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RESUMO 

 

Dor é uma experiência subjetiva, multifatorial, emocional e um processo de alto valor 

adaptativo. Há evidências de que a resposta neural da percepção da dor é similar à 

resposta neural da observação da dor, o que caracteriza um processo empático. O número 

de indivíduos acometidos com dores crônicas é considerado alto e com baixa eficácia de 

tratamento no mundo e o convívio prolongado com pessoas que sofrem de dores crônicas 

pode promover danos psicológicos e fisiológicos aos cuidadores. Neste sentido, 

compreender o processo de modulação social da dor se mostra necessário diante da 

abrangência do tema e de sua característica evolucionista, pois contribui para a evolução 

da espécie humana e fortalecimento da convivência em sociedade. Sabe-se que empatia é 

uma resposta emocional básica e produto de diversos circuitos cerebrais. Estudos recentes 

têm demonstrado esta capacidade em roedores, principalmente frente a uma situação de 

dor. Estudo do nosso grupo demonstrou que a convivência em pares é capaz de alterar a 

resposta nociceptiva em camundongos e que provavelmente os mesmos circuitos cerebrais 

modulatórios da empatia para a dor podem modular a própria dor, sendo a ínsula uma das 

estruturas cerebrais envolvidas neste processo. Ainda, há evidências de que a ínsula pode 

modular respostas nociceptivas via receptores GABAA-Benzodiazepínicos, entretanto, as 

bases neurais deste processo não estão bem estabelecidas. Diante do exposto, o objetivo 

deste estudo foi investigar o envolvimento da neurotransmissão GABAérgica e o papel 

dos receptores GABAA-Benzodiazepínicos da ínsula na modulação da resposta 

nociceptiva em camundongos que conviveram com coespecífico submetido a um modelo 

de dor crônica. Camundongos machos Suíço-albinos foram alojados em pares e, após 14 

dias de convívio, um animal do par foi submetido à cirurgia de constrição do nervo ciático 

(CNC), indução da dor crônica, ou não (Sham) e conviveram por mais 14 dias. Foram 

realizados dois experimentos, no primeiro, no 28º dia o animal que conviveu com o par 

em quadro de dor crônica recebeu salina ou midazolam [0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg, subcutâneos 

(s.c.)],  agonista benzodiazepínico, e foram submetidos ao teste de contorções abdominais 

para avaliação da nocicepção [ácido acético 0,6% intraperitoneal (i.p.)] (Experimento 1). 

No segundo, no 23º dia o camundongo que conviveu com o animal CNC ou animal Sham 

foi submetido a uma cirurgia estereotáxica da ínsula, e, no 28º dia, ao mesmo teste de 

nocicepção após injeção intra-ínsula de salina ou midazolam (3,0 e 30 nmol/0,1 µl) 

(Experimento 2). Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) de dois 

fatores (convívio x tratamento), seguido pelo teste de comparações múltiplas de Duncan. 

Os valores de p < 0,05 foram considerados como significativos nos dois experimentos. 

Nos Experimentos 1 e 2, o convívio com um animal em quadro de dor crônica foi capaz 

de aumentar o número de contorções no parceiro. No Experimento 1, o midazolam na 

maior dose (2,0 mg/kg, s.c.) reverteu a hipernocicepção induzida pelo convívio, sugerindo 

o envolvimento desta neurotransmissão no processo de modulação social da nocicepção 

em camundongos. Entretanto, no Experimento 2 nenhuma das doses de midazolam intra-

ínsula alterou a resposta nociceptiva, o que sugere que os receptores GABAA-

Benzodiazepínicos da ínsula não estão modulando o efeito hipernociceptivo induzido pelo 

convívio com o parceiro em quadro de dor crônica. 
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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 µl) 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 23th 

day of cohabiting, each observer cagemate was surgically implanted with guide cannula 

bilaterally in the insula. In the 28th day, the observer cagemate received intra-insula injections 

of saline or midazolam (3 or 30nmol/0.1 µl) 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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1.1. DOR E EMOÇÃO 

Dor é um processo de difícil compreensão e definição, principalmente devido a 

seu caráter subjetivo, multidimensional e emocional (BASBAUM; FIELDS, 1984; 

PLOGHAUS et al., 2003; MOGIL, 2015). Por ser um tema de difícil definição e que envolve 

bastante preocupação, a associação Internacional para o estudo da dor (IASP) caracterizou a 

dor como uma “experiência sensorial e emocional desagradável associada a dano tecidual ou 

potencial” (IASP, 2012). 

A experiência de dor tem caráter multifatorial e subjetivo, pois sua sensação e 

percepção são variáveis de acordo com o indivíduo (MELZACK et al., 1991). Esta natureza 

multifatorial permite ao indivíduo a ativação de componentes perceptivos, sensoriais, afetivo-

emocionais e cognitivos na experiência de dor para possível identificação e localização dos 

estímulos (BASBAUM; FIELDS, 1984; PLOGHAUS et al, 2003). A identificação do 

estímulo ou situação nociva promove função de alerta ao indivíduo e, consequentemente, a 

auto-preservação, pois desencadeia respostas defensivas adequadas à situação, caracterizando 

alto valor adaptativo deste processo (BASBAUM; FIELDS, 1984; MELZACK et al., 1991; 

PLOGHAUS et al, 2003). 

   Neste contexto, a dor envolve a ativação de vias particulares do sistema 

nervoso central, como as medulares ou supra-medulares, relacionadas também a processos 

afetivos e cognitivos. Devido à complexidade destas vias, foram propostos dois componentes 

relacionados ao processamento da dor: perceptivo-discriminativo, o qual identifica o estímulo 

nocivo e o localiza no corpo, e o aversivo-cognitivo-comportamental, que inclui a capacidade 

de emitir uma resposta adequada ao estímulo nociceptivo por meio de repertórios envolvendo 

aprendizagem e memória (BRANDÃO, 2004). 

No sentido fisiológico, há receptores sensoriais especializados para a detecção 

de estímulos nocivos e ou lesões teciduais. Estes receptores sensoriais são denominados 

nociceptores e são especializados em responder a estímulos nocivos térmicos, mecânicos e/ou 

químicos (BRANDÃO, 2004; MACHADO, 2006). Estes são caracterizados de acordo com o 

diâmetro e velocidade de condução do estímulo. Há dois tipos de fibras de condução 

nociceptivas, A-delta, de maior diâmetro e velocidade de condução mais rápida, responsável 

pela dor cortante e bem localizada. E as fibras C, de menores diâmetro e velocidade de 

condução mais lenta, que são polimodais (WILLIS, 1985; MILLAN, 1999; BRANDÃO, 

2004; MELZACK et al., 1991).   
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Após uma lesão, a sensação de dor é transmitida pelas fibras para o corno 

dorsal da medula espinal e, posteriormente, conduzida para o encéfalo por projeções 

ascendentes (MILLAN, 1999). As projeções ascendentes são responsáveis pela transmissão 

da resposta de dor para estruturas do sistema nervoso central (SNC), como hipotálamo, 

amígdala, substância cinzenta periaquedutal (SCP), insula, córtex cingulado anterior (CCA) e 

tálamo, as quais recebem os impulsos e processam os estímulos de acordo com sua função 

particular, como por exemplo, proporcionar algum tipo de emoção, atenção ou relacioná-los 

com memórias (NEUGEBAUER et al., 2009). Dentre as vias ascendentes da dor, a 

espinotalâmico, espinoreticular e a espinomesencefálico são consideradas as de maior 

importância na transmissão da informação nociceptiva (WILLIS, 1985).  

Em conjunto com o processamento das vias ascendentes, vias descendentes 

inibitórias caminham inversamente proporcionando assim a inibição da nocicepção. E, além 

desse sistema inibitório, há também um facilitatório (BOLLES; FANSELOW, 1980). 

Enquanto as projeções ascendentes enviam a informação nociceptiva para as estruturas 

encefálicas, as inibitórias descendentes levam a inibição da resposta dolorosa até a medula 

espinal (KELLY, 1982; RODGERS, 1995; FIELDS, 2004).  

 

Figura 1. Controle descendente da dor. Fields modificado, 2004. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  O sistema inibitório da dor é também de extrema importância para a 
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medo ou estresse, podem inibir ou diminuir a sensibilidade à dor (NUNES-DE-SOUZA et al., 

2000; BAPTISTA et al., 2009; MENDES-GOMES; NUNES-DE-SOUZA, 2009; BAPTISTA 

et al., 2012). 

Há também as substâncias responsáveis pela sensibilização dos nociceptores e, 

mediando o processo da dor, os denominados neurotransmissores (RANG ET AL., 2003). 

Estes são responsáveis pela comunicação entre neurônios e, dentre os diversos 

neurotransmissores envolvidos na modulação da dor, pode-se citar a substância P, o glutamato 

e o GABA (ácido gama-aminobutírico) (FIELDS, et al., 1991; RANG ET AL., 2003). 

 

1.2. MODULAÇÃO SOCIAL DA DOR 

Há evidências de que a resposta neural da própria percepção da dor é similar à 

resposta neural da observação de um coespecífico recebendo um estímulo doloroso (SINGER 

et al., 2004; SHAMAY-TSOORY, 2011). As estruturas CCA e ínsula são mais ativadas 

durante a observação, mas também são ativadas diante da própria percepção de dor, o que 

sugere que o compartilhamento de dor parece abranger regiões relacionadas à primeira 

experiência de dor do indivíduo (SINGER et al., 2004; SHAMAY-TSOORY, 2011, 

BUSHNELL et al., 2013).  

Além disso, a ínsula e o CCA são as áreas bastante envolvidas no componente 

afetivo-emocional da dor e possuem papel central em respostas relacionadas aos diversos 

tipos de emoções (SINGER et al., 2004; PAULUS; STEIN, 2006; SINGER; LAMM, 2009; 

SHAMAY-TSOORY, 2011). Foi demonstrada a ativação destas regiões cerebrais em sujeitos 

que observaram imagens de outras pessoas com expressões de dor, o que pode confirmar a 

participação destas áreas na modulação social da dor (MORRISON, 2004; BOTVININCK, 

2005; GODINHO, 2012). 

Este processo de modulação social da dor pode ser nomeado de empatia para 

dor e considerado uma adaptação evolutiva, pois a identificação da possível ação dolorosa 

pode possibilitar proteção, por meio de possível evitação do estímulo. Além disso, também 

exerce função pró-social, pois pode proporcionar necessidade de ajuda diante da observação 

do sofrimento do outro (PLOGHAUS et al., 2003; SHAMAY-TSOORY, 2011, 

BERNHARDT; SINGER, 2012). Recentemente alguns trabalhos têm se voltado a 

desenvolver modelos animais para a investigação 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 valorização das relações pessoais no mundo atual (DAVIS, 

1980; LANGFORD et al., 2006; PANKSEPP et al., 2011; BARTAL et al., 2011; ZAKI; 

OCHSNER, 2012). No entanto, ainda há muito interesse e divergências sobre o tema e, além 

disso, não há uma definição 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 propõem que este processo é baseado em um mecanismo de 

percepção-ação (PRESTON, WAAL, 2002; LANGFORD et al., 2006). Neste, a percepção de 

um estado emocional, motor ou perceptivo em um indivíduo ativa o mesmo substrato neural 

em outro indivíduo, o que possibilita a experiência emocional semelhante, sem necessidade de 

contato ou processo associativo/cognitivo ou resposta afetiva apropriada à situação do outro 

(PRESTON, WAAL, 2002; SHAMAY-TSOORY, 2011; BERNHARDT; SINGER, 2012; 

HOFFMAN, 2002). 

Acredita-se que seres humanos dominam os processos de competição entre as 

espécies, devido às habilidades interpessoais de cooperar e entender o outro, pois são mais 

fracos, lentos e menores que muitas outras espécies (ZAKI; OCHSNER, 2012). Deste modo, 

a habilidade de entender o próprio estado emocional e o dos outros indivíduos é essencial para 

formação de sociedades, manutenção do equilíbrio emocional e de fortes relações sociais, 

além de ser importante para sobrevivência da espécie (OCHSNER et al., 2004; LANGFORD 

et al, 2006; SHAMAY-TSOORY, 2011). 

Há diversas definições e vertentes sobre este processo, porém consideramos 

uma divisão em dois sistemas: emocional e cognitivo (DAVIS, 1980; SHAMAY-TSOORY, 

2011; ZAKI; OCHSNER, 2012). O sistema emocional envolve a capacidade de experienciar 

reações afetivas ao observar a experiência de outro e até mesmo compartilhar com este 

sentimento, denominado contágio emocional. Já o sistema cognitivo envolve teoria da mente 

e mentalização, capacidade de fazer inferências 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 é uma subcategoria de um fenômeno que inclui 
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contágio emocional, simpatia, empatia cognitiva e comportamento de ajuda (PRESTON, 

WAAL, 2002).  

Estudos demonstraram que sujeitos com transtornos psiquiátricos diversos 

possuem dissociação entre o sistema emocional e cognitivo, principalmente com deficiências 

no campo emocional (BERNHARDT; SINGER, 2012, BLAIR, 2005). No entanto, portadores 

destes transtornos ainda possuem capacidade de tomada de perspectiva, o que pode sugerir 

uma possível evidência para a existência 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 básica e fundamental para o comportamento 

altruístico (LANGFORD et al; 2006) e produto de vários processos e circuitos cerebrais. 

Envolve desde estruturas mais basais do tronco encefálico até centros corticais superiores e 

recentes, de um ponto de vista evolutivo (SHAMAY-TSOORY, 2011; PANKSEPP et al., 

2011; BERNHARDT; SINGER, 2012). 

Diante das evidências, para a existência do processo de empatia não é 

necessário que se tenha completamente desenvolvido estruturas cerebrais superiores 

(PRESTON, WAAL, 2002; SHAMAY-TSOORY, 2011). Nesse sentido, acredita-se que 

bebês recém-nascidos reagem ao estresse de outros bebês na maternidade com a reação 

denominada choro contagioso, considerada precursora de empatia em seres humanos 

(SIMNER, 1971; HOFFMAN, 2002). Levando em consideração esta linha de pensamento, 

pode ser que haja a possibilidade de ocorrência deste processo em outros animais não 

primatas superiores (PRESTON; DE WAAL; 2002).   

Por muitos anos empatia foi considerada exclusiva de primatas superiores, por 

ser substrato da inteligência emocional, que envolve o substrato cognitivo (OCHSNER et al., 

2004; LANGFORD et al., 2006; SHAMAY-TSOORY, 2011). Entretanto, há evidências de 

que roedores possuem os pré-requisitos necessários para a expressão de empatia emocional, 

pois são animais sociais, capazes de aprender com os outros e agir de acordo com os 

estímulos emocionais de seus coespecíficos (LANGFORD et al., 2006; PANKSEPP et al., 

2011). Desta forma, há trabalhos que demonstram a necessidade da familiaridade entre os 

indivíduos para que ocorra resposta empática (LANGFORD et al., 2006; BARTAL et al., 

2011). 
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Evidências de formas mais básicas de empatia, como em roedores e outros 

animais, são cruciais para as descobertas de mecanismos neurobiológicos e genéticos do 

processo e ainda, para a possibilidade de novas intervenções terapêuticas e farmacológicas 

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 denominação de dor, caracterizada 

pelo aspecto subjetivo que envolve a ativação de componentes afetivo-emocionais, é 

adequado ao homem e não a outros animais, pois, devido a impossibilidade de comunicação 

verbal as evidências sobre este componente emocional ainda não são claras (BASBAUM; 

FIELDS, 1984; LE BARS ET AL., 2001). No entanto, há claras evidências sobre a existência 

de mecanismos nociceptivos-sensoriais em outros animais, portanto nocicepção pode ser um 

termo mais adequado quando se refere à modelos animais (MELZACK et al., 1991; LE 

BARS et al., 2001).  

Modelos animais são empregados em pesquisas pré-clínicas devido à 

similaridade de alguns mecanismos com os da espécie humana. Geralmente são utilizados 

com a finalidade de avaliação de segurança e eficácia de novas drogas e, além disso, para a 

elucidação dos mecanismos neurobiológicos envolvidos nos transtornos mentais, com a 

investigação de neurotransmissões e estruturas cerebrais envolvidas (GRAEFF; 

GUIMARÃES, 2012; BAPTISTA-DE-SOUZA, 2015). No caso deste estudo, um modelo 

animal foi utilizado para uma investigação mais completa de uma capacidade crucial para a 

sobrevivência em sociedade.  

Langford e colaboradores em 2006 demonstraram que camundongos alojados 

em duplas apresentavam, diante de um estímulo doloroso, aumento da resposta nociceptiva 

apenas diante da observação de um coespecífico que também recebia um estímulo doloroso. 

Não apresentavam este aumento após observação do coespecífico sem dor e nem diante de um 

camundongo sem familiaridade. Também foi evidenciado que quando camundongos 

observavam o parceiro recebendo estímulo nociceptivo, estes apresentavam resposta 

semelhante à do parceiro, mesmo quando o estímulo recebido era diferente. Este 

comportamento se repetiu em diferentes intensidades e com tipos diferentes de estímulos, 

sugerindo influência bidirecional deste tipo de comportamento (LANGFORD et al., 2006).  

No estudo mencionado, foi demonstrado que roedores são capazes de 

reconhecer e responder à nocicepção de um coespecífico e que a sensibilidade nociceptiva 

pode ser alterada por fatores sociais. Esses resultados sugerem que camundongos possuem 
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respostas semelhantes à empatia frente à nocicepção, principalmente se possuírem 

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 à ansiedade em 

camundongos que conviveram por um período de 28 dias com um coespecífico em condição 

de dor crônica (BAPTISTA-DE-SOUZA et al, 2015).  

 

1.4.  BASES NEURAIS DA EMPATIA 

O interesse das neurociências por este processo advém da descoberta dos 

neurônios espelho, caracterizado por uma classe de neurônios visuo-motores encontrada no 

giro frontal inferior, lóbulo parietal inferior e no córtex pré-motor e estão envolvidos na 

ativação reflexa que ocorre após observação do estado emocional do outro (GALLESE et al, 

2004; SHAMAY-TSOORY, 2011; BETTI; AGLIOTI, 2016). Acredita-se, portanto que estes 

neurônios estão diretamente envolvidos no contágio emocional, substrato da empatia e são de 

grande importância para entender ações, intenções e estados mentais de outros indivíduos 

(GALLESE et al, 2004; BERNHARDT; SINGER, 2012; BETTI; AGLIOTI, 2016). 

As bases neurais da empatia não estão completamente definidas, da mesma 

forma que em outras psicopatologias e processos, portanto diversos estudos recentes têm 

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 observação do 

coespecífico em quadro de dor e, dentre elas, as mais ativadas são a amígdala, CCA e ínsula 

(SINGER et al., 2004; OSBORN, 2010; SHAMAY-TSOORY, 2011; BERNHARDT; 

SINGER, 2012). 

 

1.5.  ÍNSULA 

O córtex insular está localizado no centro do hemisfério cerebral e possui 

diversas interconexões com outras áreas como: somato-sensoriais primárias e secundárias, 

córtex cingulado anterior, amígdala, córtex pré-frontal, giro temporal superior, polo temporal, 

córtex órbito-frontal, dentre outras. Funcionalmente está envolvida no processamento da 

sensação visceral, função vestibular, atenção, dor, emoções, comportamento verbal, contudo, 

o papel desta estrutura nos processos emocionais ainda está em constante investigação 

(NAGAI et al, 2007; FIELDS, 2004; SINGER: LAMM, 2009). 
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Figura 2. Lobo da 

ínsula Fonte: 

NETTER, Frank 

H.. Atlas de 

anatomia humana. 

2ed. porto alegre: 

2000. Artmed, 

Disponível em: http://www.auladeanatomia.com/novosite/sistemas/sistema-nervoso/telencefalo/ 

 

Devido às conexões com outras áreas, lesões nesta estrutura tem relação com 

déficits no processamento somato-sensorial, gustativo e vestibular e na resposta a estímulos 

dolorosos. Além dos prejuízos sensoriais, também há forte relação com prejuízos cognitivos 

em vários domínios neuropsicológicos como, por exemplo, memória e linguagem (SINGER; 

LAMM, 2009; SHAMAY-TSOORY, 2011). Há também atividade aumentada ou diminuída 

da estrutura em transtornos como esquizofrenia, alimentares, ansiedade, autismo e de dores 

crônicas (GASQUOINE, 2014). 

O papel da ínsula na modulação da dor diante de respostas emocionais foi 

demonstrado em estudos que utilizaram ressonância magnética em humanos (CHUA et 

al.,1999; SINGER et al., 2004; NAGAI et al., 2007; SINGER; LAMM, 2009; SHAMAY-

TSOORY, 2011). Também já foi avaliado o papel desta estrutura na modulação da dor e 

ansiedade em ratos (OHARA et al., 2003; JASMIN et al., 2004), bem como, na antecipação 

da dor (WISE et al., 2007; AUPPERLE et al., 2011). 

Resultados do nosso grupo demonstraram que a inativação da ínsula com 

cloreto de cobalto produziu diminuição do número de contorções abdominais, apenas após 

convívio com o par em quadro de dor crônica, uma condição emocional. Foi sugerido que 

inibir esta região impossibilitou o controle da mesma sobre a nocicepção, possivelmente 

porque ocorreu uma disfunção entre os componentes cognitivos, emocionais e nocifensivos da 
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dor, o que demonstra a importância da estrutura nos componentes emocionais (PELARIN et 

al., 2014; CANTO-DE-SOUZA et al., 2014). 

Figura 3. Representação gráfica da localização estrutural da insula em cérebro de camundongo. Fonte: Pelarin, 

2014. 

 

 

 

 

 

 

 

1.6. SISTEMA GABAÉRGICO 

Os sistemas neurotransmissores envolvidos especificamente no processo de 

empatia para a dor ainda não estão bem estabelecidos (MOGIL, 2015). Porém, dentre os 

envolvidos no aspecto emocional da dor, podemos destacar o GABA (Ácido Gama Amino-

Butírico) (WATSON, 2016, YOWTAK et al., 2013). 

O GABA é o principal neurotransmissor inibitório do encéfalo dos mamíferos 

e possui receptores localizados em estruturas envolvidas nos processos emocionais e de dor, 

como a ínsula e amígdala (WATSON, 2016, YOWTAK et al., 2013, BUSHNELL, 2013). Há 

dois tipos de receptores para o GABA: GABAA e GABAB, sendo o primeiro responsável pela 

ligação dos benzodiazepínicos (SANGER; 1985). O receptor GABAA é pentamétrico, 

constituído por duas subunidades alfa, duas beta e uma gama, envoltos de um canal de cloro, 

os quais, juntamente com os receptores benzodiazepínicos (BZD), constituem um complexo 

macromolecular, funcionando como sítio alostérico (SANGER, 1985; ARGYROPOULOS et 

al, 1985; SIEGHART et al., 1999a). 

Os benzodiazepínicos são fármacos que se ligam ao GABAA e promovem 

depressão seletiva do sistema nervoso central (SNC), através de uma mudança no estado 

conformacional do receptor, produzindo aumento da afinidade do receptor pelo GABA, ou 

seja, são capazes abrirem canais do GABAA interagindo com qualquer sítio do receptor. 

Quando o GABA ativa os receptores GABAA é capaz de provocar aumento da condutância 

dos canais de cloreto e, consequentemente, hiperpolarização da membrana, o que reduz a 

probabilidade da geração do potencial de ação, provocando assim depressão do SNC 

(GUIDOTTI, 1980; HAEFELY, 1990). 

 

INSULA 
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Figura 4. Esquema de ligação de um benzodiazepínico no receptor GABAA (CNSfórum.com Modificado) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os fármacos benzodiazepínicos são ansiolíticos muito conhecidos e utilizados 

na clínica e em modelos animais (GRAEFF; GUIMARÃES, 1999; NUNES-DE-SOUZA et 

al, 2012) e, além disso, possuem outros efeitos como: hipnótico, anticonvulsivante e relaxante 

muscular (SIEGHART, 1999b; SMITH; RISKIN, 1991; NUNES-DE-SOUZA et al, 2012).  

Os receptores GABAA-Benzodiazepínicos estão presentes em diversas 

estruturas do SNC envolvidas com a modulação emocional e nos processos de empatia e dor, 

como por exemplo; amígdala e ínsula (SHAMAY-TSOORY, 2011; WATSON, 2016). A 

administração de agonistas de receptores GABAA-benzodiazepínicos, como midazolam e 

lorazepam, resultou na diminuição da atividade da amígdala e da ínsula em estudos clínicos 

(PAULUS et al., 2005; WISE et al., 2007). Além disso, outros estudos demonstraram que 

estes receptores são ativados na antecipação de um estímulo doloroso e menos ativados em 

psicopatologias; como estresse pós-traumático 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 benzodiazepínico, ou seja, funciona como um 

facilitador desta neurotransmissão e é bastante utilizado na clínica por desempenhar, além dos 

efeitos típicos de um benzodiazepínico, efeito anestésico e possuir ação rápida 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).  

Fenda Sináptica
Receptor GABAA

Benzodiazepínico

Sítio de Ligação do 
Benzodiazepínico

Sub unidade 
Gama

Membrana Pós-Sináptica
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Neste sentido, estudo recente demonstrou que o midazolam pode diminuir o 

aspecto emocional no âmbito do comportamento pró-social, pois foi observado que ratos 

tratados com midazolam não desempenhavam a tarefa de ajudar o coespecífico em contenção 

(BARTAL et al., 2016). Estes autores sugerem que este comportamento seja dependente de 

emoção, o que foi prejudicado pelo efeito do fármaco. 

1.7.  MODELO ANIMAL DE MODULAÇÃO SOCIAL DA NOCICEPÇÃO 

Visto que grande parte dos estudos que avaliam o papel de estruturas neurais e 

neurotransmissores envolvidos na modulação da dor são realizados em voluntários 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 investigação dos mecanismos neurobiológicos do processo se mostram 

boa ferramenta, pois são animais sociais, capazes de aprender com os outros e desempenham 

comportamentos semelhantes à 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 entendê-lo de forma mais ampla (ANDREASEN, 1997; SIEGEL et al., 1991; 

BRANDÃO, 2005; GRAEFF; GUIMARÃES, 2012), pois possibilita o desenvolvimento de 

tratamentos farmacológicos que atuam diretamente nas neurotransmissões envolvidas e ainda, 

de psicoterapias direcionadas às características que são afetadas pelo processo, como por 

exemplo, habilidades sociais, ansiedade e sentimentos relacionados à dor do outro 

(VACHON, 2015; SINGH et al., 2016). Além disso, também pode promover possibilidades 

de avaliação e reabilitação neuropsicológica das funções afetadas diante de lesões nas 

estruturas cerebrais envolvidas (ESLINGER et al., 2002). 

Desta forma, há diversas maneiras de avaliar respostas nociceptivas em 

roedores, sendo o teste de contorções abdominais uma delas (VANDER WENDE; 

MARGOLIN, 1957). O teste de contorções abdominais pode ser realizado após aplicação 

intraperitoneal de uma substância irritante como o ácido acético (0,6%) (estímulo 

nociceptivo), que produz contorções nos roedores. A dor pode ser facilmente mensurada 

através de registros do número de contorções abdominais, de fácil visualização ao 

experimentador (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; BAPTISTA et al., 2009; LANGFORD et 

al., 2011).  

Estudos com modelos animais já demonstraram a modulação social sobre a 

nocicepção diante da observação de coespecífico 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 após convívio prolongado com coespecífico com 

dor pode ser interessante, no sentido de que pesquisas com cuidadores, familiares e 

profissionais da saúde que convivem diariamente com pacientes nestas situações demonstram 

influências diretas na saúde, como aumento de quadros depressivos e ansiosos e sensibilidade 

à 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 não 

preenchidas no campo do processo da modulação emocional da dor, bem como investigação 

dos mecanismos neurobiológicos envolvidos neste fenômeno (SHAMAY-TSOORY, 2011; 

BERNHARDT; SINGER, 2012). Além disso, se mostra interessante para a contribuição de 

modelos experimentais de disfunções psicossociais, como, por exemplo, de habilidade de 

empatia prejudicada, evidenciada em alguns transtornos psiquiátricos (BLAIR, 2005; 

JORDAN; MOGIL, 2006; SHAMAY-TSOORY, 2011; DZIOBEK et al., 2011; MARTIN et 

al., 2014). 

Diante da investigação de patologias relacionadas à modulação social da dor, 

encontrar as estruturas e neurotransmissões que participam deste processo pode ser fator 

importante para refinar os modelos animais utilizados nas pesquisas e conhecer os possíveis 

efeitos de fármacos que estejam atuando nestas áreas (SHAMAY-TSOORY, 2011; 

BERNHARDT; SINGER, 2012). Além disso, o número de indivíduos acometidos com dores 

crônicas é considerado alto no mundo e a eficácia dos tratamentos ainda é baixa (JORDAN; 

MOGIL, 2006; BUSHNELL et al., 2013), assim evidências demonstram que estes indivíduos 

sofrem mais pelas consequências relacionadas à emoção e cognição do que pela dor em si 

(PLOGHAUS et al., 2003). 

Conforme as evidências apresentadas acima, as bases neurais da modulação 

social da dor não estão bem estabelecidas e não se conhece exatamente quais as 

neurotransmissões e circuitos cerebrais envolvidos no processo. Desta forma, diante das 

evidências apontadas acima é possível propor uma possível participação do sistema 

GABAérgico, especificamente os receptores GABAA-benzodiazepínicos da ínsula, na 

modulação da nocicepção em camundongos submetidos ao convívio com par em condição de 

dor crônica. 
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2.1.  OBJETIVO GERAL 

 

Investigar a participação de mecanismos GABAA-Benzodiazepínicos da ínsula 

na nocicepção e na empatia promovida pela convivência com o par submetido a um modelo 

de dor crônica em camundongos. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar o efeito da injeção sistêmica de midazolam, agonista dos receptores 

GABAA-benzodiazepínicos, na modulação da nocicepção induzida pelo ácido acético na 

empatia promovida pela convivência com o par submetido a um modelo de dor crônica em 

camundongos. 

Avaliar o efeito da injeção intra-ínsula de midazolam na modulação da 

nocicepção induzida pelo ácido acético na modulação da empatia promovida pela convivência 

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

Foram utilizados camundongos machos da linhagem suíço-albino, 08 a 12 por 

grupo, com idade entre 6-8 semanas, provenientes do biotério central da Universidade Federal 

de São Carlos - UFSCar. Estes animais foram agrupados em gaiolas coletivas (30 x 19 x 

13cm, 2 por gaiola), mantidos em condições controladas de temperatura (24 ± 1ºc) e luz (ciclo 

claro/escuro de 12/12 horas, luzes acesas às 7:00 horas e apagadas às 19:00 horas), com livre 

acesso ao alimento e água, exceto durante as breves sessões de teste. 

 

3.2.  FÁRMACOS 

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-inflamatório). 

➢ Ceftriaxona (4 mg/Kg, i.p., antibiótico) 

➢ Midazolam (MDZ) [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 (Injeção sistêmica) e 3,0 

e 30 nmol/0,1µl (Injeção intra-ínsula), dissolvido em salina (0,9% de cloreto de sódio (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.  CONSTRIÇÃO DO NERVO CIÁTICO 

Para reproduzir o modelo de dor crônica, foi utilizado o método de Bennet e 

Xie (1998) modificado para camundongos (SOMMER; SCHAFERS, 1998). Após anestesia 

com cetamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, i.p.) foi realizada uma 

secção da fáscia entre o glúteo e bíceps femural para exposição do nervo ciático direito 

próximo a sua trifurcação. Após o corte do tecido ao redor, em uma distância de 

aproximadamente 8mm, foi realizada a compressão do nervo através de três ligaduras com fio 

estéril não inflamatório mononylon 6.0. 

Os comportamentos relacionados à dor aumentam ao longo dos dias e o pico é 

atingido no 10º dia após a constrição (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 nocicepção crônica 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 

52ºC (LIU et al., 2002). O tempo máximo que o animal permaneceu sobre a placa quente foi 

de 30 segundos, para evitar lesões nas patas (KURAISHI et al., 1983). 

 

3.5. CIRURGIA ESTEREOTÁXICA  

Após anestesia com solução de cloridrato de cetamina e xilazina (100 mg/Kg e 

10 mg/kg, i.p.), os animais foram submetidos à cirurgia para implantação bilateral 

intracraniana de cânulas-guia (25-gauge) de 7 mm de comprimento. Estas foram fixadas com 

resina acrílica no crânio do animal.  

De acordo com o atlas de Paxinos e Franklin, 2001, as coordenadas 

estereotáxicas para implantação das cânulas-guia na ínsula foram: anteroposterior (AP) = + 

0.80 mm, Lateral (L) = +4 mm e dorsoventral (DV) = -2.7 mm, em relação ao bregma. A 

ponta da cânula-guia foi posicionada ± 1,0 mm dorsal à estrutura alvo. Após este 

procedimento, foram inseridos mandris feitos aço dentro das cânulas-guia, para evitar 

problemas com obstrução e para redução descontaminação (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; 

REIS; CANTO-DE-SOUZA, 2008). 

Os animais permaneceram em recuperação por 5 dias para posteriormente 

serem submetidos ao teste comportamental. 

 

3.6.  MICROINJEÇÃO  

Este procedimento consiste na introdução do fármaco na estrutura encefálica. 

Uma agulha de injeção com o comprimento ultrapassando 1,0 mm da ponta da cânula-guia 

(33-gauge) é conectada a uma microsseringa Hamilton (10µl) e a um tubo de polietileno (PE-

10) em uma bomba de infusão (Insight BI2000). A bomba de infusão foi programada, no 

presente estudo, para injetar 0,1 µl de solução do fármaco na estrutura cerebral por um 

período de 60 segundos.   

O procedimento foi realizado nas seguintes etapas: remoção do mandril da 

estrutura, inserção da agulha de injeção medindo 1,0mm a mais que a cânula-guia e injeção do 

fármaco por 60 segundos. A agulha foi contida por mais 30 segundos na estrutura para evitar 

possível refluxo da solução e o movimento de uma pequena bolha de ar no tubo de polietileno 
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antes, durante e depois das injeções confirmou o fluxo da solução (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 nocicepção, para injeções bilaterais de salina ou midazolam e após decapitação para 

injeção de azul de metileno.   

 

3.7.  TESTE PARA AVALIAÇÃO DA NOCICEPÇÃO 

O teste de contorções abdominais foi utilizado para avaliação da nocicepção. 

Conforme descrito por Vander Wende e Margolin (1956), foram observadas “severas 

contrações da musculatura abdominal, acompanhada por contorções que se estendem por todo 

o corpo e para os membros traseiros”. As contorções abdominais foram induzidas por injeção 

intraperitoneal (i.p.) de ácido acético a 0,6% (10 ml/kg) (VANDER WENDE; MARGOLIN, 

1956; NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015; LANGFORD 

et al., 2006). 

 

3.8.  DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Os animais foram alojados em pares nas caixas-viveiro 21 dias pós-nascimento 

(fase de desmame) e dois grupos foram formados:  

Grupo Constrição Nervo Ciático - Após 14 dias de convivência, um dos 

animais de cada par foi submetido à constrição do nervo ciático, conforme procedimento 

descrito acima.  

Grupo Sham– Após 14 dias de convivência, um dos animais de cada par foi 

submetido a procedimento cirúrgico semelhante ao de constrição do nervo ciático, porém 

apenas com exposição do mesmo, sem a constrição.  

 

Os grupos formados acima foram submetidos aos seguintes experimentos: 
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3.8.1. EXPERIMENTO 1. Avaliação dos efeitos da injeção de midazolam sobre os 

índices de nocicepção em camundongos expostos ao teste de contorções abdominais, após 

convívio com coespecífico submetido à condição de dor crônica. 

 

Figura 5. Sequência de procedimentos empregados no Experimento 1. 

 

Aos 21 dias após o nascimento (desmame), os animais foram alojados em pares 

nas caixas viveiro para estabelecimento de familiaridade (LANGFORD et al, 2006; BARTAL 

et al., 2011). Após 14 dias de convivência, um dos animais de cada par foi submetido à 

cirurgia de constrição do nervo ciático (Animal 1, CNC) ou não (Animal 1, Sham) e retornou 

à caixa viveiro com o coespecífico (Animal 2).  

 No dia do teste (28º dia de convívio), foram administradas injeções 

subcutâneas (s.c.) de salina ou midazolam (MDZ) (0,5, 1,0 e 2,0 mg/Kg) no animal 2 e, 25 

minutos após, receberam injeção de ácido acético 0,6% (i.p.) e permaneceram em gaiola 

individual até o início das contorções abdominais ou até no máximo 5 minutos. Após o início 

das contorções, retornaram para a caixa de convívio com o parceiro (Animal 1) e foram 

submetidos ao teste de contorções abdominais para avaliação da nocicepção (Figura 5).  

O teste de contorções foi filmado durante 5 minutos por uma câmera acoplada 

a um computador e o número de contorções abdominais foi registrado pelo programa X-PLO-

RAT 2005, versão 1.1.0 (GARCIA et al., 2005). Os sujeitos que não contorceram antes ou 

durante o teste foram excluídos do estudo. 

Ao final dos experimentos, os animais (Animal 1) com constrição do nervo 

ciático ou não, CNC e Sham, foram submetidos ao teste da placa quente para confirmação da 

hiperalgesia induzida pelo procedimento cirúrgico. 
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Os números representam o total de camundongos utilizados por grupo nas duplas  (Sham ou CNC) para 

avaliação no Experimento 1. CNC= constrição do nervo ciático; n Total= soma do animal Sham ou CNC (animal 

1) mais o respectivo coespecífico (Animal 2).  

 

3.8.2. Experimento 2. Avaliação dos efeitos da injeção intra-ínsula de midazolam sobre 

os índices de nocicepção em camundongos expostos ao teste de contorções abdominais 

após convívio com coespecífico submetido a um modelo de dor crônica. 

 

Figura 6. Sequência de procedimentos empregados no Experimento 2. 

 

Os protocolos de convivência e constrição do nervo foram realizados na 

mesma sequência descrita no Experimento 1, no entanto, neste experimento, no 23º dia de 

convívio os animais que conviveram com o par CNC ou Sham (Animal 2), foi submetido à 

cirurgia estereotáxica para implantação de cânulas-guia na ínsula (item 3.5) (Figura 6).  

No dia do teste (28º dia), o Animal 2 de cada par recebeu injeções bilaterais 

intra-ínsula de salina ou midazolam (3,0nmol e 30 nmol/0,1μl) e, em seguida, injeção 

intraperitoneal de ácido acético 0,6% (i.p). Após o início das contorções ou até no máximo 5 

minutos, foram submetidos ao teste de contorções abdominais, conforme descrito no 

Experimento 1 (Figura 5, item 3.8.1). O número de contorções foi registrado e analisado 

também conforme descrito no Experimento 1. 

Alojamento 
em pares

Cirurgia de 
Constrição
(Animal 1)

CNC Sham

14 dias 14 dias

Cirurgia 
Estereotáxica 

da Ínsula

(Animal 2)

28º dia

Microinjeção de 
Midazolam na Ínsula
( 3 e 30 nmol/µL) ou 

Salina (0,9% NaCl)

5’ após

Teste de Contorções Abdominais 
(Ácido Acético 0,6% i.p.)

Por 5’
(Animal 2)

14º dia 23º dia

Sham n Total CNC n Total

n = 13 26 n = 10 20

n = 12 24 n = 10 20

n = 10 20 n = 11 22

n = 12 24 n = 12 24MDZ 2,0

Tabela 1. Total de camundongos avaliados no Experimento 1

Salina

MDZ 0,5

MDZ 1,0

Tratamento

(mg/Kg, i.p.)

Convívio
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Ao final do experimento, os animais em condição de dor crônica foram 

submetidos ao teste da placa quente para confirmação da hiperalgesia induzida pelo 

procedimento cirúrgico, como descrito no Experimento 1. 

Também ao final do experimento, os animais submetidos ao teste de 

nocicepção (Animal 2) foram sacrificados para retirada dos encéfalos e realização da 

histologia para confirmação dos sítios de injeção (item 3.9). 

 

.  

 

 

 

 

 

 

Os números representam o total de camundongos utilizados por grupo nas duplas (Sham ou CNC) para avaliação 

no Experimento 1. CNC= constrição do nervo ciático; n Total= soma do animal Sham ou CNC (animal 1) mais o 

respectivo coespecífico (Animal 2).  

 

3.9.  HISTOLOGIA 

Após 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 à injeção 

bilateral de 0,1µl de solução de 1% de azul de metileno para marcação do sítio de injeção, 

conforme procedimento de injeção descrito no item 3.6. Após as injeções, os animais foram 

decapitados para remoção do encéfalo. 

Os encéfalos foram armazenados em recipientes com solução de formalina 

(10%) e, posteriormente, seccionados em sentido coronal ao longo do trajeto das cânulas com 

o uso de um micrótomo (LEICA cm1850). As secções foram analisadas por um microscópio 

óptico (Olympus BX41TF) e a dispersão do azul de metileno indicou o local da injeção, de 

acordo com o atlas de Paxinos e Franklin (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). 

 

3.10.  ÉTICA 

O projeto foi submetido e aprovado pela comissão de ética em experimentação 

animal da Universidade Federal de São Carlos – CEUA/UFSCar (n° 475209041). Os 

experimentos seguiram as normas e preceitos da Diretriz Brasileira para o cuidado e a 

Sham n Total CNC n Total

n = 9 18 n = 10 20

n = 8 16 n = 10 20

n = 10 20 n = 10 20

(nmol/0,1μl/ hemisfério)

Salina

MDZ 3

MDZ 30

Tabela 2. Total de camundongos avaliados no Experimento 2

Tratamento Convívio

        (nmol/0,1µl) 
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utilização de animais para fins científicos e didáticos, elaborada pelo conselho nacional de 

controle de experimentação animal – CONCEA (Anexo 1). 

 

3.11.  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Todos os dados foram analisados para homogeneidade pelo teste de Levene. Os 

dados do Experimento 1 e 2, foram submetidos à análise de variância (ANOVA) de dois 

fatores (FATOR 1: convívio e FATOR 2: tratamento) e, para casos de significância, pelo teste 

de comparações múltiplas 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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4.1. Experimento 1. Avaliação dos efeitos da injeção de midazolam sobre os índices de 

nocicepção em camundongos expostos ao teste de contorções abdominais, após convívio 

com coespecífico submetido à condição de dor crônica. 

A análise de variância de dois fatores (ANOVA) (Convívio x Tratamento) 

mostrou efeito estatisticamente significativo para o convívio (F(1,82) =13,38; p<0,05), para o 

tratamento (F(3,82)= 4,10; p<0,05) e nenhum efeito significativo para a interação convívio e 

tratamento (F(3,82)= 1,11; p>0,05).  

Sobre o convívio, a análise de comparações múltiplas de Duncan mostrou que 

os animais que conviveram com o parceiro com constrição do nervo ciático, representados nas 

figuras pelo grupo CNC, apresentaram maior número de contorções abdominais, exceto para a 

maior dose de midazolam (2,0 mg/kg), quando comparados com os animais que conviveram 

com um coespecífico sem constrição, representados pelo grupo Sham no gráfico (Figura 7).  

Para o tratamento, o post-hoc de Duncan mostrou diferença significativa do 

número de contorções nos animais do grupo CNC que receberam administração sistêmica de 

midazolam na maior dose (2mg/kg), quando comparado ao respectivo grupo salina. As outras 

doses do fármaco (0,5 e 1,0 mg/kg) não produziram alterações no número de contorções dos 

animais e nenhuma das doses de midazolam interferiu com o número de contorções no grupo 

Sham, quando comparado à salina (Figura 7). 

 

Figura 7. Efeitos da injeção de salina ou midazolam (0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg, s.c.) sobre a nocicepção em animais 

que conviveram em pares com coespecífico submetido à cirurgia de constrição do nervo ciático (grupo CNC) ou 

não (grupo Sham) (n= 10-13).  As barras representam os valores das médias e o erro padrão da média (M+EPM) 

do número de contorções abdominais dos grupos Sham e CNC. #P<0,05 em comparação com o respectivo grupo 

Sham. *P<0,05 em relação ao CNC salina. 
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Para a avaliação da nocicepção dos animais submetidos à constrição do nervo 

ciático (CNC) ou não (Sham), o teste t de Student mostrou diminuição da latência de retirada 

da pata direita nos animais do grupo CNC (t(27)= -5,9, p<0,05), em relação aos animais Sham. 

Esta diferença estatística confirma a hipernocicepção induzida pela constrição do nervo 

ciático (Tabela 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.  Experimento 2. Avaliação dos efeitos da injeção intra-ínsula de midazolam sobre 

os índices de nocicepção em camundongos expostos ao teste de contorções abdominais, 

após convívio com coespecífico submetido ao quadro de dor crônica. 

 As análises histológicas confirmaram que 57 camundongos foram canulados 

na ínsula conforme distribuição da Tabela 4. 
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Figura 8. A. Secções coronais representativas de alguns dos sítios de injeção na ínsula de camundongos. Os 

círculos preenchidos representam as áreas de infusão da droga nas estruturas-alvo e os círculos vazados 

representam sítios de injeção fora da estrutura-alvo (PAXINOS; FRANKLIN, 2001). O número de círculos é 

inferior ao número de acertos devido à sobreposição dos acertos. B. Fotomicrografia da secção coronal do 

encéfalo de um sujeito representativo confirmando o sítio de injeção na ínsula.  

 

 

 

 

 

A ANOVA de dois fatores (Convívio x Tratamento) mostrou efeito 

significativo para o convívio (F(1,39) =10,32; p<0,05), ausência de efeito significativo para o 

tratamento (F(2,39)= 0,17; p>0,05) e para a interação entre convívio e tratamento (F(2,39)= 0,37; 

p>0,05).  

Comparações posteriores com post-hoc de Duncan demonstraram que o 

número de contorções abdominais dos animais que conviveram com o parceiro com 

constrição no nervo ciático (grupo CNC) é estatisticamente maior, em todas as condições, 

quando comparados aos animais que conviveram com um coespecífico Sham.  

O post-hoc mostrou que nenhuma das doses de midazolam (3 e 30nmol) 

alterou o número de contorções nos grupos CNC e Sham, quando comparados aos respectivos 

grupos salina (Figura 9). 

 

A B

Bregma +0,62mm



 

38 

  

Figura 9. Efeitos da injeção bilateral intra-ínsula de salina ou midazolam (3 e 30nmol/0,1μl) sobre a nocicepção 

em animais que conviveram em par com coespecífico submetido à cirurgia de constrição do nervo ciático (grupo 

CNC) ou não (grupo Sham). As barras representam os valores das médias e o erro padrão da média (M+EPM) do 

número de contorções abdominais em camundongos alojados em duplas dos grupos Sham e CNC (n=8-10). #p < 

0,05 em comparação ao respectivo grupo Sham. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Sobre a medida de nocicepção crônica no animal submetido à cirurgia de 

constrição do nervo ciático (CNC) ou não (Sham), o teste t de Student mostrou diminuição da 

latência de retirada da pata direita nos animais CNC (t(44)= -12,8, p<0,05) em relação aos 

animais Sham, confirmando hipernocicepção induzida pela constrição do nervo ciático 

(Tabela 5). 
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5. DISCUSSÃO 
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Nos resultados dos Experimentos 1 e 2 foi observado hipernocicepção nos 

camundongos submetidos ao convívio com um coespecífico em quadro de dor crônica, a qual 

foi revertida após tratamento com midazolam sistêmico na maior dose 2mg/kg (Experimento 

1). Entretanto, as injeções bilaterais de midazolam intra-ínsula (3,0 e 30 nmol) não reverteram 

o aumento do número de contorções abdominais nos camundongos submetidos ao convívio 

com o coespecífico em quadro de dor crônica (Experimento 2).    

Para confirmar se o convívio ocorreu com animais em quadro de nocicepção 

crônica com 14 dias de constrição do nervo ciático, foi avaliado, ao final dos experimentos, a 

latência de retirada da pata direita do Animal 1 no Teste da placa quente (Tabelas 3 e 4), o 

qual confirmou diminuição na latência de retirada da pata nos animais com o nervo constricto 

(KURAISHI et al., 1983), (Experimentos 1 e 2), reforçando outros estudos da literatura com o 

mesmo modelo de dor crônica (BENNETT; XIE 1988; SOMMER; SCHAFERS, 1998; 

BAPTISTA-DE-SOUZA et al, 2015). 

Os estudos no âmbito da empatia em modelos animais são muito recentes, 

assim como os demais estudos que investigaram a modulação social da nocicepção em 

roedores (LANGFORD et al, 2006; 2011; MARTIN; MOGIL, 2014; BAPTISTA-DE-

SOUZA et al., 2015; MARTIN et al, 2015). Especificamente, já foi descrita a existência da 

transmissão da nocicepção entre camundongos coespecíficos (LANGFORD et al, 2006) e 

hipernocicepção após convívio com par em quadro de dor crônica (BAPTISTA-DE-SOUZA 

et al., 2015), ambos após um período 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 período mínimo de familiaridade entre os animais 

para que o efeito nociceptivo seja observado (LANGFORD et al., 2006; BEN-AMI BARTAL 

et al., 2011; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015).  

Além dos efeitos encontrados na nocicepção após convívio prolongado com 

um par em quadro de dor crônica, já foi demonstrado aumento de comportamentos 

relacionados à ansiedade no mesmo protocolo utilizado no presente estudo (BAPTISTA-DE-

SOUZA et al., 2015; CARMONA et al., 2016), fortalecendo os efeitos do convívio no 

comportamento. No entanto, considerando que dores crônicas podem desencadear aumento 

nos níveis de estresse, o convívio com um coespecífico em quadro de dor crônica também 

poderia levar a um tipo de estresse social (ULRICH-LAI et al., 2006; VACHON-PRESSEAU 

et al., 2013).  
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Achados da literatura descrevem que o estresse pode afetar a nocicepção de 

duas formas, pela atenuação 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 coespecíficos, estudos recentes do 

nosso grupo de pesquisa observaram aumento da nocicepção e de comportamentos 

relacionados à ansiedade em camundongos que conviveram com um par submetido à um 

protocolo de 14 dias de estresse crônico de contenção (CARNEIRO-DE-OLIVEIRA et al., 

2016; CARMONA et al., 2016).  

Eventos estressantes promovem ativação do eixo HPA (Hipotalâmico–

Pituitária–Adrenal) e este produz e libera cortiscosterona, hormônio 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 nocicepção após convívio prolongado com o parceiro com 

nervo injuriado poderia ser considerado resultado de alterações no eixo HPA, promovidas 

pelo estresse social. Contudo, resultados em camundongos, demonstraram não haver diferença 

nos níveis de corticosterona, após o convívio prolongado com par em quadro de dor crônica 

por 28 dias (BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015), protocolo igual ao utilizado neste estudo.  

Ainda sob este aspecto, estudo anterior demonstrou que a redução do estresse 

foi capaz de promover contágio emocional da dor em camundongos sem familiaridade e 

também que a indução de estresse reverteu este efeito (MARTIN et al., 2015). Desta forma é 

possível sugerir que o efeito hipernociceptivo induzido por este modelo provavelmente não se 

deva ao aumento do estresse, mas sim a um comportamento relacionado ao contágio 

emocional da dor, considerado um comportamento evolutivo precursor da empatia em 

roedores (PRESTON; DE WAAL, 2011; BAPTISTA-DE-SOUZA et al., 2015).  

Fortalece esta hipótese estudo realizado com ratos, o qual demonstrou que os 

animais que se engajaram mais no comportamento pró-social de ajuda apresentavam 

(BARTAL et al., 2016). Portanto, considerando as evidências da literatura, sugerimos que os 

efeitos acerca do contágio emocional entre roedores não 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, há estudos que investigam as alterações comportamentais 

relacionadas com a modulação social da nocicepção e comportamento pró-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 consideração que indivíduos que sofrem de dores crônicas 

possuem desequilíbrios de sistemas de neurotransmissores em algumas estruturas encefálicas 

(BUSHNELL, 2013, WATSON, 2016), estudos com humanos sugerem que este desequilíbrio 

pode também estar presente em sujeitos que convivem com pacientes que apresentam dores 

crônicas, devido à manifestação de comportamentos, como aumento da ansiedade, depressão 

e sensibilização da dor em familiares, cuidadores e profissionais da saúde - como enfermeiros 

(SCHULZ; SHERWOOD, 2008; LUMLEY et al., 2011). É possível sugerir que estas 

alterações 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 

neurotransmissão GABAérgica na modulação social da nocicepção devido à relação desta 

neurotransmissão com a própria percepção de dor e na modulação de outros processos 

emocionais (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000; WATSON, 2016). Ainda, foi investigado se 

são os receptores GABAA da ínsula que modulam este tipo de nocicepção. Para a execução do 

primeiro objetivo, avaliação do envolvimento da neurotransmissão GABAérgica na 

modulação social da nocicepção, os animais que conviveram com um coespecífico em quadro 

de dor crônica ou não (Sham) foram tratados sistemicamente com midazolam nas doses de 

0,5, 1,0 e 2,0mg/kg.  

Os resultados do Experimento 1 demonstraram diminuição do número de 

contorções abdominais após administração sistêmica da maior dose de midazolam (2,0 

mg/kg) apenas nos animais que conviveram com par em dor crônica, comparado com os 

animais que receberam salina, o que pode propor evidências sobre a participação desta 

neurotransmissão no processo de empatia para a dor.  

Outros estudos já demonstram a diminuição da nocicepção produzida por este 

fármaco, entretanto o teste foi realizado diretamente nos animais após aplicação do estímulo, 

sem considerar a influência emocional sobre a nocicepção 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 coespecíficos, um 

comportamento caracterizado no estudo por contágio emocional, substrato da empatia 

(BARTAL et al., 2016). Os resultados mencionados fortalecem a participação da modulação 
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GABAérgica no contágio emocional e também a relevância do aspecto emocional para a 

ocorrência destes comportamentos em animais, além de reforçar os resultados obtidos no 

presente estudo. 

É importante salientar que as três doses de midazolam (0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg) 

utilizadas no presente estudo não interferiram na atividade locomotora do animal e foram pré-

estabelecidas em estudo anterior (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000). 

Levando em consideração os resultados obtidos neste estudo, podemos sugerir, 

portanto, que o midazolam, quando administrado sistemicamente, diminuiu seletivamente a 

nocicepção induzida socialmente pelo convívio, provavelmente pela retirada do aspecto 

emocional produzida pelo modelo, pois os efeitos não foram observados no grupo que 

conviveu com os animais Sham, sem influência emocional sobre a nocicepção. 

Conforme descrito em outros trabalhos, o midazolam, além dos efeitos 

analgésicos, também exerce efeito ansiolítico (GRAEFF; GUIMARÃES, 1999; NUNES-DE-

SOUZA et al., 2000; NUNES-DE-SOUZA et al, 2012). Recentemente, também foi 

demonstrado diminuição de comportamentos relacionados à ansiedade após administração por 

via intraperitoneal de midazolam (1,0 e 2,0 mg/kg) em camundongos que conviveram com um 

par em condição de dor crônica 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 ansiolíticos promovidos pelo fármaco 

diante de influência emocional no modelo que utilizamos. 

Considerando que o GABA é um importante neurotransmissor inibitório do 

SNC e possui receptores localizados em estruturas envolvidas nos processos emocionais e de 

dor, como a amígdala e ínsula (WATSON, 2016, YOWTAK et al., 2013, BUSHNELL, 

2013), realizamos o Experimento 2, para a investigar o envolvimento da neurotransmissão 

GABAérgica da ínsula na empatia para dor.  

  Estudos de neuroimagem têm demonstrado o papel crucial da ínsula 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 ínsula, por ser uma estrutura 

de integração entre o sistema límbico e centros corticais superiores, exerce influência sobre o 

controle descendente da dor organizando a intensidade e a sensação dolorosa (GEBHART, 

2004; SINGER; LAMM, 2009). 

Lesões ou inativação da ínsula foram capazes de promover analgesia em ratos 

(JASMIN et al., 2003), portanto é possível propor que a inibição desta região poderia 
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interferir na modulação emocional da dor, necessária para uma situação de contágio 

emocional em animais (BARTAL et al., 2016). Neste sentido, estudo do nosso grupo 

observou a diminuição do número de contorções abdominais após inativação da ínsula com 

cloreto de cobalto (CoCl2) em camundongos que conviveram com coespecífico em quadro de 

dor crônica, o que pode fortalecer o papel desta estrutura na modulação da influência 

emocional na nocicepção (PELARIN et al., 2014). 

Uma possível explicação para o resultado obtido com a diminuição do número 

de contorções abdominais em camundongos que conviveram com coespecífico em quadro de 

dor crônica, após inativação da ínsula com COCl2 (PELARIN et al., 2014), encontra apoio nas 

evidências de que talvez seja necessário a integridade das neurotransmissões 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 ínsula 

desempenhe o seu papel de modulação emocional da nocicepção, o que deixou de ocorrer 

com o bloqueio por COCl2.  

Estudos anteriores já mostraram que o midazolam é capaz de produzir efeitos 

ansiolíticos e de diminuição da nocicepção quando administrado em diferentes estruturas do 

SNC (GRAEFF; GUIMARÃES, 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, microinjeções intra-ínsula de midazolam (3 e 30 nmol/0,1μl) não 

produziram alterações na nocicepção do parceiro que conviveu com o coespecífico em quadro 

de dor crônica, permanecendo a manutenção do efeito hipernociceptivo (Experimento 2).  

Apesar do midazolam ao exercer seu efeito de agonista nos receptores GABA-

benzodiazepínicos da ínsula não ter produzido alteração na resposta nociceptiva avaliada 

neste modelo, não significa que a estrutura não tenha um papel modulatório sobre a 

nocicepção.  

Neste contexto, estudo com humanos demonstrou uma relação entre analgesia 

induzida por placebo e diminuição de empatia para a dor associada à redução de expressão da 

ínsula, o que foi avaliado por neuroimagem em sujeitos expostos ao modelo de estimulação 

elétrica na mão (RÜTGEN et al., 2015). Além deste, outro estudo demonstrou que o uso de 

um analgésico conhecido, paracetamol, também promoveu, além da diminuição da dor, 

diminuição da empatia para a dor (MISCHKOWSKI et al., 2016). O mecanismo de ação do 

paracetamol não é bem definido, porém há evidências de que tenha ação em várias 

neurotransmissões e reduz atividade no CCA e na ínsula (DEWALL, 2010), acrescentando 
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evidências sobre a participação da ínsula no processo de empatia para a dor (SINGER et al., 

2004; SHAMAY-TSOORY, 2011). Há evidências que suportam a hipótese de que o processo 

de empatia para a dor ativa os mesmos circuitos neurais envolvidos na primeira experiência 

de dor (SINGER et al, 2004; RÜTGEN et al., 2015). 

Recentemente foi demonstrado aumento de hiperalgesia térmica e alodinia 

mecânica em ratos expostos ao modelo de constrição do nervo ciático, após a alteração das 

neurotransmissões excitatórias e inibitórias da ínsula. Mais especificamente, o aumento de 

glutamato ou diminuição de GABA endógeno promoveram aumento da sensibilidade à dor 

em animais que sofriam de dor crônica (WATSON, 2016).  

Considerando o resultado de WATSON (2016), e tomando as devidas 

precauções, talvez a avaliação da nocicepção no camundongo coespecífico (observador), 

medida pelo número de contorções abdominais (dor aguda), realizada no nosso estudo seja 

devido ao aumento de glutamato ou diminuição de GABA endógeno, promovendo aumento 

da sensibilidade à dor no camundongo coespecífico. Como o aumento do GABA, 

desencadeado pela administração do midazolam intra-ínsula, não foi suficiente para reverter a 

hipernocicepção neste estudo, falta investigar em futuros trabalhos o papel da modulação 

glutamatérgica da ínsula neste modelo.  

Outra possibilidade a ser considerada é que talvez a modulação deste processo 

nociceptivo via sistema GABAérgico não seja controlada pela ínsula, mas por outras 

estruturas, como amígdala ou CCA, as quais também são 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 há envolvimento do sistema GABAérgico no processo de modulação social da 

nocicepção e empatia (BARTAL et al., 2016).  No entanto, ainda não se sabe quais estruturas 

e outras neurotransmissões podem estar envolvidas neste processo, hipótese que necessita de 

investigação futura. 

Considerando que a empatia é crucial para a vida social, torna-se evidente que 

o estabelecimento das bases neurais envolvidas nesta resposta pode promover conhecimento 

mais robusto sobre o próprio processo da empatia e possibilitar tratamento para indivíduos 

que sofrem de transtornos com empatia diminuída (PRESTON; DE WAAL, 2002; 

SHAMAY-TSOORY, 2011). Portanto, estudos adicionais nesta área são necessários para o 

estabelecimento das vias de neurotransmissões e estruturas encefálicas que participam da 

influência emocional sobre a nocicepção.  
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6. CONCLUSÃO 
  



 

47 

  

De acordo com os resultados deste estudo, pode-se concluir que: 

O número de contorções abdominais dos camundongos que conviveram com 

parceiro em quadro de dor crônica, em ambos os experimentos, foi significativamente maior 

que dos animais que conviveram com o coespecífico Sham, demonstrando hipernocicepção 

induzida pelo convívio. 

No Experimento 1, somente a maior dose de midazolam (2,0 mg/kg) reverteu a 

hipernocicepção induzida pelo convívio com o par em quadro de dor crônica, sugerindo que a 

neurotransmissão GABAérgica parece estar envolvida nesse tipo de modulação social da dor. 

No Experimento 2, nenhuma das doses de midazolam (3 ou 30nmol) intra-

ínsula foi capaz de alterar a hipernocicepção, sugerindo que os receptores GABA-

Benzodiazepínicos localizados na ínsula não estão participando da modulação da nocicepção 

induzida pelo modelo utilizado.  

Portanto, diante dos resultados obtidos neste trabalho sugerimos que novos 

estudos serão necessários para esclarecer quais neurotransmissões e estruturas do sistema 

nervoso central podem participar da modulação social da dor em camundongos.  
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