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RESUMO

O cancer orofacial é altamente incidente na populacédo. Sabe-se que a dor e ansiedade
representam sintomas comuns desta condi¢ao, resultando em um grave problema de
saude publica. Estudos tém mostrado que a prevaléncia de ansiedade em pacientes
com dor de cancer tem aumentado, sendo esta condi¢do relativamente proporcional a
intensidade de dor relatada pelos pacientes. No entanto, ndo € claro por quais
mecanismos e se o desenvolvimento desses dois sintomas estdo relacionados. Assim,
este estudo teve como objetivo investigar a relacdo entre nocicepcdo e ansiedade em
animais com carcinoma orofacial. Para isso, células Walker-256 foram utilizadas para a
inducdo de carcinoma orofacial em ratos. Seis dias ap0s esta inoculacdo, os animais
foram submetidos nos testes do labirinto em cruz elevado (LCE) e da transig&o claro-
escuro (TCE), ambos usados para estudar os comportamentos relacionados a
ansiedade. Grupos independentes de animais também foram submetidos ao teste de
hiperalgesia térmica ao calor para avaliar o comportamento nociceptivo. Além disso, o
efeito da lidocaina (LDC; 2%; i.l.), um anestésico local utilizado no controle da dor, e do
midazolam (MDZ; 0,5 mg/kg; i.p.), um benzodiazepinico ansiolitico, foram avaliados em
ratos com carcinoma orofacial submetidos a estes testes. Apds o0s testes
comportamentais, o cortex pré-frontal (CPF) e a amigdala, regides encefalicas
envolvidas na mediacdo dos comportamentos emotivos e ansiedade, foram dissecados
para medir parametros de estresse oxidativo, como atividade de superéxido dismutase
(SOD), glutationa reduzida (GSH) e os niveis de lipoperoxidacdo (LPO). Os nossos
dados mostraram que o0s ratos com carcinoma orofacial apresentam comportamento do
tipo ansiogénico mais pronunciado em relagdo aos animais controle quando avaliados
no LCE e TCE, além de hiperalgesia térmica ao calor. O tratamento local com LDC
apresentou efeito apenas anti-hiperalgésico, mas nao foi capaz de alterar o
comportamento ansiogénico dos animais com carcinoma orofacial quando avaliados no
LCE e TCE. Por outro lado, o tratamento com MDZ resultou em efeito do tipo ansiolitico,
mas nao influenciou a hiperalgesia. As analises bioguimicas mostraram que a atividade
da SOD e os niveis de LPO estavam aumentados no CPF, enquanto que os niveis de
GSH estavam reduzidos em animais portadores do tumor, entretanto na amigdala ndo
houve diferenca estatistica nesses animais. Interessantemente, o tratamento com MDZ
reverteu todas essas alteracfes sem alterar esses parametros nos animais controle. Em
conclusdo, nossos dados sugerem que 0S mecanismos que medeiam o0s
comportamentos relacionados a ansiedade e hiperalgesia parecem ndo estar
associados. Além disso, 0s niveis aumentados de estresse oxidativo no CPF dos
animais com carcinoma poderiam contribuir para o comportamento do tipo ansiogénico.
Estudos adicionais sdo necessarios para o melhor entendimento da associacdo de
ansiedade e dor associada ao carcinoma orofacial.

Palavras-chave: ansiedade; hiperalgesia, carcinoma orofacial; lidocaina; midazolam;

ratos.



ABSTRACT

The orofacial cancer is highly incident in the population. It is known that pain and anxiety
represent common symptoms of this condition, resulting in a major problem in public
health. Studies have shown that the prevalence of anxiety in patients with cancer pain
has increased, being this condition relatively proportional to the intensity of pain reported
by patients. However, it is unclear whether the mechanisms of development of both
symptoms are related. Thus, this study aimed to investigate the relation between pain
and anxiety in animals with orofacial carcinoma. For this, Walker-256 tumor cells were
used for the induction of orofacial carcinoma in rats. Six days after this induction,
animals were evaluated in the elevated plus maze (EPM) and light-dark transition (LDT)
tests, both used to study anxiety-related behaviors. Independent groups of animals were
also submitted to the heat hyperalgesia test to evaluate nociceptive-like behavior.
Furthermore, the effects of lidocaine (LDC; 2%; i.l.), an anesthesic that alleviate pain, or
midazolam (MDZ; 0.5 mg/kg; i.p.), a benzodiazepine anxiolytic, were evaluated in rats
with orofacial carcinoma submitted to these tests. After behavioral tests, the prefrontal
cortex (PFC) and amigdala, brain areas involved in the mediation of emotional and
anxiety-like behavior, was dissected for measurement of oxidative stress parameters,
such as superoxide dismutase (SOD) activity, and reduced glutathione (GSH) and lipid
hydroperoxides (LOOH) levels. Our data showed that rats with orofacial carcinoma
showed an anxiogenic-like behavior when evaluated in the EPM and LDT in addition the
development of heat hyperalgesia. The local treatment with LDC induced only
antihyperalgesic effect, i.e. it was not able to change the anxiogenic-like behavior of the
animals with orofacial cancer when evaluated on EPM and LDT. Differently, animals
treated with MDZ showed an anxiolytic-like effect, but not an antihyperalgesic effect. The
biochemical analysis showed that SOD activity and LOOH levels were increased in the
PFC, while GSH levels were reduced in tumor-bearing rats, but there’s no difference in
the amygdala. Interestingly, the MDZ treatment reverted all these changes without alters
these parameters in control animals. Taken together, our data suggest that the
mechanisms that mediate anxiety and nociceptive-like behaviors related to the orofacial
carcinoma seem to be not associated. Furthermore, the increased level of oxidative
stress in the PFC could trigger these animals with orofacial carcinoma to present
anxiogenic-like behavior. Therefore, further studies are needed to better understand the
possible mechanisms that could be involved in the association of anxiety with orofacial
cancer pain.

Keywords: anxiety; hyperalgesia; orofacial cancer; lidocaine; midazolam; rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER OROFACIAL

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA) “cancer € o nome dado a
um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o crescimento desordenado
(maligno) de células que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se
(metastase) para outras regides do corpo’. Como essas células se dividem
rapidamente, e tendem a ser agressivas e incontrolaveis, determina a formacdo de
tumores ou neoplasias malignas. Entretanto, quando essas células se multiplicam
vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, € denominado tumor benigno
(INCA, 2012). Existem diferentes tipos de cancer, e isso se deve ao fato aos varios tipos
de células do corpo. Se o cancer tem inicio em tecidos epiteliais (pele e mucosas) ele é
denominado carcinoma. Caso sua origem seja de tecido conjuntivo (0ssos, musculos ou
cartilagem) € denominado sarcoma (INCA, 2012).

As neoplasias de cabeca e pescoco sdo o quinto tipo de cancer mais comum
mundialmente, com incidéncia anual de aproximadamente 780 mil casos. As principais
regides acometidas incluem a regido da orofaringe, cavidade oral, glandulas salivares,
cavidade nasal, e os seios paranasais (COLOMBO e RAHAL, 2009; CAMPANA e
GOIATO, 2013). No Brasil, o INCA estimou a ocorréncia de 11.280 novos casos de
cancer em homens e 4.010 em mulheres, no ano de 2014, sendo que estas estimativas
referiam-se apenas ao cancer da cavidade oral (INCA, 2014).

A etiologia dessa patologia possui causas variadas, podendo incluir fatores
externos ou internos ao organismo, estando ambos inter-relacionados. Os fatores
externos estdo relacionados principalmente ao estilo de vida do individuo e ao meio
ambiente tais como, tabagismo, exposi¢cdo a radiacdo UVA solar, entre outros. Ja os
fatores internos sdo na maioria das vezes relacionados com a pré-disposicdo genética,
sendo que esse fator pode aumentar a probabilidade de transformacfes malignas nas

células saudaveis. Como o0 numero de casos diagnosticados de cancer oral tem
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aumentado, o interesse em pesquisa para seu controle e tratamento tem crescido
(SHAH e SINGH, 2006; para reviséo ver SCULLY e BAGAN, 2007).

O exame clinico é o principal método para o diagnostico do carcinoma orofacial,
o qual inclui palpacéao local e identificacdo de lesdes, apresentadas em forma de lesGes
ligeiramente rugosas, avermelhadas e bem delimitadas em estgios iniciais. J& em
estagios avancados, sdo observadas diversas lesbes mal delimitadas, com células
microscopicamente diferentes do tecido de origem, podendo disseminar e invadir outros
tecidos. A realizacdo de biopsias e exames histopatoldégicos sdo empregados ha
confirmacéo do diagnéstico (OLIVER et al., 1996; HAYA-FERNANDEZ et al., 2004;
PEREIRA et al., 2007; BRANDIZZI et al., 2008; para revisdo ver BAGAN et al., 2010).
Como nos estagios iniciais € comum ocorrer um diagndstico errado, principalmente pelo
fato das lesbes serem semelhantes a outros tipos de lesBes, como aftas e lesdes
herpéticas, além de outras les6es benignas (BAGAN et al., 2010; LAM e SCHIMIDT,
2011), alguns sintomas podem contribuir para um diagndstico mais precoce e preciso,

como por exemplo, a dor no local da leséo.
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1.2 DOR ASSOCIADA AO CANCER OROFACIAL

As informacdes sensoriais da regido craniofacial sdo transmitidas através da
ativacdo de aferentes trigeminais que compde as trés divisdes do nervo trigémeo,
oftdlmica, maxilar e mandibular. As fibras que integram o nervo trigémeo sé&o
classificadas em nociceptores (fiboras A-0 e fibras C) e fibras A-B, que transmitem
informacdes proprioceptivas. Os corpos celulares destas fibras estdo presentes no
ganglio do nervo trigmeo, e as mesmas estabelecem sinapses com neurbnios de
segunda ordem nos nucleos do complexo sensorial trigeminal, localizados no tronco
cerebral. Trés subnucleos integram este complexo: oralis, interpolaris e caudalis, sendo
gue esse ultimo recebe a maior parte das projecdes dos aferentes nociceptivos. Os
neurbnios que partem destes subnucleos (i.e. neurénios de segunda ordem) formam
vias de conducdo do estimulo até o tdlamo, onde sédo estabelecidas sinapses com
neurbnios de terceira ordem que conduzem as informacdes até o coOrtex
somatosensorial (para revisao ver SESSLE et al., 2000).

Um dos sintomas mais relatados pelos pacientes acometidos pelo cancer oral é
a dor no decurso da doenca (CARACENI e PORTENOY, 1999), sendo que este € um
dos primeiros sintomas a serem reportados, de tal modo a contribuir para um
diagnostico precoce dessa patologia. De acordo com a IASP (International Association
for the Study of Pain), pelo menos 90% dos pacientes apresentam dor no decurso da
doenca, enquanto que a dor é o primeiro sintoma a ser reportado em cerca de 35% dos
casos (GORSKY et al.,, 2004; BRIGATTE et al., 2007; LAM e SCHIMIDT, 2011; para
revisdo ver DIOS e LESTON, 2010). Quanto & intensidade da dor, em cerca de 30 a
50% dos casos ela é considerada de intensidade moderada a severa, podendo ocorrer
de forma espontanea ou estar associada a hiperalgesia e alodinia (PORTENOY et al.,
1999; PORTENOY e LESAGE, 1999; REGAN e PENG, 2000; BRIGATTE et al., 2007).

Um dos principais mecanismos que pode contribuir e/ou exacerbar a dor em
carcinomas orofaciais sdo 0os movimentos funcionais da boca, como a mastigacdo e
degluticéo, pelo fato de estimularem os terminais nervosos da regiao oral. Aléem disso,

pode ocorrer a compressao dos aferentes sensoriais do nervo trigémeo, bem como
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estar relacionada a processos de ulceracao tecidual (DATTA e PAI, 2006). O sistema
imune parece ter papel importante na dor relacionada ao cancer, pois produz e libera
diversos mediadores que podem ativar e/ou sensibilizar as fibras nociceptivas por
diversos mecanismos (LIST et al., 2000; HAMAMOTO et al., 2008). As células tumorais
também podem produzir e secretar diversos mediadores, 0s quais podem ativar e

sensibilizar as fibras nociceptivas periféricas, dentre esses podemos citar os protons

H*, o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), o fator de crescimento do nervo (NGF),
interleucinas (IL-1 e IL-6), prostaglandinas (PGs), endotelinas, entre outros (BENOLIEL
et al., 2007; SCHMIDT et al., 2010).

Um dos modelos que tem sido utilizado para o estudo dos mecanismos que
contribuem para a dor em carcinomas orofaciais € o tumor induzido por células Walker-
256 (ONO et al.,, 2009). A linhagem celular do tumor Walker-256 € de origem de
glandulas mamarias de rata gestante, e foi descoberta por George Walker em 1928
(EARLE, 1935). Esse tumor é identificado como solido, entretanto no estudo de
Agostino e Cliffton (1965) foi descrita a passagem do tumor soélido para ascitico. Isso
permitiu que as células tumorais fossem injetadas intraperitonealmente em outros ratos,
podendo também ser injetadas em outros tecidos, de tal modo a desenvolver um tumor
sélido. Conforme padronizado por ONO e colaboradores (2009), a inoculacdo das
células Walker-256 unilateralmente na regido das vibrissas leva ao desenvolvimento de
um tumor facial. Com o uso desse modelo é possivel avaliar respostas relacionadas ao
comportamento de dor, como a hiperalgesia térmica, alodinia e dor espontanea (ONO
et al., 2009). Além disso, as células Walker-256 podem ser utilizadas para avaliar o
estresse oxidativo e outras modificagdes organicas (por exemplo, alteracdes
enzimaticas, inflamatorias e imunoldgicas), considerando que o crescimento tumoral &
acompanhado pela oxidacéo dos tecidos adjacentes (ACCO et al., 2012).

A utilizacdo de opidides fracos junto com adjuvantes €& a principal
recomendacado da Organizacdo Mundial de Saude para o tratamento da dor moderada
associada ao cancer. Ja nos casos em que a dor € persistente e severa, €
recomendada a utilizacdo de opidides fortes. Sabe-se que o0 uso prolongado dessa

classe de farmacos estd associado a varios efeitos adversos, bem como esse
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tratamento farmacologico é pouco efetivo no controle da dor em caso de cancer
orofacial avangado (WHO, 1990; para revisdo ver DIOS e LESTON, 2010).

Atualmente, diferentes classes de farmacos com outras indicacdes terapéuticas
sao indicados para a utilizagdo em associacdo com analgésicos para o controle da dor,
0S quais sao chamados de adjuvantes. Muitas formas de controle da dor baseiam-se
principalmente na utilizacdo desses farmacos. As principais classes de adjuvantes para
o controle da dor séo os antidepressivos, 0s anticonvulsivantes e os anestésicos locais.

A lidocaina é uma aminoetilamida e o prototipo dos anestésicos locais do tipo
amida. Os anestésicos locais atuam em canais de sddio dependentes de voltagem e
impedem a geragado e conducgao dos impulsos nervosos. Eles bloqueiam a conducéo,
reduzindo ou impedindo o aumento transitorio da permeabilidade das membranas
excitaveis ao Na', que normalmente € produzido pela despolarizacdo da membrana
(para revisdo ver BECKER e REED, 2012). Os anestésicos locais sao utilizados tanto
para a indugéo da anestesia, por impedir a geragcéo e propagacao do potencial de agéo
nas fibras sensoriais, mas também no tratamento de algumas formas de dor cronica,
através do bloqueio de troncos nervosos, inativacdo de pontos-gatilho miofasciais, e até
mesmo através da administracdo sistémica (NAGARO et al.,, 1995; LAVELLE et al.,
2007; VLASSAKOV et al., 2011).
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1.3 ANSIEDADE RELACIONADA AO CANCER OROFACIAL

Ansiedade e medo sdo estados emocionais que possuem um papel adaptativo
importante para o desempenho de diversas atividades. Apesar de ansiedade e medo
serem emocgfes correlatas, elas apresentam diferencas entre si. A ansiedade é
caracterizada como uma expressdo de emocao relacionada com perigos potenciais,
como por exemplo, a antecipacdo de uma ameaca futura, modulando respostas
comportamentais mais elaboradas como a resposta de esquiva. Ja 0 medo é
caracterizado como uma resposta frente a uma ameagca real ou iminente (APA/DSM-V,
2013) e nesta situacdo as respostas emocionais ndo sao tdo elaboradas podendo
apresentar respostas mais explosivas, como resposta de fuga. Entretanto, quando ha a
presenca dessas emocOes de forma duradoura e persistente e se tornando mal
adaptativa, estas emocbes podem ser consideradas condicbes patologicas
relacionadas com os Transtornos de Ansiedade.

Héa varios tipos de Transtornos de ansiedade com base em diferentes sinais e
sintomas. Dentre estes ha o Transtorno de ansiedade generalizada (TAG), Transtorno
do panico (TP) com ou sem Agorafobia, Transtorno de ansiedade social, dentre outros.
O TAG esta entre os transtornos psiquiatricos mais frequentemente diagnosticados,
sendo este uma doenca que esta associada com altos custos para o sistema de saude
e também esté relacionada com alto indice de morbidade (TYRER e BALDWIN, 2006).

Transtornos psiquiatricos, como os transtornos de ansiedade e humor,
apresentam uma alta incidéncia em pacientes com cancer orofacial. Nado se conhece a
fisiopatologia da ansiedade associada ao cancer orofacial, mas esses transtornos de
ansiedade podem estar relacionados com aspectos emocionais ap0s o prognaostico da
doenca, bem como com outros sintomas relacionados a doenca, como a dor
(SELLNICK e CROOKS, 1999; HUMPHRIS et al., 2003; SPIEGEL e GIESE-DAVIS,
2003; HEGEL et al., 2006). Existem evidéncias de que pacientes diagnosticados com
cancer apresentam alta incidéncia de TAG (DEROGATIS et al., 1983; NORDIN et al.,
2001). A prevaléncia de TAG pode chegar até 49% em pacientes com cancer, sendo

gue aqueles que ja tiveram histérico de ansiedade antes do diagnéstico de cancer
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possuem maior risco de reincidéncia. (BREITBART, 1995; SPIJKER et al., 1997;
NIKBAKHSH et al., 2014). E valido ressaltar que a ansiedade pode estar presente em
todas as fases de evolucédo do cancer. O nivel de ansiedade pode diminuir quando o
paciente faz reavaliacdo do caso, resultando em um prognéstico favoravel. Por outro
lado, em pacientes que séo reavaliados e o prognadstico é ruim, os niveis de ansiedade
aumentam na maioria dos casos (LAMPIC et al., 2001).

Como ja mencionado, a etiologia da ansiedade associada ao cancer ainda é
desconhecida. Porém, varias hipoteses tentam explicar seu desenvolvimento, dentre
elas a secrecdo tumoral de diferentes hormdnios e estados metabdlicos anormais
(como o aumento do estresse oxidativo em regides encefélicas relacionadas a
ansiedade) (HOLLAND e ROWLAND, 1989; HASSAN et al.,, 2014; KROLOW et al.,
2014). Estudos em humanos e em modelos animais tém demonstrado uma forte
correlacdo entre ansiedade e o estresse oxidativo (KROLOW et al.,, 2014). Um
importante marcador de dano oxidativo sdo os niveis de malonaldeido (MDA), que séo
encontrados elevados em pacientes com Transtornos de ansiedade. Diversos estudos
sugerem uma relacdo entre ansiedade e estresse oxidativo em diferentes modelos
animais (HOVATTA et al., 2010). Entretanto, ha poucos estudos avaliando a
consequéncia do estresse oxidativo no comportamento tipo ansioso em ratos
(KROLOW et al., 2014). Enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase (SOD),
catalase e glutationa peroxidase, ou antioxidantes ndo enzimaticos, incluindo glutationa,
vitaminas C e E, melatonina, dentre outros compostos, constituem o mecanismo de
defesa contra as ERO, bem como as de nitrogénio (ERN) (HASSAN et al., 2014).

Em adicéo, alguns estudos tém relacionado a dor com estados de ansiedade, ou
seja, quanto maior a intensidade da dor associada ao céncer, maior o nivel de
ansiedade verificado, isto também se deve ao fato do componente afetivo tanto da dor
guanto da ansiedade. Dessa maneira, sugere-se que um controle insatisfatorio da dor
pode intensificar o estado de ansiedade do paciente (HOLLAND e ROWLAND, 1989).
Sendo assim, de alguma maneira esses dois sintomas relatados e observados em
pacientes com cancer podem estar associados, entretanto ainda nao se sabe por qual,

ou quais mecanismos (NORDIN et al., 2001).
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Atualmente had uma grande variedade de farmacos que possuem efeito
ansiolitico, tais como o0s benzodiazepinicos, mais comumente utilizados, o0s
antidepressivos, anticonvulsivantes, anti-histaminicos, entre outros (ANDREATINI et al.,
2001). O midazolam é um ansiolitico da classe dos benzodiazepinicos, sendo um
depressor do sistema nervoso central. Seu efeito é através da ligagdo no local
benzodiazepinico do receptor do aminoacido 4cido gama amino-butirico (GABA) do tipo
A (GABA,). A ligacdo do midazolam no sitio alostérico do receptor causa uma alteracao
conformacional que resulta no aumento da afinidade do GABA pelo seu sitio e
consequentemente uma maior frequéncia de abertura do canal iGnico de CI’, deixando
assim o neur6nio hiperpolarizado.

Como muitos estudos tém demonstrado que existe uma relagéo clinica entre a
dor relatada pelos pacientes junto com os Transtornos de ansiedade, acreditamos que
em modelo de carcinoma orofacial, 0 comportamento nociceptivo e o comportamento do
tipo ansioso podem estar relacionados. Sendo assim, uma possivel inibicdo de um

desses comportamentos poderia inibir ou reduzir o outro comportamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O cancer que acomete a regido orofacial € altamente incidente na populacéo e a
dor e ansiedade representam sintomas comuns dessa condi¢cdo. Dessa maneira o
objetivo geral do presente estudo foi investigar a presenca de comportamento do tipo
ansioso e comportamento nociceptivo em animais submetidos ao modelo de carcinoma

orofacial, bem como avaliar uma possivel relacao entres estes comportamentos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em ratos inoculados com células Walker-256:

o O comportamento no teste do labirinto em cruz elevado;

o O comportamento no teste de transig&o claro-escuro;

. O desenvolvimento da hiperalgesia térmica ao calor;

o O efeito do tratamento local com lidocaina na avaliacdo comportamental na

hiperalgesia térmica ao calor, no teste do labirinto em cruz elevado e de
transicao claro-escuro;

o O efeito do tratamento sistémico com midazolam na avaliagdo comportamental
no teste do labirinto em cruz elevado e transigéo claro-escuro, e na hiperalgesia
térmica ao calor;

o Parametros de estresse oxidativo no coértex pré-frontal e amigdala dos animais

tratados sistemicamente com midazolam.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Em todos os experimentos foram utilizados ratos da variedade Wistar machos,
provenientes do biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do
Parana (UFPR) - Curitiba, com peso entre 180-200 gramas no inicio dos experimentos.
Os animais tiveram livre acesso a agua e racao e foram mantidos sob um ciclo de luz
claro/escuro de 12 horas (7:00 as 19:00 horas) e temperatura controlada em 22 + 1°C.
Todos os experimentos foram realizados em salas silenciosas, com a temperatura
controlada e sempre durante a fase clara do ciclo. Os experimentos foram aprovados
pela Comisséo de Etica para o Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
UFPR (CEUA/BIO, #848).

3.2 DROGAS E REAGENTES UTILIZADOS

Foram utilizadas nesse estudo as seguintes drogas e reagentes:

e Acido etilenodiaminotetracético (EDTA, Amresco®, Solon, Ohio, EUA), pH
8,0;

e Azul de Tripan 1% (Alphatec, Macae, RJ, Brasil);

e Cloridrato de Cetamina (Rhobifarma Ind. Farmacéutica, Hortolandia, SP,
Brasil);

e Cloridrato de Lidocaina 99% de pureza (Sigma-Aldrich — Brasil Ltda. Sao
Paulo, SP, Brasil);

e Cloridrato de Lidocaina sem vasoconstritor 2% (Cristalia - Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil);
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e Cloridrato de Midazolam 15 mg/3 mL (Hipolabor Farmacéutica Ltda., Sabar4,
MG, Brasil);

e DTNB (Sigma, St. Louis, USA);

e Glutationa Reduzida (Sigma, St. Louis, USA);

e Hidroxitolueno butilado (BHT, VETEC, Rio de Janeiro, Brasil);

e Pirogalol (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil);

e Sulfato Ferroso de Amoénio (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil);

e Tampao Fosfato de Potassio, pH 6,5;

e Tampao Fosfato-Salina (PBS), pH 7,4;

e Xilazina (Laboratorios Konig S.A., Avellaneda, Argentina).

e Xilenol Laranja (Sigma, St. Louis, USA);

Para o preparo da solucéo de lidocaina a 4% foi utilizada solucéo salina esteéril

0,9%. O midazolam foi dissolvido em solu¢éo salina estéril 0,9%.

3.3 INDUCAO DO CARCINOMA OROFACIAL

Nesse estudo foram utilizadas células de tumor de Walker-256, doadas pela Dr?
Sandra Coccuzzo Sampaio do Instituto Butantd (S&o Paulo, Brazil), as quais foram
mantidas em freezer —80°. Quando descongeladas, as células foram inoculadas
intraperitonealmente na concentracdo de 1x10’ céls/mL em ratos para manter a
linhagem e dar inicio aos repiques. A manutencao das células foi realizada através dos
repiques semanais, 0s quais tiveram inicio ap6s o quinto dia de inoculag¢éo. A coleta do
liquido ascitico foi realizada apds a eutanasia, decapitagdo, dos animais, em que 0s
animais foram submetidos a laparotomia. Ao fluido coletado foi acrescentado acido
etilenodiaminotetracético (EDTA; 1:1; pH 8,0). Apos a coleta do liquido ascitico, a
viabilidade celular foi confirmada pelo teste de exclusdo com Azul de Tripan 1% em
camara de Neubauer (BRIGATTE et al., 2007). Quando contadas na camara de

Neubauer, foram contabilizadas apenas as células viaveis. Essas células foram
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suspensas em PBS, numa diluicdo para a concentracdo de 1x10’ por 1 mL de células
tumorais que foram repicadas intraperitonealmente em outros ratos, com o intuito de
manter a linhagem. Apds o terceiro repique as células foram inoculadas
subcutaneamente (2x10° células em 100 pL) na regido direita da face, na regido de
insercdo das vibrissas, estabelecendo propriamente o modelo padronizado de
carcinoma orofacial (ONO et al., 2009). Para realizar a inoculacdo das células os
animais foram anestesiados com mistura de cetamina e xilazina (60 e 7,5 mg/kg,

respectivamente, i.p.).

3.4 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Para avaliagdo do comportamento de ansiedade os animais foram submetidos ao
teste do labirinto em cruz elevado conforme descrito por Pellow et al. (1995). O aparato
€ de madeira com acabamento em preto, elevado a 50 cm do chéo, o qual apresenta 4
bracos, sendo 2 abertos e 2 fechados. No cruzamento entre os bracos ha uma éarea
central de 10cm?. Os ratos foram colocados individualmente no centro do aparato e foi
gravado durante 5 minutos. Foi avaliado o tempo que cada animal permaneceu nos
bracos abertos e fechados, bem como o numero de entradas em cada braco. Foi
considerada entrada quando o animal ultrapassou com as 4 patas as delimitacbes de
cada braco. O comportamento do tipo ansioso foi avaliado pelo tempo que cada animal
permaneceu nos bragos abertos, e também pelo nimero de entrada nos bracos
abertos, além disso, com o numero de entradas nos bracos fechados foi possivel avaliar

a atividade locomotora.
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3.5 TESTE DE TRANSICAO CLARO-ESCURO

O teste de transicdo claro-escuro desenvolvido por Crawley e Goodwin em 1980
avalia também o comportamento de ansiedade. O aparato consiste em uma caixa de
madeira com dimensdes totais de 30x48x24 cm, dividida igualmente em dois
compartimentos com dimensdes de 30x24x24 cm cada, sendo um compartimento
escuro, pintado de preto, ndo iluminado, e outro compartimento pintado de branco e
iluminado com uma fonte luminosa de 50 lux. Ainda, esse aparato possuiu uma
abertura no centro com dimenséao de 10x10 cm, o que permite o livre acesso aos dois
compartimentos. O teste é baseado na aversado inata dos animais por lugares com alta
claridade, existindo um conflito do animal na exploracdo dos compartimentos ou
esquiva do compartimento claro. Os animais foram colocados individualmente no
aparato com livre acesso aos dois compartimentos durante uma sessao de 5 minutos, e
foi contabilizado o tempo em que cada animal permaneceu no compartimento claro e
escuro, bem como o0 numero de transicbes entre cada compartimento. O
comportamento do tipo ansioso foi avaliado pelo tempo que o animal permaneceu
dentro do compartimento claro, além disso, foi possivel avaliar a atividade locomotora

pela quantidade de transicdes.

3.6 AVALIACAO DA HIPERALGESIA TERMICA AO CALOR

Neste teste os animais foram contidos pelo experimentador e uma fonte de calor
(~50°C) foi posicionada aproximadamente a 1 cm de distancia da area de insercao das
vibrissas do lado direito (CHICHORRO et al.,, 2009). Foi avaliada a laténcia para a
resposta antes da inoculagdo das células tumorais, em que 0s animais movimentavam
rapidamente as vibrissas ou retiravam a cabeca, os animais que tiveram resposta
abaixo de 8 segundos foram excluidos. Apos 6 dias da inoculacéo das células tumorais,

foi avaliada novamente resposta basal para avaliar se 0os animais desenvolveram
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hiperalgesia térmica ao calor. Em seguida, os animais que desenvolveram hiperalgesia
antes dos tratamentos farmacolégicos foram avaliados nos tempos de intervalo até 2
horas apds o tratamento. O tempo de corte foi de 15 segundos, para que ndo houvesse

nenhuma lesdo no tecido.

3.7 AVALIACAO DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

Para determinar a influéncia do carcinoma orofacial, bem como o tratamento com
midazolam no estresse oxidativo do cortex pré-frontal e daamigdala, os seguintes

parametros foram analisados:

3.7.1 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

Amostras de CPF foram homogeneizadas em tampao fosfato de potassio (pH
6,5) e centrifugadas a 9700 rpm, por 20 minutos, a 4°C em uma diluicdo 1:10. A
atividade da SOD foi mensurada de acordo com a habilidade da SOD presente no
tecido em inibir a auto-oxidacdo do reagente pirogalol (GAO et al., 1998). Para esta
finalidade, 60 pl de cada sobrenadante foram adicionados a 1327,5 pl de Tris-EDTA
(0.4 M, pH 8.9) e 75 pl de uma solugao contendo pirogalol (15mM). Apds incubagao das
amostras durante 30 minutos no escuro, a reacao foi parada com 37,5 pyl de HCI 1N. A
leitura da atividade enzimatica foi realizada em um leitor de microplacas, a 440 nm. A
quantidade de enzima que inibiu a reacdo em 50% (ICsp) foi definida como uma unidade
de SOD e a atividade enzimatica foi expressa como U SOD.mg de proteina™.
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3.7.2 GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

Os niveis de GSH foram mensurados de acordo com o método descrito por
Sedlak e Lindsay (1968). Amostras de CPF foram homogeneizadas em tampéao fosfato
de potéssio (pH 6,5), em uma diluicdo 1:10. Em seguida, 100 pl do homogenato foi
adicionado a 80 pl de acido tricloroacético, agitadas em vortex e entdo centrifugadas a
6000 rpm, por 15 minutos, a 4°C. Em uma placa de 96 pocos, 20 ul de sobrenadante
foram somado a 280 ul de Tris HCI e 5 pl de acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzéico) (DTNB,
diluido em metanol). A absorbéncia da reacdo foi mensurada a 415 nm em um leitor de

microplacas e os resultados foram expressos como pg GSH.g de tecido™.

3.7.3 DETERMINACAO DA TAXA DE LIPOPEROXIDACAO (LPO)

A taxa de lipoperoxidacdo foi mensurada de acordo com o método FOX2,
descrito por Jiang et al. (1991), com pequenas modificacfes. Este método quantifica a
formacao de hidroperoxidos durante a lipoperoxidacdo. Amostras de CPF e amigdala
foram homogeneizadas em tampao fosfato de potassio (pH 6,5) e centrifugadas a 9700
rpm, por 20 minutos, a 4°C em uma diluicdo 1:10. O sobrenadante foi ressuspendido
em metanol (1:1) e novamente centrifugado a 5000 g, durante 5 minutos, a 4°C. Em
seguida, 100 pl do sobrenadante foram adicionados a 900 ul de solugdo reagao
(metanol, xilenol laranja, H2SO4 e BHT). As amostras foram incubadas no escuro
durante 30 minutos e analisadas espectrofotometricamente a 560 nm. Os resultados

foram expressos como mmol de hidroperéxidos.mg de proteina™.
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3.7.4 PROTEINA

A atividade da SOD e os niveis de LPO foram expressos pela quantidade de
proteina presente no tecido. Para tanto, amostras de CPF e amigdala foram
homogeneizadas em tampdao fosfato de potassio (pH 6,5) e centrifugadas a 9700 rpm,
por 20 minutos, a 4°C em uma diluicdo 1:10. A quantificacdo de proteina no tecido foi
realizada de acordo com o proposto por Bradford (1976). A leitura foi feita em
microplacas de 96 pocos. Em cada uma delas foram adicionados 10 yl de amostra a

250 pl de uma solugado de Bradford (diluigdo 1:4). A leitura foi feita a 595 nm.

3.8 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Foram utilizados grupos dependentes (Experimento 1) e independentes
(demais experimentos) para 0s experimentos de avaliacdo do comportamento de
ansiedade ou da hiperalgesia térmica ao calor. As células Walker-256 (CEL) foram
diluidas em tampé&o fosfato (VEI) na concentracdo de 2x10° cels/100 uL para serem
inoculadas (100 yL) na regiao direita da face dos ratos. O veiculo (VEI) da lidocaina
(LDC) 2% e 4% foi solugado salina estéril 0,9%, sendo administrados 100 uL no labio
superior direito dos animais (i.l.). O midazolam (MDZ) foi dissolvido em solucdo salina
estéeril 0,9% (VEI), para ser administrado na dose de 0,5 e 1,0 mg/kg (1 mL/kg via

intraperitoneal; i.p.).

Experimento 1: No dia O foi realizada uma medida basal para a avaliacdo da
hiperalgesia térmica ao calor, seguida pela inoculacéo de VEI ou CEL. ApOs seis dias
os animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado e ao teste da
transicdo claro-escuro, para avaliar o comportamento relacionado a ansiedade. Logo
apos estes testes, foi realizada mais uma medida basal da hiperalgesia térmica ao calor
(Figura 1).
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Experimento 2: No dia O foi realizada uma medida basal para a avaliacdo da
hiperalgesia térmica ao calor, seguida pela inoculagdo de VEI ou CEL. Apéds seis dias
foi avaliada uma medida basal da hiperalgesia térmica ao calor, seguido pela separacao
dos grupos para o tratamento farmacoldgico. Os animais foram tratados com LDC 2 ou
4%, e laténcia para a resposta foi avaliada nos tempos de 30, 60 e 120 minutos (Figura
4).

Experimento 3: No dia O foi feita a inoculacdo de VEI ou CEL. Os animais foram
tratados com LDC 2%, e ap6s 30 minutos os animais foram submetidos aos testes do

labirinto em cruz elevado e transi¢éo claro-escuro (Figura 5).

Experimento 4: Animais naive foram tratados com MDZ nas doses de 0,5 e 1,0
mg/kg, e apds 15 minutos foram submetidos aos testes do labirinto em cruz elevado e

transicao claro-escuro (Figura 7).

Experimento 5: No dia O foi feita a inoculagdo de VEI ou CEL. Os animais foram
tratados com MDZ 0,5 mg/kg, e ap6s 15 minutos os animais foram submetidos aos

testes do labirinto em cruz elevado e transicao claro-escuro (Figura 9).

Experimento 6: No dia O foi realizada uma medida basal para a avaliacdo da
hiperalgesia térmica ao calor, seguida pela inoculagdo de VEI ou CEL. Apés seis dias
foi avaliada uma medida basal da hiperalgesia térmica ao calor, seguido pela separacdo
dos grupos para o tratamento farmacoldgico. Os animais foram tratados com MDZ 0,5
mg/kg, e a laténcia para a resposta foi avaliada nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos
(Figura 11).

Experimento 7: Os animais que foram tratados com MDZ 0,5 mg/kg, apos serem
submetidos aos testes do labirinto em cruz elevado e transi¢cdo claro-escuro, foram
eutanasiados e foi realizada a coleta do cértex pré-frontal e amigdala para as seguintes
analises bioquimicas: proteina, lipoperoxidacdo (LPO), nivel de glutationa reduzida
(GSH) e superoxido desmutase (SOD) (Tabela 1).
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3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram apresentados como meédia = erro padrdo da média (e.p.m.).
Teste t de Student foi empregado para analises dos dados obtidos nos experimentos do
labirinto em cruz elevado e transi¢do claro-escuro. ANOVA de uma ou duas vias foi
empregada para as analises dos dados obtidos nos experimentos com o0s tratamentos
no labirinto em cruz elevado e transicao claro-escuro, sendo a condi¢do (ndo carcinoma
ou carcinoma) os fatores dependentes e o tratamento os fatores independentes. Caso
haja diferenca significativa nos fatores independentes, foi aplicado o teste de post-hoc
de Bonferroni. ANOVA de duas vias com medidas repetidas foi empregada para as
analises dos dados obtidos nos experimentos de hiperalgesia térmica ao calor, sendo o
tratamento o fator independente e o0s tempos de comportamentos nociceptivos
avaliados como medidas repetidas. Em caso de diferenca significativa, foi aplicado o
teste de post-hoc de Bonferroni. Em todas as andlises, valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 COMPORTAMENTO DE RATOS INOCULADOS COM CELULAS WALKER-256
NO TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO.

Quando avaliado no LCE, os animais que foram inoculados com células Walker-
256 apresentaram um menor tempo de permanéncia nos bracos aberto, e um maior
tempo de permanéncia nos bracos fechados apresentando assim um comportamento
do tipo ansiogénico mais pronunciado em relagcdo aos animais do grupo controle (Figura
1A). Além disso, nao foi observada diferenca significativa no nimero de entradas nos
bracos fechados, sugerindo que os animais com células Walker-256 ndo apresentam

nenhum problema locomotor em relagéo ao grupo controle (Figura 1C).
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Figura 1 Avaliacdo comportamental de animais com carcinoma orofacial submetidos ao teste do
labirinto em cruz elevado. (A) Porcentagem de tempo dentro dos bracos abertos pelo tempo total; (B)
Porcentagem do nimero de entradas nos bragos abertos; (C) Numero de entradas nos bragos fechados.
Os valores representam a média + e.p.m. n=8-10 por grupo, *p<0,05 comparado ao grupo VEI (Teste t de
Student); labirinto em cruz elevado (LCE); transigéo claro-escuro (TCE); veiculo (VEI); células Walker-256
(CEL).
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4.2 COMPORTAMENTO DE RATOS INOCULADOS COM CELULAS WALKER-256
NO TESTE DE TRANSICAO CLARO-ESCURO.

Quando avaliado o comportamento na TCE, os animais inoculados com células
Walker-256 apresentaram uma menor porcentagem no tempo de permanéncia no
compartimento claro, apresentando assim um comportamento do tipo ansiogénico mais
pronunciado em relacéo ao grupo controle (Figura 2A). O nimero de transicfes também
foi avaliado a fim de identificar se haveria algum problema locomotor, entretanto quando
avaliado nesse teste houve uma diferenga significativa entre os grupos (Figura 2B).
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Figura 2 Avaliacdo comportamental de animais com carcinoma orofacial submetidos ao teste de
transicéo claro-escuro. (A) Porcentagem de tempo de permanéncia dentro do compartimento claro; (B)
Ndmero de transi¢cdes entre os dois compartimentos. Os valores representam a média da porcentagem
de tempo £ e.p.m. n=8-10 por grupo, *p<0,05 quando comparado ao grupo VEI (Teste t de Student);
labirinto em cruz elevado (LCE); transicao claro-escuro (TCE); veiculo (VEI); células Walker-256 (CEL).
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4.3 DESENVOLVIMENTO DE HIPERALGESIA TERMICA AO CALOR APOS A
INOCULACAO DAS CELULAS WALKER-256.

Na medida basal antes da inoculagdo das células (Pré) ndo foi observada
diferenca estatistica entre os grupos VEI e CEL. O tempo de laténcia para a resposta
no grupo controle ndo apresentou diferenca estatistica no 6° dia apos receber veiculo.
No grupo com células Walker-256 a laténcia para a resposta foi menor em relacdo ao
grupo veiculo, demonstrando assim que 0s animais com tumor desenvolveram
hiperalgesia térmica ao calor (Figura 3).
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Figura 3 Avaliacdo da hiperalgesia térmica ao calor em modelo de carcinoma orofacial. As
respostas dos animais a estimulacédo térmica foram avaliadas antes (Pré) e seis dias apés a inoculagéo
das células Walker-256 (6° Dia). Os valores representam a média + e.p.m. n=8-10 por grupo, *p<0,001
quando comparado ao grupo VEI na medida 6° Dia, #p<0,001 quando comparado ao grupo CEL na
medida Pré (ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido pelo post-hoc de Bonferroni); labirinto
em cruz elevado (LCE); transicao claro-escuro (TCE); veiculo (VEI); células Walker-256 (CEL).
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4.4 EFEITO DO TRATAMENTO LOCAL COM LIDOCAINA NA HIPERALGESIA
TERMICA AO CALOR EM RATOS INOCULADOS COM CELULAS WALKER-256.

Na medida basal antes da inoculagdo das células (Pré) ndo foi observada
diferenga estatistica entre nenhum dos grupos (VEI-VEI; VEI-LDC 2%; CEL-VEI; CEL-
LDC 2%; CEL-LDC 4%). Seis dias ap0s a inoculacdo do tampao fosfato (VEI) os
animais ndo apresentaram diferenca estatistica em relagcdo a medida basal. Quando
observada a laténcia para a resposta dos animais inoculados com células Walker-256
(CEL), apresentou diferenca estatistica em relacdo ao grupo VEI. Tanto a dose de 2%
quando a de 4% resultou em efeito anti-hiperalgésico 30 minutos apos a administracédo
guando comparado ao grupo veiculo, sendo que esse efeito foi abolido apdés 1 hora em
ambas as doses. O efeito da menor dose ndo modificou a laténcia para a resposta nos

animais controle em nenhuma das medidas (Figura 4).

Experimento 2
0 6 30 60 1200
| | ] | ]
[ [ I ! 1

Hiperalgesia térmica ao calor Basal Hiperalgesia térmica ao calor
+ +

Inoculagdo VElou CEL  VEl ou LDC 2% ou 4%

& VEI-VEI
¥ VEI-LDC 2%
11 CEL-VEI
“ CEL-LDC 2%
O CEL-LDC 4%

Laténcia para a resposta (s)

Pré 0 30 60 90 120
Tempo (min)

Figura 4 Efeito do tratamento local com lidocaina em animais com carcinoma orofacial na
hiperalgesia térmica ao calor. As respostas dos animais a estimulacdo térmica foram avaliadas antes
(Pré) e ap6s seis dias a inoculacédo das células Walker-256 (0). Os ratos foram tratados no sexto dia com
VEI (i.l.) ou LDC 2% ou 4% (i.l.), e a resposta foi avaliada durante duas horas. Os valores representam a
média + e.p.m. n=7-9 animais, *p<0,001 em rela¢do ao grupo VEI-VEI, #p<0,001 em relacdo ao grupo
CEL-VEI (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguido pelo post-hoc de Bonferroni); veiculo
(VEL); células Walker-256 (CEL); lidocaina (LDC).
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4.5 EFEITO DO TRATAMENTO LOCAL COM LIDOCAINA NO LABIRINTO EM CRUZ
ELEVADO E TRANSICAO CLARO-ESCURO EM RATOS INOCULADOS COM
CELULAS WALKER-256.

Quando avaliado no LCE foi observado que os animais com células Walker-256
tratados com veiculos apresentaram um comportamento do tipo ansiogénico mais
pronunciado em relagdo ao controle. Isso se deve ao fato que os animais com cancer
permaneceram menos tempo nos bracos abertos em relagédo ao grupo controle (Figura
5A). O tratamento com lidocaina 2% (LDC 2%) ndo foi eficaz em reduzir esse
comportamento, nem em animais controle nem em animais com células Walker-256.
Quando avaliado o niumero de entradas nos bragos abertos, os grupos com cancer nao
apresentaram diferenca estatistica entre os grupos controle (Figura 5B). Mais ainda,
ndo houve nenhuma diferenca no nimero de entradas nos bracos fechados, de tal
modo a ndo apresentar nenhum problema locomotor, e que a droga néo interferiu nesse
parametro (Figura 5C).

Quando avaliado o comportamento na TCE, foi visto que 0s animais com
carcinoma facial permaneciam menos tempo dentro do compartimento claro em relacao
ao grupo controle, indicando um comportamento do tipo ansiogénico mais pronunciado
(Figura 6A). O tratamento com LDC 2% né&o alterou nenhum desses parametros, de tal
modo que esse resultado vai de acordo com o obtido no LCE, demonstrando que a LDC
nao apresenta efeito do tipo ansiolitico (Figura 5A). Quando avaliado o namero de
transicdes foi visto que ndo houve nenhuma diferenca estatistica entre os grupos,
sugerindo que a condi¢do nao interfere na atividade locomotora dos animais, e que o

tratamento n&o alterou esse parametro (Figura 6B).
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Figura 5 Efeito do tratamento local com lidocaina sobre as respostas comportamentais de
ansiedade de animais com carcinoma orofacial submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado.
(A) Porcentagem de tempo de permanéncia dentro dos bragos abertos; (B) Porcentagem no nimero de
entradas nos bragos abertos; (C) Numero de entradas nos bracos fechados. Os valores representam a
média + e.p.m. n=8-10 por grupo, *p<0,05 comparado ao grupo VEI (ANOVA de duas vias, seguida pelo
post-hoc de Bonferroni); labirinto em cruz elevado (LCE); veiculo (VEI); células Walker-256 (CEL);
lidocaina (LDC).
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Figura 6 Efeito do tratamento local com lidocaina sobre as respostas comportamentais de
ansiedade de animais com carcinoma orofacial submetidos ao teste de transi¢&o claro-escuro. (A)
Porcentagem de tempo de permanéncia dentro do compartimento claro; (B) NUmero de transi¢cdes entre
os dois compartimentos. Os valores representam a média + e.p.m. n=8-10 por grupo, *p<0,05 comparado
ao grupo VEI (ANOVA de duas vias, seguida pelo post-hoc de Bonferroni); transicdo claro-escuro (TCE);
veiculo (VEI); células Walker-256 (CEL); lidocaina (LDC).
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4.6 AVALIACAO FARMACOLOGICA DO EFEITO TIPO ANSIOLITICO DA DROGA
MIDAZOLAM EM RATOS NAIVE.

Como os roedores sao muito sensiveis aos benzodiazepinicos, além de ter acdo
rapida, é muito utilizado como pré-anestésico, sabendo disso, foi de interesse investigar
uma dose que ndo promovesse sedacdo nos animais. Os animais foram tratados
intraperitonealmente com duas doses de midazolam (MDZ 0,5 e 1,0 mg/kg), e apos 15
minutos 0s animais foram colocados no labirinto em cruz elevado (LCE). Quando
avaliado o tempo de permanéncia dentro dos bracos abertos, os animais tratados com
MDZ apresentaram comportamento do tipo ansiolitico (Figura 7A). Entretanto, quando
avaliado o numero de entradas nos bracos fechados, a dose de 1,0 mg/kg apresentou
diferenca estatistica quando comparado ao grupo controle, demonstrando um possivel
efeito sedativo (Figura 7C). Logo ap6s o LCE os animais foram colocados na transi¢éo
claro-escuro (TCE), e foi visto que a dose de 1,0 mg/kg ndo apresentou efeito do tipo
ansiolitico, diferente do que foi observado no LCE (Figura 7A). Entretanto, a dose de
0,5 mg/kg teve efeito do tipo ansiolitico, quando avaliada a porcentagem de tempo de
permanéncia dentro do compartimento claro (Figura 8A). Como a dose de 1,0 mg/kg
apresentou um possivel efeito sedativo no LCE (Figura 7C) e como nao apresentou
efeito do tipo ansiolitico na TCE (Figura 8A), os experimentos subsequentes foram

realizados com a dose de 0,5 mg/kg de MDZ.
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Figura 7 Avaliacdo farmacol6gica do efeito do tipo ansiolitico do midazolam em ratos naive
submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado. (A) Porcentagem de tempo de permanéncia dentro
dos bracos abertos; (B) Porcentagem no numero de entradas nos bragos abertos; (C) Numero de
entradas nos bracos fechados. Os valores representam a média + e.p.m. n=8-10 por grupo, *p<0,05
comparado ao grupo VEI (ANOVA de uma via, seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls); labirinto em
cruz elevado (LCE); veiculo (VEI); midazolam (MDZ).
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Figura 8 Avaliacdo farmacolégica do efeito do tipo ansiolitico do midazolam em ratos naive
submetidos ao teste de transicdo claro-escuro. (A) Porcentagem de tempo de permanéncia dentro do
compartimento claro; (B) Numero de transi¢cdes entre os dois compartimentos. Os valores representam a
meédia + e.p.m. n=8-10 por grupo, *p<0,05 comparado ao grupo VEI (ANOVA de uma via, seguida pelo
post-hoc de Newman-Kuels); transicao claro-escuro (TCE); veiculo (VEI); midazolam (MDZ).
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4.7 EFEITO DO TRATAMENTO SISTEMICO COM MIDAZOLAM NO LABIRINTO EM
CRUZ ELEVADO E TRANSICAO CLARO-ESCURO EM RATOS INOCULADOS COM
CELULAS WALKER-256.

Os animais com cancer apresentaram comportamento do tipo ansiogénico mais
pronunciado em relagdo aos controles, pois permaneceram menos tempo nos bragos
abertos. Interessante que, os animais tratados, tanto controle gquanto com cancer,
apresentaram comportamento do tipo ansiolitico, pois permaneceram mais tempo nos
bragos abertos (Figura 9A). Mais ainda, tanto a condi¢do, quanto o tratamento, nao
interferiram na atividade locomotora, isso porque ndo houve diferenca estatistica no
namero de entradas nos bracos fechados (Figura 9C). Imediatamente apés o LCE, os
animais foram expostos a TCE, e os dados foram reproduzidos em relagdo ao LCE. Isto
€, 0S animais com cancer apresentaram comportamento do tipo ansiogénico em relacao
aos controles, isto porque eles permaneceram menos tempo no compartimento claro. O
tratamento com MDZ teve efeito do tipo ansiolitico, pois tanto os animais controle
quanto aqueles que receberam células Walker-256 permaneceram mais tempo dentro
do compartimento claro, este sendo aversivo aos animais (Figura 10A). Quando
analisado o numero de transicbes entre os compartimentos, foi visto que tanto a

condicdo quanto o tratamento ndo interferiram na atividade locomotora (Figura 10B).
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Figura 9 Efeito do tratamento sistémico com midazolam sobre as respostas comportamentais de
ansiedade de animais com carcinoma orofacial submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado.
(A) Porcentagem de tempo de permanéncia dentro dos bragos abertos; (B) Porcentagem no nimero de
entradas nos bragos abertos; (C) Niumero de entradas nos bracos fechados. Os valores representam a
média + e.p.m. n=8-10 por grupo, *p<0,05 comparado ao grupo VEI #p<0,05 quando comparado ao seu
grupo controle (ANOVA de duas vias, seguida pelo post-hoc de Bonferroni); labirinto em cruz elevado
(LCE); veiculo (VEI); midazolam (MDZ).
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Figura 10 Efeito do tratamento sistémico com midazolam sobre as respostas comportamentais de
ansiedade de animais com carcinoma orofacial submetidos ao teste de transicéo claro-escuro. (A)
Porcentagem de tempo de permanéncia dentro do compartimento claro; (B) NUmero de transi¢cdes entre
os dois compartimentos. Os valores representam a média + e.p.m. n=8-10 por grupo, *p<0,05 comparado
ao grupo VEI #p<0,05 quando comparado ao seu grupo controle (ANOVA de duas vias, seguida pelo
post-hoc de Bonferroni); labirinto em cruz elevado (LCE); veiculo (VEI); midazolam (MDZ).
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4.8 EFEITO DO TRATAMENTO SISTEMICO COM MIDAZOLAM NA HIPERALGESIA
TERMICA AO CALOR EM RATOS INOCULADOS COM CELULAS WALKER-256.

A laténcia para a resposta dos animais com cancer foi estatisticamente diferente
entre o grupo controle, demonstrando que esses animais com cancer apresentam
hiperalgesia térmica ao calor. O tratamento com MDZ néo apresentou nenhum efeito do
tipo antihiperalgésico, isto porque ndo alterou a laténcia para a resposta, tanto dos

animais controle quanto dos animais com células Walker-256 (Figura 11).
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Figura 11 Efeito do tratamento sistémico com midazolam em animais com carcinoma orofacial na
hiperalgesia térmica ao calor. As respostas dos animais a estimulagdo térmica foram avaliadas antes
(Pré) e apos seis dias da inoculacdo das células Walker-256 (0). Os ratos foram tratados no sexto dia
com VEI (i.p.) ou MDZ 0,5 mg/kg (i.p.), e a resposta foi avaliada durante duas horas. Os valores
representam a média + e.p.m. n=7-9 animais, *p<0,001 em relacdo ao grupo VEI-VEI (ANOVA de duas
vias com medidas repetidas seguido pelo post-hoc de Bonferroni); veiculo (VEI); midazolam (MDZ).
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4.10 NIVEL DE ESTRESSE OXIDATIVO NO CORTEX PRE-FRONTAL E AMIGDALA
DOS ANIMAIS TRATADOS SISTEMICAMENTE COM MIDAZOLAM.

A taxa de lipoperoxidacdo (LPO), os niveis de glutationa reduzida (GSH) e a
atividade da superoxido dismutase (SOD) entre os grupos VEI-VEI e VEI-MDZ néao
apresentaram diferenca estatistica (Tabela 1), tanto para as amostras do cortex pré-
frontal (CPF), quanto para da amigdala (AMG). Houve diferenca estatistica quando
comparado os parametros avaliados entre os grupos VEI-VEI e CEL-VEI, apenas para
as amostras do CPF (Tabela 1). Mais ainda, houve somente diferenca estatistica nos

parametros avaliados no CPF entre os grupos CEL-VEI e CEL-MDZ (Tabela 1).

Experimento 5 Experimento 7
0 6 15" Eutanasia

Inoculagéo VEI ou CEL VEI ou MDZ 0,5 mg/kg LCE Coleta do CPF e AMG
TCE +
Analises bioquimicas
(Prot, LPO, GSH e SOD)

Tabela 1 Avaliacdo de parametros de estresse oxidativo em modelo de carcinoma orofacial.
Parametro VEI-VEI VEI-MDZ CEL-VEI CEL-MDZzZ Unidade

CPF
LPO 1451+10,9 141,6+13,9 212,6+21,7* 139,7+7,9°  umolimg ptn
GSH 109+08 8911 6,6+0,6* 13,0+1,3" pgGSH/g tcd
SOD 558+39 509+32 733+6,6* 403+34" USOD/mgptn
AMG
LPO 72,3+120 747+127 676%46  625+63  umolimg ptn

Os valores representam a média £ e.p.m. n=4-9 animais, *p<0,05 em rela¢éo ao grupo VEI-VEI, #p<0,05
em relacdo ao grupo CEL-VEI (ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de post-hoc de Bonferroni);
veiculo (VEI); células Walker-256 (CEL); midazolam (MDZ); labirinto em cruz elevado (LCE); transicédo
claro-escuro (TCE); cértex pré-frontal (CPF); amigdala (AMG); lipoperoxidacéo (LPO); glutationa reduzida
(GSH); superéxido dismutase (SOD); proteina (ptn); tecido (tcd).
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5 DISCUSSAO

Estudos clinicos tém demonstrado que pacientes que sdo portadores de algum
tipo de cancer apresentam alta incidéncia de transtorno de ansiedade generalizada
(DEROGATIS et al., 1983; NORDIN et al.,, 2001), sendo esta relacdo bastante
observada em pacientes que sofrem de cancer orofacial (HUMPHRIS et al., 2003).
Entretanto, ndo ha estudos sobre essa relacdo na pesquisa pré-clinica até o momento.
Sabendo que pacientes com cancer orofacial sofrem devido aos Transtornos de
Ansiedade, e que muitas vezes nao ha o diagnostico dessa comorbidade, o modelo de
carcinoma orofacial foi utilizado para detectar o comportamento do tipo ansioso em
ratos. Um dos testes mais utilizados para avaliar esse comportamento é o labirinto em
cruz elevado (LCE).

Com o desenvolvimento do tumor na regido orofacial, isto é, seis dias apos a
inoculacdo das células Walker-256, os animais apresentaram comportamento do tipo
ansiogénico em relacdo ao grupo controle (Figura 1). Isso ressalta que, ndo somente
na clinica, os pacientes com cancer sofrem de ansiedade (CARACENI e PORTENOY,
1999; PORTENOY et al., 1999; HUMPHRIS et al., 2003;), mas na pesquisa pré-clinica o
comportamento do tipo ansioso é evidente em ratos com carcinoma na regido orofacial.
Como néo ha estudos na pesquisa pré-clinica relacionando cancer com ansiedade, foi
utilizado o teste da transi¢ao claro-escuro (TCE) para confirmar o que foi observado no
LCE. Os dados avaliados na TCE corroboram os dados obtidos no LCE, isto €, animais
com carcinoma orofacial apresentam comportamento do tipo ansiogénico em relacao
aos animais controle (Figura 2). A diferenca analisada no niumero de transicdes entre 0s
compartimentos na TCE (Figura 2B) foi um resultado pontual, jA que nos demais
experimentos ndo houve essa diferenca entre os grupos. Cabe ressaltar que o nimero
de entradas nos bracos fechados do LCE €& uma medida de atividade locomotora,
guando avaliada entre os grupos, ndo foi observado diferenca estatistica (Figura 1C), e
que no préprio TCE o dado ndo se reproduziu (Figuras 6B e 10B). Outro fator que

poderia interferir na atividade locomotora € o desenvolvimento de caquexia nos
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animais, bem caracterizada no modelo de tumor de Walker-256. Entretanto, no nosso
estudo os animais ndo ficaram caquéticos, provavelmente devido a sua utilizacado por
um periodo curto de tempo (i.e maximo 6 dias) apos a inoculacédo das células Walker-
256. Assim, nossos dados podem ser devido ao fato dos animais com carcinoma
apresentarem aversao mais acentuada ao compartimento claro do TCE ou do espaco
aberto e elevado do LCE. Com esses resultados fica demonstrado pela primeira vez o
comportamento do tipo ansiogénico em um modelo animal de carcinoma orofacial.

Além da ansiedade que os pacientes com carcinoma orofacial apresentam, outro
sintoma comum e aparente € a dor, considerada moderada a severa, sendo que pode
ser caracterizada pela presenca de hiperalgesia ou alodinia (PORTENOY et al., 1999;
PORTENOQY e LESAGE, 1999). No estudo de Ono et al. (2009) foi visto que no 4° e 7°
dia apds a inoculacdo facial das células Walker-256 o0s animais apresentavam
hiperalgesia térmica ao calor. Esses dados foram corroborados em um estudo prévio do
nosso grupo (HUMMIG et al. 2014), no qual foi demonstrado o pico da hiperalgesia no
6° dia apds a inoculacdo das células tumorais. Quando avaliada a hiperalgesia térmica
ao calor (Figura 3) a laténcia para a resposta dos animais com carcinoma era menor em
relagdo ao grupo controle seis dias ap0s a inoculacdo das células tumorais. Com isso,
fica evidente novamente a hiperalgesia térmica ao calor na regido orofacial devido ao
tumor. E interessante que os resultados que mostram que 0s animais com carcinoma
apresentam tanto comportamento do tipo ansiogénico, bem como hiperalgesia térmica
ao calor vao de acordo com o que se observa na clinica. Assim, pacientes que
apresentam algum tipo de dor crénica normalmente tem maior incidéncia de transtornos
de ansiedade, sendo que a dor pode ser um fator condicionante para o
desenvolvimento da ansiedade (MCWILLIAMS et al. 2003; TURK et al.,, 2010;
GERHARDT et al., 2011). Todavia, hosso interesse foi investigar, em termos bioldgicos,
se ocorreria de fato esta associacdo entre os comportamentos de hiperalgesia e
ansiedade.

Assim, no presente estudo foi de nosso interesse investigar se drogas com
perfil anti-hiperalgésico aliviariam a hiperalgesia relacionada ao carcinoma facial e
também o comportamento do tipo ansioso. Em adicdo, investigar se uma droga capaz

de aliviar a ansiedade também aliviaria a hiperalgesia associada ao carcinoma facial.



44

Para isto, foram utilizados a lidocaina, um anestésico local, empregado inclusive no
tratamento de algumas dores cronicas, e o0 midazolam, um benzodiazepinico, classe
comumente empregado no tratamento da ansiedade.

Em modelos animais o efeito anti-hiperalgésico da lidocaina tem sido
amplamente demonstrado, inclusive em modelos de dor neuropética envolvendo o
nervo trigémeo (CHICHORRO, 2006). Neste estudo foi observado que animais que
foram submetidos a constricdo do nervo infraorbital desenvolveram hiperalgesia térmica
ao calor, e que o tratamento com lidocaina foi capaz de aumentar o tempo de reacéo
desses animais apdés 60 minutos da administracdo da droga, persistindo até 120
minutos apos a administracdo. Cabe ressaltar que no estudo de Chichorro (2006) a
lidocaina foi administrada sistemicamente na dose de 10 mg/kg. No presente estudo, a
lidocaina foi utilizada por via subcutanea (i.e. injetada no labio superior) e também foi
observado um efeito anti-hiperalgésico que persistiu somente 30 minutos (Figura 4).
Essa diferenga pode ser principalmente ao fato de ter sido uma administragéo local e
nao sistémica. Corroborando nossos dados, em outro modelo de dor aguda, o teste de
formalina orofacial, a lidocaina também apresentou efeito antinociceptivo (DALLEL et
al., 1995), quando utilizada na mesma dose de lidocaina que em nosso estudo. Com
isso, fica claro que a administracéo local de lidocaina € um possivel tratamento para o
controle da dor, tendo um efeito razoavelmente rapido, entretanto ndo sendo duradouro.

Contudo, no presente estudo observamos que o efeito anti-hiperalgésico da
lidocaina nos animais com carcinoma facial ndo foi capaz de reduzir o comportamento
do tipo ansioso quando avaliados tanto no LCE quanto na TCE (Figuras 5 e 6). Assim,
nossos dados indicam que esses comportamentos ndo estdo necessariamente
associados. Cabe ressaltar que alguns autores utilizam o numero de entradas nos
bracos abertos como parametro de ansiedade, e 0 niumero de entradas nos bragos
fechados como parametro de atividade locomotora (ROESKA et al., 2008; SAITO e
BRANDAO et al., 2015). Os resultados com o tratamento local com lidocaina 2% é
importante, ja que mesmo reduzindo a dor localmente, isto €, sem ter nenhuma
interferéncia no sistema nervoso central, reduziu apenas a hiperalgesia térmica ao

calor, ndo reduzindo o comportamento do tipo ansiogénico nesses animais.
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Interessante que outra droga que possui efeito analgésico, a morfina, foi capaz
de induzir além do efeito anti-hiperalgésico, um efeito do tipo ansiolitico em ratos.
Assim, foi observado em modelo de constricdo do nervo infraorbital que os animais
desenvolveram hiperalgesia térmica ao calor e que o tratamento com morfina
apresentou efeito antinociceptivo (CHICHORRO, 2006). Em adicdo, estudos mostram
que a administragcdo sistémica de morfina apresenta efeito ansiolitico quando avaliado
no labirinto em cruz elevado (REZAYOF et al., 2009; MOTEVASSELI et al., 2010).
Esses comportamentos de ansiedade e dor podem ser processados por algumas
estruturas encefalicas em comum, dentre elas a amigdala. Especula-se que o possivel
efeito ansiolitico e analgésico da morfina pode ser devido ao fato de ela estar atuando
na amigdala, principalmente em neurbnios GABAEérgicos, que possuem receptores
opioidérgicos nos terminais de interneurdnios GABAérgicos (SASAKI et al.,, 2002;
REZAYOF et al.,, 2009; RASHVAND et al., 2014). Assim, os estudos sugerem que o
sistema opioidérgico participa da mediacdo ou modulagcdo da ansiedade e da
hiperalgesia. Entretanto, nenhum estudo investigou esse sistema no modelo de
carcinoma orofacial associado a dor e ansiedade.

Ainda no presente estudo, a fim de investigar se uma droga com efeito ansiolitico
clinico alteraria também respostas comportamentais nociceptivas, utilizamos o
midazolam, que é uma droga que atua no sistema GABAérgico, mais precisamente no
sitio benzodiazepinico do receptor GABAa. Varios estudos tém demonstrado o efeito do
tipo ansiolitico do midazolam em diversos testes. Por exemplo, no estudo de Roeska
(2008) foi visto que o midazolam na dose de 0,5 mg/kg apresentava efeito do tipo
ansiolitico 45 minutos apos a administracdo da droga quando avaliado no LCE. J& no
estudo de Motta e Branddo (1993) a administracao intraperitoneal de midazolam
apresentou efeito do tipo ansiolitico apenas na dose 3,0 mg/kg, 15 minutos apés a
administracdo. Outros estudos tém demonstrado esse efeito do midazolam no labirinto
em cruz elevado com outras doses, como por exemplo, no estudo de Salonen et al.
(1992) em gque as doses de 0,5 e 1,0 mg/kg apresentavam efeito do tipo ansiolitico 5
minutos apos a administracéo da droga.

Tendo em vista que os efeitos ansioliticos foram observados em diferentes doses

e que o midazolam é uma droga de acdo rapida devido a alta lipossolubilidade, foi
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realizado um teste piloto para definir as doses. Foram utilizadas duas doses (0,5 e 1,0
mg/kg) para avaliar o efeito, 15 minutos apdés a administracédo da droga (Figuras 7 e 8).
Foi visto que estas doses mostraram resultados que corroboram os dados de alguns
estudos ja citados. Cabe mencionar que o MDZ foi utilizado como um controle positivo
para o efeito do tipo ansiolitico em ratos naive. Assim, foi observado que as duas doses
apresentaram efeito do tipo ansiolitico, pois aumentou o tempo de permanéncia nos
bracos abertos (Figura 7A). Porém, apenas a menor dose (0,5 mg/kg) induziu um efeito
do tipo ansiolitico especifico pois ndo causou alteracdo locomotora quando avaliado o
namero de entrada nos bracos fechados (Figura 7C). O mesmo efeito do tipo ansiolitico
do MDZ foi observado na TCE (Figura 8) quando a menor dose foi utilizada. Por isso, a
dose de 0,5 mg/kg foi escolhida para os préoximos estudos a fim de avaliar o efeito
induzido pelo midazolam em animais com carcinoma orofacial. Os resultados obtidos no
LCE e na TCE foram reproduzidos, isto é, os animais com carcinoma facial
apresentaram comportamento do tipo ansiogénico mais pronunciado em relacdo ao
controle. Mais ainda, os animais tratados com midazolam apresentaram comportamento
do tipo ansiolitico (Figuras 9 e 10).

Como muitos estudos relacionam o aumento de ansiedade com o aumento da
dor, entdo esperdvamos que com a administracdo de um ansiolitico fosse possivel
reduzir a dor. Entretanto, quando avaliada a hiperalgesia térmica ao calor, os animais
com carcinoma facial ou controle tratados com midazolam n&o tiveram seu limiar de
resposta alterado (Figura 11). Interessante que no estudo de Roeska et al. (2008) o
midazolam ndo apresentou efeito antinociceptivo em animais que foram submetidos a
constricdo do nervo ciatico, porém nesse estudo o midazolam foi administrado por via
sistémica. Contudo, quando administrado por via intratecal, 0 midazolam apresentou
efeito antinociceptivo avaliado pelo teste de tail-flick, também sem apresentar efeito
quando administrado intraperitonealmente (NISHIYAMA, 2006). Interessante que a
administracdo crénica de midazolam (2,0 mg/kg) em ratos submetidos a constricdo do
nervo ciatico apresentou efeito antinociceptivo quando avaliada a hiperalgesia térmica
ao calor (SHIH et al., 2008). J& no estudo de Zambotti et al (1991) o midazolam nao
apresentou efeito antinociceptivo quando avaliado no tail-flick; mas quando outro

benzodiazepinico, o diazepam, foi administrado, este induziu o efeito antinociceptivo.
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Assim, parece que dependendo da dose, da via utiizada e também do
benzodiazepinico, estes podem induzir efeitos distintos sobre a analgesia e a sedacéo.
Concluindo, o presente estudo mostrou que a utilizacdo de midazolam em uma Unica
administracdo sistémica apresenta efeito do tipo ansiolitico, podendo ser um possivel
tratamento para o controle da ansiedade em pacientes com cancer facial.

Cabe ressaltar que o efeito ansiolitico pode ser alcancado por outros
mecanismos. Uma droga que possuiu um mecanismo de acdo distinto dos
benzodiazepinicos e que também apresenta efeito ansiolitico é a pregabalina (BOTH et
al., 2014; DARBA et al., 2014; HERSHENBERG et al., 2014), além de antidepressivos
(DAHL et. al., 2005; ALLGULANDER, 2012) e analgésicos (MOTEVASSELI et al., 2010;
REZAYOF et al., 2013). A pregabalina € uma droga anticonvulsivante que se liga na
subunidade a,-6 dos canais de calcio voltagem dependente, 0s quais estdo
amplamente distribuidos pelo sistema nervoso central e periférico. Com isso ha o
impedimento o potencial de acdo, de tal modo que reduzirq a liberacdo de diversos
neurotransmissores, como glutamato, noradrenalina, serotonina e dopamina (BOTH et
al., 2014). Esse efeito inibitério neutraliza o estado de hiperexcitabilidade neuronal, que
normalmente ocorre em varias condicdes neuropsiquiatrica, (HADLEY et al., 2012),
sendo assim o possivel efeito do tipo ansiolitico da pregabalina. E importante ressaltar,
gue em um estudo prévio do nosso grupo a pregabalina foi capaz de reduzir a
hiperalgesia em no modelo de carcinoma oral (Hummig et al., 2014).

O estresse oxidativo tem sido sugerido como um fator etioldégico que contribui
para o desenvolvimento de Transtornos de ansiedade (HOVATTA et al., 2010). Esse
aumento de estresse oxidativo aumenta o dano em macromoléculas, como por
exemplo, lipidios, proteinas, acidos nucleicos e carboidratos. O cértex pré-frontal (CPF)
e a amigdala (AMG) séo regifes encefalicas que possuem importante relacdo nos
comportamentos de ansiedade. Cabe ressaltar que o encéfalo € vulneravel ao estresse
oxidativo, principalmente pela demanda e consumo de oxigénio, sendo este
potencialmente nocivo (FREITAS et al., 2001). Freitas et al. (2011) demonstrou que a
utilizacdo das células Walker-256 altera parametros oxidativos em diversas regides
enceféalicas, como hipotalamo, hipocampo e cerebelo. Nossos dados mostraram que 0s

animais portadores do tumor Walker-256 apresentaram um aumento nos parametros
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oxidativos apenas no cortex pré-frontal, n&o apresentando, entretanto, diferenca
significativa na amigdala (Tabela 1). Esse aumento de estresse oxidativo no CPF pode
estar relacionado no desenvolvimento do comportamento do tipo ansioso nesses ratos
portadores do tumor Walker-256. Tem sido demonstrado que drogas ansioliticas
apresentam efeitos distintos no status oxidativo (KROLOW et al., 2014). Interessante
que uma Unica dose de Diazepam foi capaz de diminuir os niveis de TBARS em regifes
encefalicas em animais que sofreram previamente estresse (MUSAVI e KAKKAR,
1998). Nossos dados mostram que o tratamento com o MDZ diminuiu os parametros de
estresse oxidativo no CPF observados apenas nos animais com carcinoma orofacial
(Tabela 1), sugerindo que a alteracéo destes parametros de estresse oxidativo no CPF
esté influenciando comportamentos relacionados com a ansiedade.

Portanto, podemos sugerir que a ansiedade pode ser controlada através da
interferéncia em mecanismos distintos daqueles envolvidos na dor associada ao cancer
facial. Com isso, nossos dados sugerem que a hiperalgesia e a ansiedade nos animais
com carcinoma facial parecem apresentar mecanismos distintos, e controle de um (i.e.

dor ou ansiedade) nao interfere no outro.
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6 CONCLUSAO

Nossos dados mostram que animais com carcinoma orofacial induzido por
inoculacao de células Walker-256 apresentam tanto comportamento nociceptivo quanto
comportamento do tipo ansioso. Mais ainda, os mecanismos de nocicepcado e
ansiedade no modelo de carcinoma orofacial parecem nao ser relacionados
diretamente, pois o controle da dor com lidocaina, ndo interferiu com o comportamento
tipo ansioso, enquanto que midazolam causou efeito do tipo ansiolitico, mas nao
interferiu na hiperalgesia. Adicionalmente, observou-se que 0s animais com tumor
Walker-256 apresentaram aumento de parametros de estresse oxidativo no cortex pré-
frontal, e o midazolam foi capaz de reduzir esses parametros apenas nos animais

portadores do tumor, o que pode contribuir para o seu efeito ansiolitico.

Os resultados obtidos nesse estudo estdo sumarizados na tabela 2.

Tabela 2 Influéncia dos diferentes tratamentos na hiperalgesia térmica ao calor e ansiedade em
modelo de carcinoma orofacial.

Tratamento Hiperalgesia Térmica Ansiedade Estresse Oxidativo
ao Calor

Tumor Walker-256 1 1 0

Lidocaina ! PN -

Midazolam T ! L(LPO e SOD)* 1(GSH)*

Os simbolos 1, |, « e - significam aumento, reducdo, ndo alterou o comportamento e nao avaliado,
respectivamente. *apenas nos animais com carcinoma.
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