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RESUMO

Dor é uma experiéncia subjetiva, multifatorial, emocional e um processo de alto valor
adaptativo. H& evidéncias de que a resposta neural da percep¢do da dor é similar a
resposta neural da observacédo da dor, 0 que caracteriza um processo empatico. O nimero
de individuos acometidos com dores cronicas e considerado alto e com baixa eficacia de
tratamento no mundo e o convivio prolongado com pessoas que sofrem de dores crénicas
pode promover danos psicolégicos e fisiologicos aos cuidadores. Neste sentido,
compreender o processo de modulacdo social da dor se mostra necessario diante da
abrangéncia do tema e de sua caracteristica evolucionista, pois contribui para a evolucao
da espécie humana e fortalecimento da convivéncia em sociedade. Sabe-se que empatia é
uma resposta emocional bésica e produto de diversos circuitos cerebrais. Estudos recentes
tém demonstrado esta capacidade em roedores, principalmente frente a uma situacao de
dor. Estudo do nosso grupo demonstrou que a convivéncia em pares é capaz de alterar a
resposta nociceptiva em camundongos e que provavelmente 0s mesmos circuitos cerebrais
modulatdrios da empatia para a dor podem modular a prépria dor, sendo a insula uma das
estruturas cerebrais envolvidas neste processo. Ainda, ha evidéncias de que a insula pode
modular respostas nociceptivas via receptores GABAa-Benzodiazepinicos, entretanto, as
bases neurais deste processo nao estdo bem estabelecidas. Diante do exposto, 0 objetivo
deste estudo foi investigar o envolvimento da neurotransmissdo GABAGérgica e o papel
dos receptores GABAAa-Benzodiazepinicos da insula na modulagdo da resposta
nociceptiva em camundongos que conviveram com coespecifico submetido a um modelo
de dor crénica. Camundongos machos Sui¢o-albinos foram alojados em pares e, ap6s 14
dias de convivio, um animal do par foi submetido a cirurgia de constri¢cdo do nervo ciatico
(CNC), inducédo da dor cronica, ou ndo (Sham) e conviveram por mais 14 dias. Foram
realizados dois experimentos, no primeiro, no 28° dia o animal que conviveu com o par
em quadro de dor crbnica recebeu salina ou midazolam [0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg, subcutaneos
(s.c.)], agonista benzodiazepinico, e foram submetidos ao teste de contor¢des abdominais
para avaliacdo da nocicepc¢do [acido acetico 0,6% intraperitoneal (i.p.)] (Experimento 1).
No segundo, no 23° dia 0 camundongo que conviveu com o animal CNC ou animal Sham
foi submetido a uma cirurgia estereotaxica da insula, e, no 28° dia, a0 mesmo teste de
nocicepcao apos injecdo intra-insula de salina ou midazolam (3,0 e 30 nmol/0,1 pl)
(Experimento 2). Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de dois
fatores (convivio x tratamento), seguido pelo teste de comparacfes mdltiplas de Duncan.
Os valores de p < 0,05 foram considerados como significativos nos dois experimentos.
Nos Experimentos 1 e 2, o convivio com um animal em quadro de dor crdnica foi capaz
de aumentar o numero de contor¢des no parceiro. No Experimento 1, o midazolam na
maior dose (2,0 mg/kg, s.c.) reverteu a hipernocicepc¢do induzida pelo convivio, sugerindo
o envolvimento desta neurotransmissdo no processo de modulacdo social da nocicepcao
em camundongos. Entretanto, no Experimento 2 nenhuma das doses de midazolam intra-
insula alterou a resposta nociceptiva, 0 que sugere que 0s receptores GABAA-
Benzodiazepinicos da insula ndo estdo modulando o efeito hipernociceptivo induzido pelo
convivio com o parceiro em quadro de dor cronica.

Palavras-chave: Modulacdo Social da Dor. Camundongos. Insula. Midazolam. Empatia



ZANIBONI, C.R; CANTO-DE-SOUZA, A. Avaliacdo do papel dos receptores GABAA-
benzodiazepinicos da insula na nocicepcdo de camundongos que conviveram com
coespecifico em condigdo de dor crbnica. 17/03/2017. 60 Folhas. Dissertagdo — UFSCAR —
Universidade Federal de S&o Carlos.

ABSTRACT

Empathy for pain is the ability to feel other’s pain and recent studies suggest this capacity
between rodents. GABAergic system has receptors in brain structures involved in emotional
processes as the insula, which is known to play a role in modulation of pain and empathy. The
present study investigated the role of Benzodiazepine-GABAA system and insula’s
Benzodiazepine-GABAA receptors on social modulation of pain induced by cohabiting with a
mouse submitted to a neuropathic pain model. The role of GABA system was assessed by
systemic treatment of midazolam (MDZ) (0.5, 1.0, 2.0 mg/kg), a GABAA agonist (Exp. 1)
and the role of GABAA receptors of insula by MDZ microinjections (3 and 30 nmol/0.1 ul) in
the structure (Exp. 2). Male Swiss mice (n=8-10/group) (Ethics: CEUA/UFSCar N°
47520904) were housed in pairs and after 14 days were divided into two groups: cagemate
nerve constriction (CNC), in which one animal of each pair was subjected to sciatic nerve
constriction and cagemate sham (CS), one animal from each pair was subjected to the same
surgery but without constriction. On Experiment 1, in the 28th day of cohabiting, the observer
cagemate, who lived with a CS or CNC, received injections of saline or midazolam (0.5, 1.0
and 2.0 mg/kg, subcutaneous, s.c) and, 30 minutes after, were submitted to the writhing test
for 5 minutes to evaluate nociception. In Experiment 2, the protocol was the same, but in 23"
day of cohabiting, each observer cagemate was surgically implanted with guide cannula
bilaterally in the insula. In the 28" day, the observer cagemate received intra-insula injections
of saline or midazolam (3 or 30nmol/0.1 pul) and after 10 minutes was submitted to writhing
test. In both experiments, two-way ANOVA followed by post hoc Duncan test revealed that
the number of writhes was higher in CNC animals than the CS animals (P < 0.05). In
Experiment 1, the higher dose of midazolam (2.0 mg/kg) decreased the number of writhes
induced by living with a pair in neuropathic pain (P < 0.05), but this response was not
changed by intra-insula midazolam (P < 0.05, Experiment 2). Results suggest that
cohabitation in pairs with chronic pain condition induces hypernociception and
benzodiazepine-GABAA system is possibly involved in the social modulation of pain, but not
mechanisms located within the insula.

Keywords: Social Modulation of Pain, Insula, Mice, midazolam, Benzodiazepine-GABAA

system.
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1. INTRODUCAO




1.1. DORE EMOCAO

Dor é um processo de dificil compreenséo e definicdo, principalmente devido a
seu carater subjetivo, multidimensional e emocional (BASBAUM; FIELDS, 1984;
PLOGHAUS et al., 2003; MOGIL, 2015). Por ser um tema de dificil definicdo e que envolve
bastante preocupacdo, a associagédo Internacional para o estudo da dor (IASP) caracterizou a
dor como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano tecidual ou
potencial” (IASP, 2012).

A experiéncia de dor tem carater multifatorial e subjetivo, pois sua sensacéao e
percepcao sdo varidveis de acordo com o individuo (MELZACK et al., 1991). Esta natureza
multifatorial permite ao individuo a ativacdo de componentes perceptivos, sensoriais, afetivo-
emocionais e cognitivos na experiéncia de dor para possivel identificacdo e localizacdo dos
estimulos (BASBAUM; FIELDS, 1984; PLOGHAUS et al, 2003). A identificacdo do
estimulo ou situacdo nociva promove funcdo de alerta ao individuo e, consequentemente, a
auto-preservacdo, pois desencadeia respostas defensivas adequadas a situacéo, caracterizando
alto valor adaptativo deste processo (BASBAUM; FIELDS, 1984; MELZACK et al., 1991;
PLOGHAUS et al, 2003).

Neste contexto, a dor envolve a ativacdo de vias particulares do sistema
nervoso central, como as medulares ou supra-medulares, relacionadas também a processos
afetivos e cognitivos. Devido a complexidade destas vias, foram propostos dois componentes
relacionados ao processamento da dor: perceptivo-discriminativo, o qual identifica o estimulo
nocivo e o localiza no corpo, e o aversivo-cognitivo-comportamental, que inclui a capacidade
de emitir uma resposta adequada ao estimulo nociceptivo por meio de repertdrios envolvendo
aprendizagem e memoria (BRANDAO, 2004).

No sentido fisioldgico, ha receptores sensoriais especializados para a deteccao
de estimulos nocivos e ou lesBes teciduais. Estes receptores sensoriais sdo denominados
nociceptores e sdo especializados em responder a estimulos nocivos térmicos, mecanicos e/ou
quimicos (BRANDAO, 2004; MACHADO, 2006). Estes sio caracterizados de acordo com 0
didmetro e velocidade de condugdo do estimulo. H& dois tipos de fibras de conducdo
nociceptivas, A-delta, de maior diametro e velocidade de conducdo mais rapida, responsavel
pela dor cortante e bem localizada. E as fibras C, de menores didmetro e velocidade de
condugdo mais lenta, que sdo polimodais (WILLIS, 1985; MILLAN, 1999; BRANDAO,
2004; MELZACK et al., 1991).
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Apo6s uma lesdo, a sensacdo de dor é transmitida pelas fibras para o corno
dorsal da medula espinal e, posteriormente, conduzida para o encéfalo por projecGes
ascendentes (MILLAN, 1999). As projecdes ascendentes sdo responsaveis pela transmissdo
da resposta de dor para estruturas do sistema nervoso central (SNC), como hipotalamo,
amigdala, substéncia cinzenta periaquedutal (SCP), insula, cortex cingulado anterior (CCA) e
tdlamo, as quais recebem os impulsos e processam os estimulos de acordo com sua fungéo
particular, como por exemplo, proporcionar algum tipo de emocéo, atencdo ou relaciona-los
com memorias (NEUGEBAUER et al., 2009). Dentre as vias ascendentes da dor, a
espinotalamico, espinoreticular e a espinomesencefélico sdo consideradas as de maior
importancia na transmisséo da informacao nociceptiva (WILLIS, 1985).

Em conjunto com o processamento das vias ascendentes, vias descendentes
inibitérias caminham inversamente proporcionando assim a inibi¢do da nocicepg¢do. E, além
desse sistema inibitorio, hd também um facilitatério (BOLLES; FANSELOW, 1980).
Enquanto as projecdes ascendentes enviam a informagdo nociceptiva para as estruturas
encefalicas, as inibitdrias descendentes levam a inibicdo da resposta dolorosa até a medula
espinal (KELLY, 1982; RODGERS, 1995; FIELDS, 2004).

Figura 1. Controle descendente da dor. Fields modificado, 2004.
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O sistema inibitorio da dor é também de extrema importancia para a
manutencdo da vida e pode ser ativado pelas estruturas limbicas. Neste sentido, dor e emogéo

possuem uma relacdo de reciprocidade e ha fortes evidéncias de que emogdes aversivas, como
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medo ou estresse, podem inibir ou diminuir a sensibilidade a dor (NUNES-DE-SOUZA et al.,
2000; BAPTISTA et al., 2009; MENDES-GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2009; BAPTISTA
etal., 2012).

Ha também as substancias responsaveis pela sensibilizacdo dos nociceptores e,
mediando o processo da dor, os denominados neurotransmissores (RANG ET AL., 2003).
Estes sdo responsdveis pela comunicacdo entre neurbnios e, dentre o0s diversos
neurotransmissores envolvidos na modulacao da dor, pode-se citar a substancia P, o glutamato
e 0 GABA (acido gama-aminobutirico) (FIELDS, et al., 1991; RANG ET AL., 2003).

1.2. MODULAC}AO SOCIAL DA DOR

Ha evidéncias de que a resposta neural da prépria percepc¢do da dor € similar a
resposta neural da observacao de um coespecifico recebendo um estimulo doloroso (SINGER
et al., 2004; SHAMAY-TSOORY, 2011). As estruturas CCA e insula sdo mais ativadas
durante a observagdo, mas também sdo ativadas diante da propria percepcdo de dor, 0 que
sugere que o compartilhamento de dor parece abranger regides relacionadas a primeira
experiéncia de dor do individuo (SINGER et al., 2004; SHAMAY-TSOORY, 2011,
BUSHNELL et al., 2013).

Além disso, a insula e 0 CCA sdo as areas bastante envolvidas no componente
afetivo-emocional da dor e possuem papel central em respostas relacionadas aos diversos
tipos de emocdes (SINGER et al., 2004; PAULUS; STEIN, 2006; SINGER; LAMM, 2009;
SHAMAY-TSOORY, 2011). Foi demonstrada a ativacdo destas regides cerebrais em sujeitos
gue observaram imagens de outras pessoas com expressdes de dor, o que pode confirmar a
participacdo destas areas na modulacdo social da dor (MORRISON, 2004; BOTVININCK,
2005; GODINHO, 2012).

Este processo de modulacdo social da dor pode ser nomeado de empatia para
dor e considerado uma adaptacdo evolutiva, pois a identificacdo da possivel acdo dolorosa
pode possibilitar protecdo, por meio de possivel evitacdo do estimulo. Além disso, também
exerce funcdo pro-social, pois pode proporcionar necessidade de ajuda diante da observacao
do sofrimento do outro (PLOGHAUS et al, 2003; SHAMAY-TSOORY, 2011,
BERNHARDT; SINGER, 2012). Recentemente alguns trabalhos tém se voltado a
desenvolver modelos animais para a investigacdo das diferentes formas de empatia e circuitos
neurais envolvidos (BERNHARDT,; SINGER, 2012; MARTIN et al., 2014; BETTI;
AGLIOTI, 2016).
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1.3. EMPATIA

O processo de empatia tem sido estudado desde a década de 80 e esta
curiosidade advém da crescente valorizacdo das relacGes pessoais no mundo atual (DAVIS,
1980; LANGFORD et al., 2006; PANKSEPP et al.,, 2011; BARTAL et al., 2011; ZAKI;
OCHSNER, 2012). No entanto, ainda ha muito interesse e divergéncias sobre o tema e, além
disso, ndo ha uma definicdo universalmente aceita, apenas um consenso de que todas as
formas de empatia envolvem a capacidade de entender o outro emocionalmente (PRESTON,
DE WAAL, 2002; BLAIR, 2005, SHAMAY-TSOORY, 2011, BERNHARDT; SINGER,
2012).

Alguns estudos propdem que este processo € baseado em um mecanismo de
percepcao-acdo (PRESTON, WAAL, 2002; LANGFORD et al., 2006). Neste, a percepcéo de
um estado emocional, motor ou perceptivo em um individuo ativa o mesmo substrato neural
em outro individuo, o que possibilita a experiéncia emocional semelhante, sem necessidade de
contato ou processo associativo/cognitivo ou resposta afetiva apropriada a situacdo do outro
(PRESTON, WAAL, 2002; SHAMAY-TSOORY, 2011; BERNHARDT; SINGER, 2012;
HOFFMAN, 2002).

Acredita-se que seres humanos dominam os processos de competicdo entre as
espécies, devido as habilidades interpessoais de cooperar e entender o outro, pois sdo mais
fracos, lentos e menores que muitas outras espécies (ZAKI; OCHSNER, 2012). Deste modo,
a habilidade de entender o proprio estado emocional e o dos outros individuos € essencial para
formacdo de sociedades, manutencdo do equilibrio emocional e de fortes relacdes sociais,
além de ser importante para sobrevivéncia da espécie (OCHSNER et al., 2004; LANGFORD
et al, 2006; SHAMAY-TSOORY, 2011).

Ha diversas defini¢bes e vertentes sobre este processo, porém consideramos
uma divisdo em dois sistemas: emocional e cognitivo (DAVIS, 1980; SHAMAY-TSOORY,
2011; ZAKI; OCHSNER, 2012). O sistema emocional envolve a capacidade de experienciar
reacOes afetivas ao observar a experiéncia de outro e até mesmo compartilnar com este
sentimento, denominado contagio emocional. J& o sistema cognitivo envolve teoria da mente
e mentalizagdo, capacidade de fazer inferéncias a respeito dos estados mentais cognitivos e
afetivos do outro (SHAMAY-TSOORY, 2011; PANKSEPP et al., 2011). Além disso, Preston

e De Waal, 2002 argumentaram que empatia € uma subcategoria de um fenémeno que inclui
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contagio emocional, simpatia, empatia cognitiva e comportamento de ajuda (PRESTON,
WAAL, 2002).

Estudos demonstraram que sujeitos com transtornos psiquiatricos diversos
possuem dissociacdo entre o sistema emocional e cognitivo, principalmente com deficiéncias
no campo emocional (BERNHARDT; SINGER, 2012, BLAIR, 2005). No entanto, portadores
destes transtornos ainda possuem capacidade de tomada de perspectiva, 0 que pode sugerir
uma possivel evidéncia para a existéncia dos dois sistemas que funcionam independentemente
(BERNHARDT; SINGER, 2012). Assim, respostas de empatia podem evocar
correspondentes emocionais ou cognitivos, dependendo do contexto (SHAMAY-TSOORY,
2011).

Empatia é resposta emocional basica e fundamental para o comportamento
altruistico (LANGFORD et al; 2006) e produto de varios processos e circuitos cerebrais.
Envolve desde estruturas mais basais do tronco encefalico até centros corticais superiores e
recentes, de um ponto de vista evolutivo (SHAMAY-TSOORY, 2011; PANKSEPP et al.,
2011; BERNHARDT; SINGER, 2012).

Diante das evidéncias, para a existéncia do processo de empatia ndo €
necessario que se tenha completamente desenvolvido estruturas cerebrais superiores
(PRESTON, WAAL, 2002; SHAMAY-TSOORY, 2011). Nesse sentido, acredita-se que
bebés recém-nascidos reagem ao estresse de outros bebés na maternidade com a reacdo
denominada choro contagioso, considerada precursora de empatia em seres humanos
(SIMNER, 1971; HOFFMAN, 2002). Levando em consideracdo esta linha de pensamento,
pode ser que haja a possibilidade de ocorréncia deste processo em outros animais ndo
primatas superiores (PRESTON; DE WAAL,; 2002).

Por muitos anos empatia foi considerada exclusiva de primatas superiores, por
ser substrato da inteligéncia emocional, que envolve o substrato cognitivo (OCHSNER et al.,
2004; LANGFORD et al., 2006; SHAMAY-TSOORY, 2011). Entretanto, ha evidéncias de
que roedores possuem 0S pré-requisitos necessarios para a expressdo de empatia emocional,
pois sdo animais sociais, capazes de aprender com o0s outros e agir de acordo com o0s
estimulos emocionais de seus coespecificos (LANGFORD et al., 2006; PANKSEPP et al.,
2011). Desta forma, ha trabalhos que demonstram a necessidade da familiaridade entre os
individuos para que ocorra resposta empatica (LANGFORD et al., 2006; BARTAL et al.,
2011).
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Evidéncias de formas mais basicas de empatia, como em roedores e outros
animais, sdo cruciais para as descobertas de mecanismos neurobiolégicos e genéticos do
processo e ainda, para a possibilidade de novas intervencdes terapéuticas e farmacoldgicas
com o uso de modelos animais para o tratamento de transtornos caracterizados por déficits na
empatia (LANGFORD et al, 2006; MOGIL; 2007; DECETY et al, 2015).

Sob este aspecto, é importante ressaltar que denominacdo de dor, caracterizada
pelo aspecto subjetivo que envolve a ativacdo de componentes afetivo-emocionais, €
adequado ao homem e ndo a outros animais, pois, devido a impossibilidade de comunicacao
verbal as evidéncias sobre este componente emocional ainda ndo sédo claras (BASBAUM;
FIELDS, 1984; LE BARS ET AL., 2001). No entanto, ha claras evidéncias sobre a existéncia
de mecanismos nociceptivos-sensoriais em outros animais, portanto nocicep¢do pode ser um
termo mais adequado quando se refere a modelos animais (MELZACK et al., 1991; LE
BARS et al., 2001).

Modelos animais sdo empregados em pesquisas pré-clinicas devido a
similaridade de alguns mecanismos com os da espécie humana. Geralmente sdo utilizados
com a finalidade de avaliacdo de seguranca e eficacia de novas drogas e, além disso, para a
elucidagcdo dos mecanismos neurobioldgicos envolvidos nos transtornos mentais, com a
investigacdo de neurotransmissfes e estruturas cerebrais envolvidas (GRAEFF;
GUIMARAES, 2012; BAPTISTA-DE-SOUZA, 2015). No caso deste estudo, um modelo
animal foi utilizado para uma investigacdo mais completa de uma capacidade crucial para a
sobrevivéncia em sociedade.

Langford e colaboradores em 2006 demonstraram que camundongos alojados
em duplas apresentavam, diante de um estimulo doloroso, aumento da resposta nociceptiva
apenas diante da observacdo de um coespecifico que também recebia um estimulo doloroso.
N&o apresentavam este aumento ap06s observacao do coespecifico sem dor e nem diante de um
camundongo sem familiaridade. Também foi evidenciado que quando camundongos
observavam o parceiro recebendo estimulo nociceptivo, estes apresentavam resposta
semelhante a do parceiro, mesmo quando o estimulo recebido era diferente. Este
comportamento se repetiu em diferentes intensidades e com tipos diferentes de estimulos,
sugerindo influéncia bidirecional deste tipo de comportamento (LANGFORD et al., 2006).

No estudo mencionado, foi demonstrado que roedores sdo capazes de
reconhecer e responder & nocicep¢do de um coespecifico e que a sensibilidade nociceptiva

pode ser alterada por fatores sociais. Esses resultados sugerem que camundongos possuem
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respostas semelhantes & empatia frente a nocicepcgdo, principalmente se possuirem
familiaridade com o outro (LANGFORD et al., 2006).

Neste mesmo sentido, estudo desenvolvido pelo nosso grupo de estudo
demonstrou hiperalgesia e aumento de comportamentos relacionados a ansiedade em
camundongos que conviveram por um periodo de 28 dias com um coespecifico em condicao
de dor cronica (BAPTISTA-DE-SOUZA et al, 2015).

1.4. BASES NEURAIS DA EMPATIA

O interesse das neurociéncias por este processo advém da descoberta dos
neurdnios espelho, caracterizado por uma classe de neurdnios visuo-motores encontrada no
giro frontal inferior, l16bulo parietal inferior e no cortex pré-motor e estdo envolvidos na
ativacdo reflexa que ocorre ap0s observacdo do estado emocional do outro (GALLESE et al,
2004; SHAMAY-TSOORY, 2011; BETTI; AGLIOTI, 2016). Acredita-se, portanto que estes
neurdnios estdo diretamente envolvidos no contagio emocional, substrato da empatia e séo de
grande importancia para entender acdes, intencdes e estados mentais de outros individuos
(GALLESE et al, 2004; BERNHARDT; SINGER, 2012; BETTI; AGLIOTI, 2016).

As bases neurais da empatia ndo estdo completamente definidas, da mesma
forma que em outras psicopatologias e processos, portanto diversos estudos recentes tém
investigado este aspecto (SINGER et al, 2004; NEUMANN; WESTBURY, 2011;
GONZALEZ-LIENCRES et al, 2013; CANTO-DE-SOUZA et al., 2014; BARTAL et al,
2016). Estudos recentes demonstram estruturas neurais ativadas durante a observacdo do
coespecifico em quadro de dor e, dentre elas, as mais ativadas sdo a amigdala, CCA e insula
(SINGER et al.,, 2004; OSBORN, 2010; SHAMAY-TSOORY, 2011; BERNHARDT;
SINGER, 2012).

1.5.  INSULA

O cortex insular estd localizado no centro do hemisfério cerebral e possui
diversas interconex@es com outras areas como: somato-sensoriais primarias e secundarias,
cortex cingulado anterior, amigdala, cortex pré-frontal, giro temporal superior, polo temporal,
cortex Orbito-frontal, dentre outras. Funcionalmente estd envolvida no processamento da
sensacdo visceral, funcdo vestibular, atencdo, dor, emogdes, comportamento verbal, contudo,
0 papel desta estrutura nos processos emocionais ainda esta em constante investigagdo
(NAGAI et al, 2007; FIELDS, 2004; SINGER: LAMM, 2009).
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Devido as conexdes com outras areas, lesdes nesta estrutura tem relagcdo com
déficits no processamento somato-sensorial, gustativo e vestibular e na resposta a estimulos
dolorosos. Além dos prejuizos sensoriais, também héa forte relacdo com prejuizos cognitivos
em varios dominios neuropsicolégicos como, por exemplo, memoria e linguagem (SINGER,;
LAMM, 2009; SHAMAY-TSOORY, 2011). H& também atividade aumentada ou diminuida
da estrutura em transtornos como esquizofrenia, alimentares, ansiedade, autismo e de dores
crénicas (GASQUOINE, 2014).

O papel da insula na modulacdo da dor diante de respostas emocionais foi
demonstrado em estudos que utilizaram ressonancia magnética em humanos (CHUA et
al.,1999; SINGER et al., 2004; NAGAI et al., 2007; SINGER; LAMM, 2009; SHAMAY -
TSOORY, 2011). Também ja foi avaliado o papel desta estrutura na modulagdo da dor e
ansiedade em ratos (OHARA et al., 2003; JASMIN et al., 2004), bem como, na antecipacao
da dor (WISE et al., 2007; AUPPERLE et al., 2011).

Resultados do nosso grupo demonstraram que a inativacdo da insula com
cloreto de cobalto produziu diminui¢cdo do nimero de contorgdes abdominais, apenas apos
convivio com o par em quadro de dor crénica, uma condi¢cdo emocional. Foi sugerido que
inibir esta regido impossibilitou o controle da mesma sobre a nocicepcdo, possivelmente
porque ocorreu uma disfuncéo entre os componentes cognitivos, emocionais e nocifensivos da
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dor, 0 que demonstra a importancia da estrutura nos componentes emocionais (PELARIN et
al., 2014; CANTO-DE-SOUZA et al., 2014).

Figura 3. Representacgdo grafica da localizagdo estrutural da insula em cérebro de camundongo. Fonte: Pelarin,
2014.

1.6. SISTEMA GABAERGICO

Os sistemas neurotransmissores envolvidos especificamente no processo de
empatia para a dor ainda ndo estdo bem estabelecidos (MOGIL, 2015). Porém, dentre os
envolvidos no aspecto emocional da dor, podemos destacar o GABA (Acido Gama Amino-
Butirico) (WATSON, 2016, YOWTAK et al., 2013).

O GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitério do encéfalo dos mamiferos
e possui receptores localizados em estruturas envolvidas nos processos emocionais e de dor,
como a insula e amigdala (WATSON, 2016, YOWTAK et al., 2013, BUSHNELL, 2013). H&
dois tipos de receptores para 0 GABA: GABAA e GABABg, sendo o primeiro responsavel pela
ligacdo dos benzodiazepinicos (SANGER; 1985). O receptor GABAA é pentamétrico,
constituido por duas subunidades alfa, duas beta e uma gama, envoltos de um canal de cloro,
0s quais, juntamente com os receptores benzodiazepinicos (BZD), constituem um complexo
macromolecular, funcionando como sitio alostérico (SANGER, 1985; ARGYROPOULOQOS et
al, 1985; SIEGHART et al., 1999a).

Os benzodiazepinicos sdo farmacos que se ligam ao GABAA e promovem
depressdo seletiva do sistema nervoso central (SNC), através de uma mudanca no estado
conformacional do receptor, produzindo aumento da afinidade do receptor pelo GABA, ou
seja, sdo capazes abrirem canais do GABAA interagindo com qualquer sitio do receptor.
Quando o GABA ativa os receptores GABAA € capaz de provocar aumento da condutancia
dos canais de cloreto e, consequentemente, hiperpolarizacdo da membrana, o que reduz a
probabilidade da geracdo do potencial de agdo, provocando assim depresséo do SNC
(GUIDOTTI, 1980; HAEFELY, 1990).
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Figura 4. Esquema de ligagcdo de um benzodiazepinico no receptor GABAA (cNsforum.com Modificado)
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Os farmacos benzodiazepinicos sdo ansioliticos muito conhecidos e utilizados
na clinica e em modelos animais (GRAEFF; GUIMARAES, 1999; NUNES-DE-SOUZA et
al, 2012) e, além disso, possuem outros efeitos como: hipnético, anticonvulsivante e relaxante
muscular (SIEGHART, 1999b; SMITH; RISKIN, 1991; NUNES-DE-SOUZA et al, 2012).

Os receptores GABAAa-Benzodiazepinicos estdo presentes em diversas
estruturas do SNC envolvidas com a modulacdo emocional e nos processos de empatia e dor,
como por exemplo; amigdala e insula (SHAMAY-TSOORY, 2011; WATSON, 2016). A
administracdo de agonistas de receptores GABAAa-benzodiazepinicos, como midazolam e
lorazepam, resultou na diminuicdo da atividade da amigdala e da insula em estudos clinicos
(PAULUS et al., 2005; WISE et al., 2007). Além disso, outros estudos demonstraram que
estes receptores sdo ativados na antecipacdo de um estimulo doloroso e menos ativados em
psicopatologias; como estresse pos-traumatico e ansiedade (MALIZIA et al., 1998; OHARA
et al.,2003; PAULUS et al., 2005; CAMERON et al., 2007; WISE et al., 2007; AUPPERLE et
al., 2011).

O midazolam é um agonista benzodiazepinico, ou seja, funciona como um
facilitador desta neurotransmisséo e é bastante utilizado na clinica por desempenhar, além dos
efeitos tipicos de um benzodiazepinico, efeito anestésico e possuir agdo rapida no organismo
(REVES et al., 1985; NORDT; CLARK, 1991; WISE et al., 2007; NUNES-DE-SOUZA et al,
2000). Portanto, pode ser utilizado também com analgésico (REVES et al., 1985; WISE et al.,
2007; NUNES-DE-SOUZA et al, 2000).
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Neste sentido, estudo recente demonstrou que o midazolam pode diminuir o
aspecto emocional no &mbito do comportamento pré-social, pois foi observado que ratos
tratados com midazolam ndo desempenhavam a tarefa de ajudar o coespecifico em contencgéo
(BARTAL et al., 2016). Estes autores sugerem que este comportamento seja dependente de

emocdo, o que foi prejudicado pelo efeito do farmaco.

1.7. MODELO ANIMAL DE I\/IODULA(;AO SOCIAL DA NOCICEPC}AO

Visto que grande parte dos estudos que avaliam o papel de estruturas neurais e
neurotransmissores envolvidos na modulagdo da dor séo realizados em voluntarios humanos
(MALIZIA et al., 1998; OHARA et al., 2003; PAULUS et al., 2005; CAMERON et al.,
2007; WISE et al., 2007; AUPPERLE et al., 2011), estudos com roedores, como
camundongos, para a investigacdo dos mecanismos neurobioldgicos do processo se mostram
boa ferramenta, pois sdo animais sociais, capazes de aprender com 0s outros e desempenham
comportamentos semelhantes a empatia (JORGAN; MOGIL, 2006; LANGFORD et al., 2006;
BARTAL et al., 2011; PANKSEPP, LAHVIS, 2011).

O conhecimento da neurobiologia de um processo cognitivo é muito
importante para entendé-lo de forma mais ampla (ANDREASEN, 1997; SIEGEL et al., 1991;
BRANDAO, 2005; GRAEFF; GUIMARAES, 2012), pois possibilita o desenvolvimento de
tratamentos farmacoldgicos que atuam diretamente nas neurotransmissdes envolvidas e ainda,
de psicoterapias direcionadas as caracteristicas que sao afetadas pelo processo, como por
exemplo, habilidades sociais, ansiedade e sentimentos relacionados a dor do outro
(VACHON, 2015; SINGH et al., 2016). Além disso, também pode promover possibilidades
de avaliacdo e reabilitacdo neuropsicoldgica das funcdes afetadas diante de lesdes nas
estruturas cerebrais envolvidas (ESLINGER et al., 2002).

Desta forma, ha diversas maneiras de avaliar respostas nociceptivas em
roedores, sendo o teste de contor¢cdes abdominais uma delas (VANDER WENDE;
MARGOLIN, 1957). O teste de contor¢bes abdominais pode ser realizado apo6s aplicacdo
intraperitoneal de uma substancia irritante como o 4&cido acético (0,6%) (estimulo
nociceptivo), que produz contorgdes nos roedores. A dor pode ser facilmente mensurada
através de registros do numero de contor¢bes abdominais, de facil visualizagdo ao
experimentador (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; BAPTISTA et al., 2009; LANGFORD et
al., 2011).

Estudos com modelos animais ja demonstraram a modulacdo social sobre a
nocicepcdo diante da observagdo de coespecifico com dor (SINGER et al., 2004;
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LANGFORD et al., 2006; 2011; MARTIN et al., 2015; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015).
Entretanto, evidenciar estes comportamentos apds convivio prolongado com coespecifico com
dor pode ser interessante, no sentido de que pesquisas com cuidadores, familiares e
profissionais da salde que convivem diariamente com pacientes nestas situacées demonstram
influéncias diretas na salide, como aumento de quadros depressivos e ansiosos e sensibilidade
a dor (SIEGEL et al., 1991; GIVEN et al., 1993; KURTZ et al., 1995; LEE et al., 2001;
FLASKERUD; LEE, 2001).

Neste sentido, o estudo aqui proposto busca esclarecer algumas lacunas nédo
preenchidas no campo do processo da modulagdo emocional da dor, bem como investigacdo
dos mecanismos neurobiol6gicos envolvidos neste fenémeno (SHAMAY-TSOORY, 2011,
BERNHARDT; SINGER, 2012). Além disso, se mostra interessante para a contribuicdo de
modelos experimentais de disfungdes psicossociais, como, por exemplo, de habilidade de
empatia prejudicada, evidenciada em alguns transtornos psiquiatricos (BLAIR, 2005;
JORDAN; MOGIL, 2006; SHAMAY-TSOORY, 2011; DZIOBEK et al., 2011; MARTIN et
al., 2014).

Diante da investigacdo de patologias relacionadas a modulagédo social da dor,
encontrar as estruturas e neurotransmissdes que participam deste processo pode ser fator
importante para refinar os modelos animais utilizados nas pesquisas € conhecer 0s possiveis
efeitos de farmacos que estejam atuando nestas areas (SHAMAY-TSOORY, 2011,
BERNHARDT; SINGER, 2012). Além disso, o numero de individuos acometidos com dores
crbnicas é considerado alto no mundo e a eficacia dos tratamentos ainda é baixa (JORDAN;
MOGIL, 2006; BUSHNELL et al., 2013), assim evidéncias demonstram que estes individuos
sofrem mais pelas consequéncias relacionadas a emocdo e cognicdo do que pela dor em si
(PLOGHAUS et al., 2003).

Conforme as evidéncias apresentadas acima, as bases neurais da modulagédo
social da dor ndo estdo bem estabelecidas e ndo se conhece exatamente quais as
neurotransmissdes e circuitos cerebrais envolvidos no processo. Desta forma, diante das
evidéncias apontadas acima é possivel propor uma possivel participacdo do sistema
GABAérgico, especificamente os receptores GABAAa-benzodiazepinicos da insula, na
modulacéo da nocicepcdo em camundongos submetidos ao convivio com par em condigdo de

dor crbnica.
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2. OBJETIVOS

24



2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a participacdo de mecanismos GABAA-Benzodiazepinicos da insula
na nocicepg¢do e na empatia promovida pela convivéncia com o par submetido a um modelo

de dor crbnica em camundongos.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da injecdo sistémica de midazolam, agonista dos receptores
GABAA-benzodiazepinicos, na modulacdo da nocicepcdo induzida pelo acido acético na
empatia promovida pela convivéncia com o par submetido a um modelo de dor crbnica em
camundongos.

Avaliar o efeito da injecdo intra-insula de midazolam na modulacdo da
nocicepcao induzida pelo &cido acético na modulacdo da empatia promovida pela convivéncia

com o par submetido a um modelo de dor crénica em camundongos.
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3. MATERIAL E METODO
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3.1. SUJEITOS

Foram utilizados camundongos machos da linhagem suico-albino, 08 a 12 por
grupo, com idade entre 6-8 semanas, provenientes do biotério central da Universidade Federal
de Sdo Carlos - UFSCar. Estes animais foram agrupados em gaiolas coletivas (30 x 19 x
13cm, 2 por gaiola), mantidos em condic¢des 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.

32.  FARMACOS

Foram utilizados:

Cloridrato de cetamina (100 mg/Kg, i.p., anestésico; Syntec, Brasil)

Xilazina (10 mg/Kg, i.p., relaxante muscular; Vetbrands, Brasil);

Cetoprofeno (5,0mg/Kg, i.p.,anti-inflamatério).

Ceftriaxona (4 mg/Kg, i.p., antibiotico)

Midazolam (MD2Z) [8-cloro-6-(2-fluorofenil)-1-metil-4H-imidazol (1,5a) (1,4)
benzodiazepina (ROCHE, Brasil)], nas doses de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/Kg (Injecéo sistémica) e 3,0

vV V V V V

e 30 nmol/0,1pul (Injecdo intra-insula), dissolvido em salina (0,9% de cloreto de sédio (NaCl).

As doses utilizadas foram selecionadas de acordo com estudos prévios
(NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; LU et al., 2004; BAPTISTA et al. 2009; STEPANOVIC-
PETROVIC et al. 2014).

3.3. CONSTRICAO DO NERVO CIATICO

Para reproduzir o modelo de dor crénica, foi utilizado o método de Bennet e
Xie (1998) modificado para camundongos (SOMMER; SCHAFERS, 1998). Apds anestesia
com cetamina e Xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.) foi realizada uma
seccdo da fascia entre o gluteo e biceps femural para exposi¢cdo do nervo ciatico direito
proximo a sua trifurcacdo. ApOs o corte do tecido ao redor, em uma distancia de
aproximadamente 8mm, foi realizada a compressdo do nervo através de trés ligaduras com fio
estéril ndo inflamat6rio mononylon 6.0.

Os comportamentos relacionados a dor aumentam ao longo dos dias e o pico é
atingido no 10° dia apos a constricdo (NITANDA et al, 2005).
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3.4. TESTE DA PLACA QUENTE

Ao término do protocolo experimento, o teste da placa quente foi utilizado para
medida da nocicep¢do crbénica nos animais com o nervo constricto ou Sham. A medida
consistiu no registro do tempo de retirada da pata traseira direita de uma placa aquecida a
52°C (LIU et al., 2002). O tempo mé&ximo que o animal permaneceu sobre a placa quente foi
de 30 segundos, para evitar lesdes nas patas (KURAISHI et al., 1983).

35. CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Ap0s anestesia com solucédo de cloridrato de cetamina e xilazina (100 mg/Kg e
10 mg/kg, i.p.), os animais foram submetidos & cirurgia para implantacdo bilateral
intracraniana de canulas-guia (25-gauge) de 7 mm de comprimento. Estas foram fixadas com
resina acrilica no cranio do animal.

De acordo com o atlas de Paxinos e Franklin, 2001, as coordenadas
estereotaxicas para implantacdo das canulas-guia na insula foram: anteroposterior (AP) = +
0.80 mm, Lateral (L) = +4 mm e dorsoventral (DV) = -2.7 mm, em relacdo ao bregma. A
ponta da céanula-guia foi posicionada + 1,0 mm dorsal a estrutura alvo. Apds este
procedimento, foram inseridos mandris feitos ago dentro das canulas-guia, para evitar
problemas com obstrucéo e para redugdo descontaminacdo (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000;
REIS; CANTO-DE-SOUZA, 2008).

Os animais permaneceram em recuperacdo por 5 dias para posteriormente

serem submetidos ao teste comportamental.

3.6. MICROINJECAO

Este procedimento consiste na introducdo do farmaco na estrutura encefélica.
Uma agulha de injecdo com o comprimento ultrapassando 1,0 mm da ponta da canula-guia
(33-gauge) é conectada a uma microsseringa Hamilton (10ul) e a um tubo de polietileno (PE-
10) em uma bomba de infusdo (Insight BI2000). A bomba de infusdo foi programada, no
presente estudo, para injetar 0,1 pl de solucdo do farmaco na estrutura cerebral por um
periodo de 60 segundos.

O procedimento foi realizado nas seguintes etapas: remocdo do mandril da
estrutura, insercao da agulha de injecdo medindo 1,0mm a mais que a canula-guia e injecéo do
farmaco por 60 segundos. A agulha foi contida por mais 30 segundos na estrutura para evitar

possivel refluxo da solucdo e 0 movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno
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antes, durante e depois das inje¢6es confirmou o fluxo da solugdo (NUNES-DE-SOUZA, et
al., 2000; REIS; CANTO-DE-SOUZA, 2008).

Esta etapa foi executada neste estudo em dois momentos: 5 minutos antes do
teste de nocicepcdo, para injecOes bilaterais de salina ou midazolam e apds decapitacdo para

injecéo de azul de metileno.

3.7. TESTE PARA AVALIACAO DA NOCICEPCAO

O teste de contorcdes abdominais foi utilizado para avaliacdo da nocicepcao.
Conforme descrito por Vander Wende e Margolin (1956), foram observadas “severas
contragdes da musculatura abdominal, acompanhada por contor¢ées que se estendem por todo
0 corpo e para os membros traseiros”. As contor¢des abdominais foram induzidas por injecédo
intraperitoneal (i.p.) de acido acético a 0,6% (10 mi/kg) (VANDER WENDE; MARGOLIN,
1956; NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; LANGFORD
et al., 2006).

3.8. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram alojados em pares nas caixas-viveiro 21 dias pds-nascimento
(fase de desmame) e dois grupos foram formados:

Grupo Constricdo Nervo Ciatico - Apds 14 dias de convivéncia, um dos
animais de cada par foi submetido a constricdo do nervo ciatico, conforme procedimento
descrito acima.

Grupo Sham- Apo6s 14 dias de convivéncia, um dos animais de cada par foi
submetido a procedimento cirdrgico semelhante ao de constricdo do nervo ciatico, porém

apenas com exposi¢do do mesmo, sem a constricao.

Os grupos formados acima foram submetidos aos seguintes experimentos:
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3.8.1. EXPERIMENTO 1. Avaliacdo dos efeitos da injecdo de midazolam sobre os
indices de nocicepcdo em camundongos expostos ao teste de contor¢bes abdominais, apos

convivio com coespecifico submetido a condigao de dor cronica.
Figura 5. Sequéncia de procedimentos empregados no Experimento 1.
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Aos 21 dias ap6s o0 nascimento (desmame), os animais foram alojados em pares
nas caixas viveiro para estabelecimento de familiaridade (LANGFORD et al, 2006; BARTAL
et al.,, 2011). Apds 14 dias de convivéncia, um dos animais de cada par foi submetido a
cirurgia de constricdo do nervo ciatico (Animal 1, CNC) ou ndo (Animal 1, Sham) e retornou
a caixa viveiro com o coespecifico (Animal 2).

No dia do teste (28° dia de convivio), foram administradas injecdes
subcutéaneas (s.c.) de salina ou midazolam (MDZ) (0,5, 1,0 e 2,0 mg/Kg) no animal 2 e, 25
minutos apos, receberam injecdo de acido acético 0,6% (i.p.) e permaneceram em gaiola
individual até o inicio das contor¢des abdominais ou até no maximo 5 minutos. Apds o inicio
das contorgdes, retornaram para a caixa de convivio com o parceiro (Animal 1) e foram
submetidos ao teste de contor¢des abdominais para avaliacdo da nocicepg¢édo (Figura 5).

O teste de contor¢des foi filmado durante 5 minutos por uma cdmera acoplada
a um computador e o numero de contor¢des abdominais foi registrado pelo programa X-PLO-
RAT 2005, versdo 1.1.0 (GARCIA et al., 2005). Os sujeitos que ndo contorceram antes ou
durante o teste foram excluidos do estudo.

Ao final dos experimentos, os animais (Animal 1) com constricdo do nervo
ciatico ou ndo, CNC e Sham, foram submetidos ao teste da placa quente para confirmacao da

hiperalgesia induzida pelo procedimento cirdrgico.
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Tabela 1. Total de camundongos avaliados no Experimento 1

Tratamento Convivio
(mg/Kg, i.p.) Sham nTotal CNC n Total
Salina n=13 26 n=10 20
MDZz0,5 n=12 24 n=10 20
MDZ1,0 n=10 20 n=11 22
MDZ2,0 n=12 24 n=12 24

Os numeros representam o total de camundongos utilizados por grupo nas duplas (Sham ou CNC) para
avaliacdo no Experimento 1. CNC= constricdo do nervo ciatico; n Total= soma do animal Sham ou CNC (animal

1) mais o respectivo coespecifico (Animal 2).

3.8.2. Experimento 2. Avaliacdo dos efeitos da injecdo intra-insula de midazolam sobre
os indices de nocicep¢cdo em camundongos expostos ao teste de contorgGes abdominais

apos convivio com coespecifico submetido a um modelo de dor cronica.

Figura 6. Sequéncia de procedimentos empregados no Experimento 2.
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Os protocolos de convivéncia e constricdo do nervo foram realizados na
mesma sequéncia descrita no Experimento 1, no entanto, neste experimento, no 23° dia de
convivio os animais que conviveram com o par CNC ou Sham (Animal 2), foi submetido a
cirurgia estereotaxica para implantagdo de canulas-guia na insula (item 3.5) (Figura 6).

No dia do teste (28° dia), o Animal 2 de cada par recebeu injecdes bilaterais
intra-insula de salina ou midazolam (3,0nmol ¢ 30 nmol/0,1ul) e, em seguida, injecéo
intraperitoneal de acido acético 0,6% (i.p). Apds o inicio das contor¢des ou até no maximo 5
minutos, foram submetidos ao teste de contor¢cbes abdominais, conforme descrito no
Experimento 1 (Figura 5, item 3.8.1). O numero de contorcBes foi registrado e analisado

também conforme descrito no Experimento 1.
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Ao final do experimento, os animais em condi¢cdo de dor cronica foram
submetidos ao teste da placa quente para confirmacdo da hiperalgesia induzida pelo
procedimento cirdrgico, como descrito no Experimento 1.

Também ao final do experimento, os animais submetidos ao teste de
nocicepcao (Animal 2) foram sacrificados para retirada dos encéfalos e realizacdo da
histologia para confirmacao dos sitios de injecdo (item 3.9).

Tabela 2. Total de camundongos avaliados no Experimento 2

Tratamento Convivio
(nmol/0,1pl) Sham nTotal CNC n Total
Salina n=9 18 n=10 20
MDZ 3 n=38 16 n=10 20
MDZ 30 n=10 20 n=10 20

Os nmeros representam o total de camundongos utilizados por grupo nas duplas (Sham ou CNC) para avalia¢éo
no Experimento 1. CNC= constricéo do nervo ciatico; n Total= soma do animal Sham ou CNC (animal 1) mais o
respectivo coespecifico (Animal 2).

3.9. HISTOLOGIA

Apbds o término do Experimento 2, os animais foram anestesiados com
cetamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, i.p., respectivamente) e submetidos a injecdo
bilateral de 0,1pl de solucdo de 1% de azul de metileno para marcacdo do sitio de injecao,
conforme procedimento de injecdo descrito no item 3.6. Apds as injecdes, os animais foram
decapitados para remocdo do encefalo.

Os encéfalos foram armazenados em recipientes com solugdo de formalina
(10%) e, posteriormente, seccionados em sentido coronal ao longo do trajeto das canulas com
0 uso de um micrétomo (LEICA cm1850). As seccBes foram analisadas por um microscopio
optico (Olympus BX41TF) e a dispersdo do azul de metileno indicou o local da injecédo, de
acordo com o atlas de Paxinos e Franklin (PAXINOS; FRANKLIN, 2001).

3.10. ETICA
O projeto foi submetido e aprovado pela comissdo de ética em experimentacdo
animal da Universidade Federal de Sdo Carlos — CEUA/UFSCar (n° 475209041). Os

experimentos seguiram as normas e preceitos da Diretriz Brasileira para o cuidado e a
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utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos, elaborada pelo conselho nacional de
controle de experimentacdo animal — CONCEA (Anexo 1).

3.11. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram analisados para homogeneidade pelo teste de Levene. Os
dados do Experimento 1 e 2, foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) de dois
fatores (FATOR 1: convivio e FATOR 2: tratamento) e, para casos de significancia, pelo teste
de comparacdes maultiplas de Duncan. Os dados do teste da placa quente foram analisados
pelo teste t de Student. Valores de p menor ou igual a 0,05 foram considerados como

significativos.
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4. RESULTADOS
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4.1. Experimento 1. Avaliacdo dos efeitos da injecdo de midazolam sobre os indices de
nocicepcdo em camundongos expostos ao teste de contor¢es abdominais, apds convivio
com coespecifico submetido a condicédo de dor cronica.

A analise de variancia de dois fatores (ANOVA) (Convivio x Tratamento)
mostrou efeito estatisticamente significativo para o convivio (F.s2) =13,38; p<0,05), para o
tratamento (F@s2)= 4,10; p<0,05) e nenhum efeito significativo para a interacdo convivio e
tratamento (Fgs2)= 1,11; p>0,05).

Sobre o convivio, a analise de comparagdes multiplas de Duncan mostrou que
0S animais que conviveram com o parceiro com constricao do nervo ciatico, representados nas
figuras pelo grupo CNC, apresentaram maior nimero de contor¢des abdominais, exceto para a
maior dose de midazolam (2,0 mg/kg), quando comparados com 0s animais que conviveram
com um coespecifico sem constricdo, representados pelo grupo Sham no grafico (Figura 7).

Para o tratamento, o post-hoc de Duncan mostrou diferenca significativa do
namero de contor¢des nos animais do grupo CNC que receberam administracdo sistémica de
midazolam na maior dose (2mg/kg), quando comparado ao respectivo grupo salina. As outras
doses do farmaco (0,5 e 1,0 mg/kg) ndo produziram alteracdes no nimero de contor¢des dos
animais e nenhuma das doses de midazolam interferiu com o nimero de contor¢des no grupo
Sham, quando comparado a salina (Figura 7).

Figura 7. Efeitos da injecdo de salina ou midazolam (0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg, s.c.) sobre a nocicep¢do em animais
gue conviveram em pares com coespecifico submetido a cirurgia de constri¢cdo do nervo ciatico (grupo CNC) ou
ndo (grupo Sham) (n= 10-13). As barras representam os valores das médias e o erro padrdo da média (M+EPM)

do nimero de contorgBes abdominais dos grupos Sham e CNC. #P<0,05 em comparagdo com 0 respectivo grupo
Sham. *P<0,05 em rela¢do ao CNC salina.
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Para a avaliacdo da nocicepgdo dos animais submetidos & constri¢do do nervo
ciatico (CNC) ou ndo (Sham), o teste t de Student mostrou diminuicdo da laténcia de retirada
da pata direita nos animais do grupo CNC (ten= -5,9, p<0,05), em relacéo aos animais Sham.
Esta diferenca estatistica confirma a hipernocicep¢do induzida pela constricdo do nervo
ciatico (Tabela 3).

Tabela 3. Teste da Placa Quente no Experimento 1.

Grupos Laténcia de retirada da pata (s)
Sham 2426 +1.01
CNC 1535+1.11%

Registro da laténcia de retirada da pata direita (Animal 1).
Os valores representam a Média = EPM (n= 14-15).
*p < 0,05 comparado ao grupo Sham

4.2.  Experimento 2. Avaliacdo dos efeitos da injecéo intra-insula de midazolam sobre
os indices de nocicepcdo em camundongos expostos ao teste de contorgdes abdominais,
apds convivio com coespecifico submetido ao quadro de dor crénica.

As anélises histologicas confirmaram que 57 camundongos foram canulados
na insula conforme distribuicdo da Tabela 4.

Tabela 4. Total de camundongos canulados no Experimento 2.

Tratamento Convivio
(mg/Kg, i.p.) Sham CNC
Salina n=9 n=10
MDZ 3 n=2_§ n=10
MDZ 30 n=10 n=10
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Figura 8. A. Seccdes coronais representativas de alguns dos sitios de injecdo na insula de camundongos. Os
circulos preenchidos representam as areas de infusdo da droga nas estruturas-alvo e os circulos vazados
representam sitios de injecdo fora da estrutura-alvo (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). O nimero de circulos é
inferior ao nimero de acertos devido a sobreposicdo dos acertos. B. Fotomicrografia da seccdo coronal do
encéfalo de um sujeito representativo confirmando o sitio de inje¢do na insula.
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A ANOVA de dois fatores (Convivio x Tratamento) mostrou efeito
significativo para o convivio (F39) =10,32; p<0,05), auséncia de efeito significativo para o
tratamento (F,39)= 0,17; p>0,05) e para a interagdo entre convivio e tratamento (F,39= 0,37;
p>0,05).

ComparacGes posteriores com post-hoc de Duncan demonstraram que 0
namero de contor¢des abdominais dos animais que conviveram com O parceiro com
constricdo no nervo ciatico (grupo CNC) é estatisticamente maior, em todas as condicdes,
guando comparados aos animais que conviveram com um coespecifico Sham.

O post-hoc mostrou que nenhuma das doses de midazolam (3 e 30nmol)
alterou o nimero de contor¢des nos grupos CNC e Sham, quando comparados aos respectivos

grupos salina (Figura 9).
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Figura 9. Efeitos da injecéo bilateral intra-insula de salina ou midazolam (3 e 30nmol/0,1ul) sobre a nocicepgao
em animais que conviveram em par com coespecifico submetido a cirurgia de constricdo do nervo ciatico (grupo
CNC) ou néo (grupo Sham). As barras representam os valores das médias e o erro padrdo da média (M+EPM) do
ntmero de contorgdes abdominais em camundongos alojados em duplas dos grupos Sham e CNC (n=8-10). #p <
0,05 em comparagéo ao respectivo grupo Sham.
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Sobre a medida de nocicep¢do cronica no animal submetido a cirurgia de
constricdo do nervo ciatico (CNC) ou ndo (Sham), o teste t de Student mostrou diminui¢édo da
laténcia de retirada da pata direita nos animais CNC (ts4)= -12,8, p<0,05) em relacdo aos
animais Sham, confirmando hipernocicepcdo induzida pela constricdo do nervo ciatico
(Tabela 5).

Tabela 5. Teste da Placa Quente no Experimento 2

Grupos Laténcia de retirada da pata (s)
Sham 23,09 £ 0.80
CNC 9.82 +0,65*

Registro da laténcia de retirada da pata direita (Animal 1)
Os valores representam a Média £ EPM (n = 14=15)
* p < 0.05 comparado ao grupo Sham
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5. DISCUSSAO
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Nos resultados dos Experimentos 1 e 2 foi observado hipernocicep¢do nos
camundongos submetidos ao convivio com um coespecifico em quadro de dor cronica, a qual
foi revertida apos tratamento com midazolam sistémico na maior dose 2mg/kg (Experimento
1). Entretanto, as injecOes bilaterais de midazolam intra-insula (3,0 e 30 nmol) ndo reverteram
0 aumento do nimero de contor¢des abdominais nos camundongos submetidos ao convivio
com o coespecifico em quadro de dor crénica (Experimento 2).

Para confirmar se o convivio ocorreu com animais em quadro de nocicepcao
crénica com 14 dias de constricdo do nervo ciatico, foi avaliado, ao final dos experimentos, a
laténcia de retirada da pata direita do Animal 1 no Teste da placa quente (Tabelas 3 e 4), 0
qual confirmou diminuicdo na laténcia de retirada da pata nos animais com 0 nervo constricto
(KURAISHI et al., 1983), (Experimentos 1 e 2), reforcando outros estudos da literatura com o
mesmo modelo de dor crénica (BENNETT; XIE 1988; SOMMER; SCHAFERS, 1998;
BAPTISTA-DE-SOUZA et al, 2015).

Os estudos no &mbito da empatia em modelos animais sdo muito recentes,
assim como o0s demais estudos que investigaram a modulacdo social da nocicepcdo em
roedores (LANGFORD et al, 2006; 2011; MARTIN; MOGIL, 2014; BAPTISTA-DE-
SOUZA et al., 2015; MARTIN et al, 2015). Especificamente, ja foi descrita a existéncia da
transmissdo da nocicepcao entre camundongos coespecificos (LANGFORD et al, 2006) e
hipernocicepcdo apds convivio com par em quadro de dor cronica (BAPTISTA-DE-SOUZA
et al., 2015), ambos apds um periodo de tempo suficiente para estabelecimento de
familiaridade. Portanto, os resultados do presente estudo corroboram com os achados na
literatura e confirmam a necessidade de um periodo minimo de familiaridade entre os animais
para que o efeito nociceptivo seja observado (LANGFORD et al., 2006; BEN-AMI BARTAL
etal., 2011; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015).

Além dos efeitos encontrados na nocicepcdo apos convivio prolongado com
um par em quadro de dor cronica, ja foi demonstrado aumento de comportamentos
relacionados a ansiedade no mesmo protocolo utilizado no presente estudo (BAPTISTA-DE-
SOUZA et al., 2015; CARMONA et al., 2016), fortalecendo os efeitos do convivio no
comportamento. No entanto, considerando que dores cronicas podem desencadear aumento
nos niveis de estresse, o convivio com um coespecifico em quadro de dor crdnica tambem
poderia levar a um tipo de estresse social (ULRICH-LAI et al., 2006; VACHON-PRESSEAU
etal., 2013).
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Achados da literatura descrevem que o estresse pode afetar a nocicepgdo de
duas formas, pela atenuacdo ou aumento (COSTA et al., 2005, COUTINHO et al., 2002;
TRAMULLAS, 2012; CARMONA et al., 2016) e, com o objetivo de verificar se outro tipo de
estresse seria capaz de alterar a resposta nociceptiva em coespecificos, estudos recentes do
nosso grupo de pesquisa observaram aumento da nocicep¢do e de comportamentos
relacionados a ansiedade em camundongos que conviveram com um par submetido a um
protocolo de 14 dias de estresse cronico de contencdo (CARNEIRO-DE-OLIVEIRA et al.,
2016; CARMONA et al., 2016).

Eventos estressantes promovem ativagdo do eixo HPA (Hipotalamico—
Pituitaria—Adrenal) e este produz e libera cortiscosterona, horménio do estresse em animais
(ULRICH-LAI et al., 2006; BUCHANAN et al., 2012; VACHON-PRESSEAU et al., 2013;
LIU et al., 2013). O aumento da nocicepg¢do apds convivio prolongado com o parceiro com
nervo injuriado poderia ser considerado resultado de alteragfes no eixo HPA, promovidas
pelo estresse social. Contudo, resultados em camundongos, demonstraram ndo haver diferenca
nos niveis de corticosterona, apos o convivio prolongado com par em quadro de dor crénica
por 28 dias (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015), protocolo igual ao utilizado neste estudo.

Ainda sob este aspecto, estudo anterior demonstrou que a reducdo do estresse
foi capaz de promover contdgio emocional da dor em camundongos sem familiaridade e
também que a inducdo de estresse reverteu este efeito (MARTIN et al., 2015). Desta forma é
possivel sugerir que o efeito hipernociceptivo induzido por este modelo provavelmente ndo se
deva a0 aumento do estresse, mas sim a um comportamento relacionado ao contagio
emocional da dor, considerado um comportamento evolutivo precursor da empatia em
roedores (PRESTON; DE WAAL, 2011; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015).

Fortalece esta hipodtese estudo realizado com ratos, o qual demonstrou que 0s
animais que se engajaram mais no comportamento pré-social de ajuda apresentavam
(BARTAL et al., 2016). Portanto, considerando as evidéncias da literatura, sugerimos que 0sS
efeitos acerca do contagio emocional entre roedores ndo podem ser explicados apenas como
uma resposta mediada pelo eixo HPA (MARTIN et al., 2015; BAPTISTA-DE-SOUZA et al.,
2015; BARTAL et al., 2016).

Como mencionado, ha estudos que investigam as alteracbes comportamentais
relacionadas com a modulacao social da nocicep¢do e comportamento pro-social em animais,

porém pouco ou nada se sabe sobre as bases neurais deste comportamento (SHAMAY-
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TSOORY, 2011; MARTIN et al., 2015; MOGIL, 2015), o que caracterizou o objetivo do
presente estudo.

Levando em consideracdo que individuos que sofrem de dores cronicas
possuem desequilibrios de sistemas de neurotransmissores em algumas estruturas encefalicas
(BUSHNELL, 2013, WATSON, 2016), estudos com humanos sugerem que este desequilibrio
pode também estar presente em sujeitos que convivem com pacientes que apresentam dores
crénicas, devido a manifestacdo de comportamentos, como aumento da ansiedade, depressao
e sensibilizacdo da dor em familiares, cuidadores e profissionais da saude - como enfermeiros
(SCHULZ; SHERWOOD, 2008; LUMLEY et al., 2011). E possivel sugerir que estas
alteraces também ocorreram em camundongos no protocolo desenvolvido pelo nosso grupo
de pesquisa (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015).

Diante do exposto, no presente estudo foi investigado o envolvimento da
neurotransmissdo GABAGérgica na modulacdo social da nocicepgdo devido a relacdo desta
neurotransmissdo com a prépria percepcdo de dor e na modulagdo de outros processos
emocionais (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; WATSON, 2016). Ainda, foi investigado se
séo os receptores GABAA da insula que modulam este tipo de nocicepgdo. Para a execugéo do
primeiro objetivo, avaliagdo do envolvimento da neurotransmissio GABAGérgica na
modulacéo social da nocicep¢do, os animais que conviveram com um coespecifico em quadro
de dor crénica ou ndo (Sham) foram tratados sistemicamente com midazolam nas doses de
0,5, 1,0 e 2,0mg/kg.

Os resultados do Experimento 1 demonstraram diminuicdo do numero de
contorgdes abdominais ap6s administracdo sistémica da maior dose de midazolam (2,0
mg/kg) apenas nos animais que conviveram com par em dor cronica, comparado com 0s
animais que receberam salina, 0 que pode propor evidéncias sobre a participacdo desta
neurotransmissao no processo de empatia para a dor.

Outros estudos ja demonstram a diminui¢do da nocicep¢do produzida por este
farmaco, entretanto o teste foi realizado diretamente nos animais ap6s aplicacdo do estimulo,
sem considerar a influéncia emocional sobre a nocicepcdo avaliada no modelo utilizado
(CHIBA et al, 2009).

No entanto, foi demonstrado recentemente que o tratamento com midazolam
(2mg/kg), atenuou ou bloqueou o comportamento de ajuda em ratos coespecificos, um
comportamento caracterizado no estudo por contagio emocional, substrato da empatia

(BARTAL et al., 2016). Os resultados mencionados fortalecem a participagdo da modulacéo
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GABAérgica no contdgio emocional e também a relevancia do aspecto emocional para a
ocorréncia destes comportamentos em animais, além de reforcar os resultados obtidos no
presente estudo.

E importante salientar que as trés doses de midazolam (0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg)
utilizadas no presente estudo néo interferiram na atividade locomotora do animal e foram preé-
estabelecidas em estudo anterior (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000).

Levando em consideracdo os resultados obtidos neste estudo, podemos sugerir,
portanto, que o midazolam, quando administrado sistemicamente, diminuiu seletivamente a
nocicep¢do induzida socialmente pelo convivio, provavelmente pela retirada do aspecto
emocional produzida pelo modelo, pois os efeitos ndo foram observados no grupo que
conviveu com os animais Sham, sem influéncia emocional sobre a nocicepcéo.

Conforme descrito em outros trabalhos, o midazolam, além dos efeitos
analgésicos, também exerce efeito ansiolitico (GRAEFF; GUIMARAES, 1999; NUNES-DE-
SOUZA et al.,, 2000; NUNES-DE-SOUZA et al, 2012). Recentemente, também foi
demonstrado diminuicdo de comportamentos relacionados a ansiedade ap6s administracao por
via intraperitoneal de midazolam (1,0 e 2,0 mg/kg) em camundongos que conviveram com um
par em condigdo de dor crbnica e foram submetidos ao labirinto em cruz elevado
(CARMONA et al, 2016). Estes dados, em conjunto com os resultados do Experimento 1,
confirmam os achados sobre os efeitos analgésicos e ansioliticos promovidos pelo farmaco
diante de influéncia emocional no modelo que utilizamos.

Considerando que 0 GABA é um importante neurotransmissor inibitério do
SNC e possui receptores localizados em estruturas envolvidas nos processos emocionais e de
dor, como a amigdala e insula (WATSON, 2016, YOWTAK et al., 2013, BUSHNELL,
2013), realizamos o Experimento 2, para a investigar o envolvimento da neurotransmisséo
GABAérgica da insula na empatia para dor.

Estudos de neuroimagem tém demonstrado o papel crucial da insula na
empatia e na dor em humanos (CHUA et al.,1999; SINGER et al., 2004; SINGER; LAMM,
2009; SHAMAY-TSOORY, 2011; WATSON, 2016). E ainda, a insula, por ser uma estrutura
de integracdo entre o sistema limbico e centros corticais superiores, exerce influéncia sobre o
controle descendente da dor organizando a intensidade e a sensacdo dolorosa (GEBHART,
2004; SINGER; LAMM, 2009).

LesBes ou inativacdo da insula foram capazes de promover analgesia em ratos

(JASMIN et al., 2003), portanto € possivel propor que a inibicdo desta regido poderia
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interferir na modulagdo emocional da dor, necessdria para uma situacdo de contagio
emocional em animais (BARTAL et al., 2016). Neste sentido, estudo do nosso grupo
observou a diminui¢do do nimero de contor¢cdes abdominais apos inativacdo da insula com
cloreto de cobalto (CoCl,) em camundongos que conviveram com coespecifico em quadro de
dor cronica, o que pode fortalecer o papel desta estrutura na modulagédo da influéncia
emocional na nocicepgdo (PELARIN et al., 2014).

Uma possivel explicacédo para o resultado obtido com a diminui¢do do numero
de contor¢des abdominais em camundongos que conviveram com coespecifico em quadro de
dor cronica, apos inativacdo da insula com COCI; (PELARIN et al., 2014), encontra apoio nas
evidéncias de que talvez seja necessario a integridade das neurotransmissdes envolvidas no
aspecto emocional da dor, como a serotoninérgica, dopaminérgica, GABAérgica e ou
glutamatérgica (FIELDS, 2004; STARR et al., 2009; WATSON, 2016), para que a insula
desempenhe o seu papel de modulagdo emocional da nocicepg¢do, o que deixou de ocorrer
com o bloqueio por COClIo.

Estudos anteriores j& mostraram que o midazolam é capaz de produzir efeitos
ansioliticos e de diminuicdo da nocicep¢do quando administrado em diferentes estruturas do
SNC (GRAEFF; GUIMARAES, 1999; NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; REIS; CANTO-
DE-SOUZA, 2008; BAPTISTA, et al., 2009; BARBALHO et al., 2009; NUNES-DE-SOUZA
et al., 2012).Entretanto, microinjecOes intra-insula de midazolam (3 ¢ 30 nmol/0,1ul) nio
produziram alteraces na nocicepc¢do do parceiro que conviveu com o coespecifico em quadro
de dor crénica, permanecendo a manutencdo do efeito hipernociceptivo (Experimento 2).

Apesar do midazolam ao exercer seu efeito de agonista nos receptores GABA-
benzodiazepinicos da insula ndo ter produzido alteracdo na resposta nociceptiva avaliada
neste modelo, ndo significa que a estrutura ndo tenha um papel modulatério sobre a
nocicepcao.

Neste contexto, estudo com humanos demonstrou uma relacdo entre analgesia
induzida por placebo e diminuicdo de empatia para a dor associada a redugdo de expressdo da
insula, o que foi avaliado por neuroimagem em sujeitos expostos ao modelo de estimulacdo
elétrica na mdo (RUTGEN et al., 2015). Além deste, outro estudo demonstrou que o uso de
um analgésico conhecido, paracetamol, também promoveu, além da diminuicdo da dor,
diminuicdo da empatia para a dor (MISCHKOWSKI et al., 2016). O mecanismo de agdo do
paracetamol ndo € bem definido, porém ha evidéncias de que tenha acdo em Vvarias

neurotransmissdes e reduz atividade no CCA e na insula (DEWALL, 2010), acrescentando
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evidéncias sobre a participacdo da insula no processo de empatia para a dor (SINGER et al.,
2004; SHAMAY-TSOORY, 2011). H& evidéncias que suportam a hipdtese de que o processo
de empatia para a dor ativa 0s mesmos circuitos neurais envolvidos na primeira experiéncia
de dor (SINGER et al, 2004; RUTGEN et al., 2015).

Recentemente foi demonstrado aumento de hiperalgesia térmica e alodinia
mecanica em ratos expostos ao modelo de constricdo do nervo ciatico, apos a alteracdo das
neurotransmissdes excitatdrias e inibitdrias da insula. Mais especificamente, o aumento de
glutamato ou diminuicdo de GABA enddgeno promoveram aumento da sensibilidade a dor
em animais que sofriam de dor cronica (WATSON, 2016).

Considerando o resultado de WATSON (2016), e tomando as devidas
precaucOes, talvez a avaliacdo da nocicep¢do no camundongo coespecifico (observador),
medida pelo nimero de contor¢des abdominais (dor aguda), realizada no nosso estudo seja
devido ao aumento de glutamato ou diminuicdo de GABA enddgeno, promovendo aumento
da sensibilidade a dor no camundongo coespecifico. Como o aumento do GABA,
desencadeado pela administracdo do midazolam intra-insula, ndo foi suficiente para reverter a
hipernocicepcdo neste estudo, falta investigar em futuros trabalhos o papel da modulacédo
glutamatérgica da insula neste modelo.

Outra possibilidade a ser considerada é que talvez a modulacéo deste processo
nociceptivo via sistema GABAGérgico ndo seja controlada pela insula, mas por outras
estruturas, como amigdala ou CCA, as quais também sdo conhecidas por modular os aspectos
emocionais de ansiedade e dor (SHAMAY-TSOORY, 2011; SINGER et al., 2004).

Os resultados do presente estudo e os achados de Bartal e colaboradores (2016)
sugerem que ha envolvimento do sistema GABAérgico no processo de modulacdo social da
nocicepc¢do e empatia (BARTAL et al., 2016). No entanto, ainda ndo se sabe quais estruturas
e outras neurotransmissfes podem estar envolvidas neste processo, hipotese que necessita de
investigacdo futura.

Considerando que a empatia é crucial para a vida social, torna-se evidente que
0 estabelecimento das bases neurais envolvidas nesta resposta pode promover conhecimento
mais robusto sobre o préprio processo da empatia e possibilitar tratamento para individuos
que sofrem de transtornos com empatia diminuida (PRESTON; DE WAAL, 2002;
SHAMAY-TSOORY, 2011). Portanto, estudos adicionais nesta area sao necessarios para o0
estabelecimento das vias de neurotransmissdes e estruturas encefalicas que participam da

influéncia emocional sobre a nocicepcao.
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6. CONCLUSAO
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De acordo com os resultados deste estudo, pode-se concluir que:

O numero de contor¢Bes abdominais dos camundongos que conviveram com
parceiro em quadro de dor crénica, em ambos 0s experimentos, foi significativamente maior
que dos animais que conviveram com o coespecifico Sham, demonstrando hipernocicepc¢éo
induzida pelo convivio.

No Experimento 1, somente a maior dose de midazolam (2,0 mg/kg) reverteu a
hipernocicepcao induzida pelo convivio com o par em quadro de dor cronica, sugerindo que a
neurotransmissao GABAZérgica parece estar envolvida nesse tipo de modulacéo social da dor.

No Experimento 2, nenhuma das doses de midazolam (3 ou 30nmol) intra-
insula foi capaz de alterar a hipernocicepcdo, sugerindo que os receptores GABA-
Benzodiazepinicos localizados na insula ndo estdo participando da modulacdo da nocicepcéo
induzida pelo modelo utilizado.

Portanto, diante dos resultados obtidos neste trabalho sugerimos que novos
estudos serdo necessarios para esclarecer quais neurotransmissfes e estruturas do sistema

nervoso central podem participar da modulacao social da dor em camundongos.
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resulted in increased itch, but decreased pain behaviors. When glu-
tamatergic neurons in the PAG were selectively targeted we found
that activation led to enhanced itch and decreased pain, while inhi-
bition neurons produced decreased itch and increased pain. We
conclude that the PAG bidirectionally modulates itch and pain
signaling and is a neural control center for pruritus.

(329) Temporal habituation of heat pain? Parameters used for
measuring temporal summation primarily lead to decreases in
pain ratings

M Payne, B Kuhn, E Lannon, C Sturycz, S Palit, Y Guereca, K Thompson,
J Fisher, S Herbig, J Shadlow, and J Rhudy, The University of Tulsa, Tulsa, OK

Animal studies have shown that dorsal horn neurons become hyper-
excitable (ie, wind-up) in response to a repetitive, constant-intensity,
noxious stimulus. Temporal summation of pain (eg, increased pain in
response to a repetitive, constant-intensity painful heat pulse) is
believed to reflect the psychophysical correlate of wind-up. We
examined temporal summation of heat pain (TS-heat) using previ-
ously published procedures in 107 healthy, pain-free participants
from the community. To assess TS-heat, participants received 5
blocks of 10 heat pulses from a Contact Heat Evoked Potential Stim-
ulator (CHEPs) attached to the volar surface of the left forearm, and
the thermode was moved in between blocks. Pulse peak was deter-
mined from a preliminary workup that determined the temperature
that evoked pain of ~45 out of 100. TS-heat was assessed after ther-
mal sensory thresholds, but was randomized with three other pain
tests (heat pain threshold/tolerance, electric pain tolerance, pres-
sure pain threshold). Two pulse train parameters were attempted
(between-subjects) with the same 3-s ISI: 1) from baseline of 35°C,
each pulse reached peak temperature in 0.5-s, held peak for 0.5-s,
and returned to baseline in 0.5-s, 2) from baseline of 39°C, each
pulse reached peak temperature in 0.5-s, held peak for 0.75-s, and
returned to baseline in 0.5-s. Three methods were used to calculate
TS-pain: 1) TSyeng=mean pain ratings across all 10 pulses, 2)
TS10=10" pain rating minus 1! pain rating, and 3) TSa,=max pain
rating of pulses 2-10 minus 1°* pain rating. Analyses examined
whether train parameter, testing order, or calculation method had
an effect on TS-heat. Analyses revealed habituation rather than
summation in all cases except when TS,.« was employed. Even
then, average summation was minimal (change=1.3-2.7 on 100-
point scale) and non-significant. Results suggest these TS-heat pro-
cedures may primarily measure habituation processes. Further inves-
tigation of the underlying neural mechanisms of TS-heat is
warranted.

(330) Effects of midazolam on hypernociception induced by
living with a conspecific in neuropathic pain condition in mice
C Zaniboni, D Baptista-de-Souza, and A Canto-de-Souza, Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar), Sao Carlos, Sao Paulo, Brazil

Recent studies suggest the capacity to empathy of rodents, mainly in
front of pain situation. The pain perception also has evolutionary
importance and covers several brain circuits. Findings of our group
demonstrated that living with a cagemate in neuropathic pain is
able to induce the hypernociception in mice (Baptista-de-Souza et
al, 2015). Among the neurotransmitters involved in the emotional
modulation of pain, GABAergic is one of them. The aim was to inves-
tigate the role of GABAergic system in this type of social modulation
of pain. Male Swiss mice (n=8-12 per group) were housed in pairs
and after 14 days they were divided into two groups: cagemate
nerve constriction (CNC, neuropathic pain model), in which one an-
imal of each pair was subjected to sciatic nerve constriction; cage-
mate sham (CS), in which one animal from each pair was subjected
to the same surgery but without constriction. After that, each pair
was returned to its home cage to live together for further 14 days.
In the 28th day of cohabiting, the observer cagemate who lived
with a CS or CNC received injections of saline or midazolam (0.5, 1
and 2 mg/kg, subcutaneous) and 30 minutes after were submitted
to the writhing test, for 5 minutes to evaluate nociception. The
two-way ANOVA revealed that the number of writhes was signifi-
cantly higher in CNC animals compared with animals in the CS
groups. The higher dose of midazolam (2mg/kg) attenuated the hy-
pernociception induced by living with a pair in neuropathic pain.
These results suggest that the cohabited in pairs in the chronic

Abstracts

pain condition induced the hypernociception and the GABAergic
neurotransmission is possibly involved on this kind of social modula-
tion of pain.

(331) Empathy for pain: hyper or hypoalgesia in mice living with
a conspecific in chronic pain?

D Baptista-de-Souza, R Nunes-de-Souza, and A Canto-de-Souza;
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), Sao Carlos, Sao Paulo, Brazil

Rodents can recognize pain-related responses in conspecifics. For
instance, it has been shown that pain-related behaviors are bidirec-
tionally influenced among animals that are suffering pain. We
have recently shown that mouse living with a conspecific suffering
with chronic pain [pain induced by sciatic nerve constriction (SNC)]
displays increased nociceptive responses assessed with the writhing
test (WT) (Baptista-de-Souza et al, Behavioral Pharmacology, 2015).
Here we investigated whether this type of empathy is also
observed when formalin test (FT) and hot plate test (HP) are em-
ployed to assess pain response in the observer mouse living with
a cagemate suffering of chronic pain. Male Swiss mice (n=8-11
per group) were housed in pairs for 28 consecutive days. On day
14th, pairs of mice were grouped as follow: Cagemate nerve
constriction (CNC), in which one animal from each pair was sub-
jected to SNC surgery; Cagemate sham (CS), in which one animal
from each pair was subjected to SNC sham surgery. After that,
each pair was returned to its home cage to live together for
further 14 days. On testing day (day 28th), the observer cagemate
was subjected to one of the following nociceptive tests: WT, FT or
HP. Student t test revealed that the CNC groups displayed higher
number of abdominal writhes (t (1,14)=5.83 P < 0.05) and lower
time spent licking the formalin injected paw than animals from
CS group (t(1,20)=2.50, P < 0.05). No significant differences were
observed between CNC and CS groups on the latency to lick the
paw in mice exposed to the HP test (t(1,16)=0.94, P > 0.05). These
results demonstrated that living with animals subjected to SNC in-
duces hyperalgesia and hypoalgesia in the observer cagemate, as
assessed in the writhing test and formalin test, respectively. Taken
together, the present results suggest distinct nociceptive mecha-
nisms involved on empathy for pain.

(332) Anxiogenic-like behaviors induced by living with a
conspecific in neuropathic pain condition are attenuated by sys-
temic injection of midazolam in mice

| Carmona, D Baptista-de-Souza, and A Canto-de-Souza, Universidade
Federal de Sao Carlos - UFSCar, Sao Carlos, Sao Paulo, Brazil

The ability to perceive emotions in each other allows predicting
and understanding their feelings, this aspect is a relevant factor
for social interaction. Findings of our group demonstrated that
living with a cagemate in neuropathic pain condition is able to in-
crease anxiety-like behavior in mice (Baptista-de-Souza et al, 2015).
In this context, it is possible to infer that this increase in anxiety re-
sponses is result of this interaction. Among the neurotransmitters
involved in the emotional modulation of anxiety is the GABAergic.
The aim of this study was investigate the role of midazolam, a
benzodiazepine drug, on anxiety responses in mice that cohabited
for 28 days with a conspecific in chronic pain condition. For this
purpose, male Swiss mice (n=5-9) were housed in pairs, from wean-
ing, and after 14 days of living, one animal of each pair were sub-
mitted to sciatic nerve injury (CNC group), or not (SHAM Group).
After the surgery they remained living in pairs for more 14 days.
In the 28th day of cohabiting, the animal who lived with a pair
in chronic pain and SHAM received systemic administration of sa-
line or midazolam (0.5, 1 e 2 mg/kg, intraperitoneal) and 30 mi-
nutes after were exposed to elevated plus-maze (EPM). Two-way
ANOVA test revealed that the animals that living with a cagemate
in chronic pain condition present a decrease of EPM open arms
exploration (percent open arm entries and percent open arm
time) compared to SHAM group, characterizing the anxiogenic-
like effects. In addition, the higher dose of midazolam induced
an increase of open arms exploration in CNC group compared to
CNC group treated with saline. These results suggest that the co-
habited in pairs in the chronic pain condition can induce the anx-
iogenic-like responses and the GABAergic neurotransmission is
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