendizagem (LPA). Os animais foram mantidos em condig¢des
controladas de temperatura (24 = 1 °C), e luz (ciclo claro/escuro de 12 horas, luzes acesas as
7h00), com livre acesso a 4gua e alimento, exceto durante os periodos de teste. Os experimentos
foram realizados durante a fase de luz do ciclo claro (7h as 19h). Todos os procedimentos
envolvendo o uso de animais neste estudo foram aprovados pela Comissao de Etica em Pesquisa

(CEUA) da Universidade Federal de Sao Carlos (N° 4211010823).
3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram alojados em quartetos nas caixas-viveiro a partir de 21 dias apos o
nascimento (21 a 28 dias). Apos 14 dias de convivio, os animais foram divididos em dois
grupos: CNC e Sham. O primeiro grupo € o “Cagemate Nerve Constriction — CNC”, no qual,
apos os 14 dias de convivio, um dos animais do quarteto foi submetido a constri¢do do nervo
ciatico, conforme procedimento descrito abaixo, tornando-o o um demonstrador da dor. No
grupo Sham, apds 14 dias de convivéncia, um dos animais de cada quarteto foi submetido a um
procedimento cirtrgico semelhante ao de constri¢do do nervo ciatico, apenas com exposi¢ao do
nervo, sem sua constri¢do, tornando este animal um controle para o animal demonstrador da

dor.
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Assim, os grupos experimentais foram formados por quatro camundongos alojados na
mesma caixa. Cada caixa, portanto, possuiu um animal considerado “demonstrador” (Sham ou
CNC) e trés animais considerados “observadores” (Ob-CNC e Ob-Sham), os quais passaram
pela cirurgia estereotaxica, pela injecdo de drogas intra-PVN, e pelos testes de avaliacdao da
nocicepcao e avaliagdo dos comportamentos do tipo-ansiedade. A mesma divisdo ocorreu para

camundongos machos e fémeas.
3.3 FARMACOS

Para o tratamento intra-PVN foram utilizados: ocitocina (agonista dos OXTR) [(1-
({(4R,7S,108,138S,16S,19R)-19-amino-7-(2-amino-2-oxoetil)-10-(3-amino-3-oxopropil)-16-(4-hidroxi
benzil)-13-[(1S)-1-metilpropil]-6,9,12,15,18-pentaoxo-1,2-dithia-5,8,11,14,17-pentaazacicloicosan-4-
yl}carbonil)-L-prolil-L-leucilglicinamida), PM:1007,19g, Cayman Chemical], dissolvida em
salina (0,9% NaCl) na dose de 1,0 pg/0,1uL; Atosibana (antagonista dos OXTR) [(Acidol-(3-
mercaptopropanoico)-2-(O-etil-D-tirosina)-4-L-treonina-8-L-ornitina-ocitocina), PM:994,199 g,
Santa Cruz], dissolvido em salina (0,9% NaCl) na dose de 0,4 pg/0,1uL; e solugdo salina a

0,9% (NaCl, PM:58,44¢, Exodo Cientifica)'7'-17.

Para a cirurgia estereotaxica foram utilizados: cloridrato de cetamina (100 mg/kg, i.p.,
anestésico; Dopalen®, Ceva, Brasil), xilazina (10 mg/kg, i.p., relaxante muscular; Xilazin®,
Syntec, Brasil)!’¢, cetoprofeno (5 mg/kg, s.c., antinflamatorio; Biofen 10%, Biofarm, Brasil)!”’
e ceftriaxona (4 mg/kg, i.m., antibidtico; Eurofarma)!’®. Para a cirurgia de constri¢do do nervo
cidtico foram utilizadas as mesmas drogas e suas respectivas doses, com exce¢ao ao

cetoprofeno.
3.4 CIRURGIAS

3.4.1 Cirurgia Estereotaxica
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Os animais foram anestesiados com uma solu¢ao de cloridrato de cetamina e xilazina
(100 mg/kg e 10 mg/kg, i.p., respectivamente). Apos a tricotomia da regido dorsal do cranio
(ossos frontal e parietais), realizou-se antissepsia com digliconato de clorexidina 2% (Riohex®
2%, Rioquimica, Brasil). Os camundongos foram fixados a um aparelho estereotaxico (Insight
Equipamentos, Brasil) e passaram por microcirurgia para a implantagao unilateral intracraniana
de canula-guia (25-gauge) de 7 mm de comprimento, direcionada para o PVN (Imagem 1, A),
nas seguintes coordenadas estereotdxicas: anteroposterior (AP) = -0,4 mm; lateral (L) = -3,6
mm; dorsoventral (DV)= -0,65mm; angulo = 44°; em referéncia ao bregma!”. Juntamente com
a implantagdo da canula, os camundongos passaram pela implantagdo de um micro parafuso de
sustentacdo na regido oposta a de fixacdo da canula (Imagem 1, B). Apds a implantaciao da
canula, foi colocado um mandril de aco em seu interior (8mm) a fim de fechd-lo e selar a
comunicagdo com o meio externo (Imagem 1, D). A canula, o parafuso e o mandril foram entao
fixados no cranio utilizando-se resina acrilica e liquido autopolimerizavel (Triunfo Dent’s©,
Brasil). Ao final da cirurgia, os animais receberam analgesia com cetoprofeno e

antibioticoterapia profilatica com ceftriaxona.

Imagem 1 - Cirurgia estereotaxica em camundongo.

(A) tricotomia, incisdo de pele e localizagdo do bregma (ponto); (B) colocagio do parafuso e da canula-
guia unilateral; (C) posicionamento do animal no estereotaxico e demonstracdo da angulacio do aparato;
(D) aspecto final da cirurgia com a constru¢ao do capacete de resina.

Fonte arquivo pessoal.
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3.4.2 Cirurgia de Constricao do Nervo Isquiatico

Para reproduzir o modelo de dor crénica, o método de Bennet e Xie (1988), modificado
para camundongos foi utilizado®*'%°, Os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina
(100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.) e divididos em dois grupos: CNC (cagemate
nerve constriction) ¢ Sham. No grupo CNC, apds a anestesia, foi realizada tricotomia e
antissepsia com digliconato de clorexidina 2% (Riohex® 2%, Rioquimica, Brasil), ou solugao
alcoolica de iodopovidona 1% (Rioquimica, Brasil), da regido lateral femoral do membro
pélvico direito do animal. Posteriormente, realizou-se uma incisdo de pele de aproximadamente
8mm utilizando-se bisturi em ago carbono n°22 (Dercarpack®, Brasil) na regido tricotomizada.
Ap0s, realizou-se a disseccdo da féscia entre o gluteo e biceps femoral, em sua regido média,
com tesoura e pinga cirurgicas para a exposi¢ao do nervo isquiatico, proximo a sua trifurcagao.
Em seguida foram realizadas trés ligaduras ao longo do nervo isquiatico!8!, a partir de sua
trifurcacdo em dire¢do a coluna vertebral, utilizando-se fio estéril monofilamentar de nylon 6.0
(Shalon®, Sertix®, Brasil). No grupo denominado Sham, o procedimento realizado foi
idéntico, com excecdo a constricdo do nervo isquiatico. Ao final, para ambos os grupos, foi
realizada a sutura de pele e a antibioticoterapia profilatica com ceftriaxona, conforme posologia

descrita anteriormente.

Imagem 2 - Cirurgia de constri¢ao do nervo isquiatico.

A B @ = D

(A) tricotomia e incisdo de pele; (B) divulsdo da fascia e exposi¢do do nervo; (C) realizagdo das trés suturas; (D)
aspecto final da cirurgia com a sutura de pele; (E) aspecto da cirurgia apos 14 dias.

Fonte arquivo pessoal.
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3.5 TESTES

3.5.1 Demonstradores

3.5.1 Teste da Placa Quente

O teste da placa quente ¢ um teste nociceptivo utilizado nesse contexto para verificar a
efetividade da cirurgia de constri¢do do nervo nos animais CNC e Sham (Imagem 4, A). No
teste, o animal CNC ou Sham foi colocado sobre uma placa na temperatura de 52+0,2°C e foi
filmado. O animal permaneceu na placa até apresentar um dos seguintes comportamentos:
autolimpeza ou lambedura de uma das patas, ou até um tempo limite de 30 segundos (para
evitar lesdes). A partir da filmagem, foi mensurada a laténcia (segundos) para o

comportamento®!-182,

O teste foi realizado tanto antes da cirurgia de constri¢do, para verificar o valor basal de
laténcia de retirada da pata (laténcia basal), quanto 14 dias apds a cirurgia de constri¢do, para

verificar os efeitos da cirurgia na nocicep¢do do demonstrador (laténcia pds-operatoria).

3.5.2 Observadores

3.5.2.1 Teste para Avaliacdo dos Comportamentos do Tipo-ansiedade

O labirinto em cruz elevado (LCE) foi utilizado para avaliacdo dos comportamentos do
tipo-ansiedade (Imagem 4, B). O aparato consiste em dois bracos abertos (30 x 5 x 0,25 cm)
unidos ortogonalmente a dois bragos fechados, todos construidos em madeira com paredes
transparentes (30 x 5 x 15 cm) de vidro, elevado a 38,5cm do solo por um suporte também de
madeira®® Durante o teste, o animal foi posicionado individualmente ao centro do aparato com
a cabeca voltada a um dos bragos abertos, e foi filmado por um sistema de cAmera conectada a

um computador, localizado na sala adjacente a sala de testes, por 5 minutos (300 segundos).
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Posteriormente, as filmagens foram avaliadas pela experimentadora para registro de
comportamentos convencionais, ou espago-temporais, e etologicos. Nos comportamentos
convencionais, tém-se: o nimero total de entradas nos bragos abertos e fechados (a entrada em
um dos bragos ¢ definida pelo cruzamento com todas as quatro patas para dentro do braco); a
porcentagem de entrada nos bragos abertos e fechados [(aberto/total) X 100] e de tempo gasto
nos bragos abertos e fechados; e o tempo de permanéncia na parte central do labirinto [300-
(TBA+TBF)]. As medidas etologicas analisadas foram: as frequéncias de mergulhar
(movimento exploratorio com a cabeca/ombros para fora dos bracos abertos), esticar (stretched
attend posture - SAP: postura exploratéria caracterizada pelo corpo do animal estendido para
frente com consequente retorno a posicdo original, sem locomog¢do efetiva), levantar-se
(movimento em que o animal fica apoiado sobre os membros pélvicos), tempo de autolimpeza
(autolimpeza geral ou anogenital maior que 2 segundos) e imobilidade®?. Os parametros foram
divididos de acordo com a realizacdo nos bragos abertos (denominados desprotegidos) ou

fechados/centro (protegidos)®?

3.5.2.2 Teste Nociceptivo

A nocicep¢ao no animal observador (Ob-CNC e Ob-Sham) foi avaliada pelo teste de
contor¢des abdominais (Imagem 4, C), descrito por Vander-Wende € Margolin (1956)!%3. O
teste consiste na inje¢do via intraperitoneal (i.p.) de acido acético a 0,6% (10 ml/kg)**%!. Cada
experimento foi gravado por meio de um sistema de cdmera conectada a um computador,
localizado na sala adjacente a sala de testes, por 5 minutos (300 segundos). A andlise dos videos
consistiu na contagem do numero total de contor¢des abdominais realizada pelo animal durante
os 5 minutos. Durante o teste, o animal permaneceu na caixa junto com os trés outros
coespecificos, porém separados por uma diviséria construida em madeira e malha metalica, a
qual criou quatro compartimentos na caixa moradia e permitiu que os animais mantivessem

contato visual, fisico, olfativo e auditivo com seus companheiros sem que estivessem proximos
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a ponto de comprometerem o experimento (Imagem 3). Os animais observadores do grupo CNC
que receberam injecdes de salina e ndo apresentarem contorg¢des foram removidos da analise
estatistica. Nos dias 26, 26 e 28 do experimento (dois dias antes e no dia dos testes), todos os

animais passaram por um periodo de 15 minutos de habitua¢do ao aparato (imagem 3).

Imagem 3 - Aparato para divisdo das caixas-moradia durante o teste nociceptivo do
observador.

A

(A) diviséria desmontada; (B) diviséria montada; (C) diviséria na caixa.
Fonte arquivo pessoal.

Imagem 4 - Testes comportamentais.

(A) Placa quente; (B) LCE; (C) Teste de contor¢des abdominais.

Fonte arquivo pessoal.

3.6 INJECAO INTRA-PVN

Antes dos testes comportamentais, os observadores receberam injegdes centrais
combinadas das drogas descritas anteriormente, formando os seguintes grupos: Machos — salina

seguida de salina, salina seguida de ocitocina, atosibana seguida de salina, ou atosibana seguida
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de ocitocina; Fémeas — salina seguida de salina, salina seguida de ocitocina, e atosibana seguida
de salina (Figura 7). Para ambos os grupos, a droga controle das injecdes de salina-ocitocina e
atosibana-salina foi a salina-salina. Assim, para cada sexo obteve-se o grupo controle (salina-
salina), os grupos tratamento, com agonista dos OXTR (salina-ocitocina), € os grupos pré-

tratamento com antagonista (atosibana-salina).

Para os experimentos, foi utilizada uma dose efetiva de ocitocina e uma dose inefetiva
de atosibana como pré-tratamento, a fim de realizar o experimento de inje¢des combinadas e
observar se mesmo sem efeito farmacologico, o atosibana seria capaz de se ligar aos OXTR e
impedir os efeitos da OXT. Por questdes explicitadas nas limitacdes do presente trabalho,
apenas os machos passaram por esta etapa. Nesse caso, o grupo controle foi atosibana-salina,

além do grupo salina-salina.

Figura 7 - Injecoes realizadas.

. Machos . Fémeas
Controle Tratamento OXT  Pré-tratamento Atos Combinadas Controle Tratamento OXT  Pré-tratamento Atos
Salina Salina Atosibana | Atosibana Salina Salina Atosibana
Salina Ocitocina Salina Ocitocina Salina Ocitocina Salina
)X J J X J

Fonte arquivo pessoal.

Para a realizagdo das inje¢des, foi utilizada agulha gengival 30G (0,3x16mm; AllPrime,
Brasil) delimitada a um comprimento de 11,04mm (Imagem 5, A), previamente acoplada a um
tubo de polietileno (PE-10) e selada com resina acrilica e adesivo instantdneo (Imagem 5, B).
O sistema foi entdo acoplado a uma seringa de micro inje¢do de SuL. (Hamilton®, Sigma-
Aldrich, Alemanha) e posicionado em uma bomba de micro injec¢do digital (BI 2000, Insight

Equipamentos, Brasil) programada para inje¢ao 0,1uL em 60 segundos.

Assim, cada animal foi contido gentilmente pela pesquisadora para a remogdo do

mandril de proteg¢do da canula, utilizando-se um alicate de corte, e posterior injecdo da droga
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(Imagem 5, C). Cada inje¢ao de cada droga durou 60 segundos, aguardando-se 90 segundos
adicionais para a remoc¢ao da agulha, a fim de evitar o refluxo da solucdo. Para os machos,
foram injetadas solucdo salina seguida de ocitocina, ou atosibana seguida de salina, ou
atosibana seguida de ocitocina. No caso das fémeas, foram injetadas solugdo salina seguida de
ocitocina ou atosibana seguida de salina. Considerando o tempo para cada inje¢do mais o tempo
de espera, o tempo total do procedimento de inje¢do foi de aproximadamente de 5 minutos (300

segundos).

Imagem S - Injecao intra-PVN.

(A) agulha para injegdo delimitada; (B) sistema de injegdo; (C) contencdo do animal para injegao.
Fonte arquivo pessoal.

3.7 HISTOLOGIA

Apos o término dos experimentos, foi realizada a eutanésia de todos os camundongos,
observadores e demonstradores, utilizando a camara de CO» (45 L, 100% CO., 9 L/min — RN
n° 13, 20/09/2013). Apds o procedimento, observadores (Ob-Sham e Ob-CNC) receberam uma
infusdo de 0,1pL de uma solugdo de azul de Evans a 1,5% intra-PVN. Posteriormente, seus
encéfalos foram removidos e acomodados em recipientes contendo solugdo de formalina (10%)
por no minimo 1 hora, para posteriormente serem transferidos para uma solug¢ao de sacarose
30% por, no minimo, 48 horas, sob refrigeracdo®’. Posteriormente, os encéfalos foram
seccionados (60um) em criostato a -20 £+ 1°C (Leica®, CM1850) para analise histologica dos

sitios de inje¢do>*8!1-83, As sec¢des foram avaliadas com o auxilio de um microscopio



65

(Olympus, BX41TF) para a visualizagdo da dispersdo do azul de Evans, indicando o local da
inje¢do central de drogas (Imagem 6)'”°. Os camundongos cujas inje¢des ndo atingiram o PVN

foram excluidos do estudo.

Imagem 6 - Exemplo de acerto do sitio de injecdo (PVN).

Bregma = -1,Imm.
Fonte arquivo pessoal.

3.8 PROCEDIMENTOS GERAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado monitoramento do peso dos animais observadores, antes da estereotaxia e
no dia do teste; ¢ dos demonstradores, antes da constrigdo e no dia do teste. Para o
monitoramento do peso apos a estereotaxia, os animais foram marcados com cores diferentes e
determinado nimero de tracos na regido da cauda. Os animais demonstradores ndo receberam
marcagdes pois a tricotomia da cirurgia de constricdo permaneceu visivel até o dia do teste

(Imagem 2, E).

Assim, apds a chegada com 21 dias de idade, os animais foram alojados em quartetos
(dia 1) e conviveram sem interferéncias, em uma denominada “condi¢do indefinida” até o dia
14 do experimento. No dia 14, foram formados os grupos CNC e Sham a partir da realizacao
da cirurgia de constricdo ou da cirurgia Sham em um dos animais de cada caixa. Nesse
momento, os observadores passaram a conviver com um coespecifico com dor crénica ou nao.

No dia 23, os animais observadores (3 por caixa) passaram pela cirurgia estereotaxica para



66

implantacdo da canula-guia, foram pesados e tiveram suas caudas marcadas. No dia 28 foram
realizados os testes com todos os animais da caixa: os demonstradores foram submetidos ao
teste da placa quente; os observadores receberam a inje¢@o intra-PVN, foram submetidos ao
teste do LCE e retornaram para uma caixa separada. Apds todos os animais observadores
passarem pelo LCE, foram submetidos ao teste de contor¢des abdominais na presenga do
demonstrador. Ao final do experimento, todos os animais passaram pela eutanasia e os
observadores receberam a injecdo de azul de Evans para posterior visualizacao dos sitios de
injegdo. O delineamento experimental descrito encontra-se ilustrado esquematicamente na

Figura 8.

Figura 8 - Delineamento Experimental.
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As etiquetas coloridas sobre cada dia de experimento apontam as respectivas idades (em dias) dos animais.

Fonte arquivo pessoal.

3.9 DADOS: ARMAZENAMENTO, PROCESSAMENTO E ANALISE ESTATISTICA

A analise dos videos foi feita através do software Wondershare© (Filmora, versdo
13.6.4) juntamente com dois aplicativos para Android utilizados na contagem dos
comportamentos: Multi Timer Crondmetro (LemonClip, versdo 2.12.6) e Contador: contador
de cliques (UXAPPS LTD, versao 1.2.3). Além disso, todas as informagdes coletadas nos
experimentos, como peso, intercorréncias, videos, entre outras, foram armazenadas em unidade
externa e computador pessoal de posse da aluna, e em nuvem (Onedrive, Microsoft®), a qual

foi compartilhada com sua orientadora.
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Os dados coletados foram analisados através do software Statistica© (Statsoft, versao
12.5.192.7). A analise da normalidade dos dados foi feita por grupo utilizando o teste Shapiro-
Wilk. No caso de variaveis ndo paramétricas, utilizou-se: Wilcoxon para comparacdo de
variaveis dependentes; Kolmogorov-Smirnov para comparacao de dois grupos independentes;
e Kruskal-Wallis para comparag¢do de mais de dois grupos independentes'®*!%5. Quando as
variaveis foram paramétricas, utilizou-se: teste t de Student para amostras dependentes e para
comparagdo de dois grupos independentes. Valores de p menores ou iguais a 0,05 foram

considerados significativos.

Para a selecdo dos grupos controle, foram escolhidos animais observadores
considerados acertos na cirurgia estereotaxica ¢ que foram testados junto com o animal que
recebeu droga ou em uma data de teste proxima. No caso dos animais que receberam quaisquer
umas das drogas, todos os dados de acertos foram utilizados, com excecao do controle salina-
atosibana para o grupo atosibana-ocitocina, devido nimero elevado de animais; nesse caso, a

sele¢do se deu pela mesma forma do grupo controle salina.

Para a elaboracdo dos graficos, utilizou-se o software GraphPad Prism© (GraphPad
Software, versao 10.3.1.509), para as tabelas e quadros, utilizou-se o Excel (Microsoft®, versao
2502) e para as figuras, imagens e edigdes no geral, foi utilizado o Canva (Canva,

https://www.canva.com/pt_br/).
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4. RESULTADOS
4.1 INFORMACOES GERAIS

4.1.1 Numero de Animais

Para os experimentos, foi utilizado um total de 648 animais, sendo 372 machos e 276
fémeas. Destes, 365 animais foram observadores e passaram pela estereotaxia (217 machos e

148 fémeas) (grafico 1) e 162 foram demonstradores, passando pela constri¢ao ou pela cirurgia

Sham (grafico 2).

Grafico 1 - Numero de observadores utilizados divididos de acordo com o sexo, o
tipo de convivio e a droga injetada.
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(A) machos Ob-Sham; (B) machos Ob-CNC; (C) fémeas Ob-Sham; (D) fémeas Ob-CNC. S-S, salina e salina; S-
OXT, salina e ocitocina; ATOS-S, atosibana e salina; ATOS-OXT, atosibana e ocitocina; Ob-Sham, observador
do Sham; Ob-CNC, observador do CNC; @, fémeas; &', machos.
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Grafico 2 - Numero de demonstradores utilizados divididos de acordo com o sexo
e o tipo de cirurgia (Sham ou CNC).

A) B)

47

[ cNe
Sham

[ CcNC
Sham

Total = 94 Total = 69
(A) machos; (B) fémeas. S-S, salina e salina; S-OXT, salina e ocitocina; ATOS-S, atosibana e salina; ATOS-OXT,
atosibana e ocitocina; Ob-Sham, observador do Sham; Ob-CNC, observador do CNC; @, fémeas; &', machos.

Do total de animais, 55 observadores foram utilizados no inicio (31 machos e 24 fémeas)
para estabelecimento das coordenadas da cirurgia estereotdxica e aprendizado da técnica, os
quais nao entraram na porcentagem de acertos (devido a um total de 100% de erro). O nimero
de 6bitos foi de 66 animais, gerando um percentual de 10,19% do total de animais utilizados.
Destes, 2,47% vieram a Obito por causas desconhecidas durante o alojamento (n=16), 0,93%
durante ou apds a constricdo do nervo (n=6) e 6,79% durante ou apds a estereotaxia (n=44)
(Figura 9).

Figura 9 - Levantamento de obitos por momento: convivio, constricio e
estereotaxia.

Convivio (16)
B Constriggo (6)
B Estereotaxia (44)
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Os animais foram alojados inicialmente em quartetos, porém, devido aos 6bitos, alguns
experimentos foram performados em duplas ou trios, totalizando: 112 quartetos, 39 trios e 7
duplas. Destes, apenas 99 quartetos, 32 trios ¢ 5 duplas foram consideradas vélidas (apos
exclusdo dos animais utilizados inicialmente). Apos o estabelecimento das coordenadas
estereotaxicas e do inicio dos acertos, a porcentagem de acertos da estereotaxia foi de 50,00%
para machos e 43,62% para fémeas. As regides aproximadas de acertos e erros da cirurgia
estereotaxica estdo representadas na Figura 10. Por fim, para a andlise estatistica, foram
utilizados 76 machos e 46 fémeas como observadores, 48 machos e¢ 29 fémeas como

demonstradores.

4.1.2 Monitoramento do Peso

Todos os animais utilizados no estudo, machos e fémeas, passaram pela pesagem ao
menos em dois momentos: os demonstradores foram pesados antes da cirurgia e 14 dias ap6s o
procedimento, no dia dos testes comportamentais; ¢ os observadores foram pesados no dia da
cirurgia estereotaxica e 5 dias apds o procedimento, também no dia dos testes (grafico 3, A para
machos e grafico 4, A para fémeas). Além dos pesos, também foi calculada a diferenca entre
peso final (pos-operatorio) e peso inicial (antes das respectivas cirurgias), gerando um valor
denominado A Peso (AP) (grafico 3, B e grafico 4, B), e a porcentagem de peso perdido, a fim
de se identificar visualmente e estatisticamente as variagdes de peso nos animais. As tabelas 1
e 2 apresentam os valores médios dos pesos e respectivos erros-padrdo, o valor de p para as
comparagdes entre medidas antes e apds a cirurgia, o valor de AP e porcentagem de peso
perdido, todos para cada grupo (Sham, CNC, Ob-Sham e Ob-CNC), para machos e fémeas,

respectivamente.

4.1.2.1 Machos
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Os valores de p mostraram um ganho de peso significativo para ambos os grupos de
demonstradores (Sham e CNC) (grafico 3 e tabela 1), sem haver uma diferenca significativa
entre os pesos finais, o AP e a % de peso de ambos os grupos de demonstradores (p>0,1). Para
os observadores, a andlise apontou que animais de ambos os grupos, Ob-Sham e Ob-CNC,
perderam peso em relacdo a primeira medida (p=0,000014 e p=0,000116). Por fim, ndo foram
encontradas diferencas significativas na comparagdo entre os pesos finais, AP e a % de peso
dos animais observadores. O grafico 3 apresenta de maneira ilustrada as informagdes de peso

inicial e pos-operatorio (A), e AP (B), presentes na tabela 1.

Grafico 3 - Variacao dos pesos dos camundongos machos.
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(A) medidas antes e ap0s a cirurgia; (B) comparagao dos valores final menos inicial (A Peso). Valores apresentados
como média + EPM (Teste Kolmogorov-Smirnov para grupos independentes — Sham ¢ CNC, Ob-Sham e Ob-
CNC; Teste de Wilcoxon para variaveis dependentes — Peso basal e Peso pds-operatorio). AP, delta-Peso (peso
final-peso inicial). Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos [(*) entre o peso 14 dias
apos a constri¢do e peso inicial do mesmo grupo].

Tabela 1 - Variacio dos pesos dos camundongos machos.

Condicao Peso Basal Peso pés-operatério D AP %
o 42484834 46,31 +7,70 0,000034* 3834255 9,87+729
NG ALI1E833 44,64 £8.35 0,000018%*  3,53£328 920+9,84

Ob-Sh™ 44,37 26,60 41314672 0,000014*  -3,06£3,97 6,71 8,49

OPCNE 41aa£721 39,33 47,24 0,000116%  -2,11+3,10 -5,00+ 7,29

Valores apresentados como média + desvio padrao (Teste Kolmogorov-Smirnov para grupos independentes —
Sham e CNC, Ob-Sham e Ob-CNC; Teste de Wilcoxon para varidveis dependentes — Peso basal e Peso pods-
operatério). AP, delta-Peso (peso final-peso inicial). Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente
significativos (*) entre o peso 14 dias ap6s a constri¢@o e peso inicial do mesmo grupo.
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4.1.2.2 Fémeas

A variagdo dos pesos das fémeas foi semelhante a dos machos: fémeas Sham e CNC
ganharam peso em relacdo a primeira pesagem (p=0,006 e p=0,015), e fémeas Ob-Sham e Ob-
CNC perderam peso (p=0,002 e p=0,004). Também ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os pesos dos observadores (Ob-Sham e Ob-CNC) e entre os pesos dos
demonstradores (Sham e CNC), entre seus valores de AP e de % (p>0,10). O grafico 4 apresenta
de maneira ilustrada as informagdes de peso inicial e pds-operatério (A), e AP (B), presentes

na tabela 2.

Grafico 4 -Variacao dos pesos dos camundongos fémeas.
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(A) medidas antes e ap0s a cirurgia; (B) comparagao dos valores final menos inicial (A Peso). Valores apresentados
como média + EPM (Teste Kolmogorov-Smirnov para grupos independentes — Sham e CNC, Ob-Sham e Ob-
CNC; Teste de Wilcoxon para variaveis dependentes — Peso basal e Peso pds-operatorio). AP, delta-Peso (peso
final-peso inicial). Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos [(*) entre o peso 14 dias
apos a constri¢do e peso inicial do mesmo grupo].

Tabela 2 - Variacao dos pesos dos camundongos fémeas.

Condicao Peso Basal Peso pds-operatorio p AP %
?:‘jg‘)‘ 37,82 + 7,63 40,31 + 7,64 0,006420% 2,48 +2.75 7,10 £ 7,19
(Sig 34,78 + 6,87 3739+7,02  0,015086% 2,62+3,99 849+ 11,04

OP-OW™ 3883£563  3639:649  0002127% 244364 62995

Ob-CNC

(1=23) 36,85+ 6,14 34,73 £5,40 0,004051*  -2,13+£3,22 -5,59+7,75

Valores apresentados como média + desvio padrdo (Teste Kolmogorov-Smirnov para grupos independentes —
Sham e CNC, Ob-Sham e Ob-CNC; Teste de Wilcoxon para variaveis dependentes — Peso basal e Peso pos-
operatorio). AP, delta-Peso (peso final-peso inicial). Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente
significativos (*) entre o peso 14 dias ap6s a constri¢@o e peso inicial do mesmo grupo.
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4.2 DEMONSTRADORES

4.2.1 Comparacao das laténcias de retirada da pata: antes e apés a constricio do nervo
isquidtico no mesmo grupo e entre as laténcias 14 dias apo6s a cirurgia de camundongos
Sham e CNC

Os graficos 5 e 6 apresentam as comparagdes entre os valores de laténcia basal e pos-
operatoria de cada grupo. Nas tabelas 3 e 4 sdo apresentados os valores médios de laténcia com
seus respectivos erros-padrdo, e valores de p para a comparagdo dos valores antes e apds a
cirurgia, dentro do mesmo grupo (Sham ou CNC, comparagdo horizontal e p vertical) e para a
comparag¢ao dos valores de laténcia antes e ap0s a cirurgia entre os grupos (comparagao vertical

e p horizontal).

4.2.1.1 Machos

O teste t de Student apontou uma diferencga significativa entre os valores de laténcia pds-
operatoria dos grupos Sham e CNC (t46=2,2829, p=0,0271). Além disso, apontou que nao ha
uma alteracao significativa na laténcia do grupo Sham apés a cirurgia (t(24=0,9120, p=0,3712),
porém no grupo CNC, o valor de laténcia reduziu significativamente (t24=4,7710,
p=0,000082).

Graifico 5 - Comparacio entre as medidas repetidas de laténcia de retirada da pata (antes
e apos a cirurgia) e entre as laténcias pos-operatérias dos machos dos grupos Sham e CNC.
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Valores apresentados como média + EPM (Teste t de Student para grupos independentes e para medidas repetidas).
A laténcia pos-operatdria foi feita 14 dias apods a cirurgia, no dia dos testes comportamentais dos observadores.
Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. (*) entre medidas inicial ¢ pos-operatoria;
(#) entre medidas pos-operatorias de CNC e Sham.



74

Tabela 3 - Valores de laténcia, basal e pds-operatéria, dos grupos Sham e CNC machos, e
respectivos valores de p das comparacoes.

Sham CNC
(n=35) (n=30) p
Laténcia Basal 13,25+ 3,67 14,25+ 3,89 0,3648
Laténcia Poés-operatoria 12,54 £3,43 10,12 + 3,89 0,0271%*
p 0,3712 0,000082*

Comparacao de medidas ndo repetidas entre grupos diferentes (p vertical) e entre medidas repetidas para o mesmo
grupo (p horizontal). Valores apresentados como média + desvio padrdo (Teste t de Student para grupos
independentes e para medidas repetidas). A laténcia pds-operatoria foi feita 14 dias apds a cirurgia, no dia dos
testes comportamentais dos observadores. Valores de p <0,05 (*) foram considerados estatisticamente
significativos.

4.2.1.2 Fémeas

O teste t de Student apontou uma diferenca significativa entre os valores de laténcia:
pos-operatoria dos grupos Sham e CNC (t27=2,1314, p=0,042); e entre os valores de laténcia
basal e pos-operatoria do grupo CNC (t(16=5,2918, p=0,00009). Nao foram encontradas
diferengas entre os valores de laténcia basal e pos-operatoria para o grupo Sham (t13=1,0584,

p=0,3106).

Grafico 6 - Comparacio entre as medidas repetidas de laténcia de retirada da pata (antes
e apos a cirurgia) e entre as laténcias pos-operatdrias das fémeas dos grupos Sham e CNC.
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Comparacao de medidas ndo repetidas entre grupos diferentes (p vertical) e entre medidas repetidas para o mesmo
grupo (p horizontal). Valores apresentados como média + EPM (Teste t de Student para grupos independentes e
para medidas repetidas). A laténcia pds-operatoria foi feita 14 dias apds a cirurgia, no dia dos testes
comportamentais dos observadores. Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. (*)
entre medidas inicial e pos-operatdria; (#) entre medidas pds-operatorias de CNC e Sham.
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Tabela 4 - Valores de laténcia, basal e poés-operatodria, dos grupos Sham e CNC fémeas, e
respectivos valores de p das comparacoes.

Sham CNC
(n=17) (n=21) p
Laténcia Basal 13,31 £4,23 14,56 £ 4,55 0,4524
Laténcia Pés-operatoria 12,46 £ 4,25 9,63 +£2,90 0,0423*
P 0,3106 0,000090*

Comparacao de medidas ndo repetidas entre grupos diferentes (p vertical) e entre medidas repetidas para o mesmo
grupo (p horizontal). Valores apresentados como média + desvio padrio (Teste t de Student para grupos
independentes ¢ para medidas repetidas). A laténcia pds-operatoria foi feita 14 dias apés a cirurgia, no dia dos
testes comportamentais dos observadores. Valores de p <0,05 (*) foram considerados estatisticamente
significativos.

4.3 OBSERVADORES

Os anexos B e D apresentam os valores médios e respectivos erros-padrao das medidas
convencionais e etologicas registradas no LCE de camundongos machos e fémeas,
respectivamente (%TBA, % de tempo nos bragos abertos; %TBF, % de tempo nos bragos
fechados; %TC, % de tempo no centro; %EBA, % de entrada nos bracos abertos; %EBF, % de
entrada nos bracos fechados; TE, total de entradas). Os valores de H obtidos através do teste de
Kruskal-Wallis representam a comparagdo das médias entre Ob-Sham e Ob-CNC que
receberam a mesma combinacao de drogas. Os anexos C e E apresentam apenas os valores de
H obtidos através do teste de Kruskal-Wallis para comparagdes entre as diferentes injecoes
dentro do mesmo grupo (Ob-Sham ou Ob-CNC) em machos e fémeas. Para todas as tabelas,
valores de H com p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os graficos 8 e
10 representam visualmente as medidas registradas no LCE de machos e fémeas que possuiram
diferenca estatisticamente significativa para pelo menos uma das condi¢des e comparagdes
apresentadas, cujos valores médios, erros e valores de H estdo expressos nas tabelas 5 a 8. Os
graficos 9 e 11 representam os ntimeros de contor¢des abdominais para cada grupo (Ob-Sham

e Ob-CNC) em cada condi¢ao de tratamento.
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4.3.1 Machos

4.3.1.1 Efeitos das injecdes combinadas de salina, ocitocina e atosibana, intra-PVN, nos
comportamentos do tipo-ansiedade avaliados através do LCE em animais que conviveram com
coespecifico com dor cronica ou Sham

4.3.1.1.1 Efeitos das injegcoes combinadas de salina e ocitocina (S-OXT) nos comportamentos
do tipo-ansiedade

Pdde-se observar que camundongos machos que conviveram com coespecifico com dor
cronica (Ob-CNC) e receberam injecdes combinadas de salina-salina (S-S) apresentaram menor
porcentagem de tempo nos bracos abertos (H=11,34, p=0,0412) (grafico 7, A), maior
porcentagem de tempo nos bracos fechados (H=4,16, p=0,0413) (grafico 7, B) e maior tempo
de autolimpeza protegida em relagdo ao Ob-Sham que recebeu S-S (H=8,27, p=0,004) (grafico
8, F). Os Ob-CNC que receberam tratamento S-OXT apresentaram aumento do total de entradas
em relacao aos Ob-CNC que receberam S-S (H=5,70, p=0,0169) (grafico 7, D). Nenhum outro

efeito do tratamento com S-OXT foi observado nos grupos.

4.3.1.1.2 Efeitos das inje¢coes combinadas de salina e atosibana (S-ATOS) nos comportamentos
do tipo-ansiedade

Os animais Ob-CNC que receberam atosibana seguido de salina (ATOS-S)
apresentaram reducdo na porcentagem de tempo no centro em relag@o ao controle S-S (H=4,64,
p=0,0311) (grafico 7, C). Por fim, um efeito Unico no aumento da porcentagem de esticar

desprotegido também foi observado no grupo Ob-CNC (H=3,85, p=0,0497).

4.3.1.1.3 Efeitos das inje¢oes combinadas de atosibana e ocitocina (ATOS-OXT) nos
comportamentos do tipo-ansiedade

No grupo Ob-Sham, as inje¢cdes combinadas de ATOS-OXT promoveram um aumento
na porcentagem de tempo nos bragos fechados tanto em relagdo ao controle S-S (H=6,41,
p=0,0113) quanto em relacdo ao controle ATOS-S (H=4,26, p=0,0388) (grafico 7, B). Além
disso, mostrou um possivel efeito no aumento do tempo de autolimpeza protegida nesses

animais quando comparados ao controle S-S (H=3,82, p=0,0504) (gréafico 7, F). Ja no grupo
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Ob-CNC, as injecdes promoveram redu¢do no tempo de autolimpeza protegida quando
comparado ao grupo controle S-S (H=5,03, p=0,0248) (grafico 7, F). As injecdes combinadas
de atosibana e salina ATOS-OXT promoveram aumento do total de mergulhos nos Ob-Sham e
nos Ob-CNC, tanto quando comparados aos respectivos controles S-S (H=9,1641, p=0,0025;
H=9,46, p=0,0021) quanto quando comparados aos controles ATOS-S (H=6,16, p=0,0130;

H=6,96, p=0,0083) (grafico 7, E).

Grifico 7 - Medidas convencionais e etologicas obtidas através do LCE de camundongos
machos que receberam injecdes combinadas intra-PVN e conviveram em quartetos com
coespecifico CNC ou Sham.
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4.3.1.2 Efeitos das injegdes combinadas de salina, ocitocina e atosibana, intra-PVN, na
nocicep¢ao avaliada através do teste de contor¢cdes abdominais em animais que conviveram
com coespecifico com dor cronica

4.3.1.2.1 Efeitos das inje¢oes combinadas de salina e ocitocina (S-OXT) na nocicepgdo

Os animais Ob-CNC que receberam salina apresentaram um numero maior de
contor¢des abdominais em relagdo ao controle Ob-Sham (H=11,34, p=0,0008) (grafico 8).
Apesar do tratamento com S-OXT ndo apresentar efeito nos animais Ob-Sham, provocou uma
reducdo no nimero de contor¢des dos animais Ob-CNC em relagdo ao controle S-S (H=4,3840,

p=0,0363) (grafico 8).

4.3.1.2.2 Efeitos das inje¢oes combinadas de atosibana e salina (ATOS-S) na nocicepgdo

As injecdes de ATOS-S promoveram efeito apenas no grupo Ob-CNC, causando uma
reducdo no nimero de contorgdes em relagdo ao controle S-S (H=4,99, p=0,2554) (grafico 8).
Nenhum outro efeito foi encontrado para as injecdes de ATOS-S entre os grupos Ob-Sham e

Ob-CNC e as outras injegdes.

Grafico 8 - Efeitos das injecoes combinadas de salina, ocitocina e atosibana, intra-
PVN, no numero de contorcdes de camundongos machos avaliados no teste de
contorcoes abdominais apés conviverem em quartetos com coespecifico CNC ou
Sham.
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Valores apresentados como média + EPM e valores de H obtido pelo teste Kruskal-Wallis. S, Salina; OXT,
ocitocina; ATOS, atosibana; Ob-Sham, observador do animal Sham; Ob-CNC, observador do animal CNC.
Valores de H com p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos: (*) comparacdo entre Ob-Sham e

Ob-CNC do mesmo grupo; (#) comparag@o entre animal tratado e seu respectivo controle (S-S para S-OXT e
ATOS-S, e ATOS-S para ATOS-OXT).
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4.3.1.2.3 Efeitos das inje¢oes combinadas de atosibana e ocitocina (ATOS-OXT) na nocicepgdo

As injecdes combinadas de ATOS-OXT ndo promoveram efeito na nocicep¢do dos
camundongos machos que conviveram com Ob-Sham ou Ob-CNC em relagdo ao controle

ATOS-S (p=0,8 e p=0,84), em relacdo ao S-S (p=0,62 ¢ p=0,52) e a0 S-OXT (p=0,61 e p=0,65).

4.3.2 Fémeas

4.3.2.2 Efeitos das injecOes combinadas de salina, ocitocina e atosibana, intra-PVN, nos
comportamentos do tipo-ansiedade avaliados através do LCE em animais que conviveram com
coespecifico com dor cronica ou Sham

4.3.2.2.1 Efeitos das inje¢oes combinadas de salina e ocitocina (S-OXT) nos comportamentos
do tipo-ansiedade

As fémeas Ob-CNC que receberam S-S ndo apresentaram diferencas significativas na
maior parte dos comportamentos analisados quando comparadas as fémeas Ob-Sham que
receberam S-S, com excecdo do total de levantamentos, que foi maior no grupo Ob-CNC

(H=4,1721, p=0,0411) (anexo D, grafico 9, F).

Quanto aos efeitos das inje¢des de S-OXT tém-se no grupo Ob-CNC: aumento da
porcentagem de tempo nos bragos abertos (H=4,088, p=0,0432) (grafico 10, A), redu¢do na
porcentagem de tempo nos bracos fechados (H=4,90, p=0,0268) (grafico 10, B), aumento da
porcentagem de entradas no bragos abertos (H=4,48, p=0,0343) (grafico 10, D), redu¢do da
porcentagem de entradas nos bragos fechados (H=4,48, p=0,0343) (grafico 10, E), aumento do
total de mergulhos (H=4,72, p=0,0298) (grafico 10, G) com reducdo da porcentagem de
mergulhos protegidos (H=6,52, p=0,0106) (grafico 10, H), e redu¢do no tempo de autolimpeza

protegida (H=4,69, p=0,0302) (grafico 9, I) em relagdo ao grupo S-S (anexos D ¢ E).

No grupo Ob-Sham, as inje¢des de S-OXT reduziram a porcentagem de tempo no centro
(H=3,89, p=0,0484) (grafico 10, C), a porcentagem de mergulhos protegidos (H=4,50,
p=0,0337) (grafico 9, H), e aumentou o total de levantamentos (H=9,90, p=0,0017) (grafico 9,

F) em relacdo ao controle S-S (anexos D e E).
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Por fim, comparando-se os efeitos das inje¢des de S-OXT entre Ob-Sham e Ob-CNC,
observou-se uma diferenga significativa entre a porcentagem de tempo nos bragos fechados

(H=4,37, p=0,0352) (grafico 10, B) e no total de mergulhos (H=4,41, p=0,0356) (grafico 9, G).

4.3.2.2.2 Efeitos das inje¢oes combinadas de atosibana e salina (ATOS-S) nos comportamentos
do tipo-ansiedade

A atosibana ndo teve efeito nos comportamentos do tipo-ansiedade avaliados no LCE
nos Ob-CNC, nem entre Ob-CNC e Ob-Sham, quando comparados ao controle S-S, mas
apresentou aumento no total de levantamentos dos Ob-Sham (H=5,69, p=0,0170) (anexos D e

E, gréafico 9, F).

Quando comparados aos efeitos da S-OXT, no grupo Ob-Sham, a atosibana apresentou
menor porcentagem de tempo nos bracos fechados (H=4,02, p=0,0449) (grafico 9, B); e no
grupo Ob-CNC, menor porcentagem de tempo nos bragos abertos (H=4,58, p=0,0322) (grafico
9, A), menor valor total de mergulhos (H=4,81, p=0,0282) (grafico 9, G), maior porcentagem
de mergulhos protegidos (H=4,67, p=0,0066) (grafico 9, H), e maior porcentagem de esticar

protegido (H=4,67, p=0,0307) (anexos D ¢ E).

Grafico 9 - Medidas convencionais e etologicas obtidas através do LCE de
camundongos fémeas que receberam injecdes combinadas intra-PVN e conviveram
em quartetos com coespecifico CNC ou Sham.
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4.3.2.3 Efeitos das injegdes combinadas de salina, ocitocina e atosibana, intra-PVN, na
nocicep¢ao avaliada através do teste de contor¢des abdominais em animais avaliados no que
conviveram com coespecifico com dor cronica

4.3.2.3.1 Efeitos das inje¢oes combinadas de salina e ocitocina (S-OXT) na nocicepgdo

Fémeas Ob-CNC que receberam injecdes de S-S apresentaram nimero maior de
contorgdes do que as fémeas Ob-Sham que receberam a mesma injecao (H=8,07, p=0,0045)
(grafico 10). As injecdes de S-OXT promoveram reducdo no numero de contorgdes das fémeas

Ob-CNC (H=4,95, p=0,0260), mas nao nas Ob-Sham (H=1,14, p=0,2854) (grafico 10).

4.3.2.3.2 Efeitos das inje¢oes combinadas de atosibana e salina (ATOS-S) na nocicepgdo

As injegoes intra-PVN de ATOS-S n3o promoveram alteragdes no numero de
contor¢des abdominais nos animais Ob-Sham nem nos Ob-CNC, em comparagdo com o
controle S-S (p=0,76 e p=0,096) e em comparacdo com os animais que receberam S-OXT

(p=0,29 e p=0,47) (grafico 10).

Grafico 10 - Efeitos das injecdes combinadas de salina, ocitocina e atosibana, intra-
PVN, no nimero de contor¢does de camundongos fémeas avaliadas no LCE apés
conviverem em quartetos com coespecifico CNC ou Sham.
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ocitocina, ATOS, atosibana; Ob-Sham, observador do animal Sham; Ob-CNC, observador do animal CNC.
Valores de H com p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos: (*) comparacdo entre Ob-Sham e
Ob-CNC do mesmo grupo; (#) comparacao entre animal tratado e seu respectivo controle (S-S).
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Figura 10 — Representacio esquematica das regioes acessadas através da cirurgia
estereotaxica.

Legenda

() Regifes aproximadas com maiores
taxas de erros
Regifes aproximadas com maiores
taxas de acertos

ORegiF)es aproximadas do
PVN

B=-1,22mm

Fonte Paxinos e Franklin (2004, 2008, 2018).

Nota Traduzido e adaptado por Ribeiro, H.M. (*)

(*) Os bregmas e as respectivas estruturas apresentados na Figura sdo uma representa¢do aproximada do
conteudo descrito por Paxinos e Franklin em seu atlas de coordenadas estereotaxicas do ano de 2004. Suas
versoes mais atualizadas (2008 e 2019) foram utilizadas para a verifica¢do da efetividade da cirurgia. As regioes
demarcadas em azul que representam a localiza¢do aproximada do PVN foram confirmadas na ultima versdo
publicada.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou comportamentos do tipo-ansiedade e nocicepcao de
camundongos machos e fémeas que receberam inje¢des intra-PVN de ocitocina ou atosibana
apos terem convivido por 28 dias com um coespecifico. Dos 28 dias, os 14 dias iniciais criaram
familiaridade entre os animais, ¢ os ultimos 14 dias reproduziram o modelo empatia para dor,
ja& que um dos coespecificos passou por uma cirurgia de constricdo do nervo isquidtico (que
mimetiza mecanismos de dor cronica neuropatica). Além disso, os camundongos conviveram
em quartetos, de forma que, para cada animal demonstrador da dor, existiram trés animais
observadores.

Os resultados obtidos mostram que o convivio com o coespecifico com dor cronica
promoveu aumento dos comportamentos do tipo-ansiedade em camundongos machos,
observados através da reducao da porcentagem de tempo nos bragos abertos e aumento do
tempo de autolimpeza protegida em relagdao aos Ob-Sham; e hipernocicepgao nos camundongos
machos e fémeas, observada através do aumento do nimero de contor¢cdes abdominais no teste
nociceptivo. Assim, tais resultados confirmam que os fenomenos da transferéncia social da dor
e da ansiedade ocorrem ndo apenas em camundongos que convivem em duplas®*3%-8 mas
também em quartetos.

Resultados descritos previamente pelo grupo de pesquisa envolvendo empatia,
neurotransmissao ocitocinérgica, nocicep¢ao e ansiedade mostraram que a administragdao
sistémica de atosibana (0,25, 0,5 e 1,0 mg/kg, i.p.) aumentou os comportamentos tipo-ansiedade
em camundongos machos Ob-Sham e nio interferiu nos comportamentos dos Ob-CNC!8¢,
Além disso, o atosibana (0,25 e 1,0mg/kg, i.p.) promoveu hipernocicep¢do apenas em
camundongos machos Ob-Sham, sem apresentar efeitos nos animais Ob-CNC, tanto machos

187

quanto fémeas'®’. Ambos os estudos sugeriram que OS animais que conviveram com o

coespecifico com dor apresentaram niveis de OXT elevados, de forma que as doses utilizadas
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de ATOS nao foram capazes de reverter a hipernocicep¢do induzida pelo convivio, apesar de
ndo terem realizado avaliagdes especificas para confirmar tais hipdteses. Tais conclusdes
apontaram para a neurotransmissao ocitocinérgica como sendo uma potencial moduladora de
respostas relacionadas ao convivio com o coespecifico com dor, explicitando a necessidade de
estudos direcionados a investigagdo do envolvimento de regides especificas do SNC nesse
contexto.

Como descrito anteriormente, diversos estudos comprovam a participagdo do PVN em
processos de dor, principalmente na promoc¢do de analgesia através da liberacdo de
OXT!0:103,159.188,189 = Apesar dos indicios de participagdo da OXT e do PVN em processos
algicos, a hipernocicep¢ao promovida pelo convivio ndo advém de um estimulo fisico em si,
mas da observacdo de outro individuo em dor. Assim, um dos objetivos desse estudo foi
investigar se o sistema ocitocinérgico do PVN também modularia o aumento das respostas de
nocicepcao (hipernocicepg¢do) e tipo-ansiedade (ansiogénica) induzidas pelo convivio com o
coespecifico com dor cronica. Para isso, e considerando os estudos previamente conduzidos
pelo grupo, inje¢des de OXT e ATOS (agonista e antagonista dos OXTR) intra-PVN foram
utilizadas a fim de avaliar a participag@o desta estrutura, e da neurotransmissao ocitocinérgica,
na empatia para dor.

Dessa forma, o presente trabalho encontrou evidéncias da participagdo do sistema
ocitocinérgico do PVN na modulagdo da hipernocicep¢do induzida pelo convivio com
coespecifico com dor cronica. Machos e fémeas Ob-CNC que receberam injegdes intra-PVN
de OXT apresentaram reversdo do comportamento hipernociceptivo induzido pelo convivio,
reduzindo o nimero de contorgdes abdominais quando comparados ao seus respectivos
controles salina. O niimero de contor¢des abdominais aumentado pelo convivio com o parceiro
com dor -no animal Ob-CNC em relagdo ao Ob-Sham- foi reduzido pela ocitocina de maneira

que, animais Ob-Sham e Ob-CNC que receberam OXT ndo apresentaram diferencas estatisticas



86

significativas entre seus respectivos valores de contor¢des. Os animais Ob-Sham, por outro
lado, ndo apresentaram alteragdo do nimero de contorgdes apos receberem a OXT intra-PVN
em relacdo ao seu controle salina.

Esse resultado mostra que, a via ocitocinérgica do PVN modula as respostas associadas
a empatia, promovendo a hipernocicep¢do no animal observador. Quando se injetou um
agonista dos OXTR (no caso a OXT), a via do PVN promoveu analgesia apenas no animal que
experimentou o fendmeno da empatia. Apesar de possuir um efeito analgésico anteriormente
descrito, a OXT no PVN ndo promoveu analgesia nos Ob-Sham possivelmente por nio
interferir nas outras vias da dor (descritas anteriormente na Figura 1), que permanecem ativadas
e processando o estimulo ascendente. Assim, o efeito analgésico da OXT intra-PVN foi
seletivo, ou seja, so foi registrado nos animais cuja via apresentou hiperativacao induzida nos
camundongos Ob-CNC pelo modelo utilizado de empatia para dor, ndo sendo observado nos
camundongos Ob-Sham, no funcionamento fisioldgico sem ativagao da via nociceptiva.

Quanto as injecdes de ATOS (antagonista dos OXTR) envolvendo a nocicepcao,
observou-se efeito apenas em machos, reduzindo o nimero de contor¢cdes abdominais. Este
resultado abre discussdo para um tema que Busneli e colaboradores (2011) apresentaram em
seu artigo. A OXT ¢ capaz de ligar-se a subunidades tanto estimulatorias quanto inibitdrias da
proteina G (Gq e todos os subtipos de Gin), sendo que a ATOS, por sua vez, ¢ capaz de ligar-se
apenas as subunidades Gi; ou Gi3'*%. Esse fato mostra que o efeito antinociceptivo da OXT pode
ter ocorrido ndo apenas pela liberagdo de OXT, mas também pela redugdo ou bloqueio da
atividade dos receptores OXT através de seus mecanismos inibitorios envolvendo Gio. Assim,
o efeito antinociceptivo da inje¢do de ATOS relaciona-se em potencial a reducdo ou bloqueio
da atividade dos receptores OXT na hiperativacdo do PVN por mecanismos envolvendo Gi.

Quanto a participa¢do do sistema ocitocinérgico do PVN na nocicep¢do, Chow e

colaboradores (2012) demonstraram o papel de mecanismos envolvendo a angiotensina IV na
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atenuacao da hiperalgesia promovida por processo inflamatorio em ratos. Os autores apontaram
que a estimulagao elétrica do PVN produziu efeitos analgésicos gragas a liberacdo de OXT na
medula espinhal, os quais foram prolongados pela administragdo de angiotensina IV, por
possivelmente reduzir a degradagdo da ocitocina na medula. Além disso, a co-administragdo de
angiotensina IV (25,8 nmol, i.c.v.) e ocitocina (0,125 nmol, i.c.v.) potencializou os efeitos anti-
hipernociceptivos da OXT, os quais foram completamente abolidos quando a angiotensina IV
foi coadministrada com atosibana (0,5 nmol, i.c.v.).

Como exposto anteriormente, o LCE foi o aparato utilizado para avaliar os
comportamentos do tipo-ansiedade, tanto convencionais quanto etologicos descritos na
literatura. Além de tais parametros, este estudo também avaliou a autolimpeza (grooming) dos
animais durante a exposicdo ao LCE, que apesar de ser considerado complexo, também ¢ tido
como um comportamento recuperativo em camundongos, relacionando-se a regulagdo da
ansiedade apOs um evento estressor!*":

Ainda que o convivio com coespecifico com dor cronica ndo tenha aumentado os
comportamentos do tipo-ansiedade em camundongos fémeas, o tratamento com OXT foi capaz
de reduzi-los apenas nos Ob-CNC, em relagdo aos seguintes comportamentos, aumento da
porcentagem de tempo nos bragos abertos e diminui¢ao nos fechados, aumento da porcentagem
de entrada nos bragos abertos e diminui¢do nos fechados, reducao da porcentagem de mergulhos
protegidos e de levantamentos, ¢ no tempo de autolimpeza protegida, comportamentos

18182 sugerindo efeito

associados a redug¢do da ansiedade e atividade exploratoria gera
ansiolitico da OXT. Este resultado corrobora com outros da literatura que utilizaram inje¢ao
sistémica e/ou central de OXT, em roedores submetidos no LCE e em outros modelos utilizados
para avaliar a ansiedade!?'-1°4,

Entretanto, nas fémeas Ob-Sham, a OXT reduziu a porcentagem de mergulhos

protegidos, aumentou o niimero de levantamentos, e reduziu a porcentagem de tempo no centro
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(aumentando de maneira ndo significativa a porcentagem de tempo nos bragos fechados),
enquanto ndo modificou as entradas nos bragos abertos e fechados (apesar da tendéncia em
aumentar nos abertos e reduzir nos fechados). Assim, nos Ob-Sham que receberam OXT, varios
comportamentos etologicos relacionados a avaliagdo de risco em ambientes protegidos foram
alterados, provavelmente por uma ag¢do nos receptores OXT modulando comportamentos
associados a ansiedade'!.

O fato de o tratamento com OXT ter modificado um maior nimero de comportamentos
relacionados a ansiedade apenas nas fémeas Ob-CNC sugere uma hiperativagdo do PVN
induzida pela empatia para dor; hiperativagdo essa incapaz de aumentar os comportamentos do
tipo-ansiedade dos Ob-CNC em relagdo ao Ob-Sham, mas capaz de ser revertida pela injecao
de OXT. O tnico efeito da ATOS nas fémeas foi no aumento do total de levantamentos dos
Ob-Sham em relagdo ao controle salina, possivelmente por atuar reduzindo ou bloqueando a
atividade dos receptores OXT, mobilizando os mecanismos de Gj, ja que a OXT também
aumentou o numero de levantamentos nesse grupo. O efeito do antagonista pode ter sido
inespecifico, e novas investigacdes necessitam ser realizadas testando outras doses, mas o
resultado mostra a possivel atuagdo do PVN relacionada ndo apenas a empatia, mas diretamente
nos comportamentos relacionados a ansiedade!®>.

Hipoteses que possam explicar os efeitos da OXT e da ATOS nos animais Ob-Sham
envolvem a participagdo do PVN ndo apenas na empatia, mas em outros processos, como o
medo e a ansiedade, possivelmente devido a ligagc@o do sistema ocitocinérgico do PVN ao eixo
hipotdlamo-hipéfise-adrenal. O LCE e sua capacidade de gerar medo e ansiedade
possivelmente estimularam a regido do PVN (considerando sua conexdo ao eixo HPA e
consequente ativagdo a partir de estimulos estressores)?’, a qual foi ativada ndo apenas pelo

fendmeno da empatia, mas pela ansiedade em si, principalmente nos animais que nao

conviveram com o coespecifico com dor. Assim, os efeitos das inje¢cdes de OXT e ATOS nos
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animais fémeas Ob-Sham e Ob-CNC (diferentes ou iguais entre si) demonstram que a via do
PVN foi ativada de diferentes formas, tornando-a passiva de ser regulada também de maneiras
diferentes entre os grupos.

No caso dos camundongos machos, os Ob-CNC apresentaram efeito do convivio com
coespecifico com dor no LCE, expressando um aumento dos comportamentos tipo-ansiedade
em relagdo aos Ob-Sham, diferente do encontrado em fémeas. O aumento dos comportamentos
do tipo-ansiedade foi um resultado esperado para os machos, por ja ter sido descrito
previamente na literatura®-80-82.84 Esse aumento foi observado pela redugdo da porcentagem de
tempo nos bragos abertos (com aumento nos bragos fechados) e aumento do tempo de
autolimpeza protegida. No entanto, a OXT no PVN falhou em alterar os comportamentos
relacionados a ansiedade, tais como, a porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos, e os
comportamentos exploratorios, aumentando apenas a atividade locomotora dos animais Ob-
CNC observada através do aumento do total de entradas no LCE. Ja a ATOS foi capaz apenas
de reduzir a porcentagem de tempo no centro dos Ob-CNC em relacdo ao controle salina,
aumentando de maneira ndo significativa a porcentagem de tempo nos bracgos abertos; e de
aumentar a porcentagem de esticar desprotegido.

Quanto as inje¢des combinadas, o objetivo inicial envolvia utilizar uma dose da ATOS
sem efeito intrinseco nos comportamentos tipo-ansiedade e nocicep¢do para verificar sua
capacidade de inibi¢do dos OXTR. No entanto, por questdes descritas nas limitacdes desse
estudo, utilizou-se a mesma dose que apresentou alguns efeitos comportamentais tanto no LCE
quanto nas contor¢des, apenas em machos. Para o caso das contorgdes, as injegdes combinadas
reduziram seu nimero em relacdo ao controle salina, mas de maneira ndo significativa,
deixando de existir o efeito antinociceptivo observado nas inje¢des separadas. Esse fato podera

ser mais bem explicado com estudos envolvendo seletividade da OXT e da ATOS, bem como
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a possibilidade de interacdo entre tais drogas e outros tipos de receptores, como o0s
vasopressinérgicos®’.

No que tange o LCE, as injecdes de ATOS-OXT foram capazes de aumentar a
porcentagem de tempo nos bragos fechados dos Ob-Sham e reduzir o total de mergulhos de
ambos os observadores em relagdo aos dois controles (S-S e ATOS-S). Além disso, observou-
se a reducdo do tempo de autolimpeza protegida nos Ob-CNC e a tendéncia ao aumento nos
Ob-Sham, ambos em rela¢do ao controle S-S, mas nao em relagdo ao controle ATOS-S. Esse
ultimo resultado mostra que a inje¢do combinada de ATOS-OXT promoveu um efeito ndo
observado anteriormente com as inje¢des separadas, o qual mostrou-se diferente de acordo com
o tipo de convivio do animal: tendeu a aumentar comportamentos relacionados a ansiedade nos

Ob-Sham e reduzi-los nos Ob-CNC.

A explicagdo hipotética para esse resultado envolve uma ligagdo inicial da ATOS aos
OXTR, promovendo inibi¢ao da ativagdo da via. As injecoes seguintes de OXT fazem com que
0 neurotransmissor se ligue aos receptores remanescentes, gerando um efeito que tende ao
aumento da ansiedade nos Ob-Sham e a redugao nos Ob-CNC. Essa resposta pode ocorrer por
uma diferenga no nimero de receptores entre os diferentes animais, a qual estaria possivelmente
aumentada nos Ob-CNC e aparentemente priorizaria a atuagdo ansiolitica da OXT, através da
ligacdo as Gy, um mecanismo que precisa ser mais estudado e comprovado ou nao.

Estudos envolvendo injecdes centrais de ocitocina e atosibana, no que tange o PVN, sdo
escassos, fato que, apesar de dificultar o aprofundamento do entendimento dos mecanismos
relacionados aos resultados encontrados no presente trabalho possibilita discussdes que abrem
caminhos para trabalhos subsequentes. Algumas publicagdes envolvendo comportamentos
tipo-ansiedade, ocitocina e atosibana (em diversas doses, vias de administracao e espécies),
podem apresentar pontuacdes interessantes sobre a tematica. Mak e colaboradores (2012)

demonstraram os efeitos tipo-ansioliticos da Carbetocina (andlogo sintético da OXT)
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administrado via intra-cerebroventricular (i.c.v) (32pg e 100 pg), e do atosibana (1 mg/kg, i.v.),
em ratos avaliados no LCE'®. Babic e colaboradores (2015) relataram o aumento da expressdo
de RNAm dos OXTR na regido hipotaldmica de ratos expostos ao estresse de restricao, além
de sua reducdo em animais tratados com atosibana (14 dias, 600 pg/kg/dia, i.c.v.) em relacao
ao grupo controle, sem serem observadas diferengas significativas entre os grupos na avaliagao
no LCE'’.

No mais, Tang e colaboradores (2025) apontaram que a administragdo intranasal de
OXT promoveu efeitos analgésicos e tipo-ansioliticos em camundongos com dor (causada por
uma incisdo na pata) por meio da abertura de canais de K ativados por Ca?" de grande
condutancia [BK(Ca)] na sub-regido CA3 do hipocampo. O estudo apontou uma reducio dos
OXTR no hipocampo dos camundongos que passaram pela incisdo, além de apresentarem
hipersensibilidade a retirada mecanica da pata e aumento dos comportamentos do tipo-
ansiedade avaliados através do LCE e do campo aberto. Dessa forma, a administragdo intranasal
de OXT melhorou a dor pos-operatdria e a ansiedade de forma dose-dependente (0,5, 1,5, e 2,5
pg/g), e as administragdes de atosibana (100 pM) ou do bloqueador dos BK(Ca), denominado
Paxilline (10 pM), intra-CA3, reduziram tais efeitos da OXT nos animais que tiveram a pata
incisionada'®®,

Os resultados obtidos através do teste da placa quente mostraram efetividade na cirurgia
de constri¢do do nervo isquidtico, devido a redu¢do na laténcia de retirada da pata dos animais
CNC, tanto em relagao ao valor basal, mensurado antes da cirurgia, quanto em relagao a laténcia
dos animais Sham também avaliada no dia dos testes comportamentais dos observadores
(quatorze dias apds a cirurgia). Esse resultado apresenta conformidade com o esperado®®3,
além de adicionar a aferi¢do da laténcia basal como mais uma comprovacao de que a cirurgia

simula de maneira eficiente um processo de dor cronica nos animais demonstradores.
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Apesar de ndo ser um dos principais objetivos deste trabalho, o monitoramento do peso
dos animais foi realizado a fim de determinar sua importancia para futuros experimentos
envolvendo os modelos de empatia. Na medicina veterinaria, o monitoramento do peso ¢ um
indicador importante de bem-estar geral dos animais, seja na pratica clinica ou no uso de
animais de experimentac¢do, principalmente para se observar a recuperagdo dos animais apos
procedimentos invasivos, como cirurgias!®®-2%,

Nesse sentido, apesar de os animais demonstradores passarem por um procedimento que
gera dor cronica, eles apresentaram ganho de peso, sem, no entanto, serem observadas
diferencas entre os animais Sham e CNC, machos ou fémeas. Apesar de ndo demandar técnicas
dispendiosas e um longo tempo para aferi¢do, o monitoramento do peso dos animais ainda ¢
um parametro pouco utilizado na literatura de animais de laboratdrio, fato que dificulta a
compara¢cdo dos novos resultados sobre oscilagdes de peso nos diferentes protocolos
experimentais. Estudos sobre dor cronica em humanos tendem a referir-se a obesidade como
uma comorbidade relacionada aos quadros de dor cronica, associadas a relacdo da dor com a
redugdo da atividade fisica geral®®!, fato que ndo foi observado, ja que animais CNC
apresentaram mesmo ganho de peso que animais Sham. Como foram realizadas apenas duas
medidas de peso nos animais demonstradores e em um curto periodo, acredita-se que a auséncia
de diferencas significativas em tais medidas possa ter ocorrido tanto pelo pequeno niimero de
medidas coletadas quanto pelo curto espago de tempo entre as aferi¢des.

O presente estudo também monitorou o peso dos animais observadores, antes da
estereotaxia e no dia do teste (cinco dias apds a cirurgia). Nesse caso, observou-se que tanto os
animais que observaram os Sham quanto os que observaram os CNC apresentaram perda de
peso, sem diferenga significativa entre os grupos. Esse fato pode indicar uma necessidade de
maior tempo de recuperacdo apds a cirurgia estereotdxica para os animais, objetivando-se

melhor recuperacdo global de tais individuos. Uma melhor recuperagdo permitird uma anélise
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mais robusta dos reais efeitos da empatia para a dor ndo somente na avaliacdo do peso dos

animais observadores, mas nos outros parimetros coletados!*?2%.

E importante salientar que os camundongos utilizados estavam em fase de
desenvolvimento (do desmame a idade adulta) e, apesar de poucos estudos abordarem os efeitos
sistémicos de processos patologicos cronicos em animais de experimentagdo jovens, pesquisas
recentes em humanos apontam que a presenga de uma lesdo cronica pode interferir
negativamente no desenvolvimento corpdreo natural durante a infancia, como descrito em

criangas com doengas cronicas e/ou agudas incapacitantes?’?

, podendo levar a alteracdes
sistémicas duradouras nos individuos adultos.

Em suma, um monitoramento a longo prazo do peso dos animais juntamente com a
coleta de outros parametros (como escore corporal, alteracdes na pelagem, niveis de atividade
na caixa-moradia e testes de marcha), os quais ndo envolveram os objetivos iniciais desse
estudo, poderiam melhor avaliar seu bem-estar geral e promover cada vez mais melhores

condigdes aos animais de experimentagdo??3—2%3,
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6 LIMITACOES E PERSPECTIVAS

O presente estudo encontrou algumas limitagdes durante sua execugdo, tais como: a
dificuldade em se acessar a regido do PVN, devido ao seu tamanho e localizacdo (ventral e em
bregmas com grande extensao de ventriculos); a dificuldade em se obter um tamanho amostral
maior do que o apresentado nesse trabalho, em consequéncia do baixo numero de acertos da
estrutura; machos e fémeas apresentaram diferengas anatomicas sutis, que para a presente
cirurgia tornaram-se um obstaculo envolvendo o numero de acerto das fémeas, tornando-o
significativamente menor que o dos machos, e impedindo inclusive a conclusdo de todas as
combinagdes de injecdes planejadas para o projeto deste estudo; por fim, o tempo disponivel
para a conclusdo dos experimentos acabou tornando-se insuficiente para a execu¢ao de todo
planejamento. Apesar disso, informagdes importantes para a compreensdo do fendmeno de
empatia para dor no que tange comportamentos do tipo-ansiedade e nocicepcao foram obtidas,
abrindo questionamentos para que novos estudos que utilizem técnicas mais sofisticadas, tais
como, optogenética, eletroestimulacdo e neurotracadores, possam ser realizados para ampliar o

entendimento especifico da ativacao e inativacdo do PVN em modelos de empatia.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostraram que o convivio em quartetos com um coespecifico
com dor cronica promoveu hipernocicep¢ao em camundongos machos e fémeas, e aumento dos
comportamentos do tipo-ansiedade em camundongos machos. Sabendo-se que a empatia para
dor ocorre também em quartetos, estudos futuros podem utilizar-se dessa metodologia tanto
para reduzirem o numero de animais utilizados em experimentos quanto para entenderem a
empatia como um fendmeno nao apenas bidirecional, mas multidirecional, permitindo seu
aprofundamento em contextos sociais complexos, como ambientes hospitalares e casas de

acolhimento.

Além disso, a OXT intra-PVN foi capaz de reverter a hipernocicep¢ao em camundongos
machos e fémeas que conviveram com parceiro com dor; reduziu os comportamentos do tipo-
ansiedade nas fémeas que conviveram com parceiro com dor, mas falhou em reverter os
comportamentos do tipo-ansiedade dos machos avaliados no LCE. As injecdes de ATOS intra-
PVN apresentaram efeitos inespecificos e isolados no LCE de machos e fémeas, mas foi capaz
de reduzir a hipernocicep¢ao induzida pelo parceiro com dor em camundongos machos. Por
fim, as inje¢des combinadas de ATOS-OXT em machos potencialmente aumentaram os

comportamentos do tipo-ansiedade nos Ob-Sham e reduziram nos Ob-CNC.

Portanto, o presente trabalho encontrou evidéncias da participagdo do sistema
ocitocinérgico do PVN no controle da hipernocicep¢do e dos comportamentos do tipo-
ansiedade em camundongos machos e fémeas que conviveram com coespecifico com dor

cronica.
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ANEXO A — Certificado de aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)).

P P ro’ Re Ito r|a Universidade Federal d’e Sao Carlos
UFR'IOH 5 Pesquisa Comisséo de Etica no
AN |

Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Envolvimento da neurotransmissao ocitocinérgica do nucleo paraventricular
do hipotdlamo na modulagao da ansiedade e nocicepgao induzida pelo convivio com o coespecifico com dor crénica
em camundongos machos e fémeas.", protocolada sob o CEUA n? 4211010823 (o 001899), Sob a responsabilidade de
Azair Liane Matos do Canto de Souza e equipe; Lara Maria Silveira; Heloisa Maximo Ribeiro - que envolve a
produgdo, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estad 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 Experimentagao Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Sao Carlos (CEUA/UFSCAR) na reuniao de 25/08/2023.

We certify that the proposal “Involvement of oxytocinergic neurotransmission from the paraventricular nucleus of the
hypothalamus in the modulation of nociception induced by living with a conspecific with chronic pain in male and
female mice.”, utilizing 880 Heterogenics mice (440 males and 440 females), protocol number CEUA 4211010823 (o
001899), under the responsibility of Azair Liane Matos do Canto de Souza and team; Lara Maria Silveira; Heloisa
Maximo Ribeiro - which involves the production, maintenance and/or 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 Sao Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of 08/25/2023.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 08/2023 a 12/2025 Area: Psicologia

Origem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 20 a 21 dias Quantidade: 440
Linhagem: Suigo Albino Peso: 14a45¢g

Origem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 20 a 21 dias Quantidade: 440
Linhagem: Suigo-Albino Peso: 14a45¢g

Sao Carlos, 25 de setembro de 2023

Moﬂm (4]

Prof. Dr. Luiz Fernando Takase Profa. Dra. Luciana Thie Seki Dias
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Carlos Universidade Federal de Sao Carlos

Rodovia Washington Luis, Km 235, Bairro Monjolinho - CEP 13565-905 S3o Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351- 9683
Hordario de atendimento: 28, 42, 52 e 62 das 8h as 12h : e-mail: ceua@ufscar.br
CEUAN 4211010823

107




108

ANEXO B - Medidas convencionais e etologicas obtidas através do LCE de camundongos machos que receberam inje¢cdes combinadas intra-PVN e
conviveram em quartetos com coespecifico CNC ou Sham.

Medidas

Salina-Salina

Salina-Ocitocina

Atosibana-Salina

Atosibana-Ocitocina

Ob-Sham Ob-CNC H Ob-Sham Ob-CNC H Ob-Sham Ob-CNC Ob-Sham Ob-CNC u
n= 10 n=10 n=10 n=10 n=11 n=10 n=8 n=7
_ TBA(%) 29,17+ 17,91 14,73+9,87 11,3443%* 19,87+935 1567+13,72 0,6304 27,12+1232 26,03 = 15,62 0,1241 20,83+17,53 25,81+19,99 0,1241
(o8
S TBF (%) 2997+ 1441 41274990 4,1688* 41,73+10,93 50,93+1545 1,6514 32,97+923 3817+16,63 1,1171 4938+1520 40,43+10,89 1,1171
=
TC (%) 40,87+ 8,64 4400+ 11,54 1,7513  38,40+12,06 33,40+17,70 0,7562 39,91 +10,67 3580+7,83 07145 29,79+ 14,72 33,76 18,64 0,1205
EBA (%) 47,00+23,71 35,67+ 15,15 1,4661 28,94+1325 2238+19,89 0,7562 43,99+ 13,87 42,84+681 00795 32,72+1599 38,97+38,97 0,4821
&
o]
£ EBF (%) 53,00+£23,71 3433+15,15 14661 71,06+ 13,25 77,62+19,89 0,7562 56,01 13,87 57,16+6,81 00795 67281599 61,03+24,97 0,4821
=]
[8a)]
TE 18,60+ 5,46 1540+562  1,6639 21,40+£635 22,70+£548 0,1453 1936+441 1680+432 13668 20,13+£854 19,86+10,12 0,0033
;(:raglu‘iﬁos 25,10+ 13,06 23,40+9,55  0,0358  2530+851 1870+9,12 27719 2136+11,14 2030+8,87 00049 11,13+344 9,14+4,53 0,6621
0,
p/zoﬁegriﬁ‘élshos 60,05+ 62,05 73,14+20,77 05161 62,72+ 14,43 61,65+29,53 0,0514 5447+2531 57,50+23,02 0,0607 60,03+2291 51,79+31,98 02716
?D Total de esticar ~ 5,104+3,63  5,10+3,00 00522  840+4,58  7,50+513 00359 491+247  530+258 0,1032 525+255  4,00+£2,52 12511
k)
S
2 If;o]f:gf;; 65,17 +£39,02 76,31+30,80 0,2939  76,04+21,97 6637+41,95 0,0134 5557+3324 4925+3391 0,1270 61,01 +£32,22 47,.62+4131 0,6986
8
o
g Total de 11,7£8,92  1020+6,05 0,0229 11,90+6,12 1530+6,67 0,0357 10,73 +4,61 12,40+6,00 04085 1513+£943 17,00+£9,00 0,4087
s Levantamentos
Tempo de
Autolimpeza 17,80 £ 18,72 56,40 £29,80 8,2763* 34,90+30,12 37,90+32,51 0,8499 3573+27,82 51,00+39,79 0,6600 48,50+ 39,02 22,43+28,89 2,4452
Protegida (s)
Imobilidade (s) 0,60+ 1,90  030+0,95 00052  0,80+2,553  0,00£0,00 1,0000 036+121  000+0,00 09090 0,00+000 1,57+4,16 1,1428

Valores apresentados como média + desvio padrdo. Valores de H obtidos pelo teste Kruskal-Wallis. Os valores de H referem-se a comparagdo da mesma condicdo de injegéo
em animais Ob-Sham e Ob-CNC. S, Salina; OXT, ocitocina; ATOS, atosibana; Ob-Sham, observador do animal Sham; Ob-CNC, observador do animal CNC. Valores de H
com p <0,05* foram considerados estatisticamente significativos.
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ANEXO C - Valores de H para a comparagdo entre os animais machos que receberam salina (controle) e os animais que receberam os diferentes tratamentos
farmacologicos, dentro do mesmo grupo experimental (Ob-Sham ou Ob-CNC).

Ob-Sham Ob-CNC
Medidas S-SeS-OXT  SSeATOSS > g)/sgos- ATOS'S;TATOS' S-SeS-OXT  S-SeATOSS > ggos- AA%%(;?&)S;T
TBA (%) 2,0628 0,1239 1,5473 1,7454 02417 2,8972 0,7723 0,0381
o
E TBF (%) 3,4325 1,1171 6,4191* 4,2688* 1,9601 0,7001 0,1169 0,0023
TC (%) 0,2060 0,0198 1,8967 1,9721 2,7657 4,6449% 2,4380 1,1523
EBA (%) 3,5741 0,4483 2,2839 2,8703 2,5200 0,4639 0,2380 03814
g EBF (%) 3,5741 0,4483 2,2839 2,8703 2,5200 0,4639 0,1930 0,3814
Y e 0,6977 02143 0,1269 0,0000 5,7086* 0,5744 0,6940 0,1950
Total de mergulhos 0,2063 0,5491 9,1641% 6,1633* 1,4650 0,5735 9,4615* 6,9684*
% Mergulhos protegidos 0,0228 0,7140 0,0712 0,2064 0,8234 2,8950 1,3714 0,2891
?ﬂ Total de esticar 3,0434 0,0113 0,0981 0,1113 1,6689 0,0525 0,7018 0,6295
2
§ % Esticar protegido 0,1494 0,7455 0,2996 0,2990 0,0014 3,6426 1,6688 0,0398
3
é Total de Levantamentos 0,0229 0,0012 1,0538 1,1686 2,6554 0,7602 2,6088 1,2672
gf;?f;;: (‘S*)““’“mpeza 2,2978 2,9939 3,8289@ 0,2883 1,7513 0,3243 5,0380* 2,1534
Imobilidade (s) 0,0052 0,1909 0,8000 0,7272 1,0000 1,0000 0,1214 1,4285

Os valores de H apresentados foram calculados a partir das medidas convencionais e etologicas expressas no anexo B. S, Salina; OXT, ocitocina; ATOS, atosibana; Ob-Sham,
observador do animal Sham; Ob-CNC, observador do animal CNC. Valores de H com p <0,05* foram considerados estatisticamente significativos. (@) comparagdo entre
individuo tratado e controle salina com p=0,0504.
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ANEXO D - Medidas convencionais e etologicas obtidas através do LCE de camundongos fémeas que receberam injegdes combinadas intra-PVN e

conviveram em quartetos com coespecifico CNC ou Sham.

Salina-Salina

Salina-Ocitocina

Atosibana-Salina

Medidas Ob-Sham Ob-CNC Ob-Sham Ob-CNC Ob-Sham Ob-CNC
n=9 n=9 n=8 n=8 n==6 n=6
TBA (%) 2430+23,05 1648+ 12,86  0,0955  2342+13,55  3683+£2122  1,1045  3728+21,50 17,72+ 11,96 2,5640
]
E; TBF (%) 37,63+£14,50 4548+ 11,89 14269 514241851  3242+1221  44378% 33,67+ 1641 38,56+ 12,11  1,0871
TC (%) 38,07+13,86  38,04+£9,00 00000  2517+860  30,75+12,93  0,5404 29,06 + 9,64 43,72+10,02  3,7052
_ EBA(%) 2929+21,69  31,61+1635  0,0702  43,34+10,14  48,12+13,12  0,8960 40,35 + 7,89 26,5242031  1,6410
2
?g EBF (%) 70,71 +21,69  6839+1635 00702 56,66+ 10,14  51,88+13,12  0,8960 59,65 + 7,89 73,48+2031  1,6410
* e 14,78 +26,18  1822+507  1,7689  17,88+557 21,00+1,74  0,9080 19,17+ 3,55 18,17 581 02315
Total de mergulhos 15,00 + 5,05 16,89+6,53 06394  15,63+6,95 2588+8,72  4,4182%  1333+734 1517+631 03152
% Mergulhos protegidos 724042277 71,89+£2227 00500  4534+2560  39,32+£2042 01764 60,33 + 24,23 82,83+19,90  2,8772
gb Total de esticar 5,78 43,19 4224307  0,8695 3,13+ 1,55 6,00+3,59 28331 3,67 +3,01 6,83 + 3,06 3,1465
;E % Esticar protegido 73,84+2872  73,15+3722 00356  6583+34,58  48,13+36,12  1,0163 59,13 +47,05 85,83+24,58 14373
%: Total de Levantamentos 5,78+ 1,79 12,78 +733  4.1721* 12,50 £4,50 8,50 + 5,40 1,2268 10,00 + 3,16 11,17+£564  0,0580
> Tempo de Autolimpeza Protegida (s) ~ 49,11+ 28,23  56,00+2420 03824  3,13+594 28,88 +23,85  0,8986 3533 +46,74 41,83+ 13,88  2,0769
Tmobilidade (s) 522+ 11,04 0,00+0,00  3,3667 1,63 + 4,60 0,00 + 0,00 1,0000 1,83 £3.25 1,00 £ 2,45 0,3975

Valores apresentados como média + desvio padrdo. Valores de H obtidos pelo teste Kruskal-Wallis. Os valores de H referem-se a compara¢do da mesma condicdo de injeg@o
em animais Ob-Sham e Ob-CNC. S, Salina; OXT, ocitocina, ATOS, atosibana; Ob-Sham, observador do animal Sham; Ob-CNC, observador do animal CNC. Valores de H
com p <0,05* foram considerados estatisticamente significativos.
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ANEXO E - Valores de H para a comparagdo entre os animais fémeas que receberam salina (controle) e os animais que receberam os diferentes tratamentos
farmacologicos, dentro do mesmo grupo experimental (Ob-Sham ou Ob-CNC).

Ob-Sham Ob-CNC
Medidas
S-S e S-OXT S-S e S-ATOS S-OXT e ATOS-S S-S e S-OXT S-S e S-ATOS S-OXT e ATOS-S
TBA (%) 0,0092 1,1250 1,3500 4,0883* 0,0555 4,5879*
% TBF (%) 2,0858 0,3472 4,0218* 4,9041%* 2,7170 0,1500
) TC (%) 3,8959* 1,6835 0,2672 1,3333 0,5878 3,2666
, EBA(%) 2,6759 2,3472 1,0713 4,4814* 0,2817 35118
<
é EBF (%) 2,6759 2,3472 1,0713 4,4814%* 0,2817 3,5118
- TE 1,2305 1,1310 0,0377 0,9432 0,0000 0,3458
Total de mergulhos 0,0373 0,4231 0,5097 4,7222% 0,1716 4,8166*
. % Mergulhos protegidos 4,5091* 0,5985 1,6666 6,5263* 1,1475 7,3661%
S
E" Total de esticar 3,0909 1,4141 0,0176 0,7948 1,7558 0,1102
Q
g % Esticar protegido 0,0000 0,3717 0,0000 2,7674 0,3587 4,6709*
g Total de Levantamentos 9,9014% 5,6980* 0,9458 2,1437 0,1716 0,6026
Tempo de Autolimpeza Protegida (s) 0,2280 1,5339 0,5052 4,6990* 2,0071 1,5108
Imobilidade (s) 1,0698 0,0196 0,5163 0,0000 1,5000 1,3333

Os valores de H apresentados foram calculados a partir das medidas convencionais e etologicas expressas no anexo D. S, Salina; OXT, ocitocina; ATOS, atosibana; Ob-Sham,
observador do animal Sham; Ob-CNC, observador do animal CNC. Valores de H com p <0,05* foram considerados estatisticamente significativos.



