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camundongos machos e fémeas. 93 folhas. Defesa de mestrado - Psicologia - UFSCar —
Universidade Federal de Sao Carlos. 2025.

RESUMO

A empatia enquanto uma capacidade de observar e inferir estados emocionais e mentais de outras
pessoas vem sendo alvo de uma série de pesquisas, sendo possivel observar esse fendbmeno também
em roedores. Estudos apontam que a convivéncia com um camundongo demonstrador de dor
cronica produz hipernocicepgdo e aumento de comportamentos semelhantes a ansiedade, e que o
cortex cingulado anterior (CCA) pode modular a empatia, a ansiedade e a nocicep¢do. Desse modo,
considerando a alta densidade de receptores alfa-2 adrenérgicos no CCA e o papel destes receptores
na modulacdo da ansiedade e da nocicepcdo, essa pesquisa investigou a participacdo da
neurotransmissao alfa-2 adrenérgica do CCA na modulacdo da nocicep¢do e da ansiedade no
modelo de empatia para a dor cronica. Para isso, camundongos machos e fémeas suico-albino foram
alojados em quartetos durante um protocolo de convivéncia de 28 dias. No 14° dia, um dos animais
do quarteto foi selecionado para ser o demonstrador de dor cronica (CNC) ou demonstrador Sham.
No 24°, os camundongos observadores (Ob-CNC e Ob-Sham) passaram pela estereotaxia do CCA.
No 26°, 27° e 28° dia, foi introduzida uma divisoria na caixa-moradia por 15 minutos, para produzir
habituacéo e viabilizar o teste de contor¢des abdominais nos camundongos Ob-CNC e Ob-Sham.
No 28° dia, os animais Ob-CNC e Ob-Sham receberam injecdo bilateral intra-CCA de
salina/clonidina 8 pg/0,1uL (agonista dos receptores alfa-2 adrenérgicos), ioimbina 0,05 pg/0,1uL
(antagonista dos receptores alfa-2 adrenérgicos)/salina, ioimbina 0,05 pg/clonidina 8 g,
salina/salina, e depois foram submetidos ao labirinto em cruz elevado por 5 minutos. Em seguida,
receberam a injecdo de acido acético a 0,6% (10 ml/kg, intraperitoneal) para avaliacdo durante 5
minutos das contor¢des abdominais. Os camundongos CNC e Sham foram avaliados no teste de
placa quente no 28° dia. Nossos resultados mostraram que a convivéncia em quartetos com um
demonstrador de dor crénica induz hipernocicep¢do e aumenta respostas semelhantes a ansiedade
em camundongos machos e fémeas. A clonidina (8 pg) reduziu a hipernocicepc¢do e a ansiedade,
enquanto a ioimbina (0,05 pg) reverteu a antinocicepcdo produzida pela clonidina, porém néo
alterou a ansiedade na empatia para a dor, em camundongos machos e fémeas. Portanto, a
neurotransmissao alfa-2 adrenérgica do CCA participa de forma distinta da modulacdo da
nocicepcdo e da ansiedade induzida no modelo de empatia para a dor cronica em camundongos
machos e fémeas.

Palavras-chaves: empatia, clonidina, ioimbina, cortex cingulado anterior, nocicepgéo,

camundongos.
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ABSTRACT

Empathy, defined as the ability to observe and infer the emotional and mental states of others, has
been the subject of numerous research studies, and this phenomenon can also be observed in
rodents. Studies indicate that cohabitation with a cagemate experiencing chronic pain induces
hypernociception and an increase in anxiety-like behaviors, and that the anterior cingulate cortex
(ACC) modulates empathy, anxiety, and nociception. Therefore, considering the high density of
alpha-2 adrenergic receptors in the ACC and their role in modulating anxiety and pain, this study
investigated the involvement of alpha-2 adrenergic neurotransmission within the ACC in
modulating nociception and anxiety in the empathy for chronic pain model. Thus, male and female
Swiss-albino mice were housed in quartets during a 28-day cohabitation protocol. On the 14th day,
one of the animals in the quartet was selected to be the chronic pain demonstrator (CNC) or Sham
demonstrator. On day 24, the observer mice (Ob-CNC and Ob-Sham) underwent CCA stereotaxis.
On days 26, 27, and 28, a partition was introduced into the housing cage for 15 minutes to induce
habituation and enable the abdominal writhing test in Ob-CNC and Ob-Sham mice. On day 28, Ob-
CNC and Ob-Sham animals received bilateral intra-CCA injections of saline/clonidine 8 ug/0.1 pL
(alpha-2 adrenergic receptor agonist), yohimbine 0.05 pg/0.1 pL (alpha-2 adrenergic receptor
antagonist)/saline, yohimbine 0.05 pg/clonidine 8 pg, saline/saline, and were then subjected to the
elevated plus maze for 5 minutes. Next, they received an injection of 0.6% acetic acid (10 ml/kg,
intraperitoneal) for evaluation of abdominal contortions over 5 minutes. CNC and Sham mice were
evaluated in the hot plate test on day 28. Our results showed that cohabitation in quartets with a
chronic pain demonstrator induces hypernociception and increased anxiety-like responses in male
and female mice. Clonidine (8 ug) reduced hypernociception and decreased anxiety-like behaviors,
whereas pre-treatment with yohimbine (0.05 pg) reversed clonidine-induced antinociception
without altering anxiety-like behaviors in the observer mice. Hence, alpha-2 adrenergic
neurotransmission in the ACC plays a distinct role in modulating nociception and anxiety induced
by empathy for chronic pain model in both male and female mice.

Keywords: empathy, clonidine, yohimbine, anterior cingulate cortex, nociception, mice.
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1.1 AS DEFINICOES DA DOR E A FISIOLOGIA DA NOCICEPCAO.

A dor é definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel e pode
ser classificada como aguda ou cronica. A dor aguda permanece por um curto periodo e
pode ser produzida, por exemplo, por corte na pele, enquanto a dor cronica é duradoura, ndo
tem local definido e dura mais de seis meses (ASSOCIACAO INTERNACIONAL PARA O
ESTUDO DA DOR, 2020).

A modalidade sensorial ligada a dor € a nocicepcdo, que capta as informacdes de
natureza nociva provenientes dos estimulos ambientais, sendo 0s seus receptores
denominados de nociceptores, especializados em captar as informagcbes nociceptivas
térmicas, mecanicas e quimicas (DRAY, 1995).

Os nociceptores, assim como outros receptores sensoriais, realizam a transducdo de
estimulos sensoriais. Estes receptores sdo majoritariamente terminacfes livres que se
estendem por toda a pele e se despolarizam quando o estimulo que elicia sua resposta entra
em contato com seu campo sensivel (TEIXEIRA et al., 2009), isto é, diferentemente dos
outros receptores sensoriais, que também podem captar sensacGes mecanicas e térmicas, 0s
nociceptores apresentam um limiar de disparo a estes estimulos sensoriais somente a partir
de um nivel de estimulacdo nocivo (BESSON; HAOUCH, 1987). No entanto, € importante
ressaltar que, no momento desta sinalizacdo nociceptiva, diversos mecanismos bioldgicos
sdo recrutados, que podem acarretar na sensibilizacdo nociceptiva do organismo (WANG,;
THYAGARAJAN, 2020).

Os mecanismos de sensibilizagdo estdo relacionados ao aumento da sensibilidade a
dor e ao seu processo de cronificacdo, por meio da liberagdo de mediadores inflamatérios
que contribuem para o aumento da percepc¢édo da nocicepgdo no local onde ocorreu a lesdo.
Alguns desses mediadores sdo a histamina, a substancia P e as prostaglandinas, que quando
sdo liberadas na corrente sanguinea, provocam vasodilatacdo e edema, bem como alteram o

limiar de disparo dos nociceptores, resultando em um processamento diferencial de
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estimulos inocuos, que passam a ser interpretados como estimulos nociceptivos - processo
denominado como alodinia (WANG; THYAGARAJAN, 2020).

Outra resposta que ocorre com a sensibilizacdo das vias nociceptivas é a
hiperalgesia. Nesta resposta, 0s estimulos nociceptivos sdo interpretados como mais
dolorosos que o habitual (WANG; THYAGARAJAN, 2020). Uma maneira para avaliar
tanto a alodinia, quanto a hiperalgesia em roedores, é por meio de testes que medem a
resposta mecanica, por exemplo o teste vonFrey (CHEN et al., 1999) e térmica, por exemplo
o teste da placa quente (KURAISHI et al., 1983; LIU et al., 2002). Nestes testes, geralmente

a laténcia de resposta ao estimulo é reduzida com a sensibilizacdo nociceptiva do animal.

1.2 A EPIDEMIOLOGIA DA DOR CRONICA

A dor crénica é uma condicdo que afeta a satde fisica e emocional, bem como causa
prejuizos econdmicos e sociais. No Brasil, mais de 36% dos brasileiros convivem com a dor
cronica, sendo mais prevalente em mulheres, pessoas com 50 anos, com baixo nivel
socioecondémico ou com sintomas depressivos (FERREIRA, 2016; HAYER et al., 2014;
LIMA-COSTA et al., 2023). Nos Estados Unidos da Ameérica, a dor crdnica é a principal
razdo pela qual as pessoas procuram assisténcia médica, com mais de 126 milhdes de
individuos apontando sentir algum nivel de dor, e destes, 11,2% relatam conviver com a dor
diariamente (NAHIN, 2015).

A dor cronica tem sido associada a uma série de condi¢Bes, como a dor neuropética
em diabetes, dor p6s-operatoria, disturbio temporomandibular, dor em adolescentes e dor
crénica de "alto impacto” (MOGIL, 2022). Além disso, a dor cronica também tem sido
associada ao uso de opioides. No Brasil, das pessoas que relatam possuir dor cronica, 30%
utilizam algum opioide para aliviar os sintomas (LIMA-COSTA et al., 2023).

Embora o efeito desejavel com o tratamento com opioides seja a producdo de

analgesia, 0 seu uso estd associado ao comprometimento tanto dos sentidos e do sistema
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respiratorio, como também a inducdo ao coma e ao risco de morte (NASCIMENTO;
SAKATA, 2011; TORREAO, 2003). Nesse sentido, a investigacio de outras
neurotransmisses e farmacos associados a analgesia podem ampliar as possibilidades de
tratamento farmacologico, uma vez que viabilizam alternativas menos prejudiciais a saude,
como por exemplo, o tratamento utilizando a clonidina e antidepressivos (BARKIN;

FAWCETT, 2000; GUAY, 2001).

1.3 AS VIAS ASCENDENTES DA DOR

As informacGes sensoriais dos estimulos nociceptivos sdo transmitidas por fibras
nervosas do Sistema Nervoso Periférico. Essas fibras condutoras possuem calibre diferente
umas das outras, podem ser mielinizadas ou amielinicas, bem como se diferem quanto a
velocidade com que realizam a transmissdo da informacdo. Para a mecanorrecepcao, é
apontado que as fibras aferentes sensoriais podem ser de quatro tipos (A-a, A-p, A-5 e fibra
C). No entanto, para a nocicep¢ao mecanica, térmica ou quimica, somente a fibora A-6ea C
sdo recrutadas (ADRIAENSEN et al., 1983; VAN HEES; GYBELS, 1981). A fibra aferente
sensorial A-5 é finamente mielinizada, transmite informacBes nociceptivas de natureza
térmica ou mecanica e é recrutada mais comumente na dor aguda, onde apresenta uma
velocidade de conducdo que varia de 5 a 30m/s. A fibra do tipo C é mais lenta, apresenta
maior participacdo na dor crbnica e a velocidade de conducdo média é de 1m/s, e ndo
apresenta bainha de mielina (ADRIAENSEN et al., 1983; VAN HEES; GYBELS, 1981,
TRACEY, 2017).

Para se conectarem ao Sistema Nervoso Central (SNC), as fibras condutoras se
encaminham aos ganglios espinais proximos a medula espinal, onde ficam os corpos
celulares dos receptores sensoriais. Em seguida, o ramo proximal que deixa o ganglio
adentra o corno dorsal da medula espinal, que fica inserida internamente na coluna vertebral

(DEVOR, 1999).
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Dentro do corno dorsal, a recepcdo das informacgfes nociceptivas sdo organizadas em
laminas, que vao de | a VI (TEIXEIRA, 2009). Além disso, 0s neurdnios presentes nessas
laminas se organizam estruturalmente e seus axoénios constituem tratos que por condugéo
ascendente transmitem as informacdes sensoriais, sejam indcuas ou nao, em direcdo tanto ao
tronco encefalico, quanto ao talamo cerebral (KLAUMANN et al., 2008).

E importante destacar que cinco tratos ascendentes s&o os mais conhecidos - trato
espinotalamico; trato espinorreticular; trato espinomesencefalico; trato cervicotalamico; e
trato espinohipotalamico — e cada um desempenha um papel essencial no que refere a
nocicepcdo (KLAUMANN et al., 2008).

O trato espinotalamico é uma via ascendente da nocicep¢do que possui axonios
provenientes de neurénios nociceptivos térmicos e de amplo espectro dinamico. Esse trato
recebe aferéncias de neurdnios das laminas I, V e VII da medula espinal; e pelo cruzamento
da linha mediana da medula espinal, ele ascende pelo quadrante anterolateral da substancia
branca, até encontrar o tdlamo, enquanto que o trato espinorreticular recebe aferéncias de
neurdnios das laminas VII e VIII, e sem cruzar totalmente a linha média da medula espinal,
ascende pelo quadrante anterolateral da substancia branca com destino a formacdo reticular e
posteriormente ao talamo cerebral (BESSON; CHAOUCH, 1987; CROSS, 1994).

O trato cervicotalamico é composto por axdnios provenientes do ndcleo cervical
lateral e recebe as informagdes nociceptivas das laminas 111 e IV do corno dorsal. Esse trato
ascende lateralmente através da substancia branca nos dois segmentos cervicais superiores
da medula espinal, e se encaminha ao mesencéfalo e a alguns ntcleos talamicos (HA, 1971).

O trato espinohipotalamico transmite informacdes para o hipotalamo. E por meio das
informacdes oriundas desse trato que o hipotdlamo pode regular o Sistema Nervoso

Autonémico e as respostas neuroendocrinas e cardiovasculares relacionadas a dor
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persistente. Além disso, esse trato recebe aferéncias de neurdnios das laminas I, V e VIII do
corno dorsal e ventral da medula espinal (KATTER et al., 1991).

O trato espinomesencefalico contém axodnios de neurdnios oriundos das laminas I,
IV, V e VI, e com participacdo da lamina X e do corno ventral. Esse trato ascende no
quadrante anterolateral e se projeta para a formacao reticular do mesencéfalo, para a
substancia cinzenta periaquedutal, bem como para o nacleo parabraquial, o qual se conecta
com o complexo amigdaloide (BOURNE et al., 2014). A conexdo entre o nucleo
parabraquial e o complexo amigdaloide parece ser importante para 0 processamento
emocional, no qual algumas pesquisas demonstraram o papel desta estrutura cerebral na
modulacdo da nocicepc¢do e do medo em ratos, inclusive a partir da mediacdo dos receptores

alfa-2 adrenérgicos (SCHULZ et al., 2002; DEYAMA et al., 2010).

1.4 O MODELO DE DOR CRONICA PARA ROEDORES

A dor crénica € uma condicdo marcada por sensacdes dolorosas espontaneas que
afetam a qualidade de vida. Os modelos animais que reproduzem a dor crénica focam em
representar algumas das propriedades dessa condicdo, como a constricdo do nervo isquiatico
(BENNETT; XIE, 1988; SOMMER; SCHAFERS, 1998), ligadura parcial do nervo
isquiatico (SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990), ligadura das raizes espinhais (KIM,;
CHUNG, 1992) e desnervacdo parcial do nervo (DECOSTERD; WOOLF, 2000).

O modelo de dor cronica por constricdo do nervo isquiatico em camundongos
consiste em uma cirurgia para a exposi¢cdo e amarragdo. O nervo isquidtico pode ser
encontrado proximo a fascia entre o glateo e biceps femural, na qual a sua amarragao produz
sensibilizacdo da perna que passou pela cirurgia. O animal apresenta comportamento de
arrastar e evitar apoiar a pata no solo. Apés trés dias da cirurgia ja pode ser detectada a
perda de fibras nociceptivas, e ap6s 14 dias, ha perda de 94% das fibras mielinizadas e 73%

das fibras ndo mielinizadas (MUNGER et al., 1992).
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1.5 AS VIAS DESCENDENTES INIBITORIAS DA NOCICEPCAO

No sistema nervoso central estdo presentes algumas vias que participam da
modulacdo descendente da nocicepcdo. Essas vias estdo conectadas com uma série de
estruturas cerebrais e possuem centros importantes para a nocicep¢do. O primeiro centro é
situado nos nucleos ventrais da rafe e utiliza a neurotransmissao inibitoria dos receptores 5-
HT1a, da serotonina, enquanto o segundo centro é o Locus Coeruleus, que se projeta para 0s
neurdnios das laminas | e V do corno dorsal da medula espinal e atua por meio dos
receptores alfa-2 adrenérgicos (GAMAL-ELTRABILY et al., 2021; KANDEL et al., 2014;
LLORCA-TORRALBA et al., 2016).

Uma série de estruturas sdo apontadas pela literatura como participantes na
modulacdo da via descendente inibitéria nociceptiva, como o complexo amigdaloide, o
cortex cingulado anterior, o cortex insular, hipotalamo e a substancia cinzenta periaquedutal
(BOURNE; MACHADO; NAGEL; ORTIZ et al., 2007; WANG et al., 2017). A substancia
cinzenta periaquedutal quando estimulada produz analgesia, pelo bloqueio da resposta dos
interneurdnios da lamina V do corno dorsal da medula espinal, a estimulos nocivos. Em
parte, a atividade da substdncia cinzenta periaquedutal é mediada por neurénios
serotoninérgicos na medula ventromedial rostral, contudo, neurdnios gabaérgicos também
estdo presentes nessa estrutura e podem participar da modulacdo nociceptiva (BOURNE;

MACHADO; NAGEL, 2014).

1.6 REGIOES ENCEFALICAS E PROCESSAMENTO NOCICEPTIVO

A substancia cinzenta periaquedutal é apontada como uma estrutura mesencefalica
relacionada ao processamento e a modulagdo tanto do medo, como da nocicepgdo
(BANDLER, 1988; CANTO-DE-SOUZA et al., 1998). Os neurbnios desta estrutura

encefélica se projetam aos nucleos da rafe, na qual a fungdo inibitéria dos neurdnios
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serotoninergicos se estende a medula espinal, em especial as laminas I, Il e V do corno
dorsal, resultando numa inibicdo do disparo neuronal e, consequentemente, na atenuacdo da
entrada sensorial nociceptiva (KANDEL et al., 2014).

Uma outra estrutura apontada como moduladora da recepcdo nociceptiva € o Locus
Coeruleus. Os neurénios noradrenérgicos do Locus Coeruleus se projetam para 0s neurdnios
das laminas | e V do corno dorsal da medula espinal, e por meio dos receptores alfa-2
adrenérgicos presentes na regido, o LC participa da modulacdo da entrada sensorial
nociceptiva através de mecanismos inibitorios de sinalizacdo intracelular (GAMAL-
ELTRABILY etal., 2021; LLORCA-TORRALBA et al., 2016).

O Locus Coeruleus (LC) € o principal centro de producdo da noradrenalina encefalica,
localizando-se no tronco encefalico. Essa estrutura emite projecGes neuronais para
praticamente todo o SNC, como o cértex cerebral, complexo amigdaloide, hipocampo e o
talamo (BENARROCH, 2009), sendo ele relacionado, também, ao funcionamento da
memoria de trabalho, sedacdo e da vasoconstricdo, além de papéis na antinocicep¢do e na
regulacdo da liberacdo pré-sindptica de neurotransmissores, tanto no encéfalo, como na
medula espinal (GYIRES et al., 2009). Embora o LC seja o nucleo com maior quantidade de
neurdnios noradrenérgicos no tronco encefalico (nicleo A6) - contém cerca de 50% desses
neurdnios - existem outros ndcleos noradrenérgicos (Al, A2, A3, A4, A5 e A7), onde essa
divisdo é vdlida tanto para roedores, como para primatas humanos e ndo-humanos
(LLORCA-TORRALBA et al., 2016).

1.7 A ANSIEDADE E O MODELO ANIMAL PARA A ANSIEDADE

A ansiedade é uma emocdo complexa relacionada a preocupagdo e a antecipagdo de
eventos que representam ameaca aos individuos. Em seres humanos, essa emogéo pode ser
vista como normal ou patoldgica, na qual a normal é benéfica e auxilia no enfrentamento
dos desafios diarios, enquanto a patoldgica é prejudicial, pois impde dificuldades ao

processamento emocional. A ansiedade patoldgica é representada pelos transtornos ansiosos,
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como o transtorno de ansiedade generalizada, transtorno obsessivo-compulsivo, fobia social,
sindrome do panico e a agorafobia, que podem alcancar a prevaléncia de 10% da populacéo
mundial (BAXTER et al., 2013), enquanto no Brasil, esta prevaléncia ultrapassa 27%
(COSTA et al., 2019).

Em roedores, comportamentos semelhantes a ansiedade podem ser avaliados pela
aversdo natural destes animais por espacos abertos, desprotegidos e iluminados. O labirinto
em cruz elevado é um teste utilizado para avaliar comportamentos de medo incondicionado
e ansiedade, no qual o tempo e a frequéncia nos espacos abertos e fechados, ou protegidos e
desprotegidos, sdo considerados como alguns dos indicadores para respostas ansiogénicas ou
ansioliticas nos animais. Outros comportamentos também podem ser investigados com
relacdo a ansiedade neste teste, como os comportamentos exploratorios e de avaliacdo de
risco: mergulho de cabeca, esticar e levantar (LISTER, 1987; RODGERS; JOHNSON,

1995).

1.8 RECEPTORES ADRENERGICOS

O sistema de receptores da adrenalina/noradrenalina pode ser dividido em duas
classes, alfa (o) e beta (B), ¢ ainda em subclasses, alA, alB, alD, 02A, a2B, 02C ¢ a2Dm e
B1, B2 e B3 (BYLUND, 1994). Os receptores adrenérgicos utilizam diferentes tipos de
proteinas de guanosina (proteina G) para produzir alteracbes no meio intracelular. Por
exemplo, o receptor alfa-1A, € mediado pela proteina de guanosina do tipo q (proteina Gq).
Essa proteina ativa fosfolipase C, que degrada a fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP2).
Dessa degradacdo, séo formados trifosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol (DAG), que
exercem suas acgoes estimulando a transducgdo de sinal no meio intra-celular (LLORCA-
TORRALBA et al., 2016). O receptor alfa-2 atua pela mediagdo da proteina de guanosina
inibitdria (proteina Gi), que tem o papel de inibir a atividade da proteina de membrana

adenilato ciclase, que quando ativa, converte adenosina trifosfato (ATP) em adenosina
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monofosfato ciclica (AMPc). A inibicdo da adenilato ciclase reduz a sinalizacdo intra-
celular, resultando na alteracdo da atividade de canais ibnicos que estdo diretamente ligados
a modulacéo da excitacdo neuronial e das sinapses (LLORCA-TORRALBA et al., 2016).

Algumas pesquisas apontam o papel modulatério dos receptores alfa-2 adrenérgicos
em diversas regides do SNC, como no cdrtex cerebral, na substancia cinzenta periaquedutal,
no complexo amigdaloide, nos nucleos da rafe, no tdlamo, no hipotalamo, em neurénios do
corno dorsal da medula espinal, no LC (PERTOVAARA, 2006), no cortex pré-limbico (WU
et al., 2019), no nucleo da estria terminal (SCHWEIMER et al., 2005), sendo que a
expressao de RNA mensageiro e a densidade dos receptores alfa-2 adrenérgicos em diversas
regides cerebrais ja foi quantificada por um estudo anterior (SCHEININ et al., 1998).

A relacdo entre o sistema adrenérgico e sua funcdo modulatéria pode acontecer tanto
pela acdo na projecdo noradrenérgica, onde os autorreceptores alfa-2 adrenérgicos atuam na
regulacdo da secrecdo de adrenalina/noradrenalina, como pela acdo em neurénios néo-
adrenérgicos por heterorreceptores alfa-2 adrenérgicos (GYIRES et al., 2009; LLORCA-
TORRALBA et al., 2016).

Existem evidéncias que os receptores alfa-2 adrenérgicos participam da regulacéo das
sinapses de neur6nios do cortex cingulado anterior (KOGA et al., 2020). Essa estrutura é
importante para o processamento consciente dos sentimentos em humanos, bem como é
apontada como uma estrutura relacionada a preocupacdo empatica, como a compaixao e a

afetividade em relagéo ao sofrimento do outro (MOYA-ALBIOL et al., 2010).

1.9 CORTEX CINGULADO ANTERIOR (CCA)

O CCA compde parte do cortex cingulado, localizado ao redor do corpo caloso, e é
parte importante do sistema limbico. Citoarquiteturalmente, o CCA €é composto por
neurdnios piramidais predominantemente da camada V do cortex cerebral, e em menor

presenca nas camadas Il e IVV. Além disso, o CCA apresenta as divisfes 23, 24, 25 32 e 33,
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que também podem ser subdivididas, devido as suas distintas morfologias (KRIEGHOFF et
al., 2011).

O cortex cingulado é dividido em quatro regides anatomofuncionais distintas: cortex
cingulado anterior subgenual (SACC), cortex cingulado anterior pré-genual (pACC), cortex
cingulado médio (MCC) e cortex cingulado posterior (PCC). Convem ressaltar que o SACC
apresenta um papel mais proeminente quanto ao processamento afetivo-emocional
desagradavel, alem de possuir conexdes diretas com o ndcleo central da amigdala, com o
nucleo parabraquial e com a SCP (VOGT, 2005). Em camundongos, o CCA (Figura 1) é
dividido em duas regides, Cgl e Cg2. Cgl ¢é a porcdo superior e a Cg2 é a inferior

(PAXINOS; FRANKIN, 2001).

Bregma: 1.18 mm

Figura 1 - Corte coronal do CCA de camundongo (Fonte: o proprio autor).

Além disso, o CCA recebe projecGes noradrenérgicas do Locus Coeruleus e algumas
evidéncias apontam o seu papel na modulacéo da nocicepcdo (WANG et al., 2017). O CCA
também apresenta conexfes neuronais com o nucleo accumbens (nAC), sendo essa rota
neuronial relacionada & modulagdo da transferéncia social da dor. A inibicdo das fibras
neuroniais originadas no CCA que fazem conexdes com o nAC atenua a transferéncia social
para a dor, enquanto a ativacdo acentua essa transferéncia, efeitos que podem perdurar por
mais de 48 horas (SMITH et al., 2021). Outro estudo demonstrou o papel do CCA na

modulacdo da dor, no qual a administragdo de um agonista dos receptores alfa-2
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adrenérgicos presentes nesta estrutura cerebral reduziu a sensibilidade nociceptiva de
camundongos machos expostos ao teste de von Frey (WANG et al., 2017).

Em relacdo ao papel do CCA na modulacdo da ansiedade, a inibicdo desta estrutura
com cloreto de cobalto (CoCI2, um blogueador sinaptico) resultou na diminuicdo das
respostas tipo-ansiedade em camundongos machos expostos ao LCE no contagio emocional
para a dor crénica (BENASSI-CEZAR et al., 2021). Embora o cloreto de cobalto atue
predominantemente em neurdnios glutamatérgicos e especificamente em neurotransmissoes
vesiculares, este achado aponta um importante o papel para o CCA na modulacdo da
ansiedade. Nesse sentido, a investigacdo por outras neurotransmissdes presentes nesta
estrutura cerebral elucidaria com mais profundidade o seu papel tanto na modulacdo da

nocicepc¢do, como da ansiedade.

1.10 RECEPTORES ALFA-2 ADRENERGICOS E A NOCICEPCAO

Evidéncias sugerem que o0s receptores alfa-2 adrenérgicos podem modular a
nocicepc¢do. Neste sentido, foi demonstrado que a administracdo no ndcleo magno da rafe de
clonidina (7,5 pg, agonista alfa-2 adrenérgico) produziu efeito hipoalgésico em ratas
Sprague-Dawley, enquanto o antagonista alfa-2 adrenérgico, ioimbina (3 pg,) produziu
hiperalgesia. O nucleo magno da rafe apresenta conexfes descendentes inibitdrias com a
medula espinal e parece modular a entrada sensorial nociceptiva no corno dorsal medular,
embora este efeito inibitério possa ser atenuado por projeces neuroniais inibitorias de
outras estruturas encefalicas, resultando em aumento geral da reatividade a nocicepgédo
(SAGEN; PROUDFIT, 1985).

Outros trabalhos demonstraram que a clonidina intra-amidala e intra-CCA (0,5, 1,25
e 5 ug) produziu efeito antinociceptivo térmico (ORTIZ et al., 2007; WANG et al., 2017).
Além disso, as pesquisas mostraram que independentemente da via de administracdo ou do

antagonista utilizado, o efeito antinociceptivo da clonidina poderia ser bloqueado. Desta
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forma, o bloqueio foi demonstrado com ioimbina (2mg/kg, i.p., ORTIZ et al., 2007; 25
ug/kg, intratecalmente, MAKAU et al., 2014), ou BRL-44408 (antagonista seletivo dos
receptores o-2 adrenérgicos, intra-CCA, 0,5 e 10 pg/pl, WANG et al., 2017). Em conjunto,
esses resultados sugerem que a ioimbina pode tanto alterar as respostas nociceptivas de

roedores, como também reverter o efeito de agonistas dos receptores alfa-2 adrenérgicos.

1.11 ANSIEDADE RELACIONADA AOS RECEPTORES ALFA-2
ADRENERGICOS
Existem evidéncias que os receptores alfa-2 adrenérgicos presentes tanto no ndcleo

leito da estria terminal, quanto cortéx pré-limbico, podem modular os comportamentos
semelhantes & ansiedade de roedores (SCHWEIMER et al.,2005; WU et al., 2019). Além
disso, o complexo amigdaloide parece estar envolvido na modulagdo da ansiedade,
particularmente por sua conexdao com o CCA (KRIEGHOFF et al., 2011; SMITH et al.,
2021). Um estudo aponta papel ansiolitico para a administracdo em dose baixa da clonidina
(agonista alfa-2 adrenérgico, 0,03 mg/kg, ip) em camundongos fémeas avaliadas na caixa
claro-escuro (ANGELLIS, 1994). Enquanto camundongos de ambos 0s sexos sem a expressio
dos receptores alfa-2 adrenérgicos apresentam aumento de comportamentos ansiosos quando
avaliados no labirinto em cruz elevado, no teste de enterrar esferas e no campo aberto
(LAHDESMAKI et al, 2002).

Estas evidéncias sugerem o papel dos receptores alfa-2 adrenérgicos na modulagéo
da ansiedade, e considerando a densidade expressiva dos receptores alfa-2 adrenérgicos no
CCA, bem como em outras estruturas apontadas como importantes para a modulagdo da
ansiedade (SCHWEIMER et al., 2005; SMITH et al.,, 2021; WU et al., 2019), se faz
necessaria a investigacdo do seu papel no modelo de empatia para a dor em camundongos

machos e fémeas.
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1.12 AS CONCEPCOES SOBRE A EMPATIA

A empatia tem sido estudada por diversas areas do conhecimento, incluindo a
filosofia, psicologia e a neurociéncia. As definicdes sobre este fendmeno sdo distintas e nem
sempre ha concordancia entre os termos usados, contudo, o termo Einflihlung foi
inicialmente utilizado para descrever a empatia, que se traduz em “sentir em”, referindo a
um fendmeno de projecdo de si-mesmo em um sentimento de alguém. Outras definicdes
sobre a empatia a definem como “colocar-se no lugar do outro” e “projetar-se
imaginativamente na situacdo do outro”, bem como em empatia cognitiva ou empatia
emocional (PRESTON; DE WAAL, 2002).

A empatia cognitiva € referida como uma capacidade de inferéncia dos sentimentos
ou da elaboracdo do estado mental de outros (EISENBERG; MURPHY'; SHEPARD, 1997,
SHAMAY-TSOORY, 2011), enquanto a empatia emocional consiste na correspondéncia de
comportamentos entre coespecificos, na qual a percep¢do emocional em alguém leva a
ativacdo de representacdes préprias para o comportamento percebido (MEHABIAN;
EPSTEIN, 1972; PRESTON; DE WAAL, 2002).

Em parte, a empatia cognitiva parece se relacionar com a Teoria da Mente, definida
como a capacidade de se colocar no lugar de alguém, de entender seus objetivos, emocdes e
pensamentos. S0 propostas uma série de estruturas cerebrais envolvidas no processo de
mentalizar a perspectiva do outro, como o cértex pré-frontal e juncdo temporoparietal. Além
disso, esta teoria também se divide em Teoria da Mente Afetiva e Teoria da Mente
Cognitiva, e se referem, respectivamente, a inferéncia sobre as emoc6es e a inferéncia sobre
as intences e crencas de outros (SHAMAY-TSOORY, 2011).

Um modelo amplamente discutido referente a definicdo da empatia é o Modelo de
Percepcdo-Acdo. Este modelo é marcado por teorias comportamentais, fisiologicas e da
neurociéncia que foram desenvolvidas durante décadas, e inclui o contagio emocional,

simpatia, empatia cognitiva e o comportamento de ajuda, em uma série de teorias e
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evidéncias organizadas no componente motor e no componente emocional do
comportamento empatico (PRESTON; DE WAAL, 2002).

A evidéncia motora do Modelo de Percepcdo-Acao da empatia € apoiada em grande
parte por estudos da psicologia cognitiva, que demonstraram a ativacdo de algumas areas
cerebrais, como o pré-frontal, parietal inferior, area pré-motora, cortex somatossensorial e
cerebelar, em momentos de execucdo de tarefas de movimentacdo propria, observada em
outra pessoa ou ainda imaginadas (PRESTON; DE WAAL, 2002). Em sintese, essas
evidéncias apontam que as representacfes para a percepc¢do e a agdo compartilham circuitos
neuronais comuns, ainda que a motivacdo para 0s comportamentos seja diferente
(PRESTON; DE WAAL, 2002).

A evidéncia emocional do Modelo de Percepcdo-Acao reune estudos envolvendo
comportamento de seres humanos e ndo-humanos, bem como evidéncias da neurociéncia e
as relacionadas as desordens empaticas. Alguns pesquisadores justificam as evidéncias do
comportamento empatico em seres ndo-humanos por experimentos conduzidos com
chimpanzés, ratos e pombos, no qual os animais pressionavam a barra/alavanca mais
rapidamente para cessar o sofrimento do seu coespecifico (MIRSKY et al., 1958; RICE;
GAINER, 1962; WATANABE; ONO, 1986). Outras evidéncias apontam o envolvimento de
neurdnios-espelho em comportamentos empaticos, onde primatas apresentam a ativacédo de
destes neurdnios no cortex cerebral ao observar um coespecifico em perigo (PRESTON; DE
WAAL, 2002), o que sugere um compartilhamento de redes neuronais a partir de uma
correspondéncia emocional entre parceiros. Os neurénios-espelho podem ser encontrados no
cortex intra-parietal, cingulado anterior, cortex pré-motor e no cortex pré-frontal, e sao
ativados quando ac¢Ges motoras de um coespecifico da espécie sdo observadas, reforcando a

evidéncia motora da empatia (PRESTON; DE WAAL, 2002; SHAMAY-TSOORY, 2011).
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Evidéncias da empatia em seres humanos podem ser inicialmente descritas por
comportamentos de bebés. E conhecido que bebés recém-nascidos apresentam a capacidade
de imitacdo do medo e da tristeza, bem como apresentam resposta a angustia (DE WALL,
1989; FIELD et al., 1982). Nesse sentido, cabe apontar que o cértex pré-frontal é uma
estrutura relevante para a regulacdo de expressdes emocionais, sendo que lesdes nessa
estrutura cerebral resultam em comportamentos de imitacdo compulsiva e expressao
desmedida (PRESTON; DE WAAL, 2002), enquanto o cOrtex somatossensorial parece ser
necessario para reconhecimento de emocdes (ADOLPHS et al., 1997; 2000; GOTTMAN;
LEVENSON, 1985). Além disso, o cortex cingulado anterior pode estar relacionado a
antecipacdo de respostas aversivas (HUTCHISON et al., 1999). Tomadas em conjunto, estas
evidéncias apontam para uma capacidade de seres humanos e ndo-humanos em identificar
emocBes e preparar 0 organismo para respostas adequadas as condigbes de
compartilhamento emocional.

A empatia também tem sido investigada para compreender transtornos psicolégicos
caracterizados por prejuizos envolvendo a expressdo e compreensdo das emocg6es, como a
psicopatia, 0 autismo e o transtorno de personalidade borderline (PRESTON; DE WAAL,
2002; SHAMAY-TSOORY, 2011). Nessas condicdes, individuos apresentam prejuizos na
capacidade de entender o sofrimento de coespecificos, assim como de aprender sobre o
estado emocional de alguém (PRESTON; DE WAAL, 2002), o que torna a investigacdo de
comportamentos empaticos importante para elucidar com mais especificidade os
mecanismos relacionados a empatia, a0 mesmo tempo em que contribui para a compreensado

dos transtornos marcados pelo comprometimento desta capacidade.

1.13 AEMPATIA EM ROEDORES

Evidéncias sugerem que o0s roedores apresentam comportamentos empaticos, na qual

a convivéncia entre coespecificos permite o compartilhamento emocional. Este fenémeno,
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chamado de contagio emocional, é largamente investigado pela literatura e contrapde a ideia
que o comportamento empatico é exclusivo de seres humanos.

O contagio emocional em roedores é investigado por diversos modelos em diferentes
contextos metodoldgicos, porém a sua caracteristica principal é a convivéncia entre
coespecifico (LAVIOLA et |., 2021; LECKER et al, 2021). Uma série de pesquisas abordam
modelos de contdgio emocional conjuntamente com outros para simular um contexto
empatogénico (LAVIOLA et |, 2021; LECKER et al, 2021), como exemplo, a convivéncia
em duplas ou quartetos com um demonstrador de um modelo de dor cronica (BAPTISTA-
DE-SOUZA et al., 2018; BRANDAO-DE-SOUZA et al., 2023) ou de estresse cronico
(BARTAL et al., 2011; SILVEIRA et al., 2023). Nestes estudos, parte-se do pressuposto que
a convivéncia entre os roedores produz uma transferéncia emocional dos demonstradores
para os observadores, que se traduz em alteracdes comportamentais.

Langford et al. (2006) foram referéncias na investigacdo do contagio emocional em
roedores. A pesquisa avaliou a influéncia da familiaridade entre camundongos na emissdo de
respostas nociceptivas ao observar o seu parceiro em dor, na qual a convivéncia produziu
hipernocicepcdo quando comparado com 0 grupo que nao passou 0 tempo junto na mesma
gaiola. Evidéncias também apontam que os sentidos podem influenciar a transferéncia
emocional, onde a visdo, a audicdo, o olfato e o contato fisico demonstraram impactar o
contagio emocional quando sao bloqueados (BARROSSO et al., 2019; LANGFORD et al.,
2006; LECKER et al., 2021; ZHOU et al., 2022).

Além do contagio emocional, o comportamento pré-social é investigado para
reproduzir o comportamento empatico na pesquisa experimental, na qual a resposta de
auxilio a um coespecifico submetido a uma condigdo aversiva € avaliada para determinar a
ocorréncia da transferéncia emocional pela convivéncia, como por exemplo atraves da

liberacdo de um coespecifico enjaulado (BARTAL et al., 2011). Além do mais, foi
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observado que os roedores libertam com mais rapidez o companheiro de gaiola, mesmo sem
contato social, e ainda compartilham seus alimentos, sugerindo uma evidéncia de
comportamento pro-social entre roedores (BARTAL et al., 2011).

Estudos do grupo de pesquisa em Psicobiologia da UFSCar vem investigando o
modelo de empatia para a dor em camundongos. Os trabalhos tém utilizado um protocolo de
convivéncia de 28 dias, onde no 1° dia de convivéncia os camundongos sdo alojados em
duplas ou quartetos. No 14° dia, um camundongo é selecionado como demonstrador de um
modelo de dor crénica, pela constricdo do nervo isquiatico, ou um demonstrador Sham
(controle). No 28° dia do protocolo, os animais sdo avaliados por testes comportamentais e
nociceptivos. Os resultados destes trabalhos tém demonstrado que a convivéncia em dupla
ou quarteto com um camundongo demonstrador de dor cronica produz hipernocicepcao e
aumento de comportamentos tipo-ansiedade (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015;
BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2022; BRANDAO-DE-SOUZA et al., 2023; TAVARES et
al., 2021; ZANIBONI et al., 2018).

Além disso, o grupo de pesquisa em Psicobiologia da UFSCar também demonstrou
que uma série de estruturas encefalicas, como o complexo amigdaloide, o cortex cingulado
anterior e a insula, como também as neurotransmissdes serotoninérgica, gabaérgica e
endocanabinoide, estdo envolvidas na modulacdo da nocicepcdo e da ansiedade no
fendmeno de contdgio emocional (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; BAPTISTA-DE-
SOUZA et al., 2022; BRANDAO-DE-SOUZA et al., 2023; TAVARES et al., 2021;
ZANIBONI et al., 2018).

Seguindo o trajeto do grupo de pesquisa, e considerando que a neurotransmissao
noradrenérgica, atraves dos receptores alfa-2 adrenérgicos, participam da modulacdo do
sistema descendente inibitorio nociceptivo e da ansiedade, bem como que estdo expressos

em alta densidade no cortex cingulado anterior (SCHWEIMER et al.,2005; WU et al., 2019;
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KRIEGHOFF et al., 2011; SMITH et al., 2021; SCHEININ et al., 1998; GAMAL-
ELTRABILY et al.,, 2021; LLORCA-TORRALBA et al., 2016), se faz necessaria a
investigacdo do papel desta neurotransmissdo presente no cértex cingulado anterior de

camundongos no modelo de empatia para dor cronica.

114 A INVESTIGA(;AO DE ROEDORES FEMEAS NA PESQUISA
EXPERIMENTAL
Enquanto as mulheres apresentam maior prevaléncia de dor crénica (LEAO-

FERREIRA et al., 2016), a pesquisa pré-clinica utilizou com exclusividade o roedor macho.
De 1996 a 2005, a maioria das publicacdes de pesquisa referente a dor optou por ratos ou
camundongos machos, ou mesmo ndo mencionaram 0s sexos em suas pesquisas (MOGIL,
2022). Um dos principais argumentos a favor da exclusdo dos roedores fémeas é a alta
variabilidade entre sujeitos decorrente do ciclo estral. Essa exclusdo gerou uma sub-
representacdo dos roedores fémeas na pesquisa experimental, impondo vieses a
compreensdo das informacdes apresentadas nos trabalhos que investigaram a dor. Contudo,
embora o ciclo estral influencie os mecanismos biolégicos da nocicepc¢do, estas diferencas
ndo aumentam a variabilidade no comportamento investigado, pelo menos ndo mais que 0
observado em roedores machos, que apresentam maior variabilidade entre os sujeitos do
grupo, comparados com as fémeas (MOGIL, 2022). Outras evidéncias mostraram auséncia
de diferencas entre roedores fémeas intactas, ovariectomizadas e hamsters machos, mesmo
guando as fémeas foram agrupadas nas diferentes fases do ciclo estral (MOSHOFSKY,
2017).

Considerando as informacGes apresentadas sobre o numero reduzido de estudos
utilizando roedores fémeas, e 0 aumento de solicitagdes da comunidade cientifica para
ampliar o conhecimento sobre o comportamento das fémeas, nesta pesquisa ambos 0S sexos

foram utilizados.
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1.15 HIPOTESES

A dor crbnica pode gerar aumento de angustia em quem passa por esta condicdo e
também em gquem convive com estas pessoas (1ZZO et al., 2019; KRIKORIAN et al., 2010).
A empatia neste contexto favorece o compartilhamento de emocdes de diversas naturezas,
que sdo importantes para 0 comportamento de grupo e para a conservagdo de relacdes
interpessoais, que evolutivamente serviu para preservar a espécie humana, uma vez que 0
auxilio a um coespecifico de espécie produz condi¢des mais favoraveis para a sobrevivéncia
(PRESTON; DE WAAL, 2002; SHAMAY-TSOORY, 2011).

A empatia tem sido investigada no contexto da pesquisa experimental para demarcar
as propriedades deste fendbmeno e a sua base neurobioldgica, que pode estar alterada em
alguns transtornos psicolégicos (SHAMAY-TSOORY, 2011). Adicionalmente, a
investigacdo das neurotransmissdes envolvidas na neurobiologia destes transtornos pode
auxiliar na compreensdo e na intervengdo para estes contextos.

A investigacdo da empatia em roedores € uma maneira de reproduzir esse
comportamento sob as condi¢cdes de controle experimental, sendo a empatia para a dor
crébnica em camundongos um modo de investigar o compartilhamento emocional entre
coespecificos de espécie (LANGFORD et al.,, 2006). A convivéncia em duplas com
demonstradores do modelo de dor crbnica pela constricdo do nervo isquiatico produz
aumento da nocicepcdo e da ansiedade em camundongos observadores (BAPTISTA-DE-
SOUZA et al., 2015, BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2022). Neste estudo, uma
implementacdo metodoldgica foi utilizada, baseando-se em estudo anterior que apontou que
a convivéncia em quartetos com camundongos demonstradores de dor crénica também
produz aumento da nocicepcéo e da ansiedade em camundongos observadores (BRANDAO-
DE-SOUZA et al., 2023), sendo esperado a reproducdo deste resultado também neste

estudo.
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O CCA é apontado como uma estrutura que participa da modulacdo da empatia para a
dor crbnica, e a sua inibicdo com cloreto de cobalto produz efeitos tipo-ansioliticos em
camundongos machos expostos ao LCE (BENASSI-CEZAR et al., 2021). Além do mais,
outros estudos apontam o papel do cortex cingulado anterior na modulagéo da nocicepgéo e
da ansiedade (WANG et al., 2017; WU et al., 2019). Em conjunto, estas pesquisas sugerem
0 cingulado anterior como uma estrutura encefalica importante para a modulacdo de
comportamentos tipo-empatia, bem como as respostas nociceptivas e as semelhantes a
ansiedade. Adicionalmente, o CCA apresenta alta densidade de receptores alfa-2
adrenérgicos, e estes receptores também estdo diretamente implicados na modulacdo da
ansiedade e da nocicepcdo, através da utilizacdo de agonistas e antagonistas (SCHEININ et
al., 1998; SCHWEIMER et al., 2005; WANG et al., 2017; WU et al., 2019), sendo esperado,
no presente estudo, que o agonista alfa-2 adrenérgico produza reducédo da hipernocicepcdo e
do aumento da ansiedade, decorrente do convivio com o camundongo demonstrador de dor
crbnica, enquanto que o antagonista seja inefetivo para produzir alteracbes nas respostas
comportamentais investigadas, porém quando administrado combinado com o agonista, ele
seja efetivo para bloquear os receptores alfa-2 adrenérgicos e reverter seus efeitos nos
comportamentos investigados, no modelo de empatia para a dor crénica em camundongos

machos e fémeas.
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21 OBJETIVO GERAL

Avaliar a participacdo da neurotransmissdo alfa-2 adrenérgica do cértex cingulado
anterior na modulacédo da empatia relacionada a nocicepcdo e a ansiedade em camundongos

machos e fémeas que conviveram com coespecifico em dor cronica.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Auvaliar o efeito das inje¢des combinadas de ioimbina e clonidina, no cértex cingulado
anterior, na modulacdo da empatia relacionada a nocicepcdo e a ansiedade em
camundongos machos que conviveram com coespecifico em dor crénica.

e Auvaliar o efeito das injecGes combinadas de ioimbina e clonidina, no cortex cingulado
anterior, na modulacdo da empatia relacionada a nocicepcdo e a ansiedade em

camundongos fémeas que conviveram com coespecifico em dor cronica.
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3.1 ANIMAIS
Foram utilizados 211 camundongos da linhagem suico albino (96 machos e 115
fémeas), com trés semanas de vida, provenientes do biotério central da Universidade Federal
de Sdo Carlos (UFSCar). Estes camundongos foram alojados no biotério setorial do
Laboratorio de Psicologia da Aprendizagem (LPA), agrupados em gaiolas coletivas (41 x 34
X 16 cm, 4 por gaiola) e mantidos em condi¢bes de temperatura (24°C + 1) e luz (ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, luzes acesas as 7:00 horas e apagadas as 19:00 horas), e com
livre acesso ao alimento e agua, com exce¢do dos momentos experimentais.
O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal - CEUA/UFSCar (CEUA N° 8413010823), obedecendo as diretrizes do Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2 FARMACOS

Para o tratamento sistémico, foram utilizados:

e Cloridrato de cetamina (100 mg/kg, i.p., anestésico; Syntec, Brasil); xilazina (10
mg/Kg, i.p., relaxante muscular; Vetbrands, Brasil); cetoprofeno (5 mg/kg, i.p.,
antiinflamatdrio).

Para o tratamento intra-CCA foram utilizados:

e Clonidina (N -(2,6-diclorofenil)-4,5-di-hidro-1 H -imidazol-2-amina), agonista dos
receptores a2-adrenérgicos, PM (230,093 g, Cayman Chemical) 8 ug/0,1uL,
dissolvida em salina (0,9% NaCl);

e loimbina (Ester metilico do &cido 17a-hidroxi-ioimban-16a- carboxilico),
antagonista dos receptores a2-adrenérgicos, PM (354,43 g, Cayman Chemical), 0,05

1g/0,1pL, dissolvida em salina (0,9% NacCl).
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As doses foram baseadas em estudos prévios da literatura (BAPTISTA-DE-SOUZA
et al., 2015, 2022; GARBER et al., 2011; MOLLACE et al., 1990; ORTIZ et al., 2007;

STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2014).

3.3. CONSTRICAO DO NERVO ISQUIATICO

O método utilizado para reproduzir o modelo de dor crénica (BENNETT; XIE,
1988), foi modificado para camundongos (SOMMER; SCHAFERS, 1998). Para exposi¢édo
do nervo isquiatico direito proximo a sua trifurcacdo, os camundongos foram anestesiados
com cetamina e Xilazina (90 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.), e foi realizada uma
cirurgia com seccdo da fascia entre o glateo e biceps femural. Apds o corte do tecido
préximo ao nervo, a uma distancia aproximada de 8 mm, a compressdao do nervo foi
realizada através de trés amarracdes com fio estéril ndo reabsorvivel e ndo inflamatério
mononylon 6.0.

A constricdo do nervo isquiatico produz nos animais comportamentos de lamber,
sacudir a pata lesionada, e mancar da pata traseira ipsilateral, evitando colocar peso no lado
lesionado.

Foi demonstrado sinais de alodinia mecanica, térmica e hiperalgesia térmica em ratos
com lesdo da pata, ap6s dois dias de cirurgia (BENNETT; XIE, 1988). Apo6s trés dias da
cirurgia ocorre perda das fibras A, Ad e C (89%, 87% e 32%, respectivamente), ¢ apds 14
dias perda de 94% das fibras mielinizadas e 73% das fibras ndo mielinizadas (MUNGER et
al, 1992). Além disso, para avaliar a nocicepgéo cronica, foi utilizado o teste da placa quente

(BENNETT,; XIE, 1988; LIU, et al, 2002; NITANDA, et al, 2005).

3.4 AVALIACAO SENSORIAL BASAL

O registro da resposta sensorial anterior ao procedimento cirdrgico de constricdo do

nervo isquiatico ou cirurgia sham foi realizada para verificar a sensibilidade do animal a dor
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em condig¢des normais, sem a reproducao do modelo de dor. Para isto, foi utilizado o teste da

placa quente (KURAISHI et al., 1983; LIU et al., 2002).

3.5 TESTE DA PLACA QUENTE

O teste consiste em colocar o camundongo sobre uma chapa metalica aquecida a
52°C (LIU et al., 2002), até reagir ao estimulo térmico com o comportamento de levantar ou
lamber as patas. O tempo maximo de 30 segundos de permanéncia do camundongo sobre a
placa quente, foi utilizado para evitar lesdo nas patas (KURAISHI et al., 1983).

O teste é empregado para avaliar a efetividade da cirurgia de constricdo do nervo

isquiatico.

Figura 2 - Placa quente.

3.6 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os animais foram anestesiados com uma solucgédo de cetamina e xilazina (100 mg/Kg
e 10 mg/kg, i.p.), e posteriormente realizou-se a cirurgia para implantacao bilateral no cortex
cingulado anterior das canulas-guia (25-gauge), 7 mm de comprimento, que foram fixadas
no cranio por uma protese de resina acrilica autopolimerizadvel. As coordenadas
estereotaxicas utilizadas foram as seguintes: anteroposterior = +0,7 mm, lateral = +0,3 mm e

dorsoventral = -1 mm, em relag&o ao bregma (PAXINOS; FRANKLIN (2001).
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Foi introduzido em cada canula-guia um mandril de aco inoxidavel para evitar
problemas com obstrucdo, entupimento e reduzir a contaminacdo. O mandril foi removido
durante o procedimento de microinjecdo (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000).

Ao final da cirurgia, os animais receberam injecdes de cetoprofeno (5 mg/kg, s.c.,
analgesico) (GARBER et al., 2011) e ceftriaxona (4 mg/kg, i.m., antibi6tico)
(STEPANOVIC-PETROVIC et al., 2014), para evitar possiveis infeccdes. Os animais
permaneceram em recuperacao por 4 dias apos a cirurgia, antes do inicio dos experimentos

(NUNES-DE-SOUZA et al., 2000).

4 (e

Figura 3 - Estereotaxia do CCA de camundongo.

3.7 MICROINJECAO

No dia do teste, a agulha de injecdo (25-gauge) foi inserida dentro da canula-guia,
ultrapassando em 0,45 mm o comprimento da ponta da canula-guia. A agulha de injecédo foi
conectada, por meio de tubo de polietileno (PE-10) a microsseringa Hamilton (5uL) que foi
posicionada em uma bomba de microinjecdo digital (B12000 Insight Equipamentos)

programada para injetar 0,1uL de solugdo durante um periodo de 60 segundos.
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O procedimento de microinjecdo no cortex cingulado anterior consistiu em remocao
do mandril, insercdo da agulha de microinjecdo, injecdo das solugbes por 60 segundos, e
permanéncia da agulha no sitio de injecdo por 90 segundos para evitar possivel refluxo da
solugcdo. O movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno durante e depois

da injecdo das solucBes confirmaram o fluxo da solucdo (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000).

Figura 4 - Bomba de microinjecdo.

3.8 TESTE NOCICEPTIVO

Para medir a nocicepcao, foi utilizado o teste de contor¢des abdominais (VANDER
WENDE; MARGOLIN, 1956). As contorcdes foram induzidas pela injecéo intraperitoneal
(i.p.) de éacido acético a 0,6% (10 ml/kg) (VANDER WENDE; MARGOLIN, 1956;
LANGFORD et al., 2006; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015).

Os animais permaneceram na caixa com o0s coespecificos, apos a injecdo do &cido,
até o inicio das contorgdes abdominais (maximo 5 minutos), e em seguida foram
transportados na caixa com o parceiro com dor crdnica ou sham, para a sala de testes. O
teste de contorgdes foi filmado durante 5 minutos por uma cémera acoplada a um
computador que estava na sala adjacente a sala de teste. Os sujeitos que ndo contorceram no
periodo de 5 minutos antes do teste foram excluidos do estudo (BAPTISTA-DE-SOUZA et

al., 2015).

Figura 5 - Contorcéo abdominal.
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LABIRINTO EM CRUZ EM ELEVADO (LCE)

O labirinto em cruz elevado foi utilizado para avaliar comportamentos semelhantes a
ansiedade em roedores. Este aparato é composto por dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25 cm)
unidos ortogonalmente a dois bracos fechados com paredes transparentes (30 x 5 x 15 cm),
elevados a 38,5 cm do chédo por um suporte de madeira (LISTER, 1987).

Os seguintes comportamentos foram registrados e avaliados: a frequéncia total de
entradas nos bracos abertos e fechados (é considerado uma entrada quando o camundongo
coloca as quatro patas dentro de um dos bragos e saida quando ele coloca duas patas para
fora do brago), a porcentagem de entrada nos bracos abertos [aberto/total) X 100] e do
tempo gasto no braco aberto; os tempos de permanéncia nos bracos fechados e na parte
central do labirinto [(tempo/300) X 100] (LISTER, 1987). OQutros parametros
comportamentais analisados foram: as frequéncias de mergulhos (movimento exploratério
com a cabeca/ombros para fora dos bracos abertos) e esticar (stretched attend — SAP:
postura exploratdria caracterizada pelo corpo do animal estendido para frente, depois retrai a
posicdo original sem locomocdo, resposta associada a avaliacdo de risco) e imobilidade. Os
bracos fechados e o centro foram considerados areas protegidas do labirinto (CRUZ et al.,
1994; RODGERS; JOHNSON, 1995).

O teste foi gravado por uma filmadora conectada a um computador em uma sala
adjacente. A avaliacdo das medidas comportamentais aconteceu pela observacdo das
gravacdes, bem como pela utilizacdo de um programa de analise comportamental X-Plo-Rat

3.0 (GARCIA et al., 2005).

Figura 6 - Labirinto em cruz Elevado.
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3.10 HISTOLOGIA

Ao final dos experimentos, os animais foram anestesiados com uma solucdo de
cetamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, i.p.) e receberam injegdo de 0,1uL de solugao
de 1% de azul de metileno, de acordo com o procedimento descrito anteriormente para
administracdo central de farmacos. Posteriormente os animais foram eutanasiados em uma
camara de CO,. Seus encéfalos foram removidos e fixados em solugdo de formalina (10%)
por 24h e em sacarose por 48h. Com o uso do microtomo (Leica CM1850), cada encéfalo
foi seccionado em sentido coronal, e com base na canula-guia. Essas sec¢des foram
analisadas utilizando um microscopio optico (Olympus BX41TF), observando a indicacédo
do corante azul de metileno e o local onde foi aplicada a injecdo (PAXINOS; FRANKLIN,

2001).

3.11 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Posteriormente ao nascimento e desmame (21 dias), os animais foram alojados em
quartetos por 14 dias, para estabelecimento de familiaridade, formando dois grupos para 0s
experimentos:

Grupo Constricdo do Nervo Isquiatico (CNC) - ap6s 14 dias de convivéncia um dos
animais do quarteto foi submetido a cirurgia da constricdo do nervo isquiético.

Grupo Sham - ap6s 14 dias de convivéncia, um dos animais do quarteto foi submetido a
uma cirurgia semelhante a constricdo do nervo isquiatico (item 3.3), com exposi¢cdo, mas
sem o procedimento de constricdo do nervo. Esses grupos participaram dos experimentos

descritos abaixo.
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3.11.1. Experimento 1A. Avaliar o efeito da inje¢cdo combinada intra-CCA de ioimbina
seguida de clonidina na modulacdo da empatia relacionada a nocicepgdo e a ansiedade
em camundongos machos que conviveram com coespecifico em dor crénica.

Apdls o periodo de desmame, os animais foram alojados em quartetos em caixa-
moradia e mantidos no biotério setorial do LPA por 14 dias para estabelecer familiaridade
(LANGFORD et al., 2006). Apos 14 dias de convivéncia, um dos animais, tanto no grupo
CNC, quanto Sham, foi submetido a cirurgia da constricdo do nervo isquiatico ou a cirurgia
Sham e retornou a caixa-moradia. No 24° dia de convivéncia, 0s animais observadores dos
grupos CNC (Ob-CNC) ou Sham (Ob-Sham) foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantacdo das canulas-guia no CCA. No 26°, 27° e 28° dia do protocolo de convivéncia,
foi introduzida uma divisdria na caixa-moradia por 15 minutos, para produzir habituacdo e
viabilizar o teste de contor¢Ges abdominais nos camundongos Ob-CNC e Ob-Sham. Apds 4
dias de recuperacdo da cirurgia de estereotaxia, no 28° dia de convivéncia, 0s camundongos
Ob-CNC e Ob-Sham receberam microinjecdo de Salina/Salina, Salina/clonidina (8
ng/0,1ul), ioimbina (0,05 pg/0,1pul)/Salina, ioimbina (0,05 pg/0,1uL)/clonidina (8
ug/0,1uL), e depois de 5 minutos, foram submetidos ao LCE e posteriormente ao teste de
contorcBes abdominais induzidas por acido acético. Além disso, tanto as respostas
semelhantes a ansiedade, quanto contor¢des abdominais foram registradas por 5 minutos por
meio de uma filmadora.

O teste da placa quente foi utilizado para avaliar a resposta sensorial basal dos
camundongos demonstradores no 14° dia do protocolo, bem como a efetividade da cirurgia
nos animais CNC e Sham, no 28° dia, ap6s o término dos experimentos.

Ao final dos experimentos, os animais observadores (Ob-CNC e Ob-Sham) foram

eutanasiados e o0s encéfalos retirados para a observacdo histoldgica.
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Na figura 7, observamos o delineamento experimental do experimento 1A e 1B.

1° dia 14° dia 24° dia 26°,27° e 28° dia 28‘:|_ dia 28° dia
e ) Administracao de Farmacos (
Avahas:.ao ﬁ /:, . (em observadores)
S R A Sensorial | Y I oy
n Nociceptiva ’ -‘hq sty ORI
Alojamento em ’ . Bocl g # TN ‘
© TN [
A S2%€%  demonstradores w ;
J 3 e
O ) ; Habituagéo por Ea .
5 Estereotaxia do 15 minutos Labirinto em  Contorcdes
CCA em Cruz Elevado Abdominais Placa Quente
. observadores (5 miimitos) (5 minutos) (em demonstradores)
~ Selecdo do
Selecdo do il
demonstrador
demonstrador Sham

da dor crénica
pela constricao
do nervo
isquiatico
(CNC)

(controle)

Figura 7. Delineamento do experimento 1A e 1B. (Fonte: o proprio autor).

3.11.2. Experimento 1B. Avaliar o efeito da injecdo combinada intra-CCA de ioimbina
seguida de clonidina na modulagdo da empatia relacionada a nocicepcao e a ansiedade
em camundongos fémeas que conviveram com coespecifico em dor crénica.

Procedimento semelhante ao Experimento 1A, exceto que neste experimento foram

utilizados camundongos fémeas.

3.12 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados estdo apresentados como média + o erro padrdo da média (EPM).

Nesta pesquisa, utilizou-se o teste de normalidade Shapiro-Wilk, adotando como critério p <
0,05 para estabelecer se a distribuicdo de dados amostrais para cada variavel seguia uma
distribuicdo normal.

Os resultados dos camundongos observadores (Ob-Sham e Ob-CNC) submetidos ao
teste de contor¢des abdominais e ao LCE foram analisados pela ANOVA de trés vias (Fator
1: convivio, Fator 2: pré-tratamento, Fator 3: tratamento). Os casos de significancia foram

analisados pelo teste de comparac¢des multiplas de Duncan.
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Os resultados dos camundongos Sham e CNC expostos a placa quente foram
analisados pela ANOVA de uma via com medidas repetidas. Os casos de significancia
foram analisados pelo teste de comparacdes multiplas de Duncan.

Os valores de P menor ou igual a 0,05 foram considerados como significativos.
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4.1. EFEITO DA HIPERALGESIA INDUZIDA PELA CONSTRICAO DO NERVO
ISQUIATICO NOS CAMUNDONGOS MACHOS E FEMEAS AVALIADOS NO
TESTE DE PLACA QUENTE.

Para avaliar a sensibilidade nociceptiva e a efetividade da cirurgia de constri¢cdo do
nervo isquiatico, realizamos o teste da placa quente antes da realizacdo do procedimento
cirargico nos demonstradores sham e CNC (avaliacdo nociceptiva basal, 14° dia), e no
ultimo dia dos experimentos (avaliagdo nociceptiva final, apds a constricdo do nervo
isquiatico, 28° dia). Nesse procedimento, foram utilizados 38 camundongos machos [sham
(n=19), e CNC (n=19)] (Figura 8A); e 45 camundongos fémeas [sham (n=22), e CNC (n=
23)] (Figura 8B).

A ANOVA de uma via com medidas repetidas mostrou efeitos significativos para 0s
camundongos machos para o fator condicdo [F(1,36) = 7,87, p < 0,05], e interacdo entre a
condicdo e reteste nociceptivo [F(1,36) = 23,17, p < 0,05].

O teste post hoc de Duncan revelou diminuicdo da laténcia de retirada da pata
traseira direita ao estimulo térmico nos camundongos constritos (CNC) comparados aos
camundongos sham, confirmando a hipernocicepcao induzida pela cirurgia de constri¢do do
nervo isquiatico (Figura 8A). O post hoc revelou diferenca entre a laténcia de nocicepgéo
basal e final avaliado no teste da placa quente, para os camundongos demonstradores
machos CNC, sem alteracdo nos camundongos Sham (Figura 8A).

A ANOVA de uma via com medidas repetidas mostrou efeitos significativos para 0s
camundongos fémeas para o fator condi¢do [F(1,43) = 10,88 p < 0,05], e interacdo entre a
condig&o e reteste nociceptivo [F(1,43) = 17,75, p < 0,05] (Figura 8B).

O teste post hoc de Duncan revelou diminuicdo da laténcia de retirada da pata
traseira direita ao estimulo térmico nos camundongos fémeas constritos (CNC) comparados
aos camundongos Sham, confirmando a hipernocicepcdo induzida pela cirurgia de

constricdo do nervo isquiatico (Figura 8B). O post hoc revelou diferenca entre a laténcia de
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nocicepcdo basal e final avaliado no teste da placa quente, para 0s camundongos

demonstradores fémeas CNC e sham.

Figura 8. Laténcia de retirada da pata traseira direita nos camundongos machos (A) e fémeas (B), Sham e
constritos (CNC) avaliados no teste de placa quente antes da cirurgia da constricdo do nervo isquiatico
(laténcia basal) e no 28° dia (laténcia final) ap6s o término do teste de contor¢des abdominais nos grupos Ob-
CNC e Ob-Sham. As barras com os pontos de dispersdo representam os valores das médias e o erro padrdo da
média (M£E.P.M), (machos, n = 19 por grupo; fémeas, n = 22-23). #p <0,05 compara¢do da nocicepg¢do final
com a basal. CNC = camundongos com constricdo no nervo isquiatico, Sham = camundongos sem constri¢éo
do nervo isquiatico. (ANOVA de uma via com medidas repetidas, seguida pelo teste de Duncan).
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4.2. RESULTADOS HISTOLOGICOS

As andlises histoldgicas confirmaram a canulacdo positiva bilateral para 128
camundongos, a saber: Experimento 1A [Ob-Sham Salina/Salina (n = 9), Ob-Sham
Salina/Clonidina 8 (n = 7), Ob-Sham loimbina 0,05/Salina (n = 7), Ob-Sham loimbina
0,05/Clonidina 8 (n = 7), Ob-CNC Salina/Salina (n=8), Ob-CNC Salina/Clonidina 8 (n = 7),
Ob-CNC loimbina 0,05/Salina (n = 7), Ob-CNC loimbina 0,05/Clonidina 8 (n = 6)].
Experimento 1B [Ob-Sham Salina/Salina (n = 9), Ob-Sham Salina/Clonidina 8 (n = 11), Ob-
Sham loimbina 0,05/Salina (n = 8), Ob-Sham loimbina 0,5/Clonidina 8 (n = 7), Ob-CNC
Salina/Salina (n = 10), Ob-CNC Salina/Clonidina 8 (n = 11), Ob-CNC loimbina 0,05/Salina
(n = 8), Ob-CNC loimbina 0,5/Clonidina 8 (n =6)]. O indice de acertos de injecdo no CCA

foi de 85% (Figura 9).

Figura 9. (A) Esquema de secgdes coronais representando alguns dos sitios de injecdo no CCA de
camundongos. Os circulos pretos representam os locais de injecdo dentro do CCA e os circulos cinza
representam os locais fora da estrutura (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). (B) Fotomicrografia de uma seccéo
coronal de um sujeito representativo mostrando sitios de injecdo no CCA de um camundongo (Bregma=
1,18mm).

BREGMA 1.34 mm

A

BREGMA 1.10 mm

BREGMA 0.86 mm

Bregma 1,18 mm
(Fonte: o prdprio autor).
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43. EXPERIMENTO 1. EFEITO AVALIAR O EFEITO DA INJECAO
COMBINADA INTRA-CCA DE IOIMBINA SEGUIDA DE CLONIDINA NA
MODULACAO DA EMPATIA RELACIONADA A NOCICEPCAO E A
ANSIEDADE EM CAMUNDONGOS MACHOS E FEMEAS QUE CONVIVERAM
COM COESPECIFICO EM DOR CRONICA.

4.3.1 Experimento 1A. Efeito da injecdo intra-CCA de ioimbina seguida de clonidina
na modulacdo da empatia relacionada a nocicepg¢do e a ansiedade em camundongos
machos que conviveram com coespecifico em dor crénica.

Para os camundongos machos, a ANOVA de trés fatores (convivio x pré-tratamento
X tratamento) mostrou efeitos significativos para os fatores convivio [F(1,50) = 28,71; p <
0,05] e tratamento [F(1,50) = 7,33; p < 0,05], e auséncia de efeito para o fatores: pré-
tratamento [F(1,50) = 2,25; p >0,07], interacdo entre convivio e pré-tratamento [F(1,50) =
2,51; p > 0,05], interacdo entre convivio e tratamento [F(1,50) = 3,10; p = 0,08], pré-
tratamento e tratamento [F(1,50) = 0,13; p > 0,05], e convivio, pré-tratamento e tratamento
[F(1,50) = 0,51; p > 0,05].

O teste de Duncan revelou aumento no numero de contor¢cBes abdominais nos
animais Ob-CNC Salina/Salina comparados com os animais Ob-Sham Salina/Salina, Ob-
CNC loimbina (I0B 0,05 pg/Salina) comparados com os animais Ob-Sham I0B 0,05
pg/Salina, Ob-CNC I0B 0,05 pg/Clonidina 8 pug comparados com os animais Ob-Sham 10B
0,05 pg/Clonidina 8 ug (efeito do convivio).

O post hoc revelou que a administracdo de clonidina (8 pg) intra-CCA diminuiu o
numero de contor¢cbes abdominais nos animais Ob-CNC Salina/Clonidina (8 ug),
comparados com os animais Ob-CNC Salina/Salina (efeito do tratamento). Enquanto a
administracdo combinada de 10B (0,05 pg) e clonidina (8 pg), aumentou 0 ndmero de
contorgdes abdominais nos animais Ob-CNC 10B 0,05 pg/Clonidina 8 pg, comparados com

0s animais Ob-CNC Salina/Clonidina 8 pg (efeito do pré-tratamento).
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O numero de contor¢des abdominais néo foi alterado nos animais Ob-Sham 10B 0,05
Hg/Salina e Ob-Sham Salina/Clonidina 8 pg, comparados aos respectivos controles Ob-

Sham Salina/Salina (Figura 10).

Figura 10. Efeitos da injecdo bilateral intra-CCA de salina/salina, salina/clonidina (8 pg/0,1pL), ioimbina/salina
(0,05 pg/0,1puL), e ioimbina/clonidina (0,05 e 8 pg/0,1uL) sobre a nocicep¢do em camundongos machos que
conviveram com coespecifico em dor crbnica. As barras com os pontos de disperséo representam os valores das
médias e o erro padrdo da média (M+EPM) do nimero de contor¢bes abdominais em camundongos machos
alojados em quartetos nos grupos Ob-Sham e Ob-CNC (n=6-9). #P<0,05 comparado ao respectivo Ob-Sham.
*P<0,05 comparado ao Ob-CNC salina/salina. lP<O,05 comparado ao Ob-CNC salina/clonidina 8 pg (ANOVA
de trés fatores, seguida do teste de Duncan). Ob-CNC= observador do camundongo com constricdo do nervo
isquiatico; Ob-Sham= observador do camundongo sem constri¢do do nervo isquiatico.
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As Figuras 11 (A, B e C) representam os efeitos da administracdo intra-CCA de
Salina/Salina, Salina/Clonidina 8, loimbina 0,05/Salina e loimbina 0,05/Clonidina 8 (ug/0,1
uL) sobre comportamentos relacionados a ansiedade em camundongos machos expostos ao
labirinto em cruz elevado, induzida pelo modelo de empatia relacionada a nocicep¢do em
camundongos machos que conviveram com coespecifico em dor crénica.

Na Figura 11A, a ANOVA de trés fatores (convivio x pré-tratamento X tratamento)
demonstrou efeito significativo na %EBA para o fator convivio [F(1,50) = 10,54; p < 0,05] e
auséncia de efeito para o fator pré-tratamento [F(1,50) = 1,09; p > 0,05], tratamento [F(1,50)
= 2,88; p > 0,05] e para a interacGes entre os fatores: convivio e pré-tratamento [F(1,50) =

0,01; p > 0,05]; convivio e tratamento [F(1,50) = 0,70; p > 0,05]; pré-tratamento e
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tratamento [F(1,50) = 2,03; p > 0,05] e convivio, pré-tratamento e tratamento [F(1,50) =
0,95; p > 0,05].

O teste de Duncan revelou diminui¢do na % entrada nos bracos abertos nos animais
Ob-CNC Salina/Salina comparados com os controles Ob-Sham Salina/Salina (efeito do
convivio). Nenhum dos tratamentos alterou a % entrada nos bracos abertos nos animais
observadores Sham e CNC.

Na Figura 11B, a ANOVA de trés fatores (convivio x pré-tratamento x tratamento)
demonstrou efeito significativo na %TBA para o fator convivio [F(1,50) = 5,46; p < 0,05] e
para a interacdo entre os fatores pré-tratamento e tratamento [F(1,50) = 9,16; p < 0,05], e
auséncia de efeito para o fator pré-tratamento [F(1,50) = 0,17; p > 0,05], tratamento [F(1,50)
= 0,05; p > 0,05] e para a interacGes entre os fatores: convivio e pré-tratamento [F(1,50) =
0,34; p > 0,05]; convivio e tratamento [F(1,50) = 0,12; p > 0,05]; e convivio, pré-tratamento
e tratamento [F(1,50) = 1,66; p > 0,05].

O teste de Duncan revelou diminuicdo na % tempo nos bracos abertos nos animais
Ob-CNC Salina/Salina comparados com os controles Ob-Sham Salina/Salina (efeito do
convivio).

O post hoc revelou que a administracdo de Salina/Clonidina (8 ug) e 10B (0,05
pg)/Salina intra-CCA diminuiu a % tempo nos bracos abertos nos animais Ob-Sham
Salina/Clonidina (8 pg) (efeito do tratamento) e Ob-Sham IOB (0,05 ug)/Salina (efeito do
pré-tratamento), comparados com 0s respectivos animais Ob-Sham Salina/Salina. Nenhum
dos tratamentos alterou a % tempo nos bragos abertos nos animais observadores CNC,
comparados aos respectivos controles Ob-Sham Salina/Salina (Figura 11B).

Na Figura 11C, de trés fatores (convivio x pre-tratamento x tratamento) demonstrou
efeito significativo na EBF para o fator convivio [F(1,50) = 5,40; p < 0,05] e auséncia de

efeito para o fator pre-tratamento [F(1,50) = 1,52; p > 0,05], tratamento [F(1,50) = 2,22; p >
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0,05] e para a interacOes entre os fatores: convivio e pré-tratamento [F(1,50) = 0,82; p >
0,05]; convivio e tratamento [F(1,50) = 2,82; p > 0,05]; pré-tratamento e tratamento [F(1,50)
=2,31; p > 0,05] e convivio, pré-tratamento e tratamento [F(1,50) = 7,52; p > 0,05].

O teste de Duncan revelou aumento nas entradas nos bracos fechados nos animais
Ob-CNC Salina/Salina comparados com os controles Ob-Sham Salina/Salina (efeito do
convivio).

Nenhum dos tratamentos alterou as entradas nos bracos fechados nos animais

observadores Sham e CNC.

Figura 11. Efeitos da injecdo bilateral intra-CCA de salina/salina, salina/clonidina (8 pg/0,1pL),
ioimbina/salina (0,05 pg/0,1uL) e ioimbina/clonidina (0,05 e 8 pg/0,1uL) sobre a modulagdo da ansiedade em
camundongos machos expostos ao labirinto em cruz elevado, (A) porcentagem de entradas nos bragos abertos
(%EBA), (B) porcentagem de tempo nos bragos abertos (%TBA) e (C) frequéncia de entradas nos bracos
fechados (EBF), induzida pelo modelo de empatia relacionada & nocicep¢do em camundongos machos que
conviveram com coespecifico em dor crénica. As barras com os pontos de dispersdo representam os valores
das médias e o erro padrdo da média (M+EPM) em camundongos machos alojados em quartetos nos grupos
Ob-Sham e Ob-CNC (n=6-9). #P<0,05 comparado ao respectivo Ob-Sham. *P<0,05 comparado ao Ob-CNC
salina/salina. (ANOVA de trés fatores, seguida do teste de Duncan). Ob-CNC= observador do camundongo
com constricdo do nervo isquiatico; Ob-Sham= observador do camundongo sem constricdo do nervo
isquiatico.
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A Tabela 1 representa os efeitos da administragdo intra-CCA de Salina/Salina,
Salina/Clonidina 8, loimbina 0,05/Salina e loimbina 0,05/Clonidina 8 (pg/0,1 uL) sobre a

modulacdo da ansiedade em camundongos machos expostos ao labirinto em cruz elevado,
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induzida pelo modelo de empatia relacionada a nocicep¢do em camundongos machos que
conviveram com coespecifico em dor cronica.

A ANOVA de trés fatores (convivio x pré-tratamento x tratamento) revelou efeito
significativo para as medidas espaco-temporais, para 0s seguintes comportamentos: %TC
[pré-tratamento F(1,50) = 5,35; p < 0,05]; %SAPProt [interacdo para convivio e tratamento
F(1,50) = 8,03; p < 0,05]; TMerg [pré-tratamento F(1,50) = 10,00; p < 0,05]; %MergProt
[convivio F(1,50) = 5,41; p < 0,05]; timobi [pré-tratamento F(1,50) = 4,46; p < 0,05].

No entanto, mostrou auséncia de efeito significativo para 0s seguintes
comportamentos: %TC [convivio F(1,50) = 1,45; p > 0,05; tratamento F(1,50) = 0,02; p >
0,05; interacdo entre convivio e pré-tratamento F(1,50) = 0,13; p > 0,05; interacdo entre
convivio e tratamento F(1,50) = 1,71; p > 0,05; interacdo entre pré-tratamento e tratamento
F(1,50) = 2,29; p > 0,05; interacdo entre convivio, pré-tratamento e tratamento F(1,50) =
0,05; p > 0,27]; TSAP [convivio F(1,50) = 0,31; p > 0,05; pré-tratamento F(1,50) = 2,38; p >
0,05; tratamento F(1,50) = 2,30; p > 0,05; interacdo entre convivio e pré-tratamento F(1,50)
= 0,37; p > 0,05; interacdo entre convivio e tratamento F(1,52) = 0,98; p > 0,05; interacdo
entre pré-tratamento e tratamento F(1,50) = 0,29; p > 0,05; interacdo entre convivio, pre-
tratamento e tratamento F(1,50) = 0,61; p > 0,05]; %SAPProt [convivio F(1,50) = 1,04; p >
0,05; pré-tratamento F(1,50) = 1,67; p > 0,05; tratamento F(1,50) = 1,06; p > 0,05; interacao
entre convivio e pré-tratamento F(1,50) = 0,65; p > 0,05; interacdo entre pré-tratamento e
tratamento F(1,50) = 0,01; p > 0,05; interacdo entre convivio, pré-tratamento e tratamento
F(1,50) = 0,36; p > 0,05]; TMerg [convivio F(1,50) = 2,40; p > 0,05; tratamento F(1,52) =
2,31; p > 0,05; interacdo entre convivio e pré-tratamento F(1,50) = 0,71; p > 0,05; interacédo
entre convivio e tratamento F(1,50) = 0,28; p > 0,05; interacdo entre preé-tratamento e
tratamento F(1,50) = 0,38; p > 0,05; interacdo entre convivio, pré-tratamento e tratamento
F(1,50) = 2,82; p > 0,05]; %MergProt [pré-tratamento F(1,50) = 1,89; p > 0,05; tratamento

F(1,50) = 1,05; p > 0,05; interacdo entre convivio e pré-tratamento F(1,50) = 0,23; p > 0,05;
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interacdo entre convivio e tratamento F(1,50) = 1,74; interacdo entre pré-tratamento e
tratamento F(1,50) = 3,56; p > 0,05; interacdo entre convivio, pre-tratamento e tratamento
F(1,50) = 0,08; p > 0,05]; TLEV [convivio F(1,50) = 1,90; p > 0,05; pré-tratamento F(1,50)
= 0,07; p > 0,05; tratamento F(1,50) = 1,44; p > 0,05; interacdo entre convivio e pré-
tratamento F(1,50) = 0,00; p > 0,05; interacdo entre convivio e tratamento F(1,50) = 0,08; p
> 0,05; interacdo entre pré-tratamento e tratamento F(1,50) = 2,19; p > 0,05; interacao entre
convivio, pré-tratamento e tratamento F(1,50) = 1,03; p > 0,05]; e Timobi [convivio F(1,50)
= 0,47; p > 0,05; tratamento F(1,50) = 1,52; p > 0,05; interacdo entre convivio e pré-
tratamento F(1,50) = 0,05; p > 0,05; interacdo entre convivio e tratamento F(1,50) = 0,42; p
> 0,05; interagdo entre convivio, pré-tratamento e tratamento F(1,50) = 0,03; p > 0,05].

O post hoc foi realizado, considerando os efeitos de interacdo entre os fatores. O
teste de Duncan revelou aumento para a %SAPProt nos animais Ob-CNC Salina/Salina
comparados aos Ob-Sham Salina/Salina (efeito do convivio).

O post hoc revelou reducdo para %SAPProt nos camundongos Ob-CNC
Salina/Clonidina 8, em comparacdo ao Ob-CNC Salina/Salina (efeito do tratamento); e
TMerg [camundongos Ob-Sham loimbina 0,05/Salina em comparacdo ao Ob-Sham
Salina/Salina; camundongos Ob-CNC 0B 0,05/Clonidina 8, em comparac¢do ao Ob-CNC

Salina/Clonidina (efeito do pré-tratamento).
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Tabela 1. Efeito da administracdo combinada intra-CCA de Salina, loimbina (0,05ug/0,1 pL) seguida respectivamente de Salina, Clonidina
(8g/0,1uL) sobre a avaliacdo de comportamentos relacionados a ansiedade em camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado, induzida
pelo modelo de empatia relacionada a nocicep¢do em camundongos machos que conviveram com coespecifico em dor cronica. Os valores
representam as médias e o erro padrdo da media (M+EPM) em camundongos machos alojados em quartetos nos grupos Ob-Sham e Ob-CNC
(n=6-9). #P<0,05 comparado ao respectivo Ob-Sham. *P<0,05 comparado ao Ob-CNC salina/salina. 'P<0,05 comparado ao Ob-CNC
salina/Clonidina 8 ug (ANOVA de trés fatores, seguida do teste de Duncan). Ob-CNC= observador do camundongo com constricdo do nervo
isquiatico; Ob-Sham= observador do camundongo sem constricdo do nervo isquiatico; Sal/Sal= Salina/Salina; Sal/Clo 8= Salina/Clonidina 8
Mg; 10B 0,05/Sal=10B 0,05 ug /Salina; 10B 0,05/Clo 8= 10B 0,05 pg/Clonidina 8 pg.

Ob-Sham Ob-CNC
Comportamentos Tratamento (ug/0,1uL)
Sal/Sal Sal/Clo8 10B0,05/Sal 10B0,05/Clo8  Sal/Sal Sal/Clo8 10B 0,05/Sal 10B 0,05/Clo 8
% Tempo no Centro 374+41 452+6,1 339+59 345+6,1 46,0+ 2,2 48,1 +6,1 43,7+4,6 30,9+55
Total de Esticar 46+1,0 50+1,8 81+19 6,3+1,8 6,0+2,3 6,1+1,6 10,1 +0,8 43+1,2
% Esticar Protegido 543+129 733+153 541+88 65,3+2,4 986 +14# 59,8+ 10,6* 74,6 £ 10,0 48,3+ 18,3
Total de Mergulhos 46,3+49 384+59 26,7+9,1* 27,0149 32,6 +3,9 33,6 +5,3 32,6+4,6 15,7 + 2,41
% Mergulhos Protegidos 34,6 +6,0 59,3+9,1 416+8,7 425+8,7 58,7+15 65984 57,3+8,7 470+9,4
Total de Levantamentos 98+24 171+33 140+3,0 12,1+3,3 98+15 12,3+2,3 10,0+ 3,0 10,8+ 1,0

Imobilidade 4,7+ 3,7 0,0+0,0 9,0+6,0 19,6 + 16,9 0,0+0,0 0,1+0,1 0,1+0,1 19,2+ 11,6
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4.4.2 Experimento 1B. Efeito da injecdo combinada intra-CCA de ioimbina
(antagonista dos receptores alfa-2 adrenérgicos) seguida de clonidina (agonista dos
receptores alfa-2 adrenérgicos), na modulacdo da empatia relacionada a nocicepcéo e a

ansiedade em camundongos fémeas que conviveram com coespecifico em dor crénica.

Para os camundongos fémeas, a ANOVA de trés fatores [fator 1, convivio (Sham ou
CNC)], [fator 2, pré-tratamento (Salina/Salina, loimbina 0,05/Salina (ug/0,1uL intra-CCA)]
e [fator 3, tratamento (Clonidina 8/Salina, loimbina 0,05/Salina e loimbina 0,05/Clonidina 8
(ug/0,1 pL intra-CCA)] mostrou efeitos significativos para o fator convivio [F(1,62) =
18,05; p < 0,05], para a interacdo entre os fatores convivio e pré-tratamento [F(1,62) =
5,399; p < 0,05] e tendéncia de efeito para o fator pré-tratamento [F(1,62) = 2,81; p = 0,09],
e auséncia de efeito para o fator tratamento [F(1,62) = 1,00; p > 0,05], e para a interacéo
entre os fatores: convivio e tratamento [F(1,62) = 1,76; p > 0,05]; pré-tratamento e
tratamento [F(1,62) = 1,76; p > 0,05] e convivio, pré-tratamento e tratamento [F(1,62) =
1,45; p>0,05].

O efeito da interacdo permite realizar o post hoc. O teste de Duncan revelou aumento
no numero de contor¢des abdominais nos camundongos Ob-CNC Salina/Salina, e Ob-CNC
IOB 0,05 pg/Clonidina 8 pg comparados com o0s respectivos controles, Ob-Sham
Salina/Salina e Ob-Sham I0B 0,05 pg/Clonidina 8 ug (efeito do convivio).

O post hoc revelou que a administragdo de clonidina (8 ug) intra-CCA diminuiu o
nimero de contorcdes abdominais nos animais Ob-CNC Salina/Clonidina (8 pg),
comparados aos camundongos Ob-CNC Salina/Salina (efeito do tratamento).

O ndmero de contor¢des abdominais ndo foi alterado nos camundongos Ob-CNC
IOB 0,05 pg/Salina comparados aos controles Ob-CNC Salina/Salina. Entretanto, a

administracdo combinada de ioimbina (0,05 ug) e clonidina (8 pg), aumentou 0 numero de
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contorcdes abdominais nos camundongos Ob-CNC 10B 0,05 pg/Clonidina 8 ug comparados
aos Ob-CNC Salina/Clonidina 8 g (efeito do pré-tratamento).

O numero de contor¢des abdominais ndo foi alterado nos camundongos Ob-Sham
Salina/Clonidina 8 pg, Ob-Sham 10B 0,05 pg/Salina e Ob-Sham 10B 0,05 pg/Clonidina 8

Kg, comparados aos respectivos controles Ob-Sham Salina/Salina (Figura 12).

Figura 12. Efeitos da injecdo bilateral intra-CCA de salina/salina, clonidina/salina (8ug/0,1uL),
ioimbina/salina (0,05ug/0,1uL) e ioimbina/clonidina (0,05 e 8ug/0,1uL) sobre a nocicepcdo em camundongos
fémeas que conviveram com coespecifico em dor cronica. As barras com os pontos de dispersdo representam
os valores das médias e o erro padrdo da média (MtEPM) do nimero de contor¢fes abdominais em
camundongos fémeas alojados em quartetos nos grupos Ob-Sham e Ob-CNC (n=6-10). #P<0,05 comparado ao
respectivo Ob-Sham. *P<0,05 comparado ao Ob-CNC salina/salina. 1P<0,05 comparado ao Ob-CNC
salina/clonidina 8ug (ANOVA de trés fatores, seguida do teste de Duncan). Ob-CNC= observador do
camundongo com constricdo do nervo isquiatico; Ob-Sham= observador do camundongo sem constricdo do
nervo isquiatico.
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As Figuras 13 (A, B e C) representam os efeitos da administracdo intra-CCA de
Salina/Salina, Salina/Clonidina 8, loimbina 0,05/Salina e loimbina 0,05/Clonidina 8 (ug/0,1
pL) sobre comportamentos relacionados a ansiedade em camundongos fémeas expostos ao
labirinto em cruz elevado, induzida pelo modelo de empatia relacionada a nocicep¢do em

camundongos fémeas que conviveram com coespecifico em dor cronica.
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Na Figura 13A, a ANOVA de trés fatores (convivio x pré-tratamento X tratamento)
demonstrou efeito significativo na %EBA para o fator convivio [F(1,62) = 4,02; p < 0,05] e
para a interacdo entre convivio e tratamento [F(1,62) = 9,45; p < 0,05], e auséncia de efeito
para o fator pré-tratamento [F(1,62) = 2,73; p > 0,05], tratamento [F(1,62) = 1,81; p > 0,05]
e para a interacdes entre os fatores: convivio e pré-tratamento [F(1,62) = 0,69; p > 0,05];
pré-tratamento e tratamento [F(1,62) = 0,65; p > 0,05]; e convivio, pré-tratamento e
tratamento [F(1,62) = 0,06; p > 0,05].

O efeito da interacdo permite realizar o post hoc. O teste de Duncan revelou
diminuicdo na % entrada nos bragos abertos nos camundongos Ob-CNC Salina/Salina
comparados com os controles Ob-Sham Salina/Salina (efeito do convivio). Nenhum dos
tratamentos alterou a % entrada nos bracos abertos nos camundongos observadores Sham e
CNC.

Na Figura 13B, a ANOVA de trés fatores (convivio x pré-tratamento x tratamento)
demonstrou efeito significativo na %TBA para o fator convivio [F(1,62) = 6,62; p < 0,05],
pré-tratamento [F(1,62) = 4,69; p < 0,05] e para a interacdo entre os fatores convivio e
tratamento [F(1,62) = 8,23; p < 0,05], e auséncia de efeito para o fator tratamento [F(1,62) =
0,03; p > 0,05], e para a interacdes entre os fatores: convivio e pré-tratamento [F(1,62) =
0,03; p > 0,05]; pré-tratamento e tratamento [F(1,62) = 0,45; p > 0,05]; e convivio, pré-
tratamento e tratamento [F(1,62) = 0,95; p > 0,05].

O efeito da interacdo permite realizar o post hoc. O teste de Duncan revelou
diminuicdo na % tempo nos bragos abertos nos camundongos Ob-CNC Salina/Salina
comparados com os controles Ob-Sham Salina/Salina (efeito do convivio).

Nenhum dos tratamentos alterou a % tempo nos bracos abertos nos camundongos

observadores CNC. Entretanto, o post hoc revelou diminuicdo na % tempo nos bragos
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abertos nos camundongos Ob-Sham Salina/Clonidina (8 pg) comparados com o0s controles
Ob-Sham Salina/Salina (efeito do tratamento).

Na Figura 13C, de trés fatores (convivio x pré-tratamento x tratamento) demonstrou
efeito significativo na EBF para o fator pré-tratamento [F(1,62) = 6,68; p < 0,05] e auséncia
de efeito para o fator convivio [F(1,62) = 0,23; p > 0,05], tratamento [F(1,62) = 0,23; p >
0,05] e para a interacGes entre os fatores: convivio e pré-tratamento [F(1,62) = 0,14; p >
0,05]; convivio e tratamento [F(1,62) = 2,83; p > 0,05]; pré-tratamento e tratamento [F(1,62)
=0,70; p > 0,05] e convivio, pré-tratamento e tratamento [F(1,62) = 0,52; p > 0,05].

O teste de Duncan revelou que nenhum dos tratamentos alterou as entradas nos

bracos fechados nos camundongos observadores Sham e CNC.

Figura 13. Efeitos da injecdo bilateral intra-CCA de salina/salina, salina/clonidina (8ug/0,1pL),
ioimbina/salina (0,05pg/0,1 L) e ioimbina/clonidina (0,05 e 8ug/0,1uL) sobre a modulacdo da ansiedade em
camundongos fémeas expostos ao labirinto em cruz elevado, (A) porcentagem de entradas nos bragos abertos
(%EBA), (B) porcentagem de tempo nos bragos abertos (%TBA) e (C) frequéncia de entradas nos bragos
fechados (EBF), induzida pelo modelo de empatia relacionada a nocicep¢do em camundongos fémeas que
conviveram com coespecifico em dor crénica. As barras com os pontos de dispersdo representam os valores
das médias e o erro padrdo da média (M£EPM) em camundongos fémeas alojados em quartetos nos grupos
Ob-Sham e Ob-CNC (n=6-10). #P<0,05 comparado ao respectivo Ob-Sham. *P<0,05 comparado ao Ob-Sham
salina/salina. (ANOVA de trés fatores, seguida do teste de Duncan). Ob-CNC= observador do camundongo
com constricdo do nervo isquiatico; Ob-Sham= observador do camundongo sem constricdo do nervo
isquiatico.
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A Tabela 2 representa os efeitos da administragdo intra-CCA de Salina/Salina,

Salina/Clonidina 8, loimbina 0,05/Salina e loimbina 0,05/Clonidina 8 (pg/0,1 uL) sobre a
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modulacdo da ansiedade em camundongos fémeas expostos ao labirinto em cruz elevado,
induzida pelo modelo de empatia relacionada a nocicep¢cdo em camundongos fémeas que
conviveram com coespecifico em dor cronica.

A ANOVA de trés fatores (convivio x pré-tratamento x tratamento)] revelou efeito
significativo para as medidas espaco-temporais, para 0 seguinte comportamento: %TC
[condicdo F(1,62) = 4,66; p < 0,05; interacdo entre condicédo e tratamento F(1,62) = 4,29; p
< 0,05]; TSAP [pré-tratamento F(1,62) = 4,79; p < 0,05]; %SAPProt [interacdo para
convivio e tratamento F(1,62) = 5,51; p < 0,05]; TMerg [pré-tratamento F(1,62) = 22,21; p <
0,05]; %MergProt [convivio F(1,62) = 4,73; p < 0,05; tratamento F(1,62) = 4,79; p < 0,05;
interacdo entre convivio e tratamento F(1,62) = 5,21; p < 0,05]; TLEV [tratamento F(1,62)
= 4,36; p < 0,05; interacdo entre pré-tratamento e tratamento F(1,62) = 6,72; p < 0,05].

No entanto, mostrou auséncia de efeito significativo para 0s seguintes
comportamentos: %TC [pré-tratamento F(1,62) = 0,09; p > 0,05; tratamento F(1,62) = 2,92;
p > 0,05; interagdo entre convivio e pré-tratamento F(1,62) = 0,38; p > 0,05; interacéo entre
pré-tratamento e tratamento F(1,62) = 0,66; p > 0,05; interacdo entre convivio, pré-
tratamento e tratamento F(1,62) = 0,07; p > 0,05]; TSAP [convivio F(1,62) = 0,00; p > 0,05;
tratamento F(1,62) = 0,45; p > 0,05; interacdo entre convivio e pré-tratamento F(1,62) =
0,00; p > 0,05; interacdo entre convivio e tratamento F(1,52) = 0,06; p > 0,05; interacdo
entre pré-tratamento e tratamento F(1,62) = 0,03; p > 0,05; interacdo entre convivio, pré-
tratamento e tratamento F(1,62) = 0,81; p > 0,05]; %SAPProt [convivio F(1,62) =0,53; p >
0,05; pré-tratamento F(1,62) = 0,00; p > 0,05; tratamento F(1,62) = 2,20; p > 0,05; interacéo
entre convivio e pré-tratamento F(1,62) = 1,52; p > 0,05; interacdo entre pré-tratamento e
tratamento F(1,62) = 0,36; p > 0,05; interacdo entre convivio, pré-tratamento e tratamento
F(1,62) = 0,00; p > 0,05]; TMerg [convivio F(1,62) = 0,10; p > 0,05; tratamento F(1,62) =

0,00; p > 0,05; interacdo entre convivio e pré-tratamento F(1,62) = 0,00; p > 0,05; interacédo
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entre convivio e tratamento F(1,62) = 0,16; p > 0,05; interacdo entre pré-tratamento e
tratamento F(1,62) = 1,72; p > 0,05; interacdo entre convivio, pré-tratamento e tratamento
F(1,62) = 1,95; p > 0,05]; %MergProt [pré-tratamento F(1,62) = 0,03; p > 0,05; interagdo
entre convivio e pré-tratamento F(1,62) = 0,52; p > 0,05; interacdo entre pré-tratamento e
tratamento F(1,62) = 0,12; p > 0,05; interacdo entre convivio, pré-tratamento e tratamento
F(1,62) = 0,22; p > 0,05]; TLEV [convivio F(1,62) = 0,70; p > 0,05; pré-tratamento F(1,62)
= 0,31; p > 0,05; interacdo entre convivio e pré-tratamento F(1,62) = 0,00; p > 0,05;
interacdo entre convivio e tratamento F(1,62) = 0,42; p > 0,05; interacdo entre convivio,
pré-tratamento e tratamento F(1,62) = 0,74; p > 0,05]; e timobi [convivio F(1,62) = 3,97; p >
0,05; pré-tratamento F(1,62) = 3,22; p > 0,05; tratamento F(1,62) = 0,13; p > 0,05; interacdo
entre convivio e pré-tratamento F(1,62) = 2,64; p > 0,05; interacdo entre convivio e
tratamento F(1,62) = 0,03; p > 0,05; interacdo entre pré-tratamento e tratamento F(1,62) =
0,00; p > 0,05; interacdo entre convivio, pré-tratamento e tratamento F(1,62) = 0,03; p >
0,05].

O post hoc foi realizado, considerando os efeitos de interacdo entre os fatores. O
teste de Duncan revelou reducdo para os seguintes comportamentos: %TC [Ob-CNC
Salina/Clonidina 8 em comparacdo com Ob-CNC Salina/Salina (efeito do tratamento)];
TMerg [Ob-Sham loimbina 0,05/Salina em comparacdo com Ob-Sham/Salina/Salina; Ob-
Sham loimbina 0,05/Clonidina 8 em comparacdo com Ob-Sham Salina/Clonidina 8; e Ob-
CNC loimbina 0,05/Clonidina 8 em comparagdo com Ob-CNC Salina/Clonidina 8 (efeito do
pré-tratamento)]; %MergProt [Ob-CNC Salina/Clonidina 8 em comparagdo com Ob-CNC
Salina/Salina (efeito do tratamento)].

O teste de Duncan revelou tendéncia de aumento na %SAPProt nos camundongos
Ob-CNC Salina/Salina, comparados com os controles Ob-Sham/Salina/Salina (P=0,06,

efeito do convivio).



Tabela 2. Efeito da administracdo combinada intra-CCA de Salina, loimbina (0,05ug/0,1 pL) seguida respectivamente de Salina, Clonidina
(81g/0,1uL) sobre a avaliagdo de comportamentos relacionados a ansiedade em camundongos expostos ao labirinto em cruz elevado, induzida pelo
modelo de empatia relacionada a nocicepg¢do em camundongos fémeas que conviveram com coespecifico em dor cronica. Os valores representam as médias
e 0 erro padrdo da média (M£EPM) em camundongos fémeas alojados em quartetos nos grupos Ob-Sham e Ob-CNC (n=6-10). #P<0,05 comparado ao
respectivo Ob-Sham. *P<0,05 comparado ao respectivo observador salina/salina. ‘P<0,05 comparado ao respectivo observador salina/Clonidina 8
(ANOVA de trés fatores, seguida do teste de Duncan). Ob-CNC= observador do camundongo com constri¢cdo do nervo isquiatico; Ob-Sham= observador
do camundongo sem constricdo do nervo isquiatico; Sal/Sal= Salina/Salina; Sal/Clo 8= Salina/Clonidina 8 pg; 10B 0,05/Sal= loimbina 0,05 pg
/Salina; 10B 0,05/Clo 8= loimbina 0,05 pg/Clonidina 8 pug.

Ob-Sham Ob-CNC
Comportamentos Tratamento (ug/0,1uL)
Sal/Sal Sal/Clo8 10B0,05/Sal 10B0,05/Clo8 Sal/Sal  Sal/Clo8 10B 0,05/Sal 10B 0,05/Clo 8

% Tempo no Centro 324+55 31931 299+26 325+£54 435+4,1 295+27* 43,037 353+41
Total de Esticar 8,8+1,6 6,9+18 39+15 47+12 79+19 7,6+18 53+14 32+15

% Esticar Protegido 380+98 498+10,0 529+149 55,2+9,3 73,195 46,9+9,7 68,2+ 13,0 31,7+ 15,6
Total de Mergulhos 469+46 453%37 26,0 £6,1* 25,0 + 5,6 358+36 475%6,0 31,8+45 235+59"

% Mergulhos Protegidos 38,0+ 13,2 39,2+5,8 35572 35473 625+79 31,6+53* 63,0 + 6,6 41,7+9.1
Total de Levantamentos 16,6 +3,0 12,7+2,6 109+23 20,1+3,5 119+18 13820 99+18 18,3+4,3

Total de Imobilidade 0,0+0,0 0,8+0,8 4,1+27 4,5+4,2 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,4+04
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Esta pesquisa investigou o papel dos receptores alfa-2 adrenérgicos do cortex
cingulado anterior na modulacdo da nocicepcao e da ansiedade no modelo de empatia para a
da dor crénica em camundongos machos e fémeas.

Nossos resultados demonstram que os camundongos constritos, machos e fémeas,
diminuiram a laténcia de levantamento da pata quando avaliados no teste de placa quente,
confirmando que o convivio dos camundongos observadores (Ob-CNC), ocorreu com 0
demonstrador com dor (CNC). O convivio de camundongos machos e fémeas em quartetos,
guando um camundongo é o demonstrador de dor crdnica, promoveu hipernocicepcao,
avaliada no teste de contor¢des abdominais, e comportamentos relacionados a ansiedade
(efeito tipo-ansiogénico registrado no labirinto em cruz elevado - LCE), nos camundongos
observadores machos e fémeas (Ob-CNC) tratados com salina intra-CCA.

A administracdo de clonidina (Salina/Clonidina 8 ug), agonista dos receptores alfa-2
adrenérgicos, intra-CCA produziu efeitos antinociceptivo e tipo-ansiolitico nos
camundongos observadores de ambos 0s sexos que conviveram com o coespecifico com dor
neuropatica (Ob-CNC). Auséncia de efeitos sobre a hipernocicep¢do, e 0s comportamentos
exploratdrios e de avaliacdo de risco registrados no LCE, foram obtidos com o antagonista
parcial desses receptores, ioimbina (IOB 0,05ug/Salina) intra-CCA, independentemente do
sexo dos camundongos Ob-CNC. Esta dose sem efeito intrinseco do antagonista, bloqueou o
efeito antinociceptivo produzido pela clonidina (Salina/Clonidina 8 pg) nos camundongos
Ob-CNC de ambos os sexos, sem alterar os comportamentos exploratorios avaliados no
LCE.

Diante das evidéncias apresentadas, sugerimos que 0s receptores alfa-2 adrenérgicos
do CCA participam, de forma distinta, da modulagdo da nocicepcéo e da ansiedade, induzida

no modelo de empatia para a dor crénica em camundongos machos e fémeas.
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Neste estudo, a efetividade do procedimento cirargico na producdo de nocicepgéo
(BENNETT; XIE, 1988; SOMMER; SCHAFERS, 1998) foi confirmada com os resultados
que mostraram diminuicdo na laténcia de retirada da pata traseira direita, apos 14 dias de
constricio do nervo isquidtico nos camundongos machos e fémeas CNC, quando
comparados aos camundongos Sham (Figura 8 A e B). Realizamos também a avaliacéo
nociceptiva basal dos camundongos demonstradores Sham e CNC, no qual foi demonstrado
que os animais de ambos 0s sexos, antes da cirurgia da constricdo do nervo isquidtico,
apresentavam maior laténcia na resposta nociceptiva, embora 0s camundongos
demonstradores fémeas Sham apresentaram diferencas entre a resposta basal e final na placa
quente (Figura 9), sugerindo que as fémeas podem ser mais sensiveis a nocicep¢ao térmica.

A este respeito, alguns estudos apontam que a diferencas sexuais podem impactar no
processamento da dor (MOGIL et al., 2020). Por exemplo, uma série de genes relacionados
a dor e que sdo codificadores de receptores, como melanocortina-1 (MC1R) e do receptor 5-
HT,a (HTR2A), demonstraram ser influenciados pelo sexo, em camundongos ou humanos.
E ainda que a dor cronica pode produzir modificacbes na circuitaria neuronial, efeito
dependente do sexo (KUNER; FLOR, 2016; MOGIL, 2020). Também foi demonstrado que
apenas camundongos machos submetidos ao modelo de priming hiperalgésico apresentam o
desenvolvimento e manutencdo da dor crénica influenciada pela proteina quinase tipo C
presente na amidala basolateral, enquanto a expressdo de comportamentos reflexos e
afetivos relacionados a dor, sdo influenciados por receptores glutamatérgicos AMPA
(GluA2), em ambos os sexos (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2020). Nossos achados
somam-se a um crescente corpo de evidéncias sobre diferencas sexuais nos mecanismos
moleculares da dor no cérebro.

Em conjunto, essas informagdes sugerem que a nocicep¢do pode apresentar

dimorfismo sexual e que, em parte, a diferenca nos resultados observados nesta pesquisa
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relacionados aos camundongos demonstradores fémeas pode ser dependente do sexo,
embora mais estudos sejam necessarios para elucidar os mecanismos presentes neste
aumento da sensibilidade nociceptiva.

Nossos resultados mostraram que o alojamento em quartetos, produziu aumento da
resposta nociceptiva nos camundongos machos e fémeas, corroborando estudos anteriores
que utilizaram modelo semelhante, com alojamento em duplas, e que registraram aumento
da resposta nociceptiva nos camundongos machos constritos quando expostos ao teste da
placa quente (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; BENASSI-CEZAR et al., 2021;
TAVARES et al., 2021; ZANIBONI et al., 2018).

Estudos anteriores realizados pelo grupo de Psicobiologia da UFSCar demonstraram
que o convivio em duplas, quando um camundongo macho é demonstrador de dor cronica
para um coespecifico (observador), o observador macho apresenta aumento da nocicepcéo
no teste de contor¢es abdominais e de comportamentos semelhantes a ansiedade, no teste
do LCE (BAPTISTA-DE-SOUZA et al.,, 2015; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2022;
BENASSI-CEZAR et al., 2021; TAVARES et al., 2021; ZANIBONI et al., 2018).

Com objetivo de aproximar o modelo utilizado experimentalmente com
camundongos, ao que acontece com o0s seres humanos, alteramos o nimero de camundongos
durante o alojamento. Os resultados mostraram que o convivio em trios ou quartetos, quando
um dos coespecificos € o demonstrador da nocicep¢do, promove nos camundongos
observadores aumento de comportamentos tipo ansiedade e hipernocicepcio (BRANDAO-
DE-SOUZA et al., 2023). A alteracdo no protocolo experimental, permitiu o refinamento do
procedimento metodoldgico, otimizando o tempo da coleta de dados e propiciando a
observacio do contagio emocional em um niimero maior de coespecificos (BRANDAO-DE-

SOUZA et al., 2023), semelhante ao que foi observado em trabalhos anteriores utilizando
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duplas (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2022;
BENASSI-CEZAR et al., 2021; TAVARES et al., 2021; ZANIBONI et al., 2018).

Neste estudo, os resultados de avaliacdo da nocicepcdo em camundongos machos e
fémeas (Experimentos 1A e 1B), demonstraram aumento da resposta nociceptiva apos o
convivio em quarteto por 14 dias com o coespecifico com constricdo do nervo isquidtico.
Trabalhos anteriores tém relacionado a empatia e a nocicep¢do em modelos animais
(BARTAL et al.,, 2011; LU et al., 2017), e demonstraram que a observacdo de um
coespecifico em sofrimento leva a sensibilizacdo das vias nociceptivas no SNC
(LANGFORD et al., 2006).

Em parte, a sensibilizacdo nociceptiva pode ser explicada por alteragdes nas sinapses
de algumas populacdes neuronais do SNC, envolvendo prejuizos na potencializacdo de
longo prazo, e resultando na alteracdo das sinapses dos nociceptores periféricos, que passam
a interpretar as informacGes ndo dolorosas como de dor, e as dolorosas com potencial
nociceptivo ainda maior (WANG; THYAGARAJAN, 2020). Estimulos dolorosos ativam o
CCA, quando o individuo recebe o estimulo e quando observa estado doloroso semelhante
(SINGER et al., 2004).

Portanto, 0s nossos resultados corroboram as evidéncias da literatura e acrescentam
que a modificacdo do protocolo de convivéncia em quartetos por 14 dias também é
importante para estabelecer a familiaridade entre os roedores (LANGFORD et al., 2006;
BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2022; TAVARES et
al., 2021) e que o convivio em quarteto por mais 14 dias com o demonstrador com dor
crénica, também promove nos camundongos observadores machos e fémeas o aumento da
nocicepcao e de comportamentos tipo-ansiedade.

A literatura destaca o papel da neurotransmisséo alfa-2 adrenérgica na modulacdo da

resposta nociceptiva (WANG et al., 2017; MWOBOBIA et al., 2021) e nas respostas do tipo
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ansiedade (SCHWEIMER et al., 2005; WU et al., 2019), e enfatiza que o tratamento com
clonidina produz melhora de comportamentos de dor e ansiedade em humanos (LAURETTI
et al., 2002; PEREIRA et al.,, 2008) e em roedores (MWOBOBIA et al., 2021,
SCHWEIMER et al., 2005; WANG et al., 2017; WU et al., 2019).

Neste trabalho, a clonidina (8 pg) intra-CCA produziu efeito antinociceptivo em
ambos o0s sexos de camundongos Ob-CNC (Figuras 10 e 12). Esse resultado esta de acordo
com evidéncias anteriores que demonstraram efeito antinociceptivo da clonidina (WANG et
al., 2017). A clonidina é um agonista dos receptores alfa-2 adrenérgicos e sua atividade
consiste na inibicdo da sinalizacdo intracelular, pela mediacdo de uma proteina de guanosina
inibitdria (Gi), bem como na reducéo da liberacdo de noradrenalina no CCA (GYIRES et al.,
2009; LLORCA-TORRALBA et al., 2016).

O CCA possui alta densidade destes receptores (SCHEININ et al., 1994) e € possivel
que esse efeito antinociceptivo seja decorrente da participacdo do CCA no controle do
sistema descendente inibitorio nociceptivo. Esta estrutura esta relacionada com a modulagéo
do estresse, da ansiedade e da dor e possui conexfes com os nucleos da rafe e o Locus
Coeruleus (TORK, 1985). Os nucleos da rafe, especialmente o nucleo ventral, participa da
atenuacdo da entrada sensorial nociceptiva pela mediacdo dos receptores 5HT;n da
neurotransmissao serotoninérgica na medula espinal, enquanto o Locus Coeruleus participa
da modulagdo do sistema descendente inibitério nociceptivo pelos receptores alfa-2
adrenérgicos, da neurotransmissdo noradrenérgica (KANDEL et al., 2014; LLORCA-
TORRALBA et al., 2016), sendo possivel que este agonista dos receptores alfa-2
adrenérgicos tenha atuado neste sistema descendente inibitorio nociceptivo nos
camundongos machos e fémeas.

Vaérios trabalhos destacam a participagdo do CCA na modulagdo de respostas

relacionadas a ansiedade e no processamento consciente dos sentimentos em humanos, a
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preocupacdo empatica em relacdo ao sofrimento do outro (MOYA-ALBIOL et al., 2010).
Na clinica, pacientes com transtornos de ansiedade apresentam aumento da atividade do
CCA (OSUCH et al., 2000; MOCHCOVITCH et al., 2014; ZHUO, M., 2016), e lesdes
nessa estrutura produziram efeito ansiolitico (HAY et al., 1993). Considerando que 0s
receptores alfa-2 adrenérgicos participam da regulacdo das sinapses de neurénios do CCA
(KOGA et al., 2020), e que a inativacdo dessa estrutura reverte o efeito tipo-ansiogénico
induzido pelo convivio em duplas de camundongos machos expostos ao LCE no contagio
emocional para a dor crénica (BENASSI-CEZAR et al., 2021), investigamos o papel da
neurotransmissao alfa-2 adrenérgica do CCA de camundongos no modelo de empatia para
dor cronica.

O aumento da exploracdo e do tempo de permanéncia nos espagos abertos do
labirinto, foram validados e relacionados aos comportamentos tipo-ansioliticos no LCE em
roedores (PELLOW et al., 1985; LISTER, 1987, CRUZ et al.,, 1994; CAROBREZ;
BERTOGLIO, 2005). Situa¢des ansiosas de conflito aproximacdo-esquiva, promovem que 0
animal aumente comportamentos de avaliacdo de risco em direcdo a fonte de perigo
iminente, enquanto os farmacos ansioliticos reduzem a avaliacdo de risco nas areas
protegidas do labirinto (CRUZ et al., 1994; RODGERS; JOHNSON, 1995; RODGERS et
al., 1997; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005).

Neste estudo, o tratamento com clonidina (8 ug) intra-CCA nos camundongos Ob-
CNC de ambos os sexos, ndo alterou os indices de ansiedade, porcentagens de entradas
(%EBA) e de tempo (% TBA) nos bracgos abertos, e as entradas nos bragos fechados (EBF),
comportamento validado como atividade locomotora (RODGERS; JOHNSON, 1995).

Apesar da clonidina de ndo ter alterado as medidas espacgo-temporais de exploragédo
no LCE nos camundongos Ob-CNC (Figuras 11 e 13), reduziu a %SAPProt, nos machos, e a

%TC e %MergProt nas fémeas, comportamentos de defesa relacionados a avalia¢éo de risco
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que podem ser mais sensiveis as acOes dos farmacos (CRUZ et al., 1994; RODGERS;
JOHNSON, 1995; RODGERS et al., 1997), (Tabelas 1 e 2).

Tomados em conjunto, os resultados demonstram que a clonidina intra-CCA
produziu efeito tipo-ansiolitico independente do sexo nos camundongos Ob-CNC, uma vez
que os comportamentos de avaliacdo de risco em espacos protegidos do labirinto foram
reduzidos (RODGERS; JOHNSON, 1995; RODGERS et al., 1997).

Considerando as diferencas entre os estudos em relacao ao tipo de roedor, ao sexo, e
as doses do agonista, 0 nosso resultado corrobora a reducdo dos comportamentos
relacionados a ansiedade promovida pela administracdo intra-cortex pré-limbico de
clonidina (2,5 e 5,0 pug) em ratos submetidos ao LCE (WU et al., 2019).

Alguns trabalhos demonstraram que o efeito antinociceptivo da clonidina intra-
amigdala e intra-CCA (ORTIZ et al., 2007; WANG et al., 2017) pode ser revertido com
antagonistas dos receptores alfa-2 adrenérgicos (MAKAU et al., 2014; ORTIZ et al., 2007,
WANG et al., 2017). Neste estudo, a dose inefetiva de ioimbina (0,05 pg) foi capaz de
reverter o efeito antinociceptivo da clonidina (8 pg) em camundongos machos e fémeas
observadores da dor crénica comparados ao controle Ob-CNC Salina/Clonidina 8 g,
resultando em efeito pré-nociceptivo similar ao obtido no controle Ob-CNC Salina/Salina.

Uma possivel explicacdo para esses resultados, é que o CCA emite projecdes
especificas para estruturas encefélicas que modulam a nocicepgdo. Sobre isso, Smith et al.
(2021) investigaram o contagio emocional para a dor utilizando um protocolo de
transferéncia social da dor e da analgesia entre camundongos. Os pesquisadores encontraram
que o CCA apresenta uma ampla projecdo encefalica que modula a dor e 0 medo. A
projecdo do CCA que modula a dor esté diretamente conectada ao nucleo accumbens (nAC),
enquanto a projecdo para o complexo amigdaloide modula o medo. A inibicdo da projecao

neuronal (CCA-nAC) resultou no bloqueio do fenémeno de transferéncia social da dor,
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efeito que perdurou por mais de 48 horas. Assim, é possivel que os efeitos antinociceptivos
produzidos pela clonidina neste estudo, independentemente do sexo dos camundongos,
sejam decorrentes da atuacdo desse agonista dos receptores alfa-2 adrenérgicos no sistema
inibitério descendente da dor que se conecta ao nlcleo accumbens. Porém, esta é uma
hipdtese que necessita ser testada futuramente.

Como o CCA apresenta aferéncias para o complexo amigdaloide, é razoavel sugerir
que essa conexao pode modular a ansiedade, uma vez que o papel do complexo amigdaloide
na modulacdo da ansiedade tem sido amplamente investigado (BARBALHO et al., 2009;
GREEN e VALE, 1992; NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; PESOLD e TREIT, 1995;
ZANGROSSI e GRAEFF, 1994), inclusive no fendbmeno de contagio emocional
(SILVEIRA et al., 2023; SMITH et al., 2021; ZANIBONI et al., 2018).

No entanto, para os comportamentos semelhantes a ansiedade avaliados no LCE por
este estudo, a administracdo combinada de ioimbina seguida de clonidina ndo reverteu o
efeito de reducdo dos comportamentos de avaliacdo de risco registrados nos camundongos
machos e fémeas Ob-CNC. Apesar do antagonista ter reduzido o TMerg nos camundongos
Ob-CNC, independentemente do sexo, produziu efeito semelhante nas fémeas Ob-Sham que
conviveram com o coespecifico sem dor. Além dos efeitos destacados, agonista e
antagonista reduziram a porcentagem de tempo nos bracos abertos (%TBA) nos
camundongos machos Ob-Sham, e reducdo semelhante (%TBA) foi registrada nas fémeas
Ob-Sham tratadas com clonidina. Os outros comportamentos de avaliacdo de risco e as
medidas espago-temporais ndo foram alteradas. Portanto, os resultados apresentados s&o
insuficientes para afirmar que o antagonista apresentou efeito do tipo-ansiolitico ou
ansiogénico neste estudo.

Provavelmente, a ioimbina (0,05 pug) ndo reverteu o efeito ansiolitico da clonidina (8

Kg) sobre os comportamentos de avaliacdo de risco dos camundongos machos e fémeas Ob-
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CNC devido a falta de seletividade desse farmaco pelos receptores alfa-2 adrenérgicos no
CCA. Embora este antagonista possua alta afinidade para os receptores alfa-2, também atua
como agonista dos receptores 5-HT14 da serotonina (ZARETSKY et al., 2015). Se esta
hipdtese estiver correta, uma interacdo farmacoldgica determinou a auséncia de efeito na
reversdo da ansiedade dos animais e, em parte, independente do sexo, reduziu a ansiedade
dos camundongos Ob-Sham tratados com loimbina 0,05 pg/Salina. Tomados estes
resultados em conjunto, e com objetivo de elucidar com mais especificidade os mecanismos
neurofisioldgicos envolvidos na modulacdo da ansiedade e nocicep¢do relacionadas a
empatia, sugerimos que em estudos futuros seja investigado o papel de um antagonista
seletivo para 0s receptores alfa-2 adrenérgicos, e a possivel interacdo entre as
neurotransmissGes serotoninérgica e adrenérgica no CCA de camundongos machos e
fémeas, utilizando o modelo de empatia para a dor.

Assim, diante dos resultados apresentados acima e da importancia do CCA na
modulacdo da nocicepc¢do e ansiedade (BENASSI-CESAR et al., 2021), sugerimos que a
neurotransmissao adrenérgica do CCA é relevante para modular a nocicepcao e a ansiedade,
no modelo de empatia para a dor em camundongos machos e fémeas. Essa pesquisa
contribui para esclarecer o papel da neurotransmissdo alfa-2 adrenérgica em respostas
nociceptivas e de ansiedade associadas ao contagio emocional em camundongos machos e
fémeas, e podera auxiliar futuras intervencbes com objetivo de melhorar condicGes
psicopatoldgicas marcadas por prejuizos em comportamentos empaticos.

O estudo apresenta algumas limitagdes a saber: a) a ioimbina atua como antagonista
dos receptores alfa-2 adrenérgicos, e agonista dos receptores serotonérgicos 5HTia. b) a
reducdo da disponibilidade de animais pelo biotério central da UFSCar, comprometeu a
coleta de dados e prejudicou a investigacdo de outras doses para os farmacos selecionados

para estudo por esta pesquisa.
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Os nossos resultados demonstraram que a convivéncia em quartetos com um
demonstrador de dor cronica, induz hipernocicepcdo e aumento de respostas semelhantes a
ansiedade em camundongos machos e fémeas, corroborando pesquisas anteriores.

A clonidina (8 pg) intra-CCA, reduziu a hipernocicepcdo e comportamentos de
avaliacdo de risco relacionados a ansiedade, induzidos pelo contdgio emocional da dor
crénica em camundongos independente do sexo. A administracdo combinada da dose
inefetiva de ioimbina (0,05 pg) seguida de clonidina (8 ug) reverteu a antinocicepcéo,
porém ndo alterou o efeito tipo-ansiolitico nos comportamentos de avaliacdo de risco
produzido pelo agonista alfa-2 adrenérgico.

Assim, sugerimos que a neurotransmissdo alfa-2 adrenérgica no CCA de
camundongos machos e fémeas modula de maneira distinta a nocicep¢do e a ansiedade

induzida pelo fendmeno de contagio emocional para a dor.
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