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RESUMO

A empatia é a capacidade de compartilhar emocbes na qual possibilita predizer e
compreender os sentimentos, a¢0es e motivagdes do outro. Em modelos animais, a
empatia pode ser estudada por meio de protocolos experimentais que investigam as
reacOes comportamentais de coespecificos que sdo submetidos a experenciar o sofrimento
de seus parceiros. Nesse ambito, dados do nosso grupo de pesquisa tém mostrado aumento
de comportamentos relacionados a ansiedade em camundongos alojados com seus
coespecificos submetidos a lesdo crbnica do nervo ciatico. Essas evidéncias nos
encorajaram a buscar uma alternativa ndo farmacoldgica que amenizasse o impacto de se
conviver com o parceiro sujeito a dor crbénica. Assim, a presente pesquisa teve como
principal objetivo analisar os efeitos do enriquecimento ambiental (EA) no
comportamento do tipo ansioso em camundongos expostos ao paradigma da empatia pela
dor e testados no labirinto em cruz elevado (LCE). Adicionalmente, investigamos o
padrdo de ativacdo neuronal dos nacleos basolateral e central da amigdala, e das subareas
CAL (cornu ammonis 1) e giro denteado do hipocampo dorsal. Para isso, camundongos
machos da linhagem Swiss foram expostos a um protocolo de 28 dias de convivio. No
21° dia apds o nascimento (dia pos-natal; PND 21), os camundongos foram alojados em
pares (observador e demonstrador) por 14 dias para o estabelecimento de familiaridade.
No 14° dia (PND 35), todos os demonstradores foram submetidos (demonstrador CNC)
ou ndo (demonstrador Sham) a cirurgia de constricdo no nervo ciatico. Apds esse
procedimento, os pares foram alojados em ambiente sem enriquecimento (SE) ou com
enriquecimento ambiental (EA). No 28° dia (PND 42), os animais observadores e
demonstradores foram expostos ao LCE. Nossos achados mostraram que o EA foi capaz
de prevenir o efeito ansiogénico induzido pelo protocolo de empatia pela dor. Além disso,
constatamos que demonstradores CNC apresentaram aumento de respostas relacionadas
a ansiedade que foram amenizadas ap6s exposicao ao EA. Interessantemente, observamos
que nos demonstradores CNC, o EA reduziu significativamente a hipersensibilidade a
estimulos térmicos, mas ndo a eliminou completamente. Ainda, a condi¢cdo CNC foi capaz
de diminuir a ativacdo do hipocampo dorsal, mas ndo da amigdala, tanto no demonstrador
qguanto no observador. Os dados indicam que os comportamentos relacionados a
ansiedade compartilhados entre os parceiros foram prevenidos em animais alojados em
ambientes enriquecidos. Esse corpo de evidéncias lanca luz sobre intervencbes néo-
farmacoldgicas, como a adogcdo de um protocolo de enriquecimento ambiental para o
manejo de alteracBes comportamentais, configurando uma estratégia efetiva para
amenizar consequéncias decorrentes de contextos estressantes como o convivio com a
dor cronica.

Palavras-chave: Empatia. Enriquecimento ambiental. Ansiedade. Camundongos.
Amigdala. Hipocampo.



ABSTRACT

Empathy is the ability to share emotions, enabling the prediction and understanding of
the feelings, actions, and motivations of others. In animal models, empathy can be studied
through experimental protocols that investigate the behavioral reactions of conspecifics
subjected to experiencing the suffering of their partners. In this context, data from our
research group have shown an increase in anxiety-related behaviors in mice housed with
conspecifics subjected to chronic sciatic nerve injury. These findings encouraged us to
seek a non-pharmacological alternative to alleviate the impact of living with a partner
experiencing chronic pain. Thus, the main objective of the present research was to analyze
the effects of environmental enrichment (EE) on anxious behavior in mice exposed to the
empathy for pain paradigm and tested in the elevated plus-maze (EPM).

Additionally, we investigated the neuronal activation pattern of the basolateral and central
nuclei of the amygdala, as well as the CA1 (cornu ammonis 1) subarea and dentate gyrus
of the dorsal hippocampus. To achieve this, male Swiss mice were exposed to a 28-day
cohabitation protocol. On the 21st day after birth (postnatal day; PND 21), mice were
housed in pairs (observer and demonstrator) for 14 days to establish familiarity. On the
14th day (PND 35), all demonstrators underwent (constriction nerve injury demonstrator)
or did not undergo (sham demonstrator) sciatic nerve constriction surgery. After this
procedure, pairs were housed in either a standard environment (SE) or an environmentally
enriched environment (EE). On the 28th day (PND 42), observer and demonstrator
animals were exposed to the EPM. Our findings demonstrated that EE prevented the
anxiogenic effect induced by the empathy for pain protocol.

Furthermore, we observed that constriction nerve injury demonstrators showed increased
anxiety-related responses, which were alleviated after exposure to EE. Interestingly, we
noted that in constriction nerve injury demonstrators, EE significantly reduced thermal
sensitivity, but did not eliminate it completely. Moreover, the constriction nerve injury
condition was able to decrease activation in the dorsal hippocampus but not in the
amygdala, both in the demonstrator and the observer. The data indicate that anxiety-
related behaviors shared between partners were prevented in animals housed in enriched
environments. This body of evidence sheds light on non-pharmacological interventions,
such as adopting an environmental enrichment protocol, for managing behavioral
changes, providing an effective strategy to mitigate consequences resulting from stressful
contexts such as living with chronic pain.

Keywords: Empathy. Enriched environment. Anxiety. Mice. Amygdala. Hippocampus.
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Ainda hoje, estudar e conceituar a empatia e suas bases psicobioldgicas continua
sendo um desafio. Apesar disso, dispomos de diversas pesquisas recentes que sugerem
que a empatia € constituida por componentes emocionais e sociais fortemente
ressonantes, que configura um determinante crucial para a sobrevivéncia das espécies,
possibilitando a deteccdo de estados afetivos uns dos outros (GONZALEZ-LIENCRES
et al.,2014).

Antes mesmo do surgimento do termo empatia, Charles Darwin (1809-1882) deu
inicio a uma sequéncia de estudos que descrevia sobre a evolugdo da expressdo das
emocdes dos homens que de certa maneira estava relacionada a ancestralidade de outros
animais, ou seja, a expressao das emocdes foi conservada. Por exemplo, existem algumas
similaridades expressivas como reacdes de medo, identificadas tanto em humanos quanto
em macacos (DARWIN, 2009). Entretanto, munido apenas do método observacional,
Darwin ndo pode sugerir a presenca da intersubjetividade nas espécies estudadas
(FRANKEL, 2017).

A intersubjetividade refere-se a capacidade de perceber a experiéncia vivida do
outro (GALLESE, 2003; STERN, 2005). Na tentativa de explicar esse fenédmeno, o
psicdlogo Edward Titchener (1867-1927) influenciado por teéricos alemdes que
implementaram o conceito de “Einfiihlung”! — significado literal de sentir, e refere-se a
acao de se projetar em outro corpo ou ambiente — transp6s esse termo para 0 contexto
clinico para denominar como um individuo consegue assimilar as emocdes do outro
(GANCZAREK et al., 2018; STUEBER, 2019). Com base nisso, Titchener introduziu o
termo “Empathy” para descrever a capacidade dos individuos em compartilhar emogoes,
percebé-las e compreendé-las por meio de suas inter-relacdes (FRANKEL, 2017).
Titchener associa a empatia a uma ativacdo cinestésica correspondente nos musculos
mentais, 0 que significa que a experiéncia empatica vai além da simples observacédo e
envolve uma resposta fisica ou emocional interna (TITCHENER, 1909).

A partir disso, pesquisas se sucederam trazendo o conceito empatia como a

capacidade de compartilhar emocdes, na qual possibilita predizer e compreender os

IRefere-se a uma tomada de perspectiva corporal imaginaria, que busca compreender como seria viver em outro corpo ou outro
ambiente. Vale ressaltar, o outro corpo ou o outro ambiente onde se “sente” ndo precisa necessariamente estar fisicamente presente,
podendo ser somente representado, ou até mesmo imaginado. Por exemplo, “sentir em" uma paisagem pintada ou descrita verbalmente,
é supostamente possivel compreender como seria estar naquela paisagem.
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sentimentos, acGes e motivacdes do outro (SINGER, 2006; BERNHARDT; SINGER,
2012). De uma forma geral, existem trés comportamentos basicos relacionados a empatia
caracterizados por sentir o que o outro esta sentindo (contagio/ressonédncia afetiva);
perceber e compreender o que o0 outro esta sentindo e; ter alguma intencdo de mitigar o
sofrimento do outro. Essa classificagdo relne componentes cognitivos e afetivos que
levam o individuo a refletir e agir frente ao contexto e ao estado emocional - conjunto de
emocdes predominantes experimentadas por um individuo em determinado momento —
do outro (DECETY; JACKSON, 2004; ZAKI; OCHSNER, 2012).

Segundo Preston e Hofelich (2012) a empatia abrange processos que levam o0s
individuos a entenderem e sentirem o estado emocional que estdo observando por meio
da percepcdo direta ou imaginacdo. Esses processos sdo tidos como subclasses que
compdem a empatia, como o contagio emocional (um fenédmeno psicolégico no qual as
emocdes de um individuo afetam diretamente as emocdes do outro), comportamento de
ajuda (se refere a disposicdo em ajudar ou assistir 0os outros em sofrimento), empatia
cognitiva (capacidade de compreender e entender 0s pensamentos, sentimentos e
perspectivas de outro individuo), entre outras, todas compartilhando um mesmo
mecanismo em comum, 0 mecanismo de agdo-percepcdo (PRESTON; DE WAAL, 2002;
SIVASELVACHANDRAN et al., 2018). De acordo com a premissa do modelo de acéo-
percepcao, a percepcao do comportamento de um individuo, ativa automaticamente as
representacdes desse comportamento no observador (SINGER et al., 2004). Além disso,
essa representacdo compartilhada, automaticamente, recruta areas cerebrais motoras
(PRESTON; DE WAAL, 2002).

Inicialmente, a observacdo de respostas a partir da percepcédo do outro foi vinculada
a neurénios especializados identificados em pesquisas realizadas com macacos Rhesus.
Nesses estudos foi demonstrado a ativacdo de neurénios localizados no cortex pré-motor
— regido somatotopicamente organizada que se projeta para o cortex motor e para diversas
estruturas motoras subcorticais, sendo responsavel pela programacéo das fun¢des motoras
— especificadamente, na area cortical F5 que esta relacionada a comandos motores da
boca e das mios (BRANDAO, 2004; FERREIRA et al., 2017).

Além disso, foi detectado ativacdo de neurdnios situados no lobulo parietal inferior
— regido associada a percepcdo do corpo no espaco (MACHADO, 2006) — dos macacos
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ao assistirem acOes realizadas por seus similares. Com isso, foi proposto que esses
neurdnios disparam ndo somente quando 0 macaco esta executando um movimento como
segurar um objeto, mas igualmente quando observa passivamente outro macaco executar
um movimento semelhante (DI PELLEGRINO et al., 1992; GALLESE et a., 1996;
RIZZOLATTI et al., 1996; FERRARI et al., 2003; CAGGIANO et al., 2009; COOK et
al., 2014). Assim, essa sobreposicao a nivel neural caracterizada pela fungéo de associar
as acoes observadas e executadas, levou os pesquisadores a denominarem esses neuronios
de neurénios-espelho (KILNER; LEMON, 2013).

Posteriormente, em estudos clinicos que realizaram ressonancia magnetica
funcional (fMRI) e eletroencefalografia (EEG) em humanos, igualmente foi detectado
atividade de neurdnios-espelho situados no cortex pré-motor (FERRI et al., 2015), 16bulo
parietal inferior (RIZZOLATTI, 2005; ARNSTEIN etal., 2011; MOLENBERGHS et al.,
2012), ainda no cértex motor primario (FADIGA et al., 2005), regido responsavel por
acOes especificas motoras como velocidade, diregdo, forca e aceleracdo (ROLAND et
al., 1980) e no hipocampo (MUKAMEL et al., 2010), que ja desempenha um importante
papel em processos de aprendizagem, memoria, comportamentos emocionais e
motivacionais (BRANDAO, 2004).

Esses resultados a respeito da atividade dos neurdnios-espelho passaram a
caracterizar o modelo de agdo-percepcdo, que mais tarde, foi implicado para o
entendimento do funcionamento de processos cognitivos. Nesse sentido, a observacgéo de
uma simples acdo motora nio abrange apenas o “observar”, mas também a detecc¢ao de
aspectos sensoriais referentes a acdo, mecanismos de atencdo, atribuicdo de sentido a
situacdo, compreensdo de intencbes e comunicacdo para interagdo social
(PULVERMULLER etal., 2014). Inclusive, ressalta-se que as emogdes dos outros podem
ser percebidas devido a representacdes pessoais ja incorporadas, possibilitando que a
empatia ocorra em virtude das experiéncias anteriores do observador (DE WAAL;
PRESTON, 2017).

A vista disso, pesquisas tém sugerido que o modelo de ag&o-percepcio desempenha
um importante papel na compreensdo das emocdes de outros individuos (AGNEW et al.,
2007; GALLESE et al., 2004; PINEDA; HECHT, 2009; WICKER et al., 2003). Uma das

formas utilizadas para identificar essa relacdo foi a partir de estudos de percepcéo e
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observacao de um estimulo doloroso. De acordo com a Associacdo Internacional para o
Estudo da Dor (IASP, International Association for the Study of Pain, 2020), a dor
envolve uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel que pode produzir a
ativacdo de componentes perceptivos, sensoriais, afetivo-emocionais e cognitivos no
individuo. Em razdo disso, se configura como uma ferramenta cabivel para o estudo da
reverberacdo de estados emocionais.

Sob esse aspecto, Singer e colaboradores (2004) investigaram circuitos relacionados
a dor experienciada e observada. Para isso, recrutaram 16 casais e utilizaram a fMRI com
0 objetivo de verificar os disparos neurais nos individuos ao receberem e ao observarem
seus parceiros receberem uma estimulacdo dolorosa aplicada por meio de um eletrodo
alocado no dorso da mao. A fMRI detectou ativacdo de estruturas envolvidas na matriz
da dor como cértex insular, cortex cingulado anterior, cortex somatosensorial, tronco
encefalico, cerebelo e talamo nos individuos que receberam o estimulo. Ja nos
observadores do estimulo doloroso foi detectado mais robustamente a ativacao do cortex
cingulado anterior e cOrtex insular. Interessantemente, esses resultados sugerem que a
empatia pela dor envolve componentes afetivos da dor e ndo somente estruturas
relacionadas a modulacdo da dor (SINGER et al., 2004). Nesse ambito, Lamm e
colaboradores (2011) em uma meta-analise reuniram resultados de diversos estudos de
imagem e de diferentes paradigmas que demonstraram a participacao dos cortices insular
e anterior cingulado nos comportamentos relacionados a empatia pela dor. Vale ressaltar
que essas estruturas integram uma rede neural vinculada a cognicdo social, um processo
neurobioldgico que possibilita aos individuos assimilarem e agirem de forma adequada
frente aos estados afetivos do outro (BUTMAN; ALLEGRI, 2001).

Sob outro ponto vista, estudos de neuroimagem funcional com pacientes que
sofreram um acidente cerebral isquémico agudo no hemisfério direito tém revelado a
importancia de certas regides cerebrais para a capacidade de realizar inferéncias sobre o
comportamento emocional dos outros. algumas regides especificas dos circuitos
neuronais devem estar parcialmente preservadas para que o individuo possa realizar
inferéncias precisas sobre o comportamento emocional dos outros. Isso pode incluir areas
como o cortex pré-frontal ventromedial, giro orbitofrontal, insula anterior, cortex

cingulado anterior, lobo temporal, amigdala e juncdo temporoparietal (LEIGH et al.,
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2013). Ainda, lesdes cerebrais na amigdala e cortex insular podem produzir prejuizos na
empatia afetiva — capacidade de sentir o que o outro sente — em contrapartida, a empatia
cognitiva — capacidade de inferéncia do estado emocional do outro — é seletivamente
prejudicada devido a lesdes no cortex pré-frontal medial (HURLEMANN et al., 2010;
SHAMAY-TSOORY et al., 2009).

Em sintese, as evidéncias nos mostram que a rede neurobioldgica envolvida na
empatia engloba areas como hipocampo, amigdala e regides como o cértex cingulado
anterior (LANGFORD et al., 2006). A principio, respostas relacionadas a empatia
estavam associadas a0 comportamento motor e ao espelhamento de disparos neuronais
referentes a acdo motora observada. Posteriormente, estudos cientificos possibilitaram
ampliar a concepcdo sobre a empatia, incluindo comportamentos mais complexos
relacionados a fungbes cognitivas como assimilar, inferir e agir frente ao estado
emocional do outro, além de identificar algumas regides do aparato neuronal envolvidas
na emissdo dessas respostas (PULVERMULLER et al., 2014).

A empatia foi por muito tempo considerada uma capacidade exclusiva do homem.
Com advento das contribui¢cfes de Darwin, pesquisadores passaram a considerar que essa
capacidade poderia estar presente no repertorio de outros animais, dando inicio a uma
sequéncia de estudos que fomentaram evidéncias relevantes a respeito do comportamento
empatico em macacos, porcos, cachorros e roedores (CARVENALLI et al., 2020). Isso
possibilitou a investigacdo das bases biologicas da empatia e sua relacdo com os estados
emocionais e comportamentos, o que proporciona novos olhares sobre o entendimento do
carater emocional e social dos seres humanos (SINGER et al., 2004; LANGFORD et al.,
2006; SINGER; LAMM, 2009; BERNHARDT; SINGER, 2012). Nesse sentido, tais
aspectos podem ser estudados por meio de estados emocionais negativos como a dor,
medo ou ansiedade que decorrem do contéagio afetivo entre os animais (MEYZA et al.,
2017).

A proposito, modelos de roedores para investigar processos relacionados a empatia
foram publicados desde o trabalho de Church sobre as reagdes emocionais de ratos que
observaram seus coespecificos expostos a choques nas patas (Church 1959). No entanto,
o conceito de “empatia” s6 foi sugerido diretamente pela primeira vez no trabalho de

Langford e colaboradores (2006) que mostraram a influéncia do convivio na percepcéo
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dolorosa. Essas evidéncias indicaram que a observacao de um coespecifico submetido a
estimulos dolorosos pode intensificar a sensibilidade a dor nos camundongos
observadores. na dor aumentou a sensibilidade nociceptiva em camundongos. A partir
disso, outros paradigmas com roedores tém sido usados para abordar diferentes processos
relacionados a empatia, como comportamento pré-social, medo observado, empatia pela
dor e contdgio emocional (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015, PANKSEPP; LAHVIS
2011; SIVASELVACHANDRAN et al., 2016; KEUM; SHIN 2016; MEYZA et al., 2017,
2018; CARNEIRO DE OLIVERIA et al, 2017; MEYZA; KNAPSKA, 2018;
CARNEVALI et al., 2020; RODRIGUES TAVARES et al., 2021).

Evidéncias do grupo de pesquisa de Bartal (2011, 2014, 2016) observaram que ratos
demonstram comportamento pré-social caracterizado pelo resgate de seus parceiros de
caixa-moradia presos ao cilindro de contencdo. Blystad e colaboradores (2019)
observaram que ratos Sprague-Dawley preferem libertar seus coespecificos ao invés de
abrir um compartimento com alimento. Além disso, essa resposta foi mais frequente na
presenca do parceiro mantido em tubo de contencdo do que na presenga dos tubos que
continham alimento ou estavam vazios. Adicionalmente, mais um método para avaliar
um comportamento pro-social em roedores é por meio do modelo de autismo induzido
pelo &cido valproico. Fontes-Dutra e colaboradores (2019) mostraram que ratos Wistar
submetidos a exposicao pré-natal ao acido valpréico aumentaram a laténcia da resposta
de libertar o seu parceiro preso a um tubo em relacdo aos animais controle. No entanto,
isso ndo significa que os ratos ndo apresentem um comportamento do tipo empatico,
apenas levaram mais tempo para aprender, de modo que ndo afetou a manutencéo desse
comportamento apds sua primeira ocorréncia.

Ja em paradigmas que utilizaram o medo observado para o estudo da empatia, foi
evidenciado que animais observadores aumentaram a taxa de congelamento ao
testemunharem choques nas patas dos seus coespecificos em comparacdo com 0S
periodos de linha de base ou pés-sofrimento (ATSAK et al., 2011; CARRILLO et al.,
2019; CHOI; JEONG, 2017; GONZALEZ-LIENCRES et al., 2014; HAN et al., 2020).
Sanders e colaboradores (2013) compararam a diferenca entre choque nas patas e nado
forcado na emisséo de comportamentos relacionados a empatia em camundongos

observadores. Esses autores constataram que o choque nas patas é mais eficaz para induzir
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alteracdes comportamentais referentes ao medo observavel representadas pelo aumento
da resposta de congelamento.

Em se tratando de resultados obtidos pela reverberacdo de estados emocionais
provenientes da dor, Lu e colaboradores (2018) verificaram aumento de comportamentos
de consolacéo e hipernocicepcdo (resposta intensificada a dor) ao estimulo mecéanico em
ratos que presenciaram seus parceiros de caixa-moradia submetidos a injecdo
intraperitoneal de &cido acético. Similarmente, Mohammadi e colaboradores (2020)
demonstraram sensibilidade a percepcdo dolorosa acentuada em ratos expostos a
observacao de seus coespecificos expostos a injecdo de formalina nas patas.

Nesse ambito, nosso grupo de pesquisa estabeleceu uma forma de investigar a
empatia pela dor e consequentes alteragdes comportamentais por meio de um protocolo
de convivéncia com parceiro de caixa-moradia submetido a constricdo do nervo ciatico.
Os nossos estudos demonstraram que a coabitacdo com camundongos submetidos a
constricdo do nervo ciatico produziu hiperalgesia (condi¢do caracterizada por uma
resposta aumentada a dor) nos animais expostos ao teste de contor¢Ges abdominais
(BAPTISTA-DE-SOUZA et al.,, 2015; ZANIBONI et al., 2018; RODRIGUES
TAVARES et al., 2021). Referéncia do nosso grupo de pesquisa igualmente mostraram
que o convivio com camundongos sujeitos ao estresse cronico de contencdo é capaz de
causar aumento do ndmero de contorcGes em coespecificos de caixa-moradia
(CARNEIRO DE OLIVEIRA et al., 2017).

Vale ressaltar que ndo somente a alteracdo da dor pode ser uma evidéncia da
ressonancia de estados afetivos. Sob esse aspecto, existem estudos que apontam respostas
relacionadas a ansiedade como um efeito subjacente a presenca do sofrimento do outro.
A vista disso, Tomiyoshi e colaboradores (2009) observaram aumento de respostas
relacionadas a ansiedade em animais avaliados no LCE ap0s coabitarem com um
coespecifico inoculado por um indutor tumoral. Outro estudo, mostrou que a coabitacdo
com um animal sob estado epiléptico ou depressivo pode aumentar respostas do tipo
ansiedade em camundongos submetidos ao LCE (YANG et al., 2016). Ja a partir do nosso
protocolo de empatia pela dor de constricdo do nervo cidtico, obtivemos resultados como
reducdo das entradas e tempo gasto nos bracos abertos do LCE, caracterizando aumento
da ansiedade que foi induzida pelo convivio (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015;
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CARMONA et al., 2016; BENASSI-CEZAR et al., 2020). Ainda, nosso grupo também
demonstrou aumento de comportamentos relacionados a ansiedade nos camundongos que
conviveram junto a coespecificos expostos cronicamente ao estresse de contencao
(CARNEIRO DE OLIVEIRA et al., 2017).

Esses resultados sugerem que por meio da avaliacdo de respostas relacionadas a
ansiedade geradas pelo convivio, torna-se possivel observar a existéncia de um
componente emocional presente entre 0s animais que influencia seus comportamentos
(BARTAL, et al., 2016). A ansiedade é uma emocdo fundamental, de carater evolutivo e
adaptavel que compde o repertério comportamental de diversas espécies. Nesse sentido,
é imprescindivel para mantermos a eficiéncia do nosso desempenho e contribuir para a
sobrevivéncia das espécies (STEIN; BOUWER, 1997; BRANDAO, 2004).

Sob o ponto de vista bioldgico, a ansiedade esta intimamente relacionada ao medo,
pois, compartilham caracteristicas semelhantes como respostas fisioldgicas de aumento
da frequéncia cardiaca e respiratoria, aumento da motilidade intestinal, necessidade de
micgao, sudorese, resultando um estado emocional desconfortante (BRANDAO, 2004;
DELUCIA, 2014). Além disso, as mudancas fisioldgicas podem impulsionar o individuo
a enfrentar situacdes de ameaca, favorecendo processos mnemaonicos e de aprendizagem
por meio do aumento da atencdo, da esquiva ou ainda, aumento de comportamentos de
confronto (HETEM; GRAEFF 2003; JOELS; PU et al., 2006; RODRIGUES; LeDOUX
et al., 2009). Vale ressaltar que medo € a resposta emocional a ameaca iminente real ou
percebida, enquanto ansiedade é a antecipacdo de ameaca futura (APA, 2014).

Como vimos anteriormente, a ansiedade pode decorrer de situacBes estressoras
como o convivio com a dor do outro. Da mesma forma, estudos clinicos obtiveram
resultados similares ao avaliarem familiares e/ou cuidadores de pacientes acometidos por
doencas cronicas. Nesse contexto, pesquisas demonstraram elevados sintomas de
sofrimento psiquico, ansiedade e depressdao em cdnjuges de individuos com dor cronica
(SCHWARTZ et al., 1991; LEONARD; CANO, 2006). Ainda, em diversos trabalhos, os
cuidadores relataram uma vivéncia emocional desagradavel acentuada, suscitada pela
sobrecarga do cuidado e pela percepcéo do sofrimento do paciente, o que contribuiu para
0 surgimento de transtornos ansiosos e do humor depressivo (SCHULZ et al., 2007,
SCHULZ; SHERWOOD, 2008; COSTA-REQUENA et al., 2012; GONZALEZ et al.,
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2020). Diante desse contexto, a empatia pela dor € um fendmeno que compreende uma
angustia afetiva caracterizada por sentimentos de compaixao e pela vontade de ajudar
(GIUMMARRA et al., 2015).

Pesquisas de neuroimagem apontaram que observacéo da dor pode desencadear um
estado afetivo e cognitivo que recruta estruturas neurais envolvidas na empatia (LAMM
etal., 2011; HILLIS, 2014). Benuzzi e colaboradores (2018) usando a fMRI, verificaram
aumento da ativagdo bilateral da amigdala em voluntarios que assistiam videos de
expressOes faciais relacionadas a dor em comparacdo a expressdes sem dor. Em
contrapartida, jovens diagnosticados com tragos de psicopatia® apresentaram reducio da
ativacdo da amigdala ao serem submetidos a uma série de imagens referentes a situagdes
dolorosas (MARSCH et al., 2013).

Além disso, estudos pré-clinicos a respeito de estados emocionais subjacentes a
percepcdo da dor identificaram aumento da ativacdo da amigdala em ratos que
testemunharam seus coespecificos receberem choques nas patas (KNASPKA et al., 2006;
MIKOSZ et al., 2015). Outras pesquisas mostraram que essa estrutura também esta
envolvida em comportamentos pro-sociais e medo observavel (JEON et al., 2010;
KARAKILIC et al., 2018). Esse corpo de evidéncias nos mostra que a amigdala nao so é
responsavel pela atividade do processamento emocional inato ao individuo, mas
igualmente desempenha funcbes que expressam a empatia (BRANDAO, 2004;
KARAKILIC et al., 2018).

O nome “amigdala” foi cunhado pela primeira vez por Karl Friedrich Burdach no
inicio do século XIX ao identificar uma estrutura amendoada na porcao do lobo temporal
anterior (PABBA, 2013). A titulo de curiosidade, o primeiro estudo a detectar a
participacdo da amigdala nas reacdes emocionais foi o de Brown e Schéafer em 1888 apo6s
realizarem uma cirurgia de remocdo bilateral do lobo temporal de macacos Rhesus.
Posteriormente, Kliver e Bucy em 1937, conseguiram associar a lesdo da amigdala a
diminuicdo de comportamentos defensivos, agressividade e medo (JANAK; TYE, 2018).

Depois disso, muitos pesquisadores se interessaram em compreender mais

especificidades a respeito do funcionamento da amigdala, ndo s6 por meio de lesdes, mas

2 Estudos demonstraram que individuos diagnosticados com psicopatia possuem dissociacéo entre o sistema emocional e cognitivo, principalmente

com deficiéncias no campo emocional o que pode levar a prejuizos relacionados a respostas empaticas (BLAIR, 2005)
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igualmente através de estimulacdes elétricas que propiciaram a correlacdo entre o
comportamento emocional e sua base biolégica (BLANCHARD et al., 1971;
NIEMINEM et al., 1992; RANJBAR et al., 2017).

A amigdala é constituida por maltiplos ndcleos interligados que se conectam a
outras estruturas neurais por meio de projecfes, desempenhando respostas distintas
subjacentes a0 medo e a ansiedade (DAVIS, 1992). Os nucleos amigdaldides séo
classificados em trés grupos, o basolateral (BLA) que abrange o ndcleo lateral, basal e
basomedial; o cortical, composto pelos nucleos do trato olfatorio lateral e nicleo cortical;
e 0 grupo centromedial que agrupa os nucleos medial e central (CeA) (SAH et al., 2003).
Para o estudo em questdo, focamos BLA e CeA, pois, existem fortes evidéncias
demonstrando o critico papel desses nicleos na ansiedade (ETKIN etal., 2009; BABAEV
etal., 2018; LIU et al., 2021; BRAGA et al., 2022).

Como exemplos, Sorregotti e colaboradores (2018) observaram aumento
significativo da quantidade de células positivas para a proteina Fos no BLA em
camundongos apds serem expostos ao labirinto em cruz elevado aberto. Nesse estudo, foi
adotado esse tipo de modelo justamente para que 0s animais estivessem expostos a um
ambiente ansiogénico, ja que o labirinto ndo possui areas protegidas, o que possibilita
avaliar o papel dos ndcleos da amigdala na modulacdo da ansiedade. Outra evidéncia
sugeriu que o aumento de comportamentos relacionados a ansiedade em ratos Wistar ap6s
0 estresse crbnico de contencdo, esta associado a hipertrofia do BLA indicado pelo
aumento da arborizacdo dendritica nessa regido (VYAS et al., 2002; 2004).

Estudos que utilizaram a técnica de imunomarcacdo de Fos demonstraram aumento
na expressdo dessa proteina no BLA e no CeA de camundongos submetidos a um modelo
da sindrome do intestino irritavel que exibiram respostas ansiogénicas quando expostos
ao LCE, ao campo aberto e ao teste da caixa claro/escuro (ZHANG et al., 2014). Mais
um estudo igualmente mostrou aumento na expressdo da proteina Fos no CeA em ratos
Wistar submetidos a cirurgia de transec¢ao do nervo espinhal e expostos a um teste do
campo aberto, onde foi possivel detectar diminuicdo da exploragdo da regido central do
aparato, o que caracteriza aumento da resposta relacionada a ansiedade nesses animais
(MORLAND et al., 2015). Em diferente contexto, o envolvimento do CeA foi

demonstrado por meio da ativacdo optogenética de neurdnios nesse nucleo que induziu
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comportamentos do tipo ansioso em ratos submetidos ao LCE e ao campo aberto
(MAZZITELLI et al., 2022).

De forma geral, nos referimos a essa ansiedade visualizada nos animais quando
expostos a testes comportamentais como a ansiedade presente nos humanos. Apesar da
ansiedade ser um comportamento natural da nossa espécie, quando somos expostos a
contextos estressantes podemos desenvolver uma ansiedade exacerbada e constante que
pode atrapalhar a nossa funcionalidade, acarretando o que denominamos de transtorno.
De acordo com 52 versdo do Manual Diagnostico e Estatistico de Doencas Mentais (DSM-
5), os transtornos de ansiedade englobam prejuizos clinicamente significativos nos
processos cognitivos, na regulagdo emocional ou no comportamento, o que pode acarretar
déficits no funcionamento de mecanismos bioldgicos, psicolégicos ou de
desenvolvimento intrinsecos ao desempenho mental (APA, 2014). Dados publicados pela
Organizacdo Mundial de Satde apontam que mais de um terco das pessoas nas Américas
sdo acometidas por transtornos mentais, dentre os quais, a ansiedade se configura um dos
transtornos frequentemente diagnosticado, especificadamente no Brasil, cerca de 18,6
milhGes de individuos sofrem devido a ansiedade (OMS, 2021).

Diante desse cenario, vemos a importancia de estudarmos formas terapéuticas mais
assertivas que nos auxiliem na compressao de comportamentos de ansiedade clinicamente
observaveis, além de proporcionar uma nova maneira de reagir, emocionalmente, a uma
situacdo considerada aversiva (PAREKH; GIVON, 2019). Para mimetizarmos uma
estratégia psicoterapéutica em estudo com animais, selecionamos o modelo de
enriquecimento ambiental (EA), pois, se configura como um excelente paradigma que
pode produzir a melhora dos sintomas observados na ansiedade patoldgica.

O papel do ambiente foi verificado por acaso depois que Donald Olding Hebb
(1940), psicologo canadense, pioneiro em estudos neuropsicolégicos relacionados a
memoria e aprendizagem, observou que seus ratos criados como animais de estimacao
apresentavam melhor em uma tarefa de resolugdo de problemas, isto €, gastavam menor
tempo para percorrer um labirinto, em comparacéo aos ratos de laboratério mantidos em
gaiolas-padrdo. No entanto, a validade empirica do EA foi efetivamente demonstrada a
partir das pesquisas de Bennett, Diamond e Rosenzweig (1960), que investigaram o efeito

do ambiente na neuroplasticidade quimica e anatdbmica de ratos ingénuos (BONDI et al.,
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2014). Interessantemente, os estudos desenvolvidos sobre o EA possibilitaram
dismistificar a ideia de que o neurodesenvolvimento somente ocorre em infantes, visto
que cérebros adultos também possuem essa capacidade. Isso se sucedeu apos ratos adultos
submetidos ao EA apresentarem maior peso e espessura do cortex em relacao aos ratos
alojados na caixa-padrdo (BENNETT et al., 1964).

O EA pode ser caracterizado como um procedimento experimental em que sujeitos
de pesquisa s@o expostos a objetos de diferentes tamanhos e formas em um amplo
ambiente de convivéncia. Nessa circunstancia, o contexto produz a possibilidade de
enriquecimento e integracdo de elementos exploratorios, fisicos e sociais que resultam
em alteracbes comportamentais e neurais (ROSENZWEIG et al., 1972; FERNANDEZ-
TERUEL etal., 2002; LEGGIO et al., 2005; CHENG et al., 2011; MATTER et al., 2012;
KIMURA et al., 2022). Além disso, o EA pode facilitar o enfrentamento de novas
experiéncias devido ao convivio dos animais com novos objetos e circunstancias
desafiadoras sem efeitos aversivos (HARRIS et al., 2009).

Diversos efeitos do EA nos comportamentos de roedores foram detectados, por
exemplo, a reducdo de respostas relacionadas a ansiedade em sujeitos expostos ao LCE e
ao labirinto em forma de zero (BENAROYA-MILSHTEIN et al., 2004; DUMAN et al.,
2008; SAMPEDRO-PIQUERO, et al., 2014). Do mesmo modo, evidéncias apontam que
0 EA ajuda em processos de aprendizagem e de memoria de curto prazo (SOFFIE et al.,
1999; FERNANDEZ-TERUEL et al., 2002; ARNAIZ et al., 2004; 2006; BRUEL-
JUNGERMAN et al., 2005), na memoria emocional (WOODCOCK; RICHARDSON,
2000), na prevencdo do declinio cognitivo associado ao envelhecimento (HARATI etal.,
2011; BLANCO et al.,, 2017), na resolucdo de problemas (DIAMOND, 2001;
FERNANDEZTERUEL et al., 2002) e na diminuicdo de sintomas depressivos (BRENES
et al., 2008; 2009). Além disso, existem alteracdes moleculares subjacentes a exposicédo
ao EA, caracterizadas pela melhora da neurogénese em cérebros de roedores adultos
(RAVENELLE etal., 2014; ASHOKAN et al., 2016; OHLINE; ABRAHAM, 2018).

Toda essa andlise acerca da melhora da capacidade de aprendizagem e memoria
devido a exposicdo ao EA, tem sido associada a mudancas ocorridas no hipocampo. A
razdo da investigacdo dessa estrutura € porque esté criticamente envolvida na formacéo e

armazenamento da memoria de curto e longo prazo, na percep¢do, memoria de trabalho,
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memoria implicita, na atencdo, também para a orientacéo espacial e codificagcdo de novas
informacdes (ANAND; DHIKAYV, 2012; ALY; RANGANATH, 2018). Fungdes essas
excepcionalmente sensiveis aos efeitos do EA.

O hipocampo foi identificado, inicialmente, pelo cirurgido e anatomista italiano
Giulio Cesare Arantius no século XVI. Naquela época, Arantius estabeleceu para essa
regido o termo hipocampo, originario da palavra grega para cavalo-marinho (hippos:
cavalo e kampos: monstro marinho) devido ao seu formato (BIR et al., 2015). O
hipocampo € uma estrutura subcortical dividida bilateralmente, composto por duas
massas neuronais arqueadas e imersas na porcao temporal do cortex que se estendem do
eixo dorsal (hipocampo dorsal: HD) ao ventral (hipocampo ventral: HV) (BRANDAO,
2003; HERNANDES, 2020). A formacéo hipocampal € constituida pelo subiculo, o cornu
ammonis (CA), citoarquiteturalmente subdividido em trés areas (CAl, CA2 e CA3),e0
giro denteado (DG) (MOREIRA, 2017; CASTRO, 2018).

Além do papel fundamental do hipocampo em processos mnemonicos, acredita-se
que também esteja envolvido na modulacéo do medo e da ansiedade (BRANDAO, 2003;
HERNANDES, 2020). E comum nos depararmos com diversos estudos sobre a ansiedade
que ressaltam a participacdo do HV em comportamentos referentes as reacdes de defesa,
mas isso, ndo descarta a hipdtese de que o HD igualmente pode influenciar essas
respostas. A vista disso, Kheirbek e colaboradores (2013) utilizando a técnica de
optogenética para elevar a ativacdo de células do DG dorsal de ratos, demonstraram que
essa estimulacdo aumentou o tempo gatos nos bracgos abertos do LCE e a exploracéo total
no teste de campo-aberto. Em contrapartida, Zhang e colaboradores (2014a) mostraram
que a inibicdo do HD de ratos por meio da microinjecdo de muscimol produziu aumento
da aversdo aos bracos abertos do LCE.

De outra forma, apds a administracdo intra-HD de 8-OH-DPAT, agonista do
receptor 5-HT1A (receptor de serotonina subtipo 1A), foi observado diminuicdo da
quantidade de lambidas punidas em ratos expostos ao teste de VVogel, caracterizando um
efeito ansiogénico (HERNANDES, 2020). Esses dados reforcam que o HD também
desempenha agdo sobre comportamentos emocionais. E isso nos fornece o embasamento
para igualmente investigarmos o seu papel frente a ansiedade induzida pelo contagio

emocional contemplado no presente trabalho.
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Em sintese, até 0 momento sabemos que a empatia pela dor é capaz de induzir
ansiedade em camundongos observadores que conviveram com seus coespecificos
(demonstradores) submetidos a constricdo do nervo ciatico. Para tanto, consideramos
relevante averiguar se esses demonstradores também apresentam aumento de ansiedade,
0 que nos permitiria observar se houve um contagio desse estado emocional entre os
pares. Adicionalmente, pressupomos que a exposicdo ao EA possa prevenir o
desenvolvimento de comportamentos do tipo ansioso em ambos animais. Além disso,
consideramos de igual importancia identificar se esses comportamentos relacionados a
ansiedade desencadeados pelo contagio emocional podem estar sendo modulados pela
amigdala e pelo hipocampo, considerando ainda possiveis alteragdes nessas areas devido

a exposicao ao EA.
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Objetivos




Objetivo geral

Investigar os efeitos do enriquecimento ambiental nas respostas relacionadas a ansiedade

de camundongos submetidos ao modelo de empatia pela ansiedade induzida pela dor.

Objetivos Especificos

Padronizagédo de uma ferramenta experimental de enriquecimento ambiental para
prevenir os efeitos da exposicdo ao modelo de empatia pela ansiedade induzida

pela dor.

Andlise do padrdo de ativacdo neuronal dos nucleos basolateral e central da
amigdala em camundongos submetidos ao modelo experimental de
enriquecimento ambiental na reversdo da ansiedade induzida pelo modelo de

empatia pela dor, por meio da metodologia de imunomarcacao da proteina Fos.

Analise do padréo de ativacao neuronal das subareas do CA1 (cornu ammonis 1)
e giro denteado do hipocampo dorsal em camundongos submetidos ao modelo
experimental de enriquecimento ambiental na reverséo da ansiedade induzida pelo
modelo de empatia pela dor, por meio da metodologia de imunomarcagéo da
proteina Fos.
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Material e méetodos




Sujeitos

Foram utilizados 140 camundongos machos, da linhagem Suico-albino,
desmamados aos 21 dias, provenientes do biotério central da Universidade Federal de Séo
Carlos - UFSCar. Inicialmente, os animais pesavam em torno de 25g e ao final do
experimento, esse peso variou entre 40 e 45g. Assim que chegavam ao laboratério, todos
os animais foram distribuidos similarmente e alojados em pares em uma caixa sem
enriquecimento (SE) ou com enriquecimento ambiental (EA). Os animais foram mantidos
em condi¢Oes controladas de temperatura (24 + 1 °C), e luz (ciclo claro/escuro de 12/12
horas, luzes acesas as 7:00 horas e apagadas as 19:00 horas), com livre acesso ao alimento
e agua, exceto durante as breves sessdes de teste e foram manuseados duas vezes por
semana para limpeza das caixas. Os experimentos foram conduzidos durante a fase clara

do ciclo do animal, geralmente no periodo matutino (8:00 as 11:00 horas).

Etica

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da
Universidade Federal de Sdo Carlos - CEUA/UFSCar (CEUA N° CEUA 5836171117).
Todos os procedimentos experimentais seguiram as normas e preceitos especificados pela
diretriz brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos,
elaborada pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal — CONCEA.

Constricao Croénica do Nervo Ciético

Para reproduzir o modelo de dor crénica, foi utilizado o método proposto por
Bennet e Xie (1998), e posteriormente modificado para uso com camundongos
(SOMMER; SCHAFERS, 1998). Apos anestesia com cetamina e xilazina (100 mg/kg e
10 mg/kg, i.p., respectivamente), os animais foram submetidos ao procedimento que
consiste na seccdo da fascia entre o gluteo e biceps femural e a exposi¢ao do nervo ciatico
direito proximo a sua trifurcacéo. O tecido ao redor do nervo foi cuidadosamente cortado
a uma distancia de aproximadamente 8 mm e, posteriormente, a compressao do nervo foi

realizada por meio de trés ligaduras com fio estéril, ndo inflamatorio e ndo absorvivel,
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mononylon 6.0 (grupo constricdo do nervo ciatico, CNC). O outro grupo foi submetido
a um procedimento similar, ndo havendo a constricdo do nervo (grupo Sham).
Considerando que esse modelo € um dos modelos de inducéo da dor cronica, Nitanda e
colaboradores (2005) demonstraram que 0s comportamentos relacionados a dor
aumentam gradualmente até um pico alcancado por volta do 10° dia apos a cirurgia de
constricdo do nervo ciatico.

A constrigdo do nervo ciatico se configura como uma forma de dor neuropética.
A dor neuropatica resulta de danos ou disfuncdes no sistema nervoso periférico ou central.
Esta condicdo, muitas vezes, é acompanhada por uma série de sintomas sensoriais, como
hipersensibilidade a estimulos dolorosos (hiperalgesia) e respostas dolorosas a estimulos
que normalmente ndo seriam dolorosos (alodinia). Além disso, a dor neuropatica pode se
manifestar de forma espontanea, sem a necessidade de um estimulo externo. (CAVALLI
etal., 2019).

Tipos de alojamento
Enriquecimento ambiental (EA)

As caixas de enriquecimento ambiental (41cm x 34cm x 16cm) eram forradas com
maravalha para pequenos animais, interiormente continham tubos coloridos que
formavam um tanel, uma casa colorida, uma escada que possibilitava 0 acesso a um
bebedouro, uma roda de exercicio, uma bola colorida, brinquedos de plastico, e um

reservatorio para alimento (modificado de Simpson e Kelly 2011; Blanco et al. 2017).

Y Al !éjﬁ L
Figura 1. Caixa de Enriquecimento Ambiental. Foto do modelo

de caixa utilizada para exposicédo ao enriquecimento ambiental.
Fonte: Foto de autoria propria. 36



Alojamento Sem Enriquecimento (SE)

As caixas utilizadas para o contexto de ambiente SE (30 cm x 19 cm x 14 cm)
apenas continham um bebedouro, acesso ao alimento e eram forradas com maravalha para

animais pequenos (Figura 2).

Figura 2. Imagem representativa da caixa utilizada
para 0 alojamento sem enriquecimento (SE). Fonte:
https://www.insightltda.com.br/produto/eb-241-caixa-
de-polipropileno-completa-41-x-34-x-16/

Teste da placa quente

O teste de placa quente (figura 3) é caracterizado pelo registro do tempo em que
0s animais permanecem sobre uma chapa metalica aquecida a 52°C (LIU et al., 2002) até
reagirem ao estimulo térmico, avaliado pela laténcia para retirada ou lambida da pata
traseira direita, pata em que foi realizada a constri¢cdo do nervo ciatico ou ndo. O tempo
maximo que o animal permaneceu sobre a placa foi 30 segundos, para evitar lesdo nas
patas (KURAISHI et al., 1983).

Figura 3. Placa quente. Fonte: Foto de autoria propria.
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Labirinto em cruz elevado (LCE)

A figura 4 representa o aparato experimental utilizado nas sessdes de teste em que
consiste em 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 38,5cm do solo por um
suporte de madeira (LISTER, 1987). Os experimentos foram conduzidos durante a fase
clara do ciclo de luz e foram gravados por meio de um sistema de cAmera conectada a um
computador localizado na sala adjacente a sala de testes. A avaliagdo dos parametros
comportamentais foi realizada a partir da observacao das gravacdes, acompanhada do uso
de um software de analise etoldgica X-Plo-Rat 3.0 (GARCIA et al., 2005).

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

Outros parametros comportamentais foram avaliados como as frequéncias de
mergulhar (movimento exploratério com a cabeca/ombros para fora dos bragos abertos)
e esticar (stretched attend posture - SAP: postura exploratéria caracterizada pelo corpo do
animal estendido para frente, depois retrai a posicdo original sem locomocéo efetiva,
resposta associada a avaliagdo de risco) e imobilidade. As medidas de mergulhar e esticar
se referem as respostas relacionadas a avaliagdo de risco que podem caracterizar um
estado de atencdo e alerta. Os bracos fechados e o centro sdo areas consideradas
protegidas e bracos abertos areas desprotegidas do labirinto (CRUZ et al., 1994;
RODGERS; JOHNSON, 1995).

Figura 4. Labirinto em cruz elevado (LCE). Fonte: Foto de
autoria propria. 38



Perfuséo e Secc¢bes Coronais do Encéfalo

Noventa minutos apds o término do teste no LCE, os animais foram anestesiados
com cetamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, i.p., respectivamente) para serem
submetidos ao procedimento de perfusdo. Com 0s animais ja anestesiados, as suas
cavidades abdominais e torécicas foram abertas para implantacdo de uma agulha
(acoplada a uma bomba de perfusdo) no ventriculo esquerdo do coragcdo. Os animais
foram perfundidos com 100ml de solu¢do PBS 0,1M (3,29 de KH2PO4; 7,1g de
K2HPO4; 9,1g de NaCl em 100ml de agua destilada), seguido de 400ml de
paraformaldeido 4% (4g de NaOH; 4g de paraformaldeido; 16,589 de NaH2PO4) (Figura
5).

Apds o término, os encéfalos foram cuidadosamente removidos do interior da
calota craniana e imersos em solucdo de paraformaldeido 4%, durante trés a cinco horas,
para fixagdo e preservacdo adequada dos componentes celulares encefalicos.

Em seguida, os encéfalos foram retirados da solucdo de paraformaldeido e
transferidos para uma solucéo hipertdnica de sacarose 30% (diluida em PBS 0,1M), para
crio-protecdo. Os encéfalos permaneceram nesta solucdo até apresentarem sinais de
desidratacdo (movendo-se para o fundo dos frascos), procedimento que normalmente
ocorria entre 24 e 48 horas. Imediatamente apds esse periodo, os encéfalos foram
congelados com gelo seco por uma hora e armazenados em freezer -80°C.

Posteriormente, os encéfalos foram fatiados coronalmente com 30um de
espessura em um criostato (Leica CM1850) seguindo as coordenadas do atlas de Paxinos
e Franklin, 2001. Os encéfalos foram seccionados desde sua porcdo mais frontal até sua
porcdo mais caudal, tendo todos os seus cortes preservados e armazenados em solucao

anti-congelante para posterior analise histologica.
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PBS PFA

A/

Bomba
Peristaltica

Figura 5. Representacdo esquematica do procedimento de perfusdo para fixacdo do tecido
nervoso. Inicialmente, é introduzido a solucéo gelada de PBS 0,1M (4°C) no sistema sanguineo
por meio de uma bomba peristaltica que exerce uma pressdo para que essa solucgao entre pelo
ventriculo esquerdo e passe para a aorta, o qual percorre todo sistema circulatorio. A solugdo
retorna ao coracdo onde é eliminada pelo atrio direito. Ap6s a perfusdo do PBS 0,1M, é
realizado a perfusdo com a solucdo fixadora gelada de paraformaldeido 4% (4°C). PFA:
paraformaldeido. Fonte: autoria prépria.

Imuno-histoquimica

Para avaliacdo de ativacdo neuronal foi realizado o procedimento de imuno-
histoquimica para a proteina Fos, conforme literatura (HOPE et al., 2006; MATTSON et
al., 2007). Este procedimento foi realizado nas fatias coronais dos encéfalos dos
observadores e demonstradores, expostos ao ambiente SE ou ao EA posteriormente
testados no LCE.

As fatias coronais dos encéfalos foram previamente processadas e devidamente
armazenadas contendo as regides de interesse e foram primeiramente lavadas 5 vezes por
5 minutos com PBS 0,1M. Em seguida, foram incubadas em uma solucédo de peroxido de
Hidrogénio (0,2%) e PBS por 20 minutos e foram novamente lavadas com PBS 0,1M
durante 5 minutos por 5 vezes. Logo apoés, as fatias foram incubadas com anticorpo

primério Fos (Millipore®, anti-coelho, dilui¢do 1:4000) diluido em solucdo bloqueadora
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(soro de cabra 3%; Triton X-100 0,25%, dissolvidos em PBS) por 16 a 18h em
temperatura de 4°C, sob agitacdo constante.

Ap0s a incubacdo com anticorpo primario, as fatias foram lavadas com PBS 0,1M
durante 5 minutos por 5 vezes e incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com
anticorpo secundario biotinilado (Vector Laboratories©, B-1000, dilui¢cdo 1:700) diluido
em solucdo bloqueadora (Triton X-100 0,25%, soro de cabra 3% e PBS 0.1 M). Em
sequida, as fatias foram lavadas com PBS por 5 vezes (5 minutos cada lavagem) e
incubadas por 1 hora e 30 minutos em solucdo de avidina-biotina-peroxidase (Kit ABC
Vectastain®, Vector Laboratories©), preparada em PBS contendo Triton X-100 0,5%.

Continuando o procedimento, as fatias foram lavadas por 5 vezes (5 minutos cada)
e incubadas em 3,3-diaminobenzidina (DAB) por, aproximadamente, 5 minutos. Na
sequéncia, foram lavadas 5 vezes com PBS (5 minutos cada) e transferidas para solucédo
de PBS 0,1M para montagem das laminas. As laminas utilizadas foram preparadas com
gelatina e aluminio crémico.

Apo6s a montagem dos cortes nas laminas, essas foram desidratadas com titulagdes
seriadas e crescentes de etanol (agua destilada; etanol: 30%, 60%, 90%; 95% e 100%),
xilol e posteriormente cobertas com Permount e laminulas.

A imunomarcacdo de Fos foi capturada através de uma camera acoplada a um

microscopio (Zeiss Axio Imager D2®).

Procedimento geral

Vinte e um dias ap6s 0 nascimento, os camundongos foram alojados aos pares
(pbs-natal; PND 21). No 14° dia de convivio (PND 35), um animal de cada dupla foi
submetido a cirurgia de constricdo do nervo ciatico (CNC) ou ao procedimento sham.
Esses animais foram denominados de demonstradores CNC ou demonstradores sham.

Apds os efeitos da anestesia, 0os demonstradores foram alocados com seus
respectivos pares, que passaram a ser os observadores CNC ou observadores sham.
Aleatoriamente, as duplas foram submetidas ao alojamento EA ou ao SE. Dessa maneira,

formamaos o0s seguintes grupos:

Tabela 1. Grupos formados para o estudo.
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Demonstradores sham + observadores sham expostos ao alojamento SE
Demonstradores sham + observadores sham expostos ao alojamento EA
Demonstradores CNC + observadores CNC expostos ao alojamento SE

Demonstradores CNC + observadores CNC expostos ao alojamento EA

SE = Sem enriquecimento; EA = Enriquecimento ambiental; CNC = Constricdo do Nervo Ciatico

Apds a formacdo desses grupos, 0s animais conviveram por mais 14 dias,
totalizando 28 dias de protocolo de convivio. No 28° dia (PND 49), submetemos todos
0s animais, observadores e demonstradores, ao LCE durante cinco minutos (Figura 6).
Considerando que o contagio emocional ocorre quando o sujeito é acometido pelo estado
emocional do outro (HATFIELD et al. 1993, 2009) decidimos avaliar observadores e
demonstradores para averiguar se exibiam respostas comportamentais semelhantes.

Ao final do experimento, os demonstradores CNC ou Sham, foram submetidos ao
teste da placa quente para verificacdo da hiperalgesia induzida pela constri¢cdo do nervo
ciatico. Noventa minutos apds o teste, todos os animais foram perfundidos e os encéfalos
removidos para a realizacdo da analise de imuno-histoquimica. Na figura 6, esta
representado o delineamento experimental utilizado e na tabela 2, os grupos

experimentais formados.

SEM ENRIQUECIMENTO Demonstrador sham + observador sham

Demonstrador CNC + observador CNC

Dia14
Cirurgia de constrigdo do
nervo ciatico
demonstrador sham
demonstrador CNC

Placa quente
(demonstradores
sham e cnc)
tempo de corte:
30s

COM ENRIQUECIMENTO 90 min

(EA)

Demonstrador sham + observador sham

Perfusao
Demonstrador CNC + observador CNC
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Figura 6. Representagdo da linha do tempo. CNC= Constri¢do do Nervo Ciatico; LCE= Labirinto
em Cruz Elevado; SE= Sem Enriquecimento; EA= Enriquecimento Ambiental; Min = minutos;
S=segundos.

Tabela 2. Total de camundongos utilizados no labirinto em cruz elevado.

Demonstradores Observadores
Sham CNC Sham CNC
SE EA SE EA SE EA SE EA
n=17 n=19 n=17 n=17 n=17 n=19 n=17 n=17

Os numeros representam o total de camundongos utilizados por grupo CNC: Constri¢do do Nervo
Ciatico; SE: Sem enriquecimento; EA: Enriguecimento Ambiental.

Analise estatistica

Os dados comportamentais dos demonstradores obtidos no teste de placa quente
foram analisados através da analise de variancia (ANOVA) de duas vias considerando o
fator condigdo (Sham e CNC) e o fator alojamento (SE e EA). Os resultados dos
comportamentos relacionados a ansiedade obtidos no teste de LCE bem como os dados
do nudmero de nucleos imunorreativos no hipocampo dorsal e amigdala de
demonstradores e observadores também foram analisados através da ANOVA bifatorial
considerando os fatores condicéo e alojamento.

A ANOVA foi seguida pelo teste post-hoc de Duncan para comparagoes
maultiplas, quando necessaria. No caso dos dados da imuno-histoquimica, referentes a
contagem de nucleos imunorreativos no hipocampo dorsal de demonstradores e
observadores, utilizamos o teste t de Student para comparacéo de grupos especificos. O
coeficiente de correlacdo de Pearson foi utilizado para verificar a relacdo entre os
comportamentos dos demonstradores e observadores exibidos no teste do LCE. O valor

de p<0,05 foi considerado como significativo para todas as analises estatisticas.
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Resultados




Avaliacao da efetividade da constri¢cdo do nervo nos demonstradores: teste da placa
quente

Na figura 7 a ANOVA de duas vias (condicdo x alojamento) para o teste da placa
quente revelou efeitos significativos para a condicao (F1,66=5,57; p<0,05), para o fator
alojamento (F1,66=32,55; p<0,05) e para interacao entre os fatores (F1,66=5,28; p<0,05). O
teste post-hoc de Duncan indicou que a laténcia de resposta ao estimulo térmico foi
significativamente menor em demonstradores CNC-SE em comparagcdo aos
demonstradores Sham alojados em SE (Dem-Sham-SE vs. Dem-CNC-SE). A exposi¢édo
ao EA atenuou o efeito da constricdo do nervo ciatico caracterizado pelo aumento da
laténcia de retirada da pata nos demonstradores CNC em comparacdo ao CNC alojados
SE (Dem-CNC-SE vs. Dem-CNC-EA). Vale ressaltar que o EA preveniu parcialmente a

hipersensibilidade térmica induzida pela constricdo do nervo ciatico.

Figura 7. Laténcia de retirada da pata (em segundos) no teste de placa quente. As barras
representam os valores das médias £ EPM (n=17-19). #p<0,05 comparado ao respectivo
grupo Sham. *p<0,05 comparado ao grupo demonstrador CNC-SE. CNC: Constri¢éo do
Nervo Ciatico; SE: Sem Enriquecimento; EA: Enriquecimento Ambiental. ANOVA de
duas vias.

3 se
30+ 3 Ea
B #x
-E 20 - - -
8
] #
© b
g
£ 10+
]
—
0 L L]
Demonstrador Demonstrador
Sham CNC

45



Avaliacao dos efeitos da exposicédo ao enriguecimento ambiental em camundongos
demonstradores submetidos a constricdo do nervo cidtico e camundongos

observadores, avaliados no labirinto em cruz elevado (LCE).

A figura 8A mostra os efeitos do enriquecimento ambiental na porcentagem de
entradas nos bracos abertos (%EBA) de demonstradores CNC e Sham. A ANOVA de
dois fatores (condicéo x alojamento) revelou efeito significativo para a interacdo entre 0s
fatores condicgéo e alojamento (F166=7,64; p<0,05), embora a analise estatistica ndo tenha
mostrado efeitos para os fatores condicéo (F1,66=2,05; p=0,16) e alojamento (F1,66=0,12;
p=0,74). Anélises posteriores utilizando o teste de compara¢des multiplas de Duncan
mostraram diminuicdo na %EBA em camundongos demonstradores CNC comparados
aos demonstradores Sham alojados no ambiente sem enriquecimento (Dem-Sham-SE vs.
Dem-CNC-SE).

A exposicdo ao enriquecimento ambiental preveniu a ansiedade produzida pela
constricdo do nervo cidtico nos demonstradores CNC quando comparados aos
demonstradores CNC alojados no ambiente SE (Dem-CNC-SE vs. Dem-CNC-EA).

Na figura 8B, podemos observar os efeitos do EA na %EBA dos animais
observadores CNC e Sham avaliados no LCE. A analise de variancia de duas vias indicou
efeito significativo na interacdo entre os fatores condicdo e alojamento (F166=20,92;
p<0,05), mas néo no fator condicdo (F1,66=1,83; p=0,18) e no fator alojamento (F1,66=0,68;
p=0,41).

O teste post hoc de Duncan mostrou diminui¢do significativa na %EBA em
observadores CNC quando comparados aos observadores Sham submetidos ao ambiente
SE (Obs-Sham-SE vs. Obs-CNC-SE). Além disso, os observadores CNC expostos ao
enriquecimento ambiental apresentaram maior %EBA quando comparados aos
observadores CNC alojados no ambiente SE (Obs-CNC-SE vs. Obs-CNC-EA).
Inesperadamente, 0s observadores Sham expostos ao enriquecimento ambiental
apresentaram diminuicdo da %EBA quando comparados aos observadores sham alojados
no ambiente SE (Obs-Sham-SE vs. Obs-Sham-EA).
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Figura 8. Efeitos da exposicao ao enriquecimento ambiental sobre a %EBA no LCE de
camundongos (A) demonstradores submetidos & constricdo do nervo ciatico e seus (B)
respectivos observadores. As barras representam os valores das médias + EPM (n= 17-
19). #p<0,05 comparado ao respectivo grupo Sham. *p<0,05 comparado ao respectivo
grupo SE. EBA: Entradas nos Bracos Abertos; CNC: Constricdo do Nervo Ciatico; SE:
Sem Enriquecimento; EA: Enriquecimento Ambiental. ANOVA de duas vias.
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A figura 9A mostra os efeitos do EA na porcentagem de tempo gasto nos bracos
abertos (%TBA) de demonstradores CNC e Sham. A andlise de variancia de duas vias
(condicéo x alojamento) demonstrou efeitos significativos no fator condi¢éo (F1,66=5,68;
p<0,05), mas ndo no fator alojamento (F1,66=3,08; p=0,08) e na interacéo entre os fatores
condicéo e alojamento (F1,66=1,33; p=0,25). Embora a anélise estatistica de variancia nao
tenha apontado efeito na interacdo entre os fatores, realizamos o teste post-hoc de Duncan
para avaliar possiveis diferencas entre os grupos experimentais. Desse modo, observou-
se uma reducdo na %TBA em demonstradores CNC comparados aos demonstradores
Sham alojados no ambiente SE (Dem-Sham-SE vs. Dem-CNC-SE). O alojamento no
ambiente enriquecido preveniu o desenvolvimento de comportamentos relacionados a
ansiedade induzidos pela dor cronica nos demonstradores CNC ao compararmos com 0s
demonstradores CNC expostos ao ambiente SE (Dem-CNC-SE vs. Dem-CNC-EA).

A figura 9B mostra os efeitos da exposi¢cdo ao EA na %TBA de observadores
Sham e CNC expostos ao LCE. A ANOVA demonstrou efeito significativo na interacdo

entre a condi¢cdo e o alojamento (F1,66=9,13; p<0,05), mas ndo nos fatores condicéo
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(F1,66=0,74; p=0,39) e alojamento (F166=3,61; p=0,06). O teste post-hoc de Duncan
apontou uma reducédo na % TBA de observadores CNC em relagdo aos observadores Sham
alojados no ambiente SE (Obs-Sham-SE vs. Obs-CNC-SE). Além disso, o EA foi capaz
de prevenir a ansiedade produzida pelo convivio com o parceiro em condicao de dor, visto
que os observadores CNC expostos ao EA aumentaram a exploracao dos bracos abertos
em comparagdo aos observadores CNC do ambiente SE (Obs-CNC-SE vs. Obs-CNC-
EA). Apesar de termos encontrado que a exposi¢cdo ao EA diminuiu a %EBA em
observadores Sham (figura 8B), o mesmo ndo foi registrado para a % TBA do LCE
(p=0,43).

Figura 9. Efeitos da exposicdo ao enriquecimento ambiental sobre a % TBA no LCE de
camundongos (A) demonstradores submetidos a constricdo do nervo ciatico e seus (B)
respectivos observadores. As barras representam os valores das médias + EPM (n= 17-
19). #p<0,05 comparado ao respectivo grupo Sham. *p<0,05 comparado ao respectivo
grupo SE. TBA: Tempo Gasto nos Bracos Abertos; CNC: Constricdo do Nervo Ciatico;
SE: Sem Enriquecimento; EA: Enriquecimento Ambiental. ANOVA de duas vias.
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Na figura 10A mostra o efeito do EA sobre as entradas nos bragos fechados (EBF)
do LCE em camundongos demonstradores Sham e CNC. A ANOVA bifatorial indicou
efeito do fator alojamento (F1e6=21,55; p<0,05), mas ndo da condicdo (F1,66=0,32;
p=0,57) e da interacdo entre o fator condicdo e o fator alojamento (F1,66=2,22; p=0,14).

Desse modo, vemos que 0s animais alojados no ambiente enriquecido exibiram aumento
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de exploracdo dos bracos fechados independentemente da condi¢éo a que esses animais
foram submetidos (Dem-SE vs. Dem-EA).

Considerando o comportamento dos animais observadores nas EBF, a anélise de
variancia revelou efeito significativo da condicéo (F1,66=4,29; p<0,05) e do alojamento
(F166=4,64; p<0,05), mas ndo indicou efeitos da interacdo condicdo e alojamento
(F1,66=0,80; p=0,38). Sendo assim, a figura 10B mostra que os animais observadores
submetidos ao convivio com CNC tém maior nimero de EBF em relacdo aos
observadores submetidos ao convivio com o Sham (Obs-Sham vs. Obs-CNC). Além
disso, também verificamos que os camundongos observadores alojados no ambiente
enriquecido mostram maior exploracdo dos bragos fechados se comparados com 0s
animais alojados no ambiente SE independentemente da condigéo (Obs-SE vs. Obs-EA).

Figura 10. Efeitos da exposi¢do ao enriquecimento ambiental sobre a EBF no LCE de
camundongos (A) demonstradores submetidos a constricdo do nervo ciatico e seus (B)
respectivos observadores. As barras representam os valores das médias £ EPM (n= 17-
19). #p<0,05 comparado a condicdo Sham. *p<0,05 comparado ao alojamento SE. EBF:
Entradas nos Bracos Fechados; CNC: Constricio do Nervo Ciatico; SE: Sem
Enriguecimento; EA: Enriquecimento Ambiental. ANOVA de duas vias.
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Na tabela 3 podemos ver os efeitos do EA sobre comportamentos complementares
relacionados a ansiedade exibidos por demonstradores e observadores submetidos as
condi¢des Sham e CNC. Considerando os animais demonstradores, a ANOVA bifatorial

revelou efeitos significativos do fator alojamento sobre a porcentagem de tempo gasto no
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centro (F1,66=13,73; p<0,05), total de SAP (F166=23,39; p<0,05) e porcentagem de SAP
protegido (F166=5,72; p<0,05). A analise estatistica também mostrou resultados
significativos do fator condicao sobre o total de SAP (F166=4,78; p<0,05), porcentagem
de SAP protegido (F1,66=8,32; p<0,05) e total de mergulho (F1,66=4,19; p<0,05). Também,
verificamos efeitos significativos da interacéo entre os fatores condicdo e alojamento na
porcentagem de tempo gasto no centro (Fi,e6=4,79; p<0,05) e porcentagem de SAP
protegido (F1,66=4,16; p<0,05).

O teste post-hoc de Duncan indicou que os animais demonstradores na condi¢éo
CNC alojados no ambiente SE demonstraram aumento da porcentagem de tempo gasto
no centro do LCE e da porcentagem de SAP protegido, quando comparado ao respectivo
grupo Sham alojado no mesmo tipo de ambiente (Dem-Sham-SE vs. Dem-CNC-SE). Os
animais demonstradores na condicdo Sham alojados no EA apresentaram diminui¢do do
total de SAP quando comparados ao grupo Sham SE (Dem-Sham-SE vs. Dem-CNC-EA).
Os animais demonstradores na condicdo CNC alojados no EA apresentaram aumento do
total de SAP quando comparados ao respectivo grupo Sham alojado no mesmo tipo de
ambiente (Dem-Sham-EA vs. Dem-CNC-EA). Os animais demonstradores na condi¢édo
CNC alojados no EA apresentaram diminuicéo da porcentagem de tempo gasto no centro
do LCE, total de SAP e porcentagem de SAP protegido, quando comparados ao respectivo
grupo CNC-SE (Dem-CNC-SE vs. Dem-CNC-EA). O total de mergulhos e a
porcentagem de mergulhos protegidos nao foram alterados.

Considerando os comportamentos dos animais observadores apresentados na
tabela 3, a ANOVA de duas vias demonstrou efeito significativo do fator condigéo apenas
no total de SAP (F166=11,26; p<0,05). Da mesma forma, revelou efeito significativo do
fator alojamento na porcentagem de tempo gasto no centro (F1,66=7,20; p<0,05) e no total
de SAP (F1,66=31,46; p<0,05). Além disso, observamos efeitos significativos da interacdo
entre os fatores condicdo e alojamento na porcentagem de SAP protegido (F1,66=7,49;
p<0,05).

O teste post-hoc de Duncan indicou que os animais observadores na condigédo
CNC alojados no ambiente SE apresentaram aumento da porcentagem de tempo gasto no
centro do LCE, quando comparados ao respectivo grupo Sham alojado no mesmo tipo de

ambiente (Dem-Sham-SE vs. Dem-CNC-SE). Os animais observadores na condi¢cdo CNC
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alojados no EA apresentaram aumento do total de SAP e diminuicéo da porcentagem de
SAP protegido, quando comparados ao respectivo grupo Sham alojado no mesmo tipo de
ambiente (Dem-Sham-EA vs. Dem-CNC-EA). Os animais observadores na condigédo
CNC alojados no EA apresentaram diminuicéo da porcentagem de tempo gasto no centro
do LCE, do total de SAP e da porcentagem de SAP protegido, quando comparados ao
respectivo grupo CNC-SE (Dem-CNC-SE vs. Dem-CNC-EA). Os animais observadores
na condicdo Sham alojados no EA apresentaram reducdo do total de SAP quando
comparados ao grupo Sham SE (Dem-Sham-SE vs. Dem-CNC-EA). O total de mergulhos

e a porcentagem de mergulhos protegidos ndo foram alterados.

Tabela 3. Comportamentos relacionados a ansiedade avaliados no labirinto em cruz
elevado, em demonstradores submetidos a constricdo do nervo ciatico e seus respectivos

parceiros observadores alojados em ambiente SE ou ambiente enriquecido.

Demonstradores Observadores
Comportamentos Sham CNC Sham CNC
SE EA SE EA SE EA SE EA

%Tempo no centro 37,0433 31,019 G510+54# 303 £24* 325+24 289+3,0 409+2,1# 30,0%2,8*%
Total de mergulho 25516 28.6+1.9 32.1%+3.0 298t16 22526 260t19 277+t19 29.0%+3.0
%Mergulho protegido 71347 74743 718 %87 74145 732+47 873140 76590 79.0x46
Total de SAP 424+3.1 234+2.0% 450%39 33.1 +4.08* 37.8+28 157+1.9% 43.83+4.2 30.7 £3.28*%
%SAP protegido 86.4+1.8 859128 97.8+0.6# 91.6+2.9* 86728 93.0%33 95.2%15 79.5 £ 6.88*

Os dados séo apresentados como valores da média + SEM (n= 17-19). #p <0,05 vs.
respectivo grupo Sham. *p <0,05 vs. o respectivo grupo SE. SAP: Stretched Attend
Posture; CNC: Constricdo do Nervo Ciatico; SE: Sem Enriquecimento; EA:
Enriguecimento ambiental. ANOVA de duas vias.

Correlacdo entre os comportamentos relacionados a ansiedade exibidos por

demonstradores e observadores alojados na mesma caixa-moradia.

Os comportamentos avaliados no LCE indicaram que os demonstradores em
condicdo CNC, bem como seus respectivos observadores, apresentaram respostas
ansiogénicas semelhantes. A constrigdo do nervo ciatico promoveu diminui¢do na %EBA
e no %TBA nos pares que foram alojados no ambiente SE (Dem-CNC-SE e Obs-CNC-
SE), ao serem comparados aos pares na condicdo Sham alojados no mesmo ambiente

(Dem-Sham-SE e Obs-Sham-SE). Além disso, nds investigamos se 0 EA era capaz de
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Observador

atenuar o comportamento ansiogénico induzido pela dor neuropética. Os dados obtidos
demonstraram que a exposicdo ao EA preveniu completamente os efeitos da constrigéo
do nervo ciatico em ambos, demonstradores e observadores (Dem-CNC-EA e Obs-CNC-
EA). Surpreendentemente, os observadores do grupo Sham expostos ao EA (Obs-Sham-
EA) demonstraram reducdo na %EBA, mas ndo houve alteracéo significativa na %TBA,
sugerindo um possivel comportamento ansiogénico nesse grupo em comparagao ao grupo
Obs-Sham-SE. Embora essa diferenga na %EBA ndo tenha aparecido nos Dem-Sham-
EA quando comparados aos Dem-Sham-SE, ha uma pequena reducdo nesse
comportamento (figura 8A).

Devido a presenca de similaridades entre os comportamentos influenciados pelos
diferentes fatores experimentais, examinamos a relacao entre as respostas exibidas pelos
camundongos residentes na mesma gaiola através do coeficiente de correlacdo de Pearson
(r). Considerando todos 0s grupos como um conjunto amostral (65 duplas), ou seja,
independentemente da condicdo e do tipo de alojamento, encontramos correlagao positiva
significativa entre demonstradores e observadores da mesma caixa-moradia na %EBA
(r=0,3738; p<0,05; figura 11A) e na %TBA (r=0,5606; p<0,05; figura 11B).

Figura 11. Correlacéo entre comportamentos relacionados a ansiedade avaliados no LCE
exibidos por demonstradores e observadores alojados na mesma caixa-moradia. As
figuras apresentam a dispersdo dos pontos e as retas de regresséo. O valor de p<0,05
indica a presenca de correlacdo significativa entre os comportamentos. O valor de r > 0
indica correlacdo positiva. %EBA: Porcentagem de Entrada nos Bragos Abertos; % TBA:
Porcentagem de Tempo gasto nos Bragos Abertos; CNC: Constricdo do Nervo Ciatico;
SE: Sem Enriquecimento; EA: Enriquecimento Ambiental. Coeficiente de correlagéo de
Pearson.
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A andlise dos comportamentos complementares avaliados no LCE também
revelou correlagdo positiva significativa para o total de SAP, porcentagem de SAP
protegido, total de mergulho e porcentagem de mergulho protegido, mas nao para as EBF

entre demonstradores e observadores da mesma gaiola (Tabela 4).

Tabela 4. Correlagao entre os comportamentos complementares relacionados a ansiedade
avaliados no LCE exibidos por demonstradores e observadores alojados na mesma gaiola.

Comportamentos r Valor de p
EBF 0,2037 0,10
Total de mergulho 0,3934 <0,05
% Mergulho protegido 0,4845 <0,05
Total de SAP 0,4856 <0,05
% SAP protegido 0,2754 <0,05

Os dados sdo apresentados como valores do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e
valores de p (n=65). O valor de p<0,05 indica a presenca de correlacao significativa entre
0s comportamentos. O valor de r > 0 indica correlacdo positiva. EBF: Entradas nos Bracos
Fechados; SAP: Stretched Attend Posture.

Os dados obtidos através das analises de correlagdo mostram que
independentemente do grupo no qual os camundongos demonstradores e observadores se
encontravam, 0s comportamentos exibidos pelos animais alojados na mesma caixa-
moradia sdo semelhantes. Em outras palavras, nota-se que os demonstradores do grupo
Sham-SE, por exemplo, exploram os bragos abertos da mesma maneira que seus
respectivos parceiros observadores. No outro extremo pode-se observar que os pares do

grupo CNC-SE entram menos e gastam menos tempo nos bracos abertos do LCE.

Avaliacéo da participacdo das subareas CA1 e giro denteado do hipocampo dorsal
nos comportamentos relacionados a ansiedade em demonstradores submetidos a

constricdo do nervo ciatico e observadores, expostos ao enriquecimento ambiental.

Para avaliar a participacdo das subareas do hipocampo dorsal e da amigdala na
exibicdo dos comportamentos relacionados a ansiedade verificamos a ativacdo neuronal

a partir da contagem de nucleos imunorreativos anti-proteina Fos ap6s 90 minutos do
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teste de LCE. A figura 12 mostra as sub-regides do hipocampo dorsal utilizadas para
quantificar as células positivas.

Figura 12. Esquema representativo de seccao coronal referente a localizagdo das subareas
CAl e DG (PAXINOS; FRANKLIN, 2019) (A). Fotomicrografia da area utilizada para
quantificar os nucleos imunorreativos anti-Fos nas subareas CA1 (cornu ammonis 1) e
DG (Giro denteado) do hipocampo dorsal de camundongos demonstradores e
observadores ap0s o teste de LCE (B).

A figura 13 apresenta exemplos de cortes coronais utilizados neste estudo com
indicacbes da marcacdo positiva da proteina Fos no CAl de demonstradores e
observadores submetidos as condi¢des Sham e CNC, e alojados nos ambientes SE e EA.

As presengas dos nacleos imunorreativos indicam que as células foram mais ou menos

ativadas durante o teste | 2 5y de LCE.

Figura 13. Cortes coronais representativos com destaque (setas pretas) para os nucleos
imunorreativos anti-Fos na subarea CA1 do hipocampo dorsal de demonstradores e
observadores apés o teste no labirinto em cruz elevado. CA1: Cornu Ammonis 1; Dem:
Demonstrador; Obs: Observador; CNC: Constricdo do Nervo Cidtico; SE: Sem
Enriquecimento; EA: Enriquecimento Ambiental.
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A figura 14 mostra o nimero de células ativadas por area de tecido nervoso da
sub-regido CA1 do hipocampo dorsal de demonstradores e observadores em condig¢des
Sham ou CNC, alojados em SE ou EA. A ANOVA bifatorial revelou efeito dos fatores
condigdo (F1,13=7,40; p<0,05) e alojamento (F1,13=125,95; p<0,05), mas nédo da interagdo
entre os fatores (F113=0,23; p=0,64) na expressdo de proteina Fos no CAl de
camundongos demonstradores (figura 14A).

Sendo assim, observa-se que a condi¢do CNC diminui a ativacéo celular no CAl
qguando comparada a condi¢do Sham, independentemente do tipo de alojamento (Dem-
Sham vs. Dem-CNC). Além disso, nota-se também que o EA promove um aumento do
namero de celulas ativadas no CA1 de demonstradores ao compararmos com 0s animais
alojados no ambiente SE (Dem-SE vs. Dem-EA).

Considerando os animais observadores, a andlise de varidncia bifatorial
demonstrou efeito do fator alojamento (F1,10=15,85; p<0,05), mas ndo do fator condigéo
(F1,10=0,01; p=0,92) e da interacdo entre os fatores (Fi,19 = 2,65; p=0,12) na ativacdo
celular da subarea CA1 do hipocampo (figura 14B). Desse modo, os dados indicam que
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0 ambiente enriquecido induz um aumento da expressdo de proteina Fos,
independentemente da condicdo a qual os observadores foram submetidos (Obs-SE vs.
Obs-EA).

Figura 14. Ndmero de nicleos imunorreativos anti-proteina Fos por mm? de tecido
extraido da sub-regido CAL1 do hipocampo dorsal de camundongos demonstradores (A) e
observadores (B) nas condi¢des Sham ou CNC, e alojados em ambiente SE ou EA. As
barras representam os valores das médias £ EPM (n=2-6). #p<0,05 comparado a condi¢do
Sham. *p<0,05 comparado ao alojamento SE. CA: Cornu Ammonis; SE: Sem
Enriguecimento; EA: Enriquecimento Ambiental; CNC: Constricdo do Nervo Ciatico;
IR: Imunorreativo. ANOVA de duas vias.
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A figura 15 apresenta cortes coronais indicando os ndcleos imunorreativos com
expressao da proteina Fos no DG de animais demonstradores, submetidos as condicdes
Sham ou CNC, e seus respectivos observadores, expostos ao ambiente SE ou ao EA apds

a avaliacdo dos comportamentos relacionados a ansiedade no LCE.
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Figura 15. Cortes coronais representativos com destaque (setas pretas) para os nucleos
imunorreativos anti-Fos na subarea DG do hipocampo dorsal de demonstradores e
observadores ap0s o teste no labirinto em cruz elevado. DG: Giro Denteado; Dem:
Demonstrador; Obs: Observador; CNC: Constricdo do Nervo Cidtico; SE: Sem
Enriquecimento; EA: Enriquecimento Ambiental.
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Na figura 16 observamos os efeitos do EA na ativacdo neuronal da subarea DG
do hipocampo dorsal de demonstradores submetidos, ou ndo, a constri¢éo do nervo ciatico
e seus respectivos observadores. A analise de variancia de duas vias indicou efeito do
fator alojamento (F1,13=35,35; p<0,05), mas ndo da condicdo (F1,13=0,02; p=0,89) e da
interacdo entre os fatores (F113=0,54; p=0,48) (figura 16A). Nos camundongos
observadores a anélise de variancia bifatorial revelou efeito do alojamento (F1,10=11,41;
p<0,05), mas néo do fator condicdo (F119 = 0,31; p=0,59) e da interag&o entre os fatores
(F1,10=1,86; p=0,19) (figura 16B). Sendo assim, o ambiente enriquecido produz aumento
da ativagdo celular de DG ao compararmos com a ativagdo neuronal do DG nos
demonstradores e observadores alojados no ambiente SE, independentemente da
condicéo a qual foram submetidos [(Dem-SE vs. Dem-EA) e (Obs-SE vs. Obs-EA)].
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Figura 16. Ndmero de nicleos imunorreativos anti-proteina Fos por mm? de tecido
extraido da sub-regido DG do hipocampo dorsal de camundongos demonstradores (A) e
observadores (B) nas condi¢fes Sham ou CNC, e alojados em ambiente SE ou ambiente
enriquecido. As barras representam os valores das médias + EPM (n=2-6). *p<0,05
comparado ao alojamento SE. DG: Giro Denteado; SE: Sem Enriquecimento; EA:
Enriguecimento Ambiental; CNC: Constricdo do Nervo Citico; IR: Imunorreativo.
ANOVA de duas vias.
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A anélise estatistica referente ao nimero de nucleos imunorreativos na subarea
CAL de demonstradores revelou que o EA induziu o aumento da expressdo de proteina
Fos independentemente da condicdo a qual os animais foram submetidos (Dem-SE vs.
Dem-EA). Além disso, também verificamos que a condi¢do de dor crbnica a qual os
animais demonstradores foram submetidos promoveu a diminuigéo da ativacdo neuronal
da sub-regido CA1 independentemente do alojamento no qual 0s sujeitos permaneceram
(Dem-Sham vs. Dem-CNC). Inesperadamente, os dados referentes as ativacdes neuronais
nas duas subareas do hipocampo dorsal (figuras 14 e 16) assemelhavam-se muito aos
resultados comportamentais obtidos com o teste dos camundongos no LCE (figuras 8 e
9).

Assim como observado nos comportamentos relacionados a ansiedade, a condi¢éo
de constricdo do nervo ciatico parece, pelo menos visualmente, diminuir a ativagdo
neuronal do hipocampo dorsal ao compararmos demonstradores e observadores Sham
alojados no ambiente SE. Provavelmente, essa diferenca na expressao de proteina Fos

entre os animais alojados em SE tenha sumido devido aos efeitos pronunciados induzidos
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pelo alojamento no ambiente enriquecido. Dessa maneira, decidimos verificar as
diferengas nos numeros de ndcleos imunorreativos dos grupos Sham e CNC, em
camundongos demonstradores e observadores, sem a influéncia do ambiente. Embora
esse recurso nao seja recomendado, nosso grupo de pesquisa utilizou desse expediente
num trabalho recém-publicado na revista cientifica Frontiers in Behavioral Neuroscience
(CARNEIRO DE OLIVEIRA et al., 2022). Sendo assim, o teste t de Student indicou que
0s grupos CNC dos demonstradores e observadores que permaneceram no ambiente SE
tiveram diminuicdo da ativacdo celular na sub-regido CAl do hipocampo quando
comparados com 0s respectivos grupos Sham (Tabela 5 e Figura 17).

Tabela 5. Numero de ndcleos imunorreativos para a proteina Fos por mm2 de tecido
extraido das sub-regiGes CA1 e DG do hipocampo dorsal de demonstradores submetidos
a constricdo do nervo ciatico e seus respectivos parceiros observadores alojados em
ambiente SE ou ambiente enriquecido.

CAl
SE EA
Sham CNC Sham CNC
Demonstradores Figura 17 204,83 + 25,93 161,07 £ 27,89
t(10)=3,48; p=0,32 t3=1,07; p=0,36
Observadores Figura 17 100,60 + 24,92 132,11 + 28,22
t.9=2,90; p=0,25 t10=0,84; p=0,42
DG
SE EA
Sham CNC Sham CNC
Demonstradores 43,47 +12,18 24,05 +9,99 159,96 + 53,05 173,33 +39,14
tao=1,23; p=0,25 t3=0,21; p=0,85
Observadores 57,12 + 15,98 29,78 + 8,90 125,18 + 16,44 190,05 + 60,13
t9=1,57; p=0,15 t10=1,04; p=0,32

Os dados sdo apresentados como valores das médias + EPM (n=2-6). CA: Cornu
Ammonis; DG: Giro Denteado; SE: Sem Enriquecimento; EA: Enriquecimento
Ambiental; CNC: constricdo do nervo ciatico. Teste t de Student.
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Figura 17. NGmero de nicleos imunorreativos anti-proteina Fos por mm? de tecido
extraido da sub-regido CA1 do hipocampo dorsal de camundongos demonstradores e
observadores nas condi¢cbes Sham ou CNC, e alojados em ambiente SE. As barras
representam os valores das médias + EPM (n=2-6). #p<0,05 comparado ao respectivo
grupo Sham. CA: Cornu Ammonis; SE: Sem Enriquecimento; CNC: Constri¢do do Nervo
Ciatico; IR: imunorreativo. Teste t de Student.
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Avaliacdo da participacdo das subareas basolateral e central da amigdala nos
comportamentos relacionados a ansiedade em demonstradores submetidos a

constricdo do nervo ciatico e observadores, expostos ao enriquecimento ambiental.

Para verificar a ativacdo das sub-regifes basolateral e central da amigdala durante
a exibicdo de comportamentos relacionados a ansiedade, nés quantificamos o nimero de
nacleos imunorreativos anti-proteina Fos ao final do teste de LCE. A figura 18 apresenta

as areas encefalicas utilizadas para quantificar as células positivas na amigdala.

Figura 18. Fotomicrografia da &rea utilizada para quantificar os nicleos imunorreativos anti-Fos
nas subareas basolateral (BLA) e central (CeA) da amigdala de camundongos demonstradores e
observadores ap6s o teste de LCE (A). Esquema representativo de secdo coronal referente a
localizagdo das subareas BLA e CeA (PAXINOS; FRANKLIN, 2019) (B).

60



A figura 19 mostra exemplos de cortes coronais com indicagcdo da marcagédo
positiva anti-proteina Fos na amigdala basolateral de demonstradores, submetidos as
condi¢cdes Sham ou CNC, e seus respectivos observadores, expostos ao ambiente SE ou

ao EA ap0s a avaliacdo dos comportamentos relacionados a ansiedade no LCE.

Figura 19. Cortes coronais representativos com destaque (setas pretas) para 0s nucleos
imunorreativos anti-Fos na subarea basolateral da amigdala de demonstradores e
observadores apds o teste no labirinto em cruz elevado. BLA: Basolateral; Dem:
Demonstrador; Obs: Observador; CNC: Constricdo do Nervo Cidtico; SE: Sem
Enriguecimento; EA: Enriquecimento Ambiental.
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A figura 20A apresenta o nimero de neurdnios ativados na porgdo basolateral da
amigdala de demonstradores dos grupos Sham e CNC, alojados no ambiente SE ou no
EA. A andlise de variancia bifatorial revelou que houve efeito do fator alojamento
(F1,14=5,85; p<0,05), mas ndo do fator condicéo (F114=0,67; p=0,43) e da interacdo entre
os fatores (F1,14=2,47; p=0,14). Pode-se dizer entdo, que o alojamento de camundongos
demonstradores no ambiente enriquecido induz um aumento da ativagédo celular da BLA
se comparados aos animais que permaneceram no ambiente SE, independentemente da
condicdo (Dem-SE vs. Dem-EA).

Com relacdo aos animais observadores, a ANOVA de duas vias indicou efeitos do
fator condicdo (F1,11=5,38; p<0,05) e da interacdo entre os fatores (F1,11=5,60; p<0,05),
mas ndo do fator alojamento (Fi11=4,77; p=0,052) (figura 24B). O teste de Duncan
demonstrou que os animais observadores do grupo CNC alojados no ambiente
enriquecido tiveram uma diminuicdo significativa da expressdo da proteina Fos na
amigdala basolateral quando comparados ao respectivo grupo SE na mesma condi¢do
(Obs-CNC-SE vs. Obs-CNC-EA). Além disso, observa-se que 0 mesmo grupo CNC
exposto ao EA também apresenta diminuicdo da ativacdo neuronal na BLA quando
comparado ao grupo Sham alojado no ambiente enriquecido (Obs-Sham-EA vs. Obs-
CNC-EA).
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Figura 20. NGmero de nicleos imunorreativos anti-proteina Fos por mm? de tecido
extraido da sub-regido BLA da amigdala de camundongos demonstradores (A) e
observadores (B) nas condi¢gdes Sham ou CNC, e alojados em ambiente SE ou EA. As
barras representam os valores das médias + EPM (n=2-6). #p<0,05 comparado ao
respectivo grupo Sham. *p<0,05 comparado ao alojamento SE. BLA: Basolateral; SE:
Sem Enriquecimento; EA: Enriquecimento Ambiental; CNC: Constricdo do Nervo
Ciatico; IR: Imunorreativo. ANOVA de duas vias.
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A figura 21 apresenta exemplos de cortes coronais indicando a marcagdo positiva
anti-proteina Fos na amigdala central de camundongos demonstradores e observadores
dos grupos Sham e CNC, expostos ao ambiente SE ou EA e avaliados no teste de LCE.

Figura 21. Cortes coronais representativos com destaque (setas pretas) para os nucleos
imunorreativos anti-Fos na subarea central da amigdala de demonstradores e
observadores apos o teste no labirinto em cruz elevado. CeA: Amigdala Central; Dem:
Demonstrador; Obs: Observador; CNC: Constricdo do Nervo Ciatico; SE: Sem
Enriguecimento; EA: Enriquecimento Ambiental.
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Na figura 22A podemos observar os efeitos do EA na ativacdo neuronal da CeA
de camundongos demonstradores submetidos, ou ndo, a constricdo do nervo ciatico. A
analise de variancia de duas vias ndo indicou efeito dos fatores alojamento F1,14=0,12;
p=0,73) e condicao (F1,14=0,04; p=0,84) na expressao de proteina Fos na amigdala central.
A interacdo entre os fatores alojamento e condicdo também nao teve efeito (F1,14=0,28;
p=0,61) na ativacdo celular dos animais demonstradores.

Considerando a ativagdo neuronal na amigdala central dos animais observadores
(figura 22B), a ANOVA bifatorial revelou efeito do fator condicdo (F1,13=5,92; p<0,05),
mas ndo do fator alojamento (F113=3,01; p=0,11) e da interacdo entre os fatores
(F1,13=3,17; p=0,10). Isso significa que conviver com um parceiro submetido a constricao
do nervo ciatico promove diminuicdo da ativacio da amigdala central,
independentemente do tipo de ambiente no qual os animais estavam alojados (Obs-Sham
vs. Obs-CNC).
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Figura 22. Ndmero de nicleos imunorreativos anti-proteina Fos por mm? de tecido
extraido da sub-regido central da amigdala de camundongos demonstradores (A) e
observadores (B) nas condi¢fes Sham ou CNC, e alojados em ambiente SE ou ambiente
enriquecido. As barras representam os valores das médias + EPM (n=2-6). #p<0,05
comparado a condi¢cdo Sham. CeA: Amigdala Central; SE: Sem Enriquecimento; EA:
Enriquecimento Ambiental; CNC: Constricdo do Nervo Ciatico; IR: Imunorreativo.
ANOVA de duas vias.
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Discussao




Os nossos resultados mostraram que a constricdo do nervo ciatico promoveu
aumento da sensibilidade ao estimulo térmico na pata lesionada dos demonstradores, € 0
enriquecimento ambiental produziu uma queda parcial na hipersensibilidade térmica
apresentada pelos camundongos demonstradores. Observamos também, que os animais
demonstradores com dor neuropatica e seus respectivos coespecificos observadores
alojados no ambiente sem enriquecimento, exibiram aumento de comportamentos
relacionados a ansiedade no LCE. Em contrapartida, 0s mesmos grupos demonstradores
CNC e observadores CNC que permaneceram no ambiente enriquecido nao
demonstraram alteracbes que condizem com aumento de ansiedade, ou seja, 0 EA
preveniu o surgimento de comportamentos relacionados a ansiedade. Inesperadamente,
encontramos uma correlacdo positiva nos comportamentos relacionados a ansiedade
avaliados no LCE entre os animais que conviveram nas mesmas caixas-moradia,
independentemente da condicéo e alojamento a que foram submetidos.

Além disso, avaliamos a participacdo do hipocampo dorsal e da amigdala nas
respostas comportamentais exibidas pelos demonstradores e observadores, através da
marcacdo da proteina de expressdo imediata Fos. A condi¢cdo CNC diminuiu a expressao
de Fos na subarea CA1 do hipocampo dorsal de camundongos demonstradores. O
enriquecimento ambiental aumentou a expressdo de Fos nas sub-regides CAl e DG do
hipocampo dorsal de demonstradores e observadores. Quando desconsideramos a
influéncia do enriquecimento ambiental na expressdo de Fos na sub-regido CAL,
conseguimos verificar que a condicdo CNC foi capaz de diminuir a ativacdo dessa area
em camundongos demonstradores e observadores comparados com os animais do grupo
Sham. Em relacdo a amigdala observamos que o enriquecimento ambiental aumentou a
ativacdo no nucleo basolateral em camundongos demonstradores. Nos camundongos
observadores a condicdo CNC promoveu diminuicdo da expressdao de Fos no nicleo
central da amigdala.

A fim de constatar a dor induzida pelo modelo de constricdo do nervo ciatico, 0s
demonstradores CNC e Sham foram avaliados no teste de placa quente. Esse teste é uma
ferramenta simples e eficaz para detectar a hiperalgesia periférica e analgesia (auséncia

ou reducdo da sensibilidade a dor) em ratos e camundongos, dado que o calor € utilizado
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como estimulo nocivo em modelos de dor (LAVICH et al., 2005). De forma geral, a
laténcia da resposta do sujeito ao estimulo € registrada como varidvel dependente, sendo
que os limiares nociceptivos da pata inflamada séo determinados pela retirada reflexa da
pata (LAVICH et al., 2005; BANNON; MALMBERG, 2007).

Assim, identificamos reducdo da laténcia de retirada da pata traseira direita nos
demonstradores CNC quando comparados aos demonstradores Sham. Isso se deve a
sensibilizacdo dos nociceptores locais e das respostas fisiologicas acarretadas pela leséo
crénica do nervo ciatico, o que leva o animal a retirar a pata mais rapidamente em relacédo
aos animais em condicBes saudaveis, 0 que caracteriza uma hiperalgesia térmica
ipsilateral (BANNON; MALMBERG, 2007). Além do que, essa evidéncia nos mostra
que os demonstradores CNC ainda estavam sob os efeitos da dor neuropética até o dia da
exposicdo ao LCE.

Resultados similares aos obtidos nesse estudo sobre as consequéncias da dor
neuropatica ja foram anteriormente descritos na literatura. Logo, foi demonstrada uma
diminuicdo expressiva na laténcia de retirada da pata em ratos Sprague-Dawley
submetidos ao modelo de constri¢do do nervo ciatico e expostos a placa quente, em outras
palavras, uma hiperalgesia observada ap6s a aplicacao de um estimulo térmico (Zhang et
al., 2018). Outras pesquisas também encontraram hiperalgesia térmica induzida pela dor
neuropética em ratos Wistar submetidos ao teste de placa quente (TOLEDO et al., 2021;
SILVA-CARDOSO etal., 2021). Wang e colaboradores (2021) verificaram que a cirurgia
de constricdo do nervo ciatico promove reducdo da laténcia de retirada da pata em ratos
Sprague-Dawley.

A dor neuropética pode ser causada por uma lesdo ou doenca do sistema
somatossensorial cuja funcdo reside na captacdo de estimulos sensoriais como percepg¢édo
ao toque, pressédo, dor, temperatura entre outros (TREEDER et al., 2007). Esse sistema
também é responsavel pelo envio dos sinais percebidos para a medula espinhal e,
eventualmente, para o cérebro que se encarregara em processar e interpretar essas
informagdes (COLLOCA et al., 2017). Na maioria dos casos, a origem desse tipo de dor
esta relacionada & sec¢do ou compressao de nervos periféricos ou como consequéncia de

uma doenca metabolica como a diabetes (KREMER et al., 2020).
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Nesse ambito, outros estudos que adotaram diferentes testes para avaliar a
hiperalgesia desencadeada pela dor neuropética explanaram dados semelhantes. Por
exemplo, camundongos C57BI/6J submetidos a cirurgia de constricdo por meio da
implantacdo de um tubo de polietileno ao redor do nervo ciatico (sciatic nerve cuffing)
diminuiram a laténcia para retirada da pata em comparacdo ao sham quando expostos a
aplicacdo de um feixe infravermelho de calor na superficie plantar de cada pata traseira
(BENBOUZID et al., 2008). A hiperalgesia ipsilateral induzida pelo modelo de dor
neuropatica também foi observada em ratos Sprague-Dawley que apresentaram reducao
significativa da laténcia de retirada da pata traseira apds o contato com uma superficie
gelada (HOLDRIDGE et al., 2007).Yang e colaboradores (2020) observaram que ratos
Sprague-Dawley com o nervo constrito retiraram a pata traseira lesionada mais
rapidamente em relacdo ao Sham quando expostos a um teste de radiacdo de estimulo de
calor. Ainda, evidéncias do nosso grupo de pesquisa demonstraram que camundongos
submetidos a constri¢ao do nervo ciatico apresentaram reducgdo da laténcia de retirada da
pata lesionada pela cirurgia ao serem expostos ao teste de placa quente (BAPTISTA-DE-
SOUZA et al.,, 2015; ZANIBONI et al., 2018; BENASSI-CEZAR et al., 2020;
TAVARES et al., 2022; TAVARES et al., 2023).

O nosso estudo constatou que o convivio com um demonstrador submetido a
constricdlo do nervo cidtico induz comportamentos relacionados & ansiedade,
caracterizados pela reducdo da exploracdo aos bracos abertos do LCE e aumento de
respostas de avaliacdo de risco em camundongos observadores. Da mesma forma,
verificamos que os demonstradores CNC apresentaram menor indice de entradas e tempo
gasto nos bragos abertos, e aumento da porcentagem de SAP protegido. Nossos resultados
também indicaram que o EA foi capaz de prevenir esse efeito ansiogénico, pois 0s animais
expostos ao EA apresentaram aumento de entradas e tempo gasto nos bracos abertos.
Além disso, a exposicdo ao EA provocou a reducdo das respostas de avalia¢do de risco
caracterizadas pela diminuicdo do total de SAP e aumento da porcentagem de SAP
protegido.

Ndo somente a hipersensibilidade dolorosa é um dos efeitos associados a dor
neuropética, diversos estudos cientificos tém indicado altera¢cGes emocionais associadas
ao desconforto da dor (ATTAL et al., 2008; GERRITS et al., 2012; HAANPAA et al.,
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2009; SIMONS et al., 2014; SIEBERG et al. al., 2018; BASANTSOVA et al., 2019;
MARTINEZ-LAVIN, 2021). Em ambito pré-clinico, algumas pesquisas adotaram o
modelo de constri¢do do nervo ciatico em modelos animais para mimetizar comorbidades
causadas pela dor neuropatica, dentre elas, respostas referentes a ansiedade.

Baseado nisso, Roeska e colaboradores (2008) encontraram que a constri¢do do
nervo ciatico em ratos Wistar produziu a diminuigéo do total de entradas e no tempo gasto
nas areas abertas do LCE em comparagao aos animais Sham. Em contexto similar, apds
25 dias do procedimento de constricdo do nervo ciatio, ratos Wistar avaliados no LCE
exibiram menor exploracdo aos bracos abertos em comparagdo ao respectivo controle
(CASPANI et al., 2014). Outro estudo obteve resultado semelhante, nesse caso, ratos
Sprague—-Dawley submetidos a constricdo parcial do nervo ciatico diminuiram o tempo
gasto nos bracos abertos do LCE (WANG; XUE-QIN et al., 2015).

Da mesma forma, Civi e colaboradores (2016) mostraram reducéo da exploracéo
aos bragos abertos do LCE em ratos Wistar ap6s 21 dias de dor produzida pela constri¢ao
do nervo ciatico. Em camundongos, foi igualmente observada uma diminuicdo
significativa no nimero de entradas e na porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos
do LCE devido a realizacdo da constricdo do nervo ciatico (FERREIRA-CHAMORRO
et al., 2018). Murasawa e colaboradores (2019) observaram que apds duas semanas de
constricdo do nervo ciatico, os ratos Sprague-Dawley testados no LCE demonstraram
diminuicdo da exploracéo aos bracos abertos.

Esse conjunto de evidéncias nos mostra que 0 modelo de dor neuropatica é eficaz
para induzir comportamentos relacionados a ansiedade em roedores. Em nosso estudo, 0s
camundongos demonstradores constritos manifestaram aumento de respostas referentes a
ansiedade, representada pela diminuicdo da exploracdo aos bracos abertos, aumento do
tempo gasto no centro do LCE e aumento da porcentagem de SAP protegido, o que
corrobora com os achados publicados na literatura. Nesse sentido, no nosso estudo,
podemos considerar que os camundongos observadores além de conviverem com a dor
dos seus demonstradores, também experienciaram a ansiedade induzida por essa dor.

A importancia de avaliarmos o comportamento dos demonstradores se da pelo
nosso interesse em verificar a reverberacdo emocional da dor durante o convivio.

Diferentes estudos tém constatado que os roedores apresentam respostas emocionais na
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presenca de um coespecifico em sofrimento (LANGFORD et al., 2006; 2011,
BAPTISTA-DE-SOUZA etal., 2015; 2022; SATO et al., 2015; CARMONA et al., 2016;
CARNEIRO DE OLIVEIRA etal., 2017; 2022; ZANIBONI et al., 2018; KANDIS et al.,
2018; FONTES-DUTRA et al., 2019; COX; REICHEL, 2020; HERNANDEZ-
LALLEMENT et al., 2020; BENASSI-CEZAR et al., 2020; TAVARES et al., 2021;
SILVEIRA et al., 2023; TAVARES et al., 2022; TAVARES et al., 2023). A capacidade
de percepcéo da dor permite aos animais compartilharem estados emocionais mesmo sem
serem capazes de identificar a fonte ou entender a causalidade da emocdo despertada
durante a observacao do outro (LAVIOLA et. al., 2017).

Dessa forma, quando o estado emocional de um individuo induz um estado
correspondente no observador, denomina-se de contagio emocional (HATFIELD et al.
1993), um mecanismo basico que constitui a empatia (BRATEN, 2007;
SIVASELVACHANDRAN et al., 2018). Para Preston e De Waal (2002), a empatia é
fundamentada no paradigma do mecanismo acdo-percepc¢éo que possibilita ao observador
experienciar o estado emocional do outro por meio de suas proprias representacdes
neurais. A percepcdo do comportamento de um individuo, ativa automaticamente as
representacdes desse comportamento no observador (MOYA-ALBIOL et al., 2010; DE
WAAL, 2011). Além disso, quanto maior proximidade social entre os individuos, mais
facil ocorreré essa ativagdo (PRESTON; DE WAAL, 2002; MARTIN et al., 2015). Sendo
assim, a empatia é caracterizada pelo reconhecimento de estados afetivos nos outros que
podem ser evocados no observador (BARTAL et al., 2011; ATSAK et al., 2011; CHEN,
2017).

A vista disso, nossos resultados demonstraram que os camundongos observadores
CNC exibem aumento de comportamentos ansiogénicos quando expostos ao LCE em
comparagdo com os observadores Sham. Portanto, sugerimos que a coabitacdo com um
coespecifico sujeito a constricdo do nervo cidtico € capaz de suscitar respostas
relacionadas a ansiedade. Da mesma forma, estudos do nosso grupo de pesquisa tém
identificado esse padrdo comportamental intrinseco ao convivio, isto é, aumento da
ansiedade representado pela maior exploragdo aos bragos abertos em camundongos que

conviveram com a dor neuropatica do outro, 0 que denominamos de empatia pela dor
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(BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; 2022; CARMONA et al., 2016; BENASSI-
CEZAR et al., 2020; TAVARES et al., 2021).

Os nossos achados sdo amparados por trabalhos que verificaram o contégio
emocional independentemente do tipo de protocolo comportamental adotado. Estudos do
nosso grupo de pesquisa demonstrou aumento de comportamentos relacionados a
ansiedade coexistente a exposi¢do cronica ao estresse de contencdo em camundongos
suigo-albinos. Paralelamente, também verificamos aumento da ansiedade nos parceiros
de gaiola desses animais, sugerindo que o contato com os prejuizos da ansiedade induzida
pelo estresse pode estar sendo influenciado pelo contagio emocional (CARNEIRO DE
OLIVEIRA et al., 2017; 2022; SILVEIRA et al., 2023).

Ainda, Tomiyoshi e colaboradores (2009) observaram que camundongos C57BI/6
alojados por 20 dias com seus coespecificos inoculados por um indutor tumoral
apresentaram reducdo do numero de entradas e tempo gasto nos bracgos abertos do LCE
em comparagdo aos que conviveram com animais saudaveis. Em outro contexto, foi
averiguado aumento de comportamentos relacionados a ansiedade em ratos Wistar e
Sprague-Dawley ap0s experienciarem seus parceiros receberem injecdes cronicas de
formalina (NAZERI et al., 2019; MOHAMMADI et al., 2018) ou agudas de veneno de
abelha na pata (LI et al., 2014).

Da mesma forma, um protocolo embasado em testemunhar repetidamente a
derrota social do parceiro pode aumentar a resposta associada a ansiedade (MIAO et al.,
2018; PATKI, et al., 2014; 2015; WARREN et al., 2013). Yang e colaboradores (2016)
utilizaram dois tipos de modelo para investigar o contagio emocional, um que simula
sintomas epiléticos por meio da estimulacdo do lobo temporal induzida pela pilocarpina,
uma substancia alcaloide que quando administrada sistemicamente em altas doses pode
provocar alteragdes comportamentais com manifestacdes de crises motoras limbicas,
mioclonia dos membros anteriores e automatismos faciais (CAVALHEIRO et al., 1996);
e 0 segundo que expunha cronicamente camundongos a choques elétricos nas patas. Os
resultados mostraram que os camundongos C57BI/6 que conviveram tanto com 0s
coespecificos submetidos ao modelo epilético quanto ao efeito aversivo dos choques
apresentaram reducdo na exploracdo aos bracos no LCE, classificando aumento de

ansiedade.
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E importante ressaltar que esses trabalhos forneceram evidéncias enfatizando que
contextos psicossociais instaveis devido a presenca de sujeitos fisicamente prejudicados
e vicariamente em sofrimento podem influenciar o comportamento dos coabitantes desse
ambiente. Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que o0s estados emocionais
podem afetar o sujeito e 0 objeto, ou no caso do presente trabalho, demonstrador e
observador bidirecionalmente (DE WAAL, 2008; LAMM et al., 2011; LANGFORD et
al., 2006).

Primordialmente, os trabalhos do nosso grupo adotaram medidas farmacologicas
para o0 estudo dessas consequéncias ocasionadas pelo modelo de empatia pela dor
(CARMONA et al., 2016; ZANIBONI et al., 2018; BENASSI-CEZAR et al., 2021;
TAVARES et al., 2022; TAVARES et al., 2023). Nosso trabalho buscou, de forma sui
generis, utilizar a manipulacdo ambiental para investigar seu possivel efeito na ansiedade
induzida pelo convivio com um coespecifico submetido a dor cronica. De maneira efetiva,
demonstramos que o enriquecimento ambiental se mostrou eficaz na prevengdo de
comportamentos do tipo ansioso tanto em demonstradores quanto em observadores CNC.
Isto €, aumentou as entradas e 0 tempo gasto nos bracos abertos do LCE, diminuiu a
exploracdo no centro do aparato e ainda reduziu a taxa de comportamentos de avaliacdo
de risco.

O enriquecimento ambiental pode amenizar a ansiedade presente em estados de
dor cronica, contribuindo para a melhora do bem-estar animal e favorecendo processos
cognitivos como memdria e aprendizagem (KIMURA et al., 2022). Sob esse aspecto,
ratos Sprague-Dawley submetidos a dor neuropética expostos ao ambiente enriquecido
demonstraram ansiedade reduzida quando avaliados no LCE em comparagdo aos
respectivos controles do ambiente padrdo (VACHON, 2014). Kimura e colaboradores
(2020) mostraram que apos sete semanas de exposicdo ao enriquecimento ambiental,
ratos Wistar com o nervo constrito exibem diminuicdo de comportamentos relacionados
a ansiedade exibidos no LCE.

Similarmente, Gong e colaboradores (2018) demonstraram que o enriquecimento
ambiental foi uma alternativa efetiva para reduzir comportamentos do tipo ansioso em
ratos Sprague-Dawley adolescentes submetidos a cirurgia de constri¢do parcial do nervo

ciatico e avaliados no LCE e no campo aberto. Nossos resultados obtidos por meio da
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estimulacdo ambiental igualmente apontam efeitos benéficos do enriquecimento nos
animais demonstradores CNC, isto é, apesar da dor neuropéatica ter induzido
comportamentos relacionados a ansiedade, o enriquecimento ambiental foi capaz de
preveni-los.

Além desse paradigma de enriquecimento ambiental para o alivio da constricdo
do nervo ciatico adotado em nosso estudo, outras pesquisas utilizaram formas de acessar
as consequéncias intrinsecas da exposi¢do ao enriquecimento ambiental e sua influéncia
em situacBes de exposicdo a estimulos estressores. Por exemplo, em um protocolo
caracterizado por 14 dias de dor crénica inflamatoria provocada pela injecéo intraplantar
de adjuvante completo de Freund foi possivel detectar melhora da exploracéo aos bragos
abertos do LCE em camundongos C57BL/6 quando alocados em um ambiente
enriquecido (ZHENG et al., 2017). Ainda, evidéncias da literatura demonstraram o papel
do enriguecimento ambiental na prevenc¢do contra o comportamento do tipo ansioso em
ratos Wistar desencadeado pelo estresse agudo de contencdo e em camundongos
submetidos ao estresse de separacdo materna. Nesses casos, a exposi¢do ao estresse néo
foi capaz de reduzir a exploracdo dos bracos abertos do LCE e da area central do campo
aberto nos animais enriquecidos (ASHOKAN et al., 2016; NOVAES et al., 2017; JI; XIA,
2022).

Interessantemente, o enriquecimento ambiental também influenciou a
hipernocicepcdo ao estimulo térmico, induzida pela dor neuropéatica. Nesse ambito,
observamos uma reversdo parcial dos efeitos da dor nos demonstradores CNC quando
submetidos ao teste da placa quente, ou seja, verificamos um perceptivel aumento na
laténcia de retirada da pata nos demonstradores CNC com EA em relagdo ao CNC-SE
(figura 7). Os resultados sugerem que o enriquecimento ambiental diminuiu a nocicepcao
produzida pela cirurgia, entretanto ndo foi capaz de nivelar esse padrdo de resposta ao
obtido com os demonstradores Sham. Resultado semelhante foi apresentado por Wang e
colaboradores (2019), cuja resposta de aumento da percepcdo dolorosa termal avaliada
pela aplicacdo de um feixe de calor diretamente na pata, foi atenuada pelo enriquecimento
ambiental em ratos camundongos C57BL/6 submetidos a dor neuropatica.

Parent-Vachon e Vachon (2018) demonstraram que o enriquecimento ambiental

diminui a hipernocicepcdo a estimulos mecénicos avaliados no teste von Frey em ratos
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Sprague-Dawley com neuropatia. Outro estudo verificou que camundongos CD-1
submetidos ao modelo de denervagéo parcial e expostos ao enriquecimento ambiental ndo
apresentaram reducdo da percepcao ao estimulo térmico quente, porém, foi observado
menor hipersensibilidade ao estimulo mecéanico e frio em comparacdo aos animais
controle (VACHON et al., 2013). Além disso, um grupo de pesquisadores observou que
o0 alojamento em um ambiente enriquecido reverteu a hiperalgesia apresentada no teste
de distensdo colorretal em ratos previamente submetidos ao estresse de separagcao materna
(J1; XIA, 2022).

Algumas condicdes de alojamento empregadas em procedimentos de
enriquecimento ambiental, como ciclismo passivo e esteira, sdo eficazes para aliviar a dor
de lesdo cronica e a disfuncdo motora (TAI et al., 2018). Além disso, 0 EA é um método
preciso para provocar o crescimento neuronal e a habilidade motora em diferentes
protocolos de cirurgia do nervo ciatico (BARONCELLI et al., 2010).

O estudo a respeito de tratamentos para distrbios neuropsicol6gicos pode
favorecer a compreensédo tanto dos mecanismos de terapias ja existentes como 0 manejo
de antidepressivos e ansioliticos, e ainda elucidar abordagens eficazes como o
enriquecimento ambiental (CORDNER et al., 2022). Nesse contexto, o presente trabalho
adiciona mais um elemento nos estudos que buscam entender a influéncia que o ambiente
pode exercer sobre comportamentos seus mecanismos neurobiol6gicos subjacentes.

Para sustentar a ideia de que o estado emocional de um sujeito pode ser percebido
e influenciar as emocdes, e consequentemente 0 comportamento de um coespecifico,
realizamos analises de correlacdo entre demonstradores e observadores para todos 0s
resultados obtidos no teste do LCE. E importante destacar que os dados utilizados para
avaliar a relacdo entre os comportamentos dos sujeitos vieram de demonstradores e
observadores da mesma gaiola. Do ponto de vista clinico, a convivéncia com pacientes
de doencas crénicas pode alterar o estado emocional de familiares e/ou cuidadores. Nesse
contexto, pesquisas tém demonstrado niveis elevados de sofrimento psicologico,
ansiedade e sintomas de depressdo em cénjuges de individuos com dor crdnica
(LEONARD; CANO, 2006; SCHWARTZ et al.,, 1991). Em varios trabalhos os
cuidadores relataram uma experiéncia emocional desagradavel pronunciada provocada

pela sobrecarga do cuidar e da percepcdo do sofrimento dos pacientes, o que contribui
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para o surgimento de ansiedade e humor depressivo (COSTA-REQUENA et al., 2012;
GONZALEZ et al., 2020; SCHULZ et al., 2007; SCHULZ; SHERWOOD, 2008).

Na analise dos nossos resultados encontramos correlagdo positiva na porcentagem
de entradas de bracos abertos e porcentagem de tempo gasto em bracos abertos,
independentemente da lesdo do nervo ciatico e das condi¢cdes de alojamento dos grupos
(Figura 5A e 5B). Esses achados podem sugerir uma possivel conexdo do estado
emocional compartilhado entre os pares. Alguns trabalhos mostraram correlagGes entre
demonstradores e observadores principalmente no paradigma de aprendizagem
observacional do medo (GONZALEZ-LIENCRES et al, 2014; HAN et al, 2020; ZHENG
et al, 2020). Nossas evidéncias podem contribuir para o entendimento desses
comportamentos em humanos, ainda como podemos empregar intervengfes mais
adequadas para amenizar o sofrimento causado pela dor em pacientes, familiares e
cuidadores.

No presente trabalho n6s demonstramos que a dor gerada pela constri¢ao do nervo
ciatico induziu diminuicdo da ativacdo da sub-regido CA1 (Figura 17), mas ndao do DG
(figura 16), do hipocampo dorsal de camundongos demonstradores e observadores
alojados em ambiente padrdo. Além disso, o enriquecimento ambiental foi capaz de
prevenir os efeitos da constricdo do nervo ciatico na expressdo de Fos em CA1 (figura
14) e ainda promoveu um aumento significativo da ativagdo de CA1 (figura 14) e DG
(figura 16) de camundongos demonstradores e observadores Sham. Apesar de ndo ser
vasta, a literatura revela que o recrutamento do hipocampo dorsal é critico na exibicao de
comportamentos relacionados a dor. Wei e colaboradores (2021), por exemplo,
demonstram que as ativacGes farmacoldgica (microinjecao de glutamato), optogenética e
qguimiogenética do hipocampo dorsal promoveram analgesia no teste de VVon Frey em
ratos e camundongos submetidos aos modelos de dor neuropéatica SNI (Spared nerve
injury — lesdo do nervo ciatico) e SNL (Spinal nerve ligation — ligadura dos nervos
espinais), mas ndo nos animais sham — o aumento do limiar de alodinia (dor em resposta
a um estimulo que normalmente ndo causaria dor) foi cerca de 20% atingindo o grau de
significancia de 0,09 (p=0,09). Em contrapartida, a microinje¢do de indiplon, um agonista
alostérico do GABA, no hipocampo dorsal induziu efeito proalgésico apenas nos animais

sham — provavelmente pelo limiar de retirada das patas nos animais SNI tenha se
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aproximado de 0% (WEI et al., 2021). Esses dados indicam que a ativacao e inibi¢do do
hipocampo dorsal promovem efeitos antinociceptivos e  pronociceptivos,
respectivamente.

A literatura tem proposto que interneurénios GABAEérgicos sdo responsaveis pela
inibicdo tbnica das células piramidais (neurénios glutamatérgicos) do hipocampo. Sendo
assim, Mendes e Menescal-de-Oliveira (2008) verificaram que a microinjecéo intra-
hipocampo dorsal de bicuculina, um antagonista GABAergico, induziu efeitos
antinociceptivos em cobaia (guinea pigs). Por outro lado, a microinjecdo de muscimol,
um agonista GABAeérgico promoveu aumento da percepcdo de dor (MENDES;
MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2008). Esses dados nos encorajam a propor o possivel
mecanismo neuronal recrutado no hipocampo dorsal nas respostas analgésicas e
préalgésicas. Como apresentado anteriormente, a microinjecdo de glutamato no
hipocampo dorsal produziu efeito antinociceptivo e o bloqueio de receptores NMDA no
local aboliu esse efeito (WEI et al., 2021). Também foi verificado que a ativacdo e
inibicdo de neurdnios GABAérgicos no hipocampo dorsal induzem analgesia e préalgesia
respectivamente (MENDES; MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2008). Dessa forma nds
sugerimos que a dor neuropatica crénica promoveu uma queda na ativacao de neurénios
glutamatérgicos do hipocampo dorsal induzindo a exibicdo de respostas de
hipersensibilidade a dor. Em contrapartida, a exposicdo ao enriquecimento ambiental
reestabeleceu a atividade desses neurdnios glutamatérgicos, responsaveis pelos efeitos
analgésicos do hipocampo dorsal. Embora plausivel, muitos estudos precisam ser
realizados para confirmar os mecanismos sugeridos.

Observamos também que os animais demonstradores e observadores que exibiram
queda na exploracao dos bracos abertos do LCE, apresentaram diminuicdo da expressdo
de Fos na sub-regido CA1l do hipocampo dorsal. Por outro lado, o enriquecimento
ambiental além de prevenir o aumento de comportamentos relacionados a ansiedade,
também impediu a diminuigédo da ativacdo da sub-regido CAL do hipocampo dorsal de
camundongos submetidos a dor neuropatica crénica e seus coespecificos.

Considerando o papel do hipocampo dorsal nas respostas relacionadas a
ansiedade, a literatura é escassa e controversa. Zhang e colaboradores (2014a), por

exemplo, verificaram que a inibigdo do hipocampo dorsal de ratos através da microinjecédo
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de muscimol promoveu aumento da aversdo aos bragos abertos do LCE, um
comportamento ansiogénico tipico. Nossos dados corroboram Zhang e colaboradores
(2014a) ao indicarem que 0 aumento de comportamentos do tipo ansioso esta relacionado
com a diminuicdo da atividade do hipocampo dorsal.

Outro estudo verificou que o estresse de separacdo materna prejudicou o
comportamento de esquiva inibitéria em ratos. Entretanto, os animais que foram
submetidos ao estresse e expostos ao enriquecimento ambiental apresentaram reversdo
desses comportamentos. Ainda, os efeitos do enriquecimento ambiental na tarefa de
esquiva inibitéria estavam relacionados com o0 aumento da expressdo de Fos no
hipocampo dorsal (VIVINETTO et al., 2013). Sabe-se que o modelo de esquiva inibitoria
é utilizado para avaliacdo de comportamentos relacionados ao aprendizado e memoria,
porém, esse teste também envolve um componente emocional semelhante a ansiedade
(DOS SANTOS et al., 2005), tanto que nesse mesmo estudo 0s pesquisadores nao
encontraram efeito da separacdo materna no teste de reconhecimento de objetos, mas sim
na tarefa de esquiva inibitoria.

Dessa forma, os autores concluem que além de prejudicar a memoria e a
aprendizagem, o estresse de separa¢do materna também afetou componentes emocionais
(VIVINETTO et al., 2013), fungdes que recrutam o hipocampo dorsal (KHAKPAI et al.,
2016). Nesse sentido, nés também demonstramos que a exposi¢cdo ao enriquecimento
ambiental preveniu a exibicdo de comportamentos do tipo ansiogénicos e promoveu
aumento da expressao de Fos no hipocampo dorsal, resultados que corroboram Vivinetto
e colaboradores (2013) ao indicarem que o enriquecimento ambiental aumenta a atividade
do hipocampo dorsal e promove efeitos benéficos no componente emocional relacionado
ador.

Embora tenhamos encontrado poucos trabalhos além do nosso, os dados sugerem
que 0 aumento de comportamentos do tipo ansioso esta relacionado com a diminuicao da
atividade do hipocampo dorsal. Além disso, observou-se que a exposicdo ao
enriquecimento ambiental ndo reverte somente os efeitos comportamentais do estresse,
como também aumentou a ativacdo do hipocampo dorsal durante a exibi¢cdo desses
comportamentos. Algumas evidéncias, entretanto, revelaram que a inativacdo do

hipocampo dorsal através da injecdo local de midazolam ou muscimol diminuiram os
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comportamentos relacionados a ansiedade no LCE e no teste de interacdo social (ENGIN;
TREIT, 2007; GONZALEZ et al., 1998; MENARD; TREIT, 2001; REZAYAT et al.,
2005).

O hipocampo dorsal parece ter papel fundamental na percepc¢édo da dor. Ao que
tudo indica, a ativacdo de neurdnios glutamatérgicos dessa regido induzem efeitos
analgésicos e a inibicdo dos mesmos, através do controle exercido por neurbnios
GABAérgicos, promovem aumento da nocicepcao. Fazendo uma sugestdo, poderiamos
dizer que a diminuicédo da expressao de Fos indica diminuicdo da atividade glutamatérgica
na regido, causando aumento da dor nos camundongos com constri¢do do nervo ciatico.
A exposicdo ao ambiente enriquecido provavelmente impediu a diminuigéo da atividade
dos neurbnios de glutamato da regido e consequentemente atenuou os efeitos
proalgégicos. Da mesma forma, o hipocampo dorsal pode ter papel importante na
exibicdo de comportamentos relacionados a ansiedade, embora nesse caso a literatura
mostre resultados antagonicos. Novos experimentos sdo fundamentais para entender o
papel do hipocampo dorsal na comorbidade entre a dor e a ansiedade.

Com relacdo as subareas da amigdala, observamos que a constricdo do nervo
ciatico diminuiu a expressdo de Fos no CeA de observadores submetidos ao ambiente
sem enriquecimento. Inesperadamente, o enriquecimento ambiental induziu um aumento
drastico da expressao de Fos no BLA, mas ndo no CeA, de camundongos demonstradores.
Verificamos também que observadores que conviveram com parceiros Sham
apresentaram aumento da expressao de proteina Fos no CeA comparados ao respectivo
grupo CNC. Esses resultados indicam que o enriquecimento ambiental por si s6 induziu
0 aumento de Fos no BLA dos camundongos.

A amigdala é uma area do encéfalo responsavel por conceder um valor emocional
as informacdes sensoriais. Independentemente do valor, positivo ou negativo, adaptamos
nossos comportamentos e respostas afetivas de acordo com o estimulo recebido. A
consequéncia disso € que somos capazes de criar memarias emocionais que facilitam as
escolhas do comportamento mais adequado em situagdes futuras (LEDOUX, 2000;
VEINANTE et al., 2013). Como os estimulos nociceptivos também sdo potencialmente
prejudiciais a integridade corporal, é de se esperar que a amigdala possa integrar diversas

informagdes nociceptivas para iniciar ou modular as respostas autondmicas e
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comportamentais de acordo com o contexto ambiental e com o estado afetivo. Essa
adaptacéo inclui mecanismos de hipoalgesia/analgesia que permitem a inibicéo reflexa e
facilitam as respostas de luta ou fuga. Além disso, esta estrutura cerebral participa na
antecipacdo/previsdo do perigo potencial, com base em sinais sensoriais salientes (sons,
imagens, odores entre outros), para iniciar as mesmas respostas adaptativas que na
presenca direta do perigo (VEINANTE et al., 2013).

Ao contrério dos nossos resultados, a literatura tem mostrado que a dor
neuropatica promove aumento da ativacao da amigdala e o recrutamento dessa area pode
estar relacionado aos comportamentos ansiogénicos exibidos pelos animais submetidos a
dor. Liu e colaboradores (2022), por exemplo, induziram dor neuropatica em
camundongos através da administracdo intraperitoneal de paclitaxel, um antitumoral,
durante oito dias. A administracdo cronica do farmaco induziu alodinia mecanica,
hiperalgesia térmica, bem como aumento de comportamentos relacionados a ansiedade
no LCE e no campo aberto. Além disso, os camundongos que apresentaram
comportamentos ansiogénicos e hiperalgésicos também tiveram aumento da expresséo de
Fos no CeA e no BLA (LIU et al., 2022). Da mesma maneira, Seno e colaboradores
(2018) verificaram que ratos submetidos a dor neuropatica apresentaram hiperalgesia e
alodinia mecénicas, além do aumento da ativacdo do CeA e BLA, duas semanas apés a
cirurgia de constrigdo do nervo ciatico. O grupo ainda mostrou que a inativacdo do CeA
e do BLA, com microinjecdo de muscimol, reverteu os efeitos comportamentais
relacionados a dor e a depressdo (SENO et al., 2018).

A literatura também mostra o papel da amigdala nas respostas relacionadas a
ansiedade utilizando outros modelos de dor crénica. A administracdo intracolon de
Zymosan, uma substancia glicoproteica extraida da levedura Saccharomyces cerevisiae,
promove uma inflamacdo local que mimetiza em camundongos a sindrome do intestino
irritdvel observado em humanos. Os animais submetidos a essa inflamacgdo intestinal
exibiram comportamentos do tipo ansiogénicos como, reducdo da exploracdo dos bracos
abertos do LCE, do lado claro da caixa claro/escuro e da regido central do campo aberto.
Os autores também verificaram aumento na expressao de Fos no CeA e no BLA (ZHANG
etal., 2014).
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Alguns grupos de pesquisa estudaram a participacdo de apenas uma das subareas
da amigdala nas respostas emocionais induzidas pela dor. A maioria deles focou no CeA,
pois essa regido recebe informagdes nociceptivas diretas dos nervos sensitivos através da
regido pontina chamada ndcleo parabraquial (VEINANTE et al., 2013). Morland e
colaboradores (2014), por exemplo, observaram que ratos Wistar machos exibiram
hipersensibilidade mecénica no teste de von Frey e diminuiram a exploracdo do centro do
campo aberto, 14 dias apds a cirurgia de transec¢do do nervo espinal. Os animais que
apresentaram respostas de alodinia e ansiogénicas também tiveram aumento da expressdo
da proteina Fos no CeA, quando comparados ao grupo sham. No mesmo sentido, ratos
submetidos ao teste de distenséo colorretal, um modelo de dor visceral, apresentaram
aumento da expresséo de Fos no CeA (FELICE et al., 2014). Pedersen e colaboradores
(2007), embora ndo tenham usado modelos animais de ansiedade, demonstraram que 0
CeA tem papel importante na dor e seus componentes afetivos. Os autores mostraram que
a injecdo intra CeA de muscimol em ratos reverteu a hiperalgesia mecanica e inibiu o
desenvolvimento da aversdo condicionada por lugar induzida pela dor (Pedersen et al.,
2007).

Outro estudo focou apenas no BLA. Evidéncias sugerem que o BLA tem papel
primordial nos aspectos afetivo/emocionais, cognitivos e também no controle da
motivacao e comportamentos direcionados por objetivos induzidos pela dor. A influéncia
do BLA nesses comportamentos ocorre devido as densas conexdes com o cortex pré-
frontal, cértex cingulado e cortex insular, além de projecdes para o nlcleo acumbens e 0
proprio CeA (VEINANTE et al., 2013). Ratos submetidos ao modelo de monoartrite -
injecdo intrarticular de adjuvante completo de Freund em uma das articulagdes —
apresentaram reducdo no limiar de vocalizacdo durante o teste de pressao mecanica, ou
seja, 0s animais vocalizaram com pressoes articulares abaixo do grupo sham. No mesmo
sentido, os ratos com monoartrite diminuiram a laténcia de retirada das patas no teste de
imersdo em agua a 46°C. O aumento dos comportamentos nociceptivos relacionou-se com
0 aumento da ansiedade e com o aumento da expressao de Fos no BLA (AISSOUNI et
al., 2017).

Contudo, em alguns casos as subareas da amigdala apresentam respostas distintas,

dependendo dos modelos de dor utilizados. Tanimoto e colaboradores (2003)
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investigaram a participacdo do CeA e do BLA nas respostas nociceptivas e afetivas de
ratos em dois casos dispares de dor. A injecdo intraplantar de formalina induz um tipo de
dor chamada de somética, ja a administracdo intraperitoneal de acido acético promove
uma dor chamada de visceral. Desse modo, o grupo utilizou esses dois modelos de dor
para induzir a aversdo condicionada por lugar (ACL). Nesse caso, a ACL foi utilizada
para avaliar o componente emocional de cada tipo de dor. Os resultados mostraram que
a lesdo do CeA reverteu a ACL induzida por formalina e pelo &cido acético, ja a lesdo do
BLA reverteu apenas a ACL induzida por formalina. Dados mostraram lesGes nas
subareas da amigdala ndo afetaram o0 aumento de lambida nas patas induzido pela injecéo
de formalina, nem o nimero de contor¢BGes provocadas pela injecdo de acido acético
(GAO et al., 2004; TANIMOTO et al., 2003).

Ainda, Kung e colaboradores (2003) conseguiram inibir o pareamento de um
estimulo térmico doloroso (laser) com um toque sonoro através da lesdo na amigdala,
embora ndo tenham observado alteragdo na sensibilidade dolorosa induzida pelo laser.
Dentro desse contexto, os autores sugerem que nesse caso 0 CeA e o BLA estdo
relacionadas apenas com o componente emocional da dor, e ndo com a percepcdo dela
emsi (GAO etal., 2004; KUNG et al., 2003; TANIMOTO et al., 2003). Complementando
essa ideia de func@es diferentes das sub-regies da amigdala, foi observado em ratos que
a injecdo de formalina intraplantar aumenta a expressao do gene c-fos no BLA, mas néo
no CeA. Em contrapartida, a injecdo intraperitoneal de acido acético aumentou a
expressao de c-fos no CeA, mas muito pouco no BLA (NAKAGAWA et al., 2003).

Em outro trabalho, os pesquisadores mostraram que a ligagdo cronica do nervo
espinal induziu alodinia mecéanica no teste de von Frey e ansiedade nos testes LCE e
campo aberto. A microinjecao de diazepam no CeA diminui a ansiedade, mas néo alterou
a hipersensibilidade a dor. O grupo também observou que a dor neuropéatica promoveu
aumento da excitabilidade do CeA. O aumento da excitabilidade do CeA est4 relacionada
com a reducéo da atividade GABAEérgica que controlam a excitabilidade dos neurénios
piramidais glutamatérgicos do CeA. Desse modo, esse trabalho mostrou que a ansiedade
dos animais submetidos & dor cronica esta relacionada com a diminui¢do da atividade

GABAérgica e ndo com o aumento da atividade glutamatérgica (JIANG et al., 2014).
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Nossos dados mostraram que camundongos observadores que conviveram com
parceiros CNC apresentaram diminuicéo na expressédo de Fos no CeA. As pesquisas sobre
a empatia induzida pela dor ainda sdo escassas, entdo precisamos avancar muito para
poder entender melhor como as areas encefalicas participam desse comportamento. Li e
colaboradores (2014), por exemplo, verificaram que ratos que interagiram com parceiros
com dor (injecdo de veneno de abelha na pata) apresentaram hipersensibilidade mecénica
no teste de von Frey. Os observadores também exibiram aumento de comportamentos
relacionados a dor ap0s receberem injecdo intraplantar de veneno de abelha. Por fim, o
grupo demonstrou que a leséo bilateral da amigdala ndo alterou os comportamentos
relacionados a dor apds a injecdo de veneno de abelha. Assim, os autores concluem que
a amigdala ndo esta envolvida na empatia induzida pela dor (LI et al., 2014).

As evidéncias da literatura apresentadas anteriormente indicam que a amigdala,
independente da subarea avaliada, pode estar associada ao estabelecimento do valor
emocional dado a estimulos e situacfes aversivas. Embora ndo seja consenso, 0s estudos
envolvendo a amigdala tendem a mostrar que o aumento da dor e/ou aumento de
comportamentos ansiogénicos estdo relacionados com a elevacdo da atividade neuronal,
provavelmente GABAGérgica, nessa regido encefalica. Além disso, pesquisas
demonstraram que a inibicdo funcional da amigdala blogueia a exibicdo de
comportamentos relacionados a ansiedade e respostas relacionadas a hiperalgesia.

A dor é uma experiéncia altamente desagradavel e sua cronicidade também pode
ser entendida como uma fonte de estresse (ULRICH-LAI et al., 2006; VACHON-
PRESSEAU etal., 2013). Tanto a dor quanto o estresse sdo capazes de produzir alteracdes
neuronais que poderiam estar envolvidas com a exibicdo de comportamentos
disfuncionais. Ja estd bem descrito que a dor neuropatica e estimulos estressores em
roedores induzem atrofia do hipocampo e hipertrofia da amigdala. A lesdo ou constricdo
do nervo ciatico, bem como o estresse cronico de conten¢do promovem diminuicdo da
arborizacdo neuronal, dos ramos dendriticos e perda de conexdes sinaptica em células
glutamatérgicas piramidais do hipocampo. Por outro lado, 0 estresse repetido ou a dor
neuropética provocam aumento da proliferacdo celular e aumento da arborizagdo

dendritica em neurénios do CeA e BLA. As consequéncias comportamentais sdo alodinia,
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hipernocicepcao, aumento da ansiedade e aumento da depressdo (GONCALVES et al.,
2008; FUCHS et al.,, 2006; TYRTYSHNAIA et al., 2020; TYRTYSHNAIA;
MANZHULO, 2023; VYAS et al., 2002; 2004).

Nesse contexto, pesquisadores procuraram entender como 0 enriquecimento
ambiental promoveria a melhora dos efeitos em longo prazo, da dor ou do estresse.
Animais submetidos ao estresse crénico de separacdo materna, ao estresse de contengéo
ou a inducdo farmacoldgica de transtornos do humor apresentaram aumento de
comportamentos relacionados a ansiedade e a depressdao, bem como alteracdes
morfologicas da amigdala e hipocampo. N&o foi surpresa descobrir que o enriquecimento
ambiental além de reverter os efeitos comportamentais, promoveu neurogénese no
hipocampo e restabeleceu as caracteristicas morfolégicas normais da amigdala
(ASHOKAN et al., 2016; KOE et al., 2016; MAHATI et al., 2016; VEENA et al., 2009).

Considerando as evidéncias da literatura, podemos considerar que nossos
resultados corroboram em parte os achados cientificos. Animais demonstradores
submetidos a constricdo do nervo ciatico apresentaram hiperalgesia térmica e, junto com
seus parceiros observadores, exibiram aumento de comportamentos relacionados a
ansiedade. Paralelamente as alteragdes comportamentais, encontramos queda na ativacédo
do hipocampo dorsal, mas ndo da amigdala. Nesse recorte, podemos sugerir que a dor
neuropética cronica e o contagio emocional compartilhado entre os coespecificos
promoveram efeitos comportamentais como consequéncia da hipoativacdo do
hipocampo, possivelmente devido a atrofia dessa area encefalica. Além disso,
verificamos que ao serem alojados em ambientes enriquecidos os camundongos CNC
demonstradores e observadores tiveram essas modificacdes dos comportamentos e da
atividade hipocampal prevenidas, ou seja, provavelmente o enriquecimento ambiental
impediu a atrofia do hipocampo.

Em contrapartida, presumindo que a exibicdo desses comportamentos
disfuncionais estaria associada com a hipertrofia da amigdala, podemos sugerir que
nossos resultados vao de encontro aos indicios cientificos levando em conta que nao
encontramos conex&o entre as alteragcfes comportamentais e o padréo de ativagdo da

amigdala. Nesse sentido, Zhuo (2016) propbs que a ansiedade, por se apresentar de
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diferentes formas, também poderia ser resultado de diferentes tipos de neuroadaptacgdes,

em diferentes areas encefalicas e com a participacdo de diferentes alvos moleculares.
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Conclusao

A constricdo do nervo ciatico é um modelo valido para investigacdo de
comportamentos relacionados a ansiedade induzida pela empatia. Ndo apenas
identificar que animais constritos apresentam alteracbes emocionais referent
aumento da ansiedade, mas também, porque nos possibilitou detectar que a ansiedade do
demonstrador provocada pela dor pode reverberar em seu parceiro de caixa-moradia.

Isso foi possivel verificar a partir do aumento de comportamentos relacionados a
ansiedade nos camundongos observadores quando avaliados no LCE. Além disso, 0s
camundongos submetidos a condicdo CNC apresentam alteracdes na percepcao dolorosa
caracterizada pelo aumento da sensibilidade ao estimulo térmico. Ainda, a condi¢gdo CNC
foi capaz de diminuir a ativacdo do hipocampo dorsal, mas ndo da amigdala, tanto do
demonstrador quanto do observador.

Apesar dessas alteracdes representarem uma resposta prejudicial ao sujeito, foi
possivel, por meio da exposicao ao EA, prevenir que comportamentos do tipo ansioso se
desenvolvessem em nossos animais, além de melhorar a ativacdo celular do hipocampo
dorsal.

Esse conjunto de evidéncias nos permite sugerir que manipulagdes nao-
farmacoldgicas, como a adog¢do de um protocolo de enriquecimento ambiental para o
manejo de alteracGes comportamentais, pode se configurar em uma intervencao eficaz
para amenizar consequéncias decorrentes de contextos potencialmente ameacadores

(presenca de estimulos dolorosos e ansiedade).
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