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RESUMO

Dor e ansiedade sdo sintomas frequentes em pacientes com cancer de
cabeca e pescoco. O anticonvulsivante pregabalina possui indicacdo terapéutica
para o tratamento da dor e, embora ja tenha sido observado em estudos pré-clinicos
e clinicos que o tratamento com a pregabalina apresenta efeito ansiolitico, ndo ha
estudos onde foi avaliado o efeito do tratamento com pregabalina na ansiedade
relacionada a dor no cancer, mais especificamente céncer orofacial. Assim, o
objetivo desse estudo foi investigar a relacdo entre dor e ansiedade em ratos com
carcinoma facial, bem como avaliar a influéncia do tratamento com pregabalina
nesses dois aspectos. O carcinoma facial foi induzido pela inoculacdo de células
tumorais Walker-256 na area direita de inser¢cdo das vibrissas em ratos machos. A
hiperalgesia mecanica facial e o0 comportamento do tipo ansioso foram avaliados no
terceiro e sexto dias ap0s a inoculacao das células tumorais através dos filamentos
de Von Frey (VF), e pelos testes do labirinto em cruz elevado (LCE) e transi¢céo
claro-escuro (TCE), respectivamente. Foi avaliado no sexto dia o0 comportamento de
grooming espontaneo facial e o teste de preferéncia condicionado ao lugar (CPP)
como medidas de dor ndo evocadas. O efeito do tratamento com pregabalina (30
mg/kg, v.0.) foi avaliado no sexto dia apds a inoculacdo das células tumorais nos
testes do VF, LCE, TCE, campo aberto, grooming espontaneo e CPP. Nossos
resultados demonstraram que 0s animais com tumor desenvolvem hiperalgesia
mecénica facial no terceiro dia, e esta se manteve até o sexto dia, entretanto o
comportamento do tipo ansioso so6 foi detectado no sexto dia e apenas nos animais
hiperalgésicos. O tratamento com pregabalina foi capaz de reduzir a hiperalgesia
mecanica facial e o comportamento do tipo ansioso no grupo tumor no sexto dia
apos a inoculacao das células tumorais. Ademais, o tratamento foi capaz de reduzir
o grooming facial espontaneo e de induzir CPP seis dias apds a inoculacdo das
células tumorais. Todas essas alteracdes comportamentais foram especificas ao
tratamento, uma vez que nédo foi observado alteracdo na atividade locomotora dos
animais. Tendo em vista que o comportamento do tipo ansioso foi detectado apds o
estabelecimento das alteragbes sensoriais na face e, em apenas nos animais com
tumor hiperalgésicos, nossos dados sugerem que a ansiedade € posterior ao
desenvolvimento da dor e que a pregabalina pode representar uma opcao
terapéutica promissora no tratamento da dor e ansiedade associadas ao cancer na
regiao orofacial.

Palavras-chave: hiperalgesia mecanica, dor espontédnea, cancer orofacial,
anticonvulsivante, pregabalina, ratos.



ABSTRACT

Pain and anxiety are frequent symptoms in head and neck cancer patients.
The anticonvulsant pregabalin has a therapeutic indication for the treatment of pain
and, although pre-clinical and clinical studies have shown that treatment with
pregabalin has an anxiolytic effect, there are no studies evaluating the effect of
pregabalin treatment on anxiety related to cancer pain, more specifically orofacial
cancer. Thus, the aim of this study was to investigate the relationship between pain
and anxiety in rats with facial carcinoma, as the influence of pregabalin treatment in
both aspects. The facial carcinoma was induced by subcutaneous inoculation of
Walker-256 tumor cells in the right vibrissa pad of male Wistar rats. The facial
mechanical hyperalgesia and anxiety-like behavior was assessed on day 3 and 6
post tumor inoculation, using Von Frey filaments (VF), elevated plus maze (EPM) and
light-dark transition (LDT) tests, respectively. Spontaneous facial grooming and
conditioned place preference (CPP) were assessed as non-evoked pain
measurements 6 days after tumor cells inoculation. The effect of pregabalin treatment
(30 mg/kg, p.o.) was evaluated on day 6 post tumor cells inoculation on VF, EPM,
LDT, open field, spontaneous grooming, and CPP tests. Our results demonstrated
that tumor-bearing rats developed facial mechanical hyperalgesia starting 3 days
post tumor induction, which was also significant on day 6, but the anxiety-like
behavior was detected only in hyperalgesic tumor-bearing rats and only six days after
tumor cells inoculation. Pregabalin treatment reduced both facial mechanical
hyperalgesia and the anxietyi like behavior in tumor group on day 6 post tumor
inoculation. In addition, pregabalin treatment was able to reduce the spontaneous
facial grooming and to induce CPP 6 days after tumor inoculation. All behavioral
changes were specific to treatment, since no alteration in the locomotor activity of the
animals was observed. Considering that anxiety-like behavior was detected after the
onset of facial sensorial alterations, and only in hyperalgesic tumor-bearing rats, our
data suggest that anxiety is subsequent to the development of pain, and pregabalin
may represent a promising therapeutic option for pain and anxiety control in orofacial
cancer patients.

Keywords: Mechanical hyperalgesia, spontaneous pain, orofacial cancer,
anticonvulsant, pregabalin, rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE CABECA E PESCOCO

As neoplasias de cabeca e pescoco sao o sexto tipo de cancer mais
frequente mundialmente, com mais de 600 mil novos casos diagnosticados por ano e
com aproximadamente 350 mil obitos (DIXIT et al., 2015). Essas neoplasias incluem
canceres que sao originados na cavidade oral e nasal, seios paranasais, glandulas
salivares, faringe e laringe, podendo ocorrer metédstase para diferentes locais
(REZENDE et al., 2010; CAMPANA e GOIATO, 2013). Cerca de 80% das neoplasias
de cabeca e pescoco sdo canceres na cavidade oral, 0s quais em sua maioria sao
diagnosticados como carcinoma oral de células escamosas (REZENDE et al., 2010;
NCI, 2013). Para o Brasil, o INCA estima a ocorréncia de aproximadamente 11.140
novos casos de cancer em homens e 4.350 em mulheres, para o ano de 2016,
sendo gue estas estimativas referem-se apenas ao cancer que afeta o labio e a
cavidade oral (INCA, 2016).

A patogénese da doenca inclui tanto fatores extrinsecos, quanto intrinsecos
ao organismo. Dentro os fatores extrinsecos, o uso abusivo de &lcool e tabaco séo
0S mais importantes para o desenvolvimento da doenca, especialmente para o
cancer da cavidade oral, sendo que o uso concomitante dos dois aumenta
consideravelmente o risco de desenvolvimento (HASHIBE et al., 2009; NCI, 2013).
Além disso, infec¢des pelo papilomavirus humano (HPV) é outro fator de risco para o
desenvolvimento de neoplasias de cabeca e pescoco, principalmente na regido da
orofaringe (CHATURVEDI et al., 2011; NCI, 2013). Considerando os fatores
intrinsecos, alteracdes genéticas, tais como na expressao de diversos microRNA que
atua como potentes oncogénes ou supressores do tumor, representam o principal
fator para o desenvolvimento dessa neoplasia (KARATAS et al., 2017).

O melhor método diagndéstico para este tipo de cancer é através de exames
clinicos, nos quais sdo avaliadas as caracteristicas das lesfes, tais como ulceracéo,
infiltracdo e necrose tecidual, além de exames por imagem. Para a confirmacao do
diagnoéstico a realizacdo de bidpsias e analises histopatologicas sdo empregadas
(BAGAN et al., 2010; INCA, 2012). Apos confirmacdo do diagnéstico da doencga, o

tratamento dependera de uma série de fatores, incluindo a localizagdo do tumor, o
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estagio da doenca, a idade do paciente, bem como a saude geral do paciente. Os
principais métodos de tratamento incluem cirurgias, radioterapia, quimioterapia ou a
combinacgao desses tratamentos (INCA, 2012).

E importante ressaltar que a dor é um dos sintomas chave para o
diagnoéstico precoce da doenca, sendo freqiente em varios tipos de cancer de
cabeca e pescoc¢o (BAGAN et al., 2010; LAM e SCHMIDT, 2011). Além da dor, outros
sintomas associados a esta condicdo sdo nédulos, feridas ndo cicatrizadas, dor de
garganta persistente, dificuldade para deglutir, além de alteracbes na voz.

Entretanto, € importante ressaltar que esses sintomas podem estar associados a

outras condi¢cdes menos graves e de facil tratamento.

1.2 DOR ASSOCIADA AO CANCER

1.2.1 Processamento nociceptivo trigeminal

As informacfes sensoriais da regido craniofacial sdo transmitidas através do
sistema sensorial trigeminal, o qual é constituido por estruturas periféricas, i.e.,
nervo e ganglio do trigemeo, e estruturas centrais, i.e., nicleos do complexo
sensorial trigeminal (SESSLE, 2006). O nervo trigémeo é composto por trés ramos: 0
ramo oftalmico, o ramo maxilar e o ramo mandibular. O ramo oftalmico inerva
principalmente a parte superior da cabeca, incluindo as meninges e a cérnea; o ramo
maxilar inerva a mucosa e 0s dentes maxilares, o labio superior, € 0 ramo
mandibular inerva principalmente a regido da mandibula, labio inferior, mucosa e
dentes mandibulares. As fibras do ramo oftalmico e do ramo maxilar sdo apenas
sensoriais, enquanto que junto com as fibras do ramo mandibular trafegam fibras
motoras, as quais sdo responsaveis pela inervacdo dos musculos mastigatérios
(SESSLE, 2006).

As fibras que integram o nervo trigémeo sao classificadas em fibras
nociceptivas (fiboras Al e f i b mecanoreCeptores de baixo limiar ( f i br as AU
Ab). Dentre as fibras nociceptivas, as fibras Al sdo mielinizadas, com velocidade de
conducao e diametro intermediario, enquanto que as fibras C ndo sdo mielinizadas,
apresentam velocidade de conducéo lenta e menor diametro, sendo que ambas séo
ativadas por estimulos nocivos mecanicos, térmicos e quimicos. Em relagdo as

fibras proprioceptivas, tanto as fibras AU quanto as fibras Ab sdo mielinizadas com
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velocidade de conducéo alta e de maior diametro, as quais sdo responsaveis pela
transducédo de estimulos proprioceptivos e indcuos (DUBIN e PATAPOUTIAN, 2010).
Os corpos celulares destas fibras estao presentes no ganglio do trigémeo, enquanto
que os corpos celulares das fibras proprioceptivas (AU) e Bbdalizaos no ntcleo
mesencefalico, e as mesmas estabelecem sinapses com neurdnios de segunda
ordem nos nucleos do complexo sensorial trigeminal, localizados no tronco
encefélico. O complexo sensorial pode ser dividido em nucleo sensorial principal e
ndcleo do trato espinhal, sendo que o ultimo é integrado pelos subnucleo oralis,
subnucleo interpolaris e subnucleo caudalis. O subndcleo caudalis, também
denominado corno dorsal bulbar, localiza-se no bulbo e recebe a maior parte das
projecBes dos aferentes nociceptivos. Os neurdnios que partem destes subnucleos,
i.e., neurdnios de segunda ordem, podem ser classificados como nociceptivos
especificos, de amplo limiar dindmico, e receptores mecanicos de baixo limiar. Os
primeiros sao ativados exclusivamente por estimulos nocivos, enquanto neurdnios
de ampla faixa dinamica, por apresentarem essa ampla faixa de reconhecimento,
podem responder desde estimulos in6cuos até nocivos (SESSLE, 2005).

Os neurbnios de segunda ordem redirecionardo as informacgfes sensoriais
para diferentes regibes do talamo, estrutura responsavel pelo processamento dos
estimulos sensoriais. Do talamo partem projecdes de neurdnios de terceira ordem
para 0 coOrtex somatossensorial primario e secundario, e insula; regides
responsaveis pela interpretacdo das informacdes em carater de localizacéao,
intensidade e duracdo. Ademais, as informacdes sensoriais provenientes do talamo
podem ser conduzidas para outras estruturas centrais corticais e limbicas, sendo
nessas regides que ocorrem O processamento e a interpretagcdo das respostas
emocionais, afetivas e cognitivas da dor (SESSLE, 2006; OSSIPOV et al., 2010;
CHICHORRO et al., 2017).

Além disso, a ativacdo de estruturas mesencefélicas e bulbares podem
modular o processamento nociceptivo. A principal via descendente inibitoria, inclui
estruturas como a substancia cinzenta periaquedutal (PAG) 1  bulbo
rostroventromedial (RVM), as quais emitem proje¢bes para o corno dorsal da
medula, modulando as respostas nocicpetivas. Estudos identificaram que no RVM
existe subtipo de células denominadas de células on, as quais apresentam um
aumento na atividade em resposta a estimulos nocivos, e outro subtipo denominado

de células off, sendo que essas possuem funcdo de cessar o disparo nociceptivo
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(OSSIPQV et al., 2014; CHICHORRO et al., 2017). Além disso, a PAG e 0 RVM
possuem comunicagdo com o locus coeruleus e o nucleo subparabraquial, dos quais
partem projecdes noradrenérgicas descendentes até o complexo sensorial trigeminal
e o corno dorsal da medula (PERTOVAARA, 2006; OSSIPOV et al., 2014).

1.2.2 Dor relacionada ao cancer de cabeca e pescoco

Dentre os varios sintomas relacionados as neoplasias de cabeca e pescoco,
a dor normalmente € o primeiro sintoma a ser relatado em cerca de 40% dos casos,
sendo que cerca de 70% dos pacientes relatam dor no decurso da doenga (LAM e
SCHMIDT, 2011; SCHMIDT, 2014). Muitas das neoplasias de cabeca e pescoco sdo
carcinomas de células escamosas, as quais sao consideradas extremamente
dolorosas (SCHMIDT, 2015). Nesse tipo de neoplasia, 0s mecanismos mais comuns
de geracdo de dor sdo a estimulacdo direta dos terminais nervosos na mucosa,
compressao dos nervos sensoriais, ulceracdo e infeccao, invaséo e destruicdo 6ssea
e complicacbes da terapia oncologica (BONICA, 1990). A estimulacdo das
terminacdes nervosas livres é um dos primeiros sinais do crescimento tumoral,
podendo produzir dor superficial, causando uma sensacdo de queimacao local
constante (DATTA e PAI, 2006). Além disso, processos funcionais e estimulacdo
mecanica das estruturas orais durante a fala, mastigacdo, degluticdo podem
desencadear dor severa (DATTA e PAI, 2006; VIET e SCHMIDT, 2012). Carcinomas
de células escamosas tendem a produzir ulceracédo, e apesar da ulceracao per se
nao produzir dor, o tecido ulcerado pode infeccionar, levando a inflamacédo, o que
pode causar o processo doloroso (DATTA e PAI, 2006). Como o crescimento tumoral
pode promover compressdo do nervo trigémeo, a dor normalmente é relatada na
area de inervacdo do ramo do nervo envolvido. Inicialmente, a invasao 6ssea nao
produz dor, entretanto, com o crescimento tumoral ocorre uma expansdo do
periésteo, o que promove a estimulagdo dos aferentes nociceptivos dessa regido
(DATTA e PAI, 2006). Além disso, o paciente pode sentir dor devido a complicacdes
ou sequelas do tratamento do tumor. Durante procedimentos cirirgicos normalmente
€ necessario fazer a transeccdo dos nervos, o que pode levar a formacédo de
neuromas. Mais ainda, o tratamento quimioterapico sozinho ou em combinacdo com
radioterapia pode levar ao desenvolvimento de mucosite, a qual representa uma das

principais complicacbes do tratamento quimioterapico (DATTA e PAI, 2006). A
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mucosite € uma ulceracdo que pode ocorrer em todo o trato digestivo, sendo
extremamente dolorosa quando acomete a cavidade oral (SONIS, 2013; VIET et al.,
2014).

A dor no cancer pode ser expressa na forma de dor evocada, dor
espontanea ou toénica, e dor disruptiva (MANTYH, 2006). A dor evocada ocorre
quando ha a ativacdo direta das fibras aferentes priméarias, podendo ser
desencadeada por estimulos mecéanicos, térmicos e quimicos. Muitos nociceptores
tem suas propriedades de respostas alteradas apds a lesdo tecidual causada pelo
tumor, promovendo o desenvolvimento da sensibilizacdo periférica, o que resulta
numa resposta aumentada a um estimulo nocivo (hiperalgesia), e a percepcao de
dor a um estimulo in6cuo (alodinia) (MANTYH, 2006). Em relacdo a dor espontanea
ou tbnica, a mesma € percebida na auséncia de qualquer estimulo, e como a dor
possui um componente emocional e subjetivo, esse aspecto da dor pode estar
intimamente relacionado com o componente motivacional e afetivo da dor (KING et
al., 2009; NAVRATILOVA et al., 2013). Ja a dor do tipo disruptiva, também conhecida
por breakthrough pain, € comumente descrita como uma exacerbacédo transiente da
dor que pode ocorrer de forma espontanea ou por algum gatilho especifico previsivel
ou imprevisivel, que ocorre na presenca do controle farmacologico da dor
preexistente (MERCADANTE, 2013, 2015). Estudos sugerem que apesar de existir
essas trés formas de dor no cancer os mecanismos subjacentes ao desenvolvimento
de cada uma delas parecem ser distintos e ainda pouco conhecidos (QU et al., 2011,
NAVRATILOVA et al., 2013; MERCADANTE, 2015)

A dor nessa patologia € mantida pela liberacdo de diversos mediadores
nociceptivos no microambiente tumoral. Mais especificamente nas neoplasias de
cabeca e pescoco, o NGF e as endotelinas parecem ser mediadores chaves na dor
(VIET e SCHMIDT, 2012; SCHMIDT, 2015). Estudos com carcinoma oral de células
escamosas demonstraram que o tumor produz diversos fatores neurotroficos,
incluindo o NGF, sendo que o préprio tumor pode produzir e liberar NGF (YE et al.,
2011). Estudos preé-clinicos demonstraram que o sequestro do NGF com anticorpo
promove o alivio da dor, e o anti-NGF reduz a dor, progresséo e caquexia em modelo
animal com carcinoma de células escamosas (MANTYH et al.,, 2010; YE et al.,
2011). Ademais, carcinoma oral de células escamosas produz altos niveis de
endotelina-1 (ET-1) (SCHMIDT et al., 2007; PICKERING et al., 2008). Corroborando

essas evidéncias, um estudo prévio do nosso grupo mostrou a participacdo do
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sistema endotelinérgico na dor em modelo de carcinoma facial, em que o blogueio
dos receptores de endotelina com a bosentana (antagonista misto ET, e ETg) foi
capaz de reduzir a hiperalgesia ao calor e reduzir a dor espontanea
(KOPRUSZINSKI, 2016).

O xenoenxerto com células Walker-256B tem sido amplamente utilizado para
estudar a fisiopatologia do cancer, i.e., metabolismo celular, comprometimento
imunoldgico, efeito de drogas antitumorais, além da dor associada ao cancer (ACCO
et al., 2012; SHENOY et al., 2016). Devido a suas caracteristicas histomorfologicas
semelhantes ao carcinoma oral humano, de rapido crescimento, producédo e
liberacdo de citocinas, essa linhagem tumoral tem sido utilizada para o estudo dos
mecanismos que contribuem para a dor em carcinomas orofaciais. Ja foi
demonstrado que apo6s a inoculacdo das células Walker-256 na face os animais
desenvolvem alteracfes sensoriais evocadas, e.g., hiperalgesia mecanica e térmica,
e nao evocadas, como grooming espontaneo e preferéncia condicionada ao lugar,
em diferentes periodos, 0 que permite o estudo de diferentes aspectos da dor
associada ao cancer (HARANO et al., 2010; HIDAKA et al., 2011; KOPRUSZINSKI,
2016; ONO et al., 2009).

1.3 ANSIEDADE PATOLOGICA: UMA EMOCAO MAL ADAPTATIVA

A ansiedade é um estado emocional que possui tanto componentes
psicolégicos, como apreensdo, medo da perda do controle, sentimento de
inutilidade, e componentes fisioldgicos, tais como hiperexcitagcdo autbnoma, aumento
da frequéncia cardiaca e respiracdo, tremor, sudorese, tensdo muscular, dentre
outros (APA, 2013). A ansiedade, enquanto uma emoc¢ao normal € adaptativa, ou
seja, tem caracteristica de sobrevivéncia ou de aumento de desempenho em
diferentes atividades, aumentando a atencdo e permitindo respostas rapidas a
possiveis perigos. No entanto, quando este sentimento € persistente, de alta
intensidade e duradouro ele perde essa caracteristica adaptativa de sobrevivéncia e
torna-se uma resposta emocional mal adaptativa, levando ao desenvolvimento de
uma condigao patolégica denominada de transtornos de ansiedade.

Ha varios tipos de transtornos de ansiedade com base em diferentes sinais e

sintomas, dos quais podemos destacar o Transtorno de Ansiedade Generalizada
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(TAG), Transtorno do Panico (TP) com ou sem agorafobia e o Transtorno de
Ansiedade Social (TAS). Esses transtornos séo relativamente frequentes na
populacdo em geral, com uma prevaléncia de aproximadamente de 30% (KESSLER,
2007). Existem evidéncias que 0s mecanismos centrais da ansiedade séo similares
em animais e humanos, e 0 que 0 processamento para as respostas sao mediados
parcialmente por substratos neurais que se sobrepdem (DAVIS et al., 2010).
Algumas das areas ja identificadas que estdo implicadas na modulacdo da
ansiedade sdo a amigdala (por¢Bes basolateral T BLA e central T CeA), o
hipocampo, o cortex pré-frontal medial (MPFC) o hipotalamo e a substancia cinzenta
periaguedutal (PAG) (TOVOTE et al., 2015; CRASKE et al., 2017).

E importante ressaltar que algumas dessas estruturas S&0 responsaveis
tanto por mediar respostas ansiogénicas quanto ansioliticas, indicando a presenca
de circuitos neurais distintos na ansiedade. CALHOON e TYE (2015) propuseram
um modelo de quatro passos, onde primeiramente ocorre a deteccdo de estimulos
externos, seguido da interpretacdo e avaliagdo do evento, que por fim gerara uma
resposta frente ao estimulo. Na ansiedade, ocorre entdo a ativagéo de vias que irdo
interpretar o estimulo como ameacador. Por exemplo, a ativacdo da via BLA T
hipocampo ventrolateral (vHPC) T mPFC é considerada ansiogénica, enquanto que
a ativacdo da via BLA i CeA subdivisédo lateral pode ser tanto ansiolitica, quanto
ansiogénica (TYE et al., 2011; FELIX-ORTIZ et al., 2013). Os eferentes da CeA para
a PAG e hipotalamo sdo os responsaveis por iniciar as respostas relacionadas a
ansiedade, respostas autbnomas, e respostas hormonais (GRUPE e NITSCHKE,
2013). Levando em consideragao que alguns dos substratos neurais implicados nos
transtornos de ansiedade também estéo relacionados com a dor, € possivel que as
conexdes entre esses substratos participem de um mecanismo comum entre
ansiedade e dor (ZHUO, 2016).

1.3.1 Ansiedade patoldgica e cancer

Pacientes com céancer enfrentam as incertezas da doenga, que incluem
preocupacOes com a eficacia do tratamento e seus efeitos, medo da progressao
tumoral e morte (MEHNERT e KOCH, 2007). Os niveis de ansiedade tendem a
aumentar durante a evolucao da doenca, sendo que o paciente relata preocupacéo e
medo sobre o futuro (MASSIE e HOLLAND, 1992; MILLER e MASSIE, 2006).
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Respostas persistentes de ansiedade e preocupacdo, ou seja, respostas mal
adaptativas e patologicas estdo presentes em pacientes com cancer, e essas
respostas podem levar a transtornos de ansiedade (STEINMAN, 2009).

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 que
aqueles que ja tiveram histérico de ansiedade antes do diagnostico de cancer
possuem maior risco de reincidéncia (BREITBART, 1995; VAN'T SPIJKER et al.,
1997; NIKBAKHSH et al., 2014). O nivel de ansiedade pode diminuir quando o
paciente faz reavaliacdo do caso, resultando em um prognaéstico favoravel. Por outro
lado, em pacientes que sdo reavaliados e o progndstico € ruim, os niveis de
ansiedade aumentam na maioria dos casos (LAMPIC et al., 2001).

Sabe-se que tanto o diagnéstico quanto o tratamento do cancer podem
prejudicar o estado psicossocial do paciente, de tal modo a afetar a qualidade de
vida negativamente (MELO FILHO et al.,, 2013). Em relacdo aos pacientes com
cancer de cabeca e pescoco, cerca de 30% desses pacientes apresentam niveis
elevados de ansiedade (WU et al., 2016). Apesar da relacdo entre ansiedade e
cancer ndo estar completamente elucidada, alguns estudos sugerem que varios
fatores incluindo a doenca per se, o tratamento com antineoplasicos, o medo do
prognostico e o controle insatisfatorio da dor associada ao cancer podem contribuir
para o aumento dos niveis de ansiedade (MASSIE e HOLLAND, 1989; TICKOO et
al.,, 2015; UNAL et al., 2016). Além dessas evidéncias clinicas, dados prévios do
nosso laboratério ja demonstraram que animais com carcinoma orofacial
desenvolver hiperalgesia térmica ao calor e comportamento do tipo ansioso,
demonstrando uma possivel relacdo entre a dor associada ao cancer facial e
ansiedade (GAMBETA et al., 2016).

1.4 A RELACAO ENTRE DOR E ANSIEDADE

A interacdo entre dor e emocdes negativas (ansiedade, medo, depresséo) ja
foi reportada em inumeros estudos. Pacientes com fibromialgia apresentam maior
sensacao de dor quando estdo com raiva ou tristes (VAN MIDDENDORP et al.,

2010). Pacientes diagnosticados com transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT)
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descrevem um aumento na sensacao de dor (GEUZE et al., 2007). Sabe-se ainda
gue a dor pode causar alteragcdes emocionais, como ansiedade e medo, assim como
a ansiedade pode aumentar a sensacdo de dor (BUSHNELL et al., 2013; KOGA et
al., 2015). Entretanto, pouco se sabe sobre 0s mecanismos subjacentes a essa
interacdo, mas é valido ressaltar que técnicas ou manipulacdes que reduzem a
ansiedade, bem como o uso de drogas ansioliticas sdo benéficas em reduzir a dor
em pacientes com dor cronica (WIECH e TRACEY, 2009).

Recentemente, através de estudos de imagem do cérebro de humanos foi
possivel identificar varias regides encefalicas que estdo envolvidas em ambas as
condi¢cbes, das quais pode ser destacado o cortex insular (IC), o cortex cingulado
anterior (ACC) e a amigdala (ZHUO, 2016). Considerando as limitagces dos
modelos animais, os estudos de imagem do cérebro humano forneceram um suporte
para o entendimento dessa interacdo entre a dor e a ansiedade, e esses estudos
tem apontado o ACC como uma das regides mais importantes para essa interacéo
(HSIEH et al., 1999; PLOGHAUS et al., 1999; WIECH e TRACEY, 2009; YOSHINO
et al., 2010).

O ACC é considerado importante em integrar as informacdes de ansiedade e
dor pelo fato das sinapses glutamatérgicas nessa estrutura serem altamente
plasticas, sendo semelhantes as encontradas no hipocampo que foram bem
descritas no aprendizado e memdria (BLISS e COLLINGRIDGE, 1993, 2013). ZHUO
(2016) propds uma via descendente corticoespinhal que pode explicar a dor ou
desconforto somético relacionado a ansiedade. Segundo esse autor, 0 aumento da
atividade do ACC devido ao aumento dos niveis de ansiedade poderia ativar o
sistema facilitatério descendente. Neurdnios no ACC mandam projecées para 0
RVM, o qual possui proje¢cBes modulatdrias para o corno dorsal da medula espinhal.
Além disso, neurénios do ACC também podem fazer conexdes diretamente com o
corno dorsal da medula através de uma via corticoespinhal, sendo o glutamato o
provavel transmissor liberado. Essas vias descendentes podem potencializar a
transmissao excitatoria de neurbnios sensoriais espinhais e aumentar a transmissao
para estruturas superiores através da via espinotalamica. Tendo isso em vista, a rede
ACC-espinhal pode promover um possivel mecanismo para a ansiedade
desencadear a dor.

Corroborando as observacbes clinicas, estudos pré-clinicos ja

demonstraram uma relagdo entre dor e ansiedade. Estudos com modelo de
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neuralgia pos-herpética, dor neuropatica espinhal pela constricdo do nervo ciatico,
dor neuropética associada ao HIV, demonstraram que 0s animais desenvolvem,
além dos comportamentos nociceptivos, comportamento do tipo ansioso (HASNIE et
al., 2007; ROESKA et al., 2008; WALLACE et al., 2008; SEMINOWICZ et al., 2009).
Esta relacdo também ja foi observada em alguns estudos em modelos animais de
dor orofacial, os quais empregaram modelos de dor inflamatoria, neuropatica e dor
associada ao cancer (SHANG et al., 2015; WANG et al., 2015; BAHAADDINI et al.,
2016; GAMBETA et al., 2016; RAOOF et al., 2016). Todavia nenhum estudo até o
presente momento avaliou se haveria uma relacdo causal da ansiedade e da dor

associada ao cancer, mais especificamente do cancer orofacial.

1.5 CONTROLE DA DOR E DA ANSIEDADE ASSOCIADA AO CANCER

Atualmente o tratamento farmacolégico para o controle da dor em pacientes
com cancer segue a Escada Analgésica para a Dor de Cancer proposta pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 1996). Essa escada € composta de
trés degraus, sendo que no primeiro degrau estdo representados o0s anti-
inflamatérios ndo esteroidais, no segundo os opidides fracos e no terceiro 0s
opibides fortes. De acordo com essa escada, em casos de dor de intensidade leve
recomenda-se o0 emprego dos farmacos do primeiro degrau. Em casos de dor de
intensidade moderada, preconiza-se a utilizacdo de opidides fracos com ou sem a
associacdo de farmacos adjuvantes, e.g. antidepressivos, anticonvulsivantes.
Quando a dor relatada é de intensidade severa sugerem a utilizacdo de opidides
fortes, com ou sem a associacao de farmacos adjuvantes (Figura 1A) (WHO, 1996).

Entretanto, EISENBERG et al. (2005) relatam que aproximadamente 30%
dos pacientes que recebem tratamento de acordo com a escada analgésica proposta
pela OMS néo alcancam uma analgesia efetiva. Tendo isto em vista, VARGAS-
SCHAFFER (2010) propés uma modificacdo da escada analgésica da OMS,
i ncluindo um A, qno aqual oseriathe gmpragados procedimentos
intervencionistas, tais como bloqueio de nervos, estimuladores espinais,
procedimentos cirdrgicos, a fim de buscar melhor alivio da dor severa (Figura 1B).
Além disso, nessa modificacdo propde-se que farmacos adjuvantes poderiam ser

associados a qualquer momento de acordo com a necessidade do paciente. E
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Interessante notar que essa versdo da escada analgésica possui um design
bidirecional, isto €, uma subida lenta para o controle de dor crénica e dor de cancer,
e uma descida rédpida para o controle de dor aguda intensa, dor crénica nao
controlada, e dor disruptiva. Por outro lado, RAFFA e PERGOLIZZI (2014)
propuseram ao Iinv®s de uma escada, uam a
mesmas diretrizes propostas pela OMS; entretanto, sugere que no mesmo nivel seja
possivel alternar os farmacos utilizados naquele nivel. Por exemplo, alternar
diferentes AINEs no primeiro nivel, ou realizar uma rotagdo de opidides no 2° ou 3°
niveis, ou procedimentos intervencionistas no topo. Além disso, é proposto também
gue a associacdo com farmacos adjuvantes pode ser utilizada em todos os niveis
(Figura 1C).

Diferentes classes de farmacos com outras indicacdes terapéuticas séo
indicados para a utilizacdo em associacdo com analgésicos para o controle da dor,
0s quais sdo chamados de adjuvantes. As principais classes de adjuvantes para o
controle da dor sdo os anticonvulsivantes e os antidepressivos. Estes farmacos séo
recomendados para o controle da dor no cancer quando ocorre lesdo dos aferentes
sensoriais primarios, caracterizando a dor neuropatica associada ao cancer (MITRA
e JONES, 2012; VAN DEN BEUKEN-VAN EVERDINGEN et al., 2017). Apesar dos
opidides serem a droga de escolha para o controle da dor associada ao cancer,
quando esta adquire 0 componente neuropatico, a eficacia dos opidides é reduzida,
mesmo em doses geralmente eficazes (PORTENOY et al., 1990; HEGARTY e
PORTENOQY, 1994; MERCADANTE e PORTENOY, 2001). Além da baixa eficacia no
controle da dor neuropatica, o uso cronico de opidides produz diversos efeitos
adversos (DWORKIN et al., 2007). Devido a essas caracteristicas, é recomendada a
associacdo com os farmacos adjuvantes para um melhor controle da dor associada

ao cancer.
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Figura 1 Escadas analgésicas para o controle da dor associada ao cancer.

Primeira escada proposta para o controle da dor associada ao cancer pela OMS (Painel A),
Modificac@o proposta por Vargas-Schaffer em 2010 (Painel B), Piramide analgésica proposta por
Raffa e Pergolizzi em 2014 (Painel C).

Com relagdo a ansiedade, existem evidéncias de que esse transtorno €
subdiagnosticado e subtratado em pacientes com cancer. E interessante notar que o
tratamento da ansiedade nessa populacédo de pacientes normalmente é feito através
de terapia cognitiva-comportamental (GREER et al., 2010), ou com o0 uso de
farmacos antidepressivos e/ou ansioliticos (TRAEGER et al., 2012). Atualmente h&a
uma grande variedade de farmacos que possuem efeito ansiolitico e sdo usados no
tratamento da ansiedade, tais como farmacos benzodiazepinicos e néao
benzodiazepinicos, o0s antidepressivos e também os anticonvulsivantes
(ANDREATINI et al., 2001). Os antidepressivos inibidores seletivos da recaptagéo de
serotonina (ISRS), tais como fluoxetina e paroxetina, sdo normalmente prescritos
para o tratamento prolongado da ansiedade. Mais recentemente, alguns estudos
evidenciaram que o tratamento com o0 anticonvulsivante pregabalina apresenta
eficacia clinica no controle da dor, mas também pode melhorar a qualidade de vida
do paciente com dor crénica, inclusive pelo seu efeito na ansiedade (FRAMPTON e
FOSTER, 2006; WIFFEN et al., 2013; FRAMPTON, 2014; JAVED et al., 2015;
ZHANG et al., 2015).



25
1.6 PREGABALINA

A pregabalina € um anticonvulsivante aprovado para o tratamento de crises
epilépticas parciais (convulsdes) em adultos e para a dor neuropatica diabética,
neuralgia pos-herpética, fibromialgia e dor neuropética associada a lesdo da medula
espinhal (FDA, 2004). Mais ainda, a pregabalina tem sido estudada para outras
indicacdes ainda ndo aprovadas pelo FDA. Foi demonstrado que o tratamento com
pregabalina foi capaz de melhorar a qualidade do sono, reduzir a sindrome das
pernas inquietas, e auxiliar no tratamento do transtorno de ansiedade generalizada
(HINDMARCH et al., 2005; GARCIA-BORREGUERO et al., 2010; MONTGOMERY e
KASPER, 2010). As principais reacdes adversas mais frequentes ja notificadas séo
tontura e sonoléncia, em geral de intensidade leve a moderada. A pregabalina
apresenta estrutura molecular semelhante com a leucina e o0 GABA, entretanto n&do
tem ligacdo relevante ao receptor de GABA, aos seus sitios alostéricos, ao
transportador ou nas enzimas envolvidas em sua sintese e degradacdo (LI et al.,

2011; MICO e PRIETO, 2012).

A pregabalinaliga-sena subuni dade U280 dos canai s
de voltagem, impedindo o influxo de célcio de tal modo a reduzir a liberagdo de
neurotransmissores excitatorios (KAVOUSSI, 2006; TESFAYE et al., 2011). O canal
de célcio é formado por um complexode subuni dade s: UolA subdrgdéde b, ¢
Ul ® respons8vel por f or magionecalpi e @ oyrasr a a
subunidades sao responséaveis pelo funcionamento e modulacdo do canal
(DOLPHIN, 2006). J 8§ f o demonstrando que a subunid
canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L, N, P/Q e R, 0s quais séo
ativados por alta voltagem, e no tipo T que € ativado por baixa voltagem. Sabe-se
gue esses subtipos de canais de alta e baixa voltagem compreendem um total de
dez diferentes subunidades Ca,U1 . T r ° ssubdrédadesaabrangem a familia do
canal do tipo T, Ca,3.1, Ca,3.2 e Ca,3.3. Ha duas grandes familias dos canais
ativados por alta voltagem, a familia Ca,1 que codifica quatro diferentes tipos de
canais do tipo L (Ca,1.1 a Ca,1.4), e a familia Ca,2, que compreende o canal do tipo
P/Q (Ca,2.1), canal do tipo N (Ca,2.2), e canal do tipo R (Ca,2.3) (ZAMPONI, 2016).

E interessante notar que o canal do tipo N apresenta papel importante para o
desenvolvimento dos transtornos de ansiedade, bem como para a dor cronica
(ZAMPONI, 2016). Mai s ai nda, a subuni dnaadegpressRolemp 0 s s L
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varias regides do sistema nervoso central, como o ACC, IC, amigdala, PAG e corno
dorsal da medula (STAHL et al., 2013). A pregabalina inibe a transmissao sinaptica
mediada principalmente pelo canal Ca,2.2, além de interferir com a funcdo da
subunidade U2 gue ® responss8vel pel o ancoram
plasmatica (STAHL et al., 2013; ZAMPONI, 2016).

Apoés a despolarizacdo da membrana plasmatica, o aumento do influxo de
ions célcio pelos canais de célcio dependentes de voltagem (VGCC) promove a
liberacdo de mensageiros excitatorios, os quais possuem papel fundamental na
transmissdo nociceptiva. Tendo isso em vista, drogas que diminuam a transmissao
sinaptica através dos VGCC, como os gabapentindides, representam um alvo
farmacoldgico para o controle da dor. Os gabapentindides sdo preferencialmente
ativos em estados de sensibilizagdo central, sendo que a subunidade U2 i ®
altamente expressa no corno dorsal da medula espinhal (TUCHMAN et al., 2010).
Estudos sugerem que a pregabalina pode reduzir as respostas nociceptivas a nivel
espinhal e supraespinhal (KREMER et al., 2016).

Estudos clinicos ja demonstraram a eficacia analgésica do tratamento com a
pregabalina em pacientes com dor neuropatica (PEREZ et al., 2009; NAVARRO et
al., 2010). Mais especificamente em dores orofaciais, foi observado um efeito anti-
hiperalgésico da administracdo sistémica de pregabalina em modelo de dor
neuropatica trigeminal, dor neuropética diabética, dor inflamatéria e dor associada
ao cancer (CAO et al., 2013; KUMAR et al., 2013; NONES et al., 2013; HUMMIG et
al., 2014). Embora ja tenha sido observado em estudos pré-clinicos e clinicos que o
tratamento com a pregabalina apresenta efeito ansiolitico em modelos de medo
concidionado e em pacientes com transtorno de ansiedade generalizada, ndo ha
estudos nos quais se avaliaram o efeito do tratamento com pregabalina na
ansiedade relacionada a dor no cancer (ZOHAR et al., 2008; FELTNER et al., 2011,
WANG et al., 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desenvolvimento concomitante de alteracbes comportamentais
sensoriais e comportamento do tipo ansioso em ratos com tumor facial, bem como

verificar o potencial efeito antinociceptivo e ansiolitico da pregabalina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Apés a inoculacao das células tumorais em ratos, foi avaliado:

- O decurso temporal do comportamento do tipo ansioso;

- A relacdo entre o desenvolvimento de hiperalgesia mecanica facial e o
comportamento do tipo ansioso;

- A influéncia do tratamento sistémico agudo com pregabalina na hiperalgesia
mecanica facial;

- O efeito do tratamento sistémico agudo com pregabalina no comportamento
do tipo ansioso em ratos hiperalgésicos;

- A influéncia do tratamento sistémico agudo com pregabalina na atividade
locomotora;

- O efeito do tratamento sistémico agudo com pregabalina na dor ndo evocada

associada ao tumor facial.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Em todos os experimentos comportamentais foram utilizados ratos machos
(Rattus norvegicus), variedade Wistar, pesando entre 180-220 g. Para a manutencao
das células tumorais, foram utilizadas ratas fémeas (Rattus norvegicus), variedade
Wistar, pesando entre 180-200 g. Todos os animais foram provenientes do Biotério
do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (UFPR),
mantidos em condicfes controladas de temperatura (22 + 2°C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a ragdo e agua. Os animais foram
aclimatizados no biotério por no minimo dois dias antes dos experimentos. Foram
mantidos e agrupados em um ndmero maximo de 5 animais por caixa. Os
experimentos foram conduzidos de acordo com o guia de ética da Associacdo
Internacional para o estudo da Dor (IASP) (ZIMMERMANN, 1983), e pelos
regulamentos brasileiros para o bem-estar animal e Resolugbes Normativas e
Diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal i CONCEA.
Todos os protocolos experimentais foram aprovados previamente pelo Comité de
Etica para o Uso de Animais da Universidade Federal do Parana (nimero de
autorizacdo # 938), e todos os esforcos foram feitos para minimizar o numero de

animais e seu sofrimento.

3.2 DROGAS

Foram utilizadas as seguintes drogas, reagente e solugcdes no presente
estudo:

- Acido etilenodiamino tetra-acético (Ethylenediaminetetraaceticacid i
EDTA, Amresco LLC, Clevland, OH, USA);

- Azul de Tripan (Alphatec, Macaé, RJ, Brasil);

- Carboximetilcelulose (Geremias Farmacias, Videira, SC, Brasil);

- Cloridrato de Cetamina (Vetica Laboratorios de Produtos Veterinarios, Sao
Paulo, Brazil);
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- Pregabalina (Lyrica®, Pfizer, Freiburg, Germany);

- Solucéo salina estéril 0,9% (Samtec biotecnoldgica, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil);

- Tampao salina-fosfato (Phosphatebuffered saline i PBS, Laorclin, Vargem
Grande, PR, Brasil);

- Xilasina (Rhobifarma Ind. Farmacéutica, Sdo Paulo, Brazil);

A pregabalina foi preparada na forma de suspensado contendo 0,5% de
carboximetilcelulose, sendo administrada na dose de 30 mg/kg por via oral (2
mL/kg). EDTA foi dissolvido em PBS na concentracdo de 0,5 M pH 8,0. O azul de
Tripan foi dissolvido em PBS na concentracao de 0,4%. A dose de pregabalina (30
mg/kg, v.0.) foi escolhida baseada em estudos prévios do laboratério (NONES et al.,
2013; HUMMIG et al., 2014) e outros grupos (NAGAKURA et al., 2009; BAASTRUP
et al., 2011; BANNISTER et al., 2011; NARITA et al., 2012; MURAI et al., 2016).

3.3 MANUTENCAO E INOCULACAOS DAS CELULAS TUMORAIS

O carcinoma facial foi induzido através da inoculacdo de células tumorais
Walker-256B no lado direito da regido de insercdo das vibrissas (ONO et al., 2009;
GAMBETA et al., 2016). Antes da inoculacao facial, as células foram mantidas in vivo
através de inoculacdo intraperitoneal na concentracdo de 1x10’ céls/mL. Apds 5-7
dias da primeira inoculacdo intraperitoneal, os animais foram eutanasiados e
submetidos a laparotomia para a coleta do liquido ascitico, o qual foi acrescentado
EDTA (1:1; pH 8,0). Em camara de Neubauer foi avaliado a viabilidade celular pelo
teste de exclusdo com Azul de Tripan 0,4% (BRIGATTE et al., 2007) e contabilizada
apenas as células viaveis. Foi repetida entdo a inoculacao intraperitoneal na mesma
concentracéo (repique).

ApOs o terceiro repique as células tumorais ja apresentavam viabilidade de
produzir tumor soélido. Para a inducdo do carcinoma facial, os animais foram
anestesiados com uma solucdo de xilazina (7,5 mg/kg) e cetamina (60 mg/kg) por
via intraperitoneal, e uma suspensao contendo 2x10°cél s em 100 ¢ L
subcutanea na regido de insercdo das vibrissas do lado direito da face. Animais do
grupo controle (Sham) receberam o mesmo volume de veiculo (tampéo salina-

fosfato).

f

oi
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3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

No presente estudo foram utilizados os seguintes testes comportamentais
para avaliar a nocicepcdo evocada e espontanea, e o comportamento do tipo

ansioso:

3.4.1 Hiperalgesia mecanica facial

Para avaliar a hiperalgesia mecanica facial, os animais foram alocados
individualmente em caixas de observacdo, para um tempo de ambientacdo de no
minimo 2 horas. Em seguida o limiar mecénico foi avaliado utilizando uma série de
filamentos de Von Frey (Semmes-Weinstein monofilaments, Stoelting, USA: 0,04 g;
0,07 g; 0,16 g; 0,4 g; 1,0 g; 2,0 g; 4,0 g, e 8,0 g) como descrito previamente
(CHICHORRO et al., 2006). Cada filamento foi aplicado no lado direito da face, na
regido central da area de insercdo das vibrissas, 3 vezes consecutivas, com um
intervalo de ~3 s entre cada aplicagéo. O limiar mecanico foi considerado o filamento
gue evocou duas vezes respostas nociceptivas (retirada rapida da cabeca, reacdes
de ataque/escape ao filamento ou rapido grooming facial). Apenas os animais que
nao apresentaram estes comportamentos na fase de selecdo, apés a aplicacdo de
todos os filamentos, foram incluidos nos experimentos subsequentes, isto €, aqueles
gue possuiram um limiar basal de resposta a estimulacdo mecanica igual ou superior
a 8 g. Para discriminar os grupos de animais hiperalgésicos de néo hiperalgésicos,
apos a inoculacao das células tumorais, foi considerada hiperalgesia mecéanica facial

quando os animais apresentavam limiar mecéanico inferior ou igual a 4 g.

3.4.2 Labirinto em cruz elevado

by

Para avaliar o comportamento relacionado a ansiedade os animais foram
submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado conforme descrito por PELLOW et
al. (1985). Foi utilizado um aparado de madeira, elevado a 50 cm do chéao, o qual
apresenta 4 bracos, sendo 2 abertos e 2 fechados, que apresenta no cruzamento
entre os bracos uma area central de 10 cm®. Para a realizacdo desse teste, os

animais foram colocados individualmente no centro do aparato e foi gravado o
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comportamento do animal durante 5 minutos. Foi avaliado o tempo que o animal
permaneceu nos bracos abertos e o0 numero de entrada nos bracos abertos como
parametro de comportamento do tipo ansioso, onde o aumento no tempo de
permanéncia e numero de entrada nos bragos abertos é um indicativo de efeito do
tipo ansiolitico. O numero de entradas nos bracos fechados foi avaliado como
parametro de atividade locomotora espontanea, sendo considerada uma entrada
guando o animal ultrapassou com as 4 patas as delimitagdes de cada braco. Foram

excluidos os animais que cairam do aparato durante o teste.

3.4.3 Transicao claro-escuro

O teste de transicao claro-escuro desenvolvido por CRAWLEY e GOODWIN
(1980) permite também avaliar o comportamento de ansiedade. O aparato consiste
em uma caixa de madeira (altura = 30 cm, comprimento = 48 cm, largura = 24 cm),
dividida igualmente em dois compartimentos, sendo um compartimento escuro,
pintado de preto, ndo iluminado, e outro compartimento claro, pintado de branco e
iluminado com uma fonte luminosa de 100 lux. Ainda, esse aparato possuiu uma
abertura no centro com dimensdo de 10x10 cm, local onde os animais s&o
posicionados no inicio do teste, com livre acesso aos dois compartimentos. O teste é
baseado na aversao inata dos animais por lugares com alta claridade, existindo um
conflito do animal na exploracdo dos compartimentos ou esquiva do compartimento
claro, sendo que o aumento no tempo de permanéncia no compartimento claro é um
indicativo de efeito do tipo ansiolitico. Os animais foram colocados individualmente
no aparato com livre acesso aos dois compartimentos e foi gravado o
comportamento do animal durante 5 minutos. Foi contabilizado o tempo em que
cada animal permaneceu no compartimento claro como parametro de ansiedade, e o
namero de transicdes entre 0os compartimentos como parametro de atividade

locomotora espontanea.

3.4.4 Campo aberto

O teste do campo aberto foi utilizado para avaliar a atividade locomotora dos
animais, bem como avaliar comportamentos relacionados a ansiedade (WALSH e

CUMMINS, 1976). Os animais foram colocados no centro de uma arena quadrada
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feita de madeira (50 cm de comprimento, 50 cm de largura e 40 cm de altura),
dividida em 9 quadrantes. Foi gravado o movimento do animal durante 5 minutos. O
namero de cruzamentos entre os quadrantes foi avaliado como parédmetro de
atividade locomotora. Comportamentos como o0 tempo na area central, entrada na
area central, e o tempo de grooming facial foram avaliados como parametros de

ansiedade.

3.4.5 Grooming espontaneo

Seis dias apdés a inoculacdo das células tumorais, os animais foram
ambientados individualmente em caixas de acrilico por aproximadamente 15
minutos, seguido pela contabilizagdo do grooming facial espontaneo durante 10
minutos subsequentes, sendo considerado apenas o movimento de limpeza facial
com ambas as patas dianteiras. O aumento no tempo dispendido realizando o
grooming facial foi considerado como parametro de nocicep¢ao facial espontanea
(HIDAKA et al., 2011).

3.4.6 Preferéncia condicionada ao lugar

Para avaliar a dor tdnica no modelo de carcinoma facial, foi realizado o teste
de preferéncia condicionada ao lugar (conditioned place preference i CPP),
metodologia proposta por KING et al. (2009) para avaliar o aspecto emocional da
dor. Foi utilizado um aparato de madeira, o qual é divido em trés compartimentos:
um compartimento central denominado de camara neutra (altura = 36 cm, largura =
25 cm, comprimento = 10 cm), a qual possui uma luz de LED (~100 lux) aversiva
para 0s animais; dois compartimentos adjacentes denominados de camara teste
(altura = 36 cm, largura = 25 cm, comprimento = 40 cm) possuindo pistas visuais e
tateis distintas, possuindo uma camara para registro acima do aparato. O teste foi
realizado utilizando um protocolo com dois dias de condicionamento, sendo
realizado do terceiro ao sexto dia ap0s a inoculacdo das células tumorais. No
primeiro dia do teste, dia do pré-condicionamento, os animais foram alocados na
camara neutra com livre acesso aos outros compartimentos do aparato por 15
minutos e foi contabilizado o tempo de permanéncia nas camaras testes. Ratos que

despenderam tempo <20% ou >80% em uma das camaras testes foram excluidos
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do experimento. Com o intuito de evitar um viés experimental, foi realizado um
balanceamento para o condicionamento, a fim de que o tempo de pré-
condicionamento entre 0s grupos nao apresentasse diferenca estatistica No
segundo e terceiro dias do teste, i.e., nos dias de condicionamento, 0s animais foram
tratados com veiculo pela manha e duas horas apoés foram confinados durante uma
hora na camara teste designada através do balanceamento. Apds o
condicionamento pela manhd, os animais retornaram as caixas. No periodo da tarde,
i.e., quatro horas ap06s o condicionamento com o veiculo, os animais foram tratados
com a droga teste e duas horas apds foram confinados durante uma hora na camara
oposta ao condicionamento do periodo da manha. No ultimo dia, i.e., dia teste, 0s
animais foram alocados na camara neutra com livre acesso aos outros
compartimentos por 15 minutos, e foi contabilizado o tempo de permanéncia na
camara pareada com a droga teste, com a finalidade de avaliar a preferéncia

condicionada ao lugar pelo alivio da dor.

3.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

A linha temporal dos protocolos experimentais desse estudo pode ser
observada na Figura 2. Para as mediadas evocadas, foi avaliada a medida basal do
limiar mecéanico facial antes da inoculacdo das células tumorais. No terceiro dias
apos a inoculacdo das células tumorais, a hiperalgesia mecéanica foi avaliada, e
subsequente os animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado
(LCE) e transicao claro/escuro (TCE). Seis dias apds a inducdo do tumor, em um
grupo independente de animais, 0 mesmo protocolo foi realizado. No sexto dia apos
a inoculacdo das células tumorais a hiperalgesia mecanica facial foi avaliada
seguida pelo tratamento com pregabalina (30 mg/kg, v.0.) ou veiculo (2 mL/kg, v.0.)
e avaliacdo de hora em hora até 6 horas apdés o tratamento. Em um grupo
independente, para avaliar o efeito do tratamento com pregabalina (30 mg/kg, v.0.)
no comportamento do tipo ansioso, seis dias apds a inoculacdo das células tumorais,
pela manha foi avaliada a hiperalgesia mecanica facial seguida pelo tratamento com
pregabalina ou veiculo, e duas horas ap0s o tratamento, os animais foram
submetidos ao teste do LCE e TCE, ou teste do campo aberto.

Para as medidas de dor ndo evocada, seis dias ap6s a inoculagédo, os
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animais foram tratados com pregabalina (30 mg/kg, v.0.) ou veiculo (2 mL/kg, v.0.) e
duas horas ap6s o grooming facial espontaneo foi avaliado durante 10 minutos. Em
um grupo independente de animais o teste do CPP foi avaliado. A sessédo de pré-
condicionamento foi realizada 3 dias apdés a inoculacdo das células tumorais,
enquanto que as sessdes de condicionamento foram realizadas 4 e 5 dias apos a
inoculacdo das células tumorais e a sessao teste foi realizada 6 dias apdés a

inoculagéo das células tumorais.

A PGB
Dia -1 Dia 0 Dia 3 Dia 6
L 1 1 ]
| | 1 1
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VF celulas + +
tumorais LCE LCE
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L 1 1 1 ]
1 ] ] ] 1
Inoculacao CPP CPP CPP CPP
células (pré-condicionamento) (Condicionamento/PGB)  (teste)
tumorais ou
Grooming
espontaneo

Figura 2 Linha temporal dos protocolos experimentais.

No Painel A esta representado a linha temporal para as medidas evocadas. Foi realizada a medida
basal do VF (dia -1) seguido pela inoculacao das células tumorais Walker-256 (dia 0). A hiperalgesia
mecéanica facial e comportamento do tipo ansioso foram avaliados em grupos independentes nos dias
3 e 6 apods a inoculacdo. No sexto dia apos a inoculacdo foi avaliado o efeito da pregabalina (30
mg/kg, v.0.) ou veiculo (2 mL/kg, v.0.) na hiperalgesia mecanica facial, comportamento do tipo ansioso
e atividade locomotora. No Painel B esta representada a linha temporal para as medidas nao
evocadas. No dia O foi realizada a inoculagdo das células tumorais, e seis dias apés foi avaliado o
grooming facial espontaneo. A sessao de pré-condicionamento do CPP foi realizada no dia 3, as
sessdes de condicionamento nos dias 4 e 5, e a sesséo teste foi realizada no dia 6 apds a inoculacao
das células tumorais. CA7 campo aberto; CPP i preferencia condicionada ao lugar; LCE i labirinto
em cruz elevado. PGB i pregabalina; TCE i transicao claro/escuro; VF i Von Frey.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Andlise de variancia (ANOVA) de duas vias com ou sem medidas repetidas
foi utilizada para analisar os dados, sendo a condi¢cdo (tumor ou controle) e/ou
tratamento e/ou tempo como fatores independentes. ANOVA de uma via foi utilizada
gquando apenas a condicdo foi utilizada como fator independente. Quando
apropriado, teste de post-hoc de Bonferroni para comparac¢des mdultiplas foi
realizado. Resultados foram considerados estatisticamente significantes quando
p<0,05. Todos os dados foram representados como a média + erro padrao da média
(EPM). Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism
versdo 6 para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,

www.graphpad.com.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo temporal do comportamento do tipo ansioso em ratos com carcinoma

facial

Previamente a inoculacdo das células tumorais na regido das vibrissas, o
limiar mecéanico basal dos animais foi avaliado. No terceiro dia ap6s a inoculacéo foi
observado uma reducao no limiar mecénico dos animais com tumor, (*p<0,05 vs
Sham) indicando o desenvolvimento de hiperalgesia mecéanica facial (Figura 3A).
Posteriormente os mesmos animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz
elevado (LCE) e transicdo claro/escuro (TCE). Quando avaliado o tempo de
permanéncia no compartimento claro da TCE néo foi observada diferenga entre os
grupos sham e tumor hiperalgésico e néo hiperalgésico (p>0,05; Figura 3B). Quando
avaliado o tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE também nao foi
observada diferenca entre os grupos (p>0,05; Figura 3C), entretanto foi detectada
uma reducdo no numero de entradas nos bragos abertos (*p<0,05 vs Sham; Figura
3D).

Seis dias ap6s a inoculacdo das células tumorais também foi observada
hiperalgesia mecanica facial nos animais com tumor (*p<0,05 vs Sham; Figura 4A).
Animais com tumor facial que desenvolveram hiperalgesia mecanica permaneceram
menos tempo no compartimento claro no teste TCE (*p<0,05 vs Sham; Figura 4B),
indicativo de comportamento do tipo ansioso. E interessante notar que apenas 0s
animais com tumor que desenvolveram hiperalgesia mecanica apresentaram
comportamento do tipo ansioso quando avaliado o tempo de permanéncia nos
bracos abertos (*p<0,05 vs Sham, #p<0,05 vs hiperalgésicos; Figura 4C). Em
adicdo, foi observada uma reducdo no numero de entradas nos bracos abertos no
grupo tumor hiperalgésico (*p<0,05 vs Sham, #p<0,05 vs hiperalgésicos), indicando
comportamento do tipo ansioso (Figura 4D).

A tabela 1 mostra a avaliacdo da atividade locomotora espontanea no teste
do labirinto em cruz elevado e transicdo claro-escuro. No terceiro dia apos a
inoculacdo das células tumorais ndo foi observada diferenga no nimero de entradas
nos bracos fechados no LCE e no numero de transicdes na TCE entre 0S grupos
(p>0,05). Seis dias apdés a inoculagdo nao foi detectado comprometimento na
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atividade locomotora espontédnea entre 0s grupos, pois nao houve diferenca
significativa tanto no nimero de entrada nos bracos fechados (p>0,05) quanto no

namero de transi¢cdes (p>0,05).
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Figura 3 Avaliacdo comportamental no terceiro dia apds a inoculagdo facial das células
tumorais.

A hiperalgesia mecénica facial foi avaliada antes (pré) e no terceiro dia (D3) apés a inoculacdo das
células tumorais (Painel A, *p<0,05 vs Sham; n=8-12). No D3 foi avaliada nos mesmos animais a
porcentagem de tempo no compartimento claro na TCE (Painel B, n=6-8), a porcentagem de tempo
nos bracos abertos no LCE (Painel C, n=6-8) e a porcentagem de entradas nos bracos abertos no
LCE (Painel D, *p<0,05 vs Sham; n=6-8). LCE: labirinto em cruz elevado; TCE: transi¢c&o claro/escuro;
VF i Von Frey. ANOVA de uma via seguido pelo teste de post-hoc de Bonferroni. Todos os graficos
apresentam a média £ EPM.
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Figura 4 Avaliagdo comportamental no sexto dia apds ainoculagéo facial das células tumorais.
A hiperalgesia mecénica facial foi avaliada antes (pré) e no sexto dia (D6) apdés a inoculacdo das
células tumorais (Painel A, *p<0,0001 vs Sham; n=8-10). No D6 foi avaliada nos mesmos animais a
porcentagem de tempo no compartimento claro na TCE (Painel B, *p<0,05 vs Sham; n=8-10), a
porcentagem de tempo nos bracos abertos no LCE (Painel C, *p<0,05 vs Sham, #p<0,05 vs
hiperalgésicos; n=8-10) e a porcentagem de entradas nos bragos abertos no LCE (Painel D, *p<0,05
vs Sham, #p<0,05 vs hiperalgésicos; n=8-10). LCE: labirinto em cruz elevado; TCE: transicao
claro/escuro; VF i Von Frey. ANOVA de uma via seguido pelo teste de post-hoc de Bonferroni. Todos
os graficos apresentam a média + EPM.

Tabela 1 Avaliagédo da atividade locomotora espontanea.

D3 Sham Hiperalgésico  Nao-hiperalgésico
Numero de entradas bragos fechados 10,0+0,5 9,8+0,7 6,8+1,3
Numero de transicoes 7,6%0,6 7,8+1,6 5,0+2,2

D6

Numero de entradas bracgos fechados 8,2+0,6 6,8+0,4 6,1+0,8
Numero de transi¢oes 6,3+1,1 3,5+0,8 4,3+0,7

O numero de entradas nos bracos fechados no labirinto em cruz elevado e o niumero de transi¢cdes na
transicéo claro/escuro foram usados como parédmetro de atividade locomotora esponténea. Nao foi
observado comprometimento locomotor entre os grupos no D3 (n=6-8) e no D6 (n=8-10). ANOVA de
uma via seguido pelo teste de post-hoc de Bonferroni. Os valores representam a média + EPM.
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4.2 Efeito do tratamento sistémico com pregabalina na hiperalgesia mecéanica

associada ao carcinoma facial

Previamente a inoculacdo das células tumorais foi avaliado o limiar basal
dos animais a estimulacdo mecénica da face com filamentos de Von Frey. No sexto
dia pos-inoculacao (D6) essa avaliacdo foi repetida e observou-se que o grupo com
tumor apresentou uma reducdo no limiar mecanico (*p<0,05 vs Sham-Vei). Apos o
tratamento com pregabalina foi observado um aumento no limiar mecanico no grupo
com tumor da 22 até a 42 hora (#p<0,05 vs Tumor-Vei; Figura 5). Ndo foi observada

diferenca no grupo Sham apds o tratamento com pregabalina ou veiculo (p>0,05).

-O- Sham-Vei T Tumor-Vei
- Sham-PGB 4 Tumor-PGB

Limiar mecanico (g)

Tempo (h)

Figura 5 Tratamento sistémico agudo com pregabalina atenuou a hiperalgesia mecanica facial
induzida pelo tumor.

Previamente a inoculacdo das células tumorais o limiar mecanico facial foi avaliado (Pré) e foi
observada uma redugédo no limar de forca (g) no sexto dia apos a inoculagao (D6) no grupo tumor
(*p<0,0001 vs Sham-Vei; n=6-10). O tratamento com pregabalina (30 mg/kg, v.0.) aumentou o limar
no grupo tumor da 22 até a 42 hora apds o tratamento (#p<0,01 vs Tumor-Vei; n=6-10). PGB:
pregabalina; Vei: veiculo. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido pelo teste de post-
hoc de Bonferroni. Todos os gréficos apresentam a média + EPM.
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4.3 Tratamento com pregabalina apresentou efeito do tipo ansiolitico nos animais

com carcinoma facial

Seis dias apo6s a inoculacdo das células tumorais foi observado uma reducéo
no limiar mecanico facial no grupo tumor (*p<0,05 vs Sham-Vei; Figura 6A). Apenas
0S animais com tumor que desenvolveram hiperalgesia mecanica foram tratados
com pregabalina. Duas horas ap0s o tratamento foi observado o comportamento do
tipo ansioso no grupo tumor tratado com veiculo quando avaliado o tempo de
permanéncia no compartimento claro na TCE (*p<0,05 vs Sham-Vei; Figura 6B), no
tempo despendido nos bracos abertos e no numero de entradas nos bracos abertos
no LCE (*p<0,05 vs Sham-Vei; Figuras 6C e 6D, respectivamente). O tratamento
sistémico com pregabalina foi capaz de aumentar o tempo nos bracos abertos
(#p<0,05 vs Tumor-Vei; Figura 6C) e o niumero de entradas nos bracos abertos
(#p<0,05 vs Tumor-Vei; Figura 6D) no LCE apenas no grupo com tumor. Por outro
lado, ndo foi observado o mesmo efeito quando avaliado o tempo de permanéncia
no compartimento claro da TCE (p>0,05; Figura 6B).

Na tabela 2 esta representado o efeito do tratamento com pregabalina na
atividade locomotora esponténea. N&o foi observado comprometimento locomotor
guando avaliado o numero de entradas nos bracos fechado no LCE e no niumero de
transicbes na TCE (p>0,05). Para assegurar do efeito do tratamento com
pregabalina na atividade locomotora, o teste do campo aberto foi realizado em um
grupo independente de animais. Animais com tumor tratados com veiculo cruzaram
menos em relacdo ao grupo Sham (*p<0,05), entretanto o tratamento com
pregabalina foi capaz de aumentar o numero de cruzamento nesses animais
(#p<0,05 vs Tumor-Vei). Interessante que 0s animais com tumor tratados com
veiculo passaram mais tempo realizando grooming facial (*p<0,05 vs Sham-Vei) o
qual foi reduzido com o tratamento com pregabalina (#p<0,05 vs Tumor-Vei), o que
poderia explicar o nUmero de cruzamentos nesse grupo. Além disso, foi observado
que 0S animais com tumor entraram menos na area central e passaram menos
tempo nessa area (*p<0,05 vs Sham-Vei), indicando novamente um comportamento
do tipo ansioso, entretanto, o tratamento com a pregabalina diminuiu esses

parametros no grupo Sham (*p<0,05), sem apresentar efeito no grupo tumor.



41

A

w

-0 Sham-Vei O Tumor-Vei O Vei
% Sham-PGB & Tumor-PGB W PGB
251

204

* *
’ |i i
ol

Pré D6 Sham Tumor
Dias

Limiar mecanico (g)
B
% Tempo compartimento claro

O
o

O Vei 3 Vei
I PGB M PGB

40 60

#
#
301
40
*
204 %
204
104
0- 0-

Sham Tumor Sham Tumor

%Tempo bracos abertos/total

%Entradas bragos abertos/total

Figura 6 Tratamento sistémico agudo com pregabalina reduziu o comportamento do tipo
ansioso nos animais tumor que desenvolveram hiperalgesia mecéanica facial.

Hiperalgesia mecénica facial foi observada no sexto dia (D6) apds a inoculacédo das células tumorais
(Painel A, *p<0,0001 vs Sham; n=8-10). Duas horas apés o tratamento, foi avaliado nos mesmos
animais a porcentagem de tempo no compartimento claro na TCE (Painel B, *p<0,05 vs Sham; n=8-
10), a porcentagem de tempo nos bracos abertos no LCE (Painel C, *p<0,001 vs Sham-Vei, #p<0,05
vs Tumor-Vei; n=8-10) e a porcentagem de entradas nos bragos abertos no LCE (Painel D, *p<0,001
vs Sham-Vei, #p<0,05 vs Tumor-Vei; n=8-10). LCE: labirinto em cruz elevado; PGB: pregabalina;
TCE: transigdo claro/escuro; Vei: veiculo; VF i Von Frey. ANOVA de duas vias seguido pelo teste de
post-hoc de Bonferroni. Todos os graficos apresentam a média + EPM.

Tabela 2 Efeito do tratamento sistémico agudo com pregabalina na atividade locomotora
espontanea.

Sham-Vei Sham-PGB Tumor-Vei Tumor-PGB

Numero de entradas bracgos fechados 7,2+0,5 9,3+0,9 6,1+0,6 4,8+0,7
NUmero de transi¢des 54+1,1 7,0+1,3 3,7+0,9 2,7+0,9
NUmero de cruzamentos 88,0+6,8 83,2+59 27,1+3 4* 51,0+5,0*#
Grooming espontaneo (s) 8,2+2,0 10,1+2,3 55,1+8,9* 27,0+1,9#
Tempo na &rea central 24,3+3,6 10,8+2,1* 9,5+2,6* 12,36+3,3*
NUmero de entradas na area central 9,4+1,2 5,1+0,7* 2,5+0,5* 4,6+0,8*

Duas horas apds o tratamento com pregabalina (30 mg/kg, v.0.) ndo foi observado comprometimento
locomotor quando avaliado o nimero de entradas nos bragos fechados no labirinto em cruz elevado e
0 numero de transi¢Bes na transicao claro/escuro (n=8-10). No teste do campo aberto foi avaliado o
numero de cruzamentos entre os quadrantes, o tempo de grooming facial espontaneo, o tempo e o
numero de entradas na regiao central (*p<0,05 vs Sham-Vei, #p<0,05 vs Tumor-Vei; n=8-12). PGB:
pregabalina; Vei: veiculo. ANOVA de duas vias seguido pelo teste de post-hoc de Bonferroni. Os
valores representam a média + EPM.
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4.4 Efeito do tratamento sistémico com pregabalina na dor ndo evocada associada

ao carcinoma facial

No sexto dia apds a inoculacdo das células tumorais foi observado um
aumento no tempo de grooming facial espontdaneo no grupo tumor tratado com
veiculo, o qual foi reduzido apds o tratamento com pregabalina, sugerindo efeito
antinociceptivo na dor espontanea (*p<0,05 vs Sham-Vei, #p<0,05 vs Tumor-Vei;
Figura 7A). No grupo Sham o tratamento com pregabalina ndo alterou o tempo de
grooming facial espontaneo (p>0,05).

No teste do CPP, dois dias de pareamento com pregabalina foi capaz de
induzir preferencia condicionada ao lugar (CPP) no grupo com tumor, observado
pelo aumento no tempo despendido na camara pareada com pregabalina no pés-
condicionamento (*p<0,05 vs Tumor-Pré-condicionamento; Figura 7B). N&o foi
observada diferenca estatistica no tempo de permanéncia na camara pareada com

pregabalina no grupo Sham apés o condicionamento (p>0,05).
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Figura 7 Efeito do tratamento sistémico com pregabalina na dor ndo evocada associada ao
cancer facial.

No sexto dia apés a inoculacdo das células tumorais foi observada uma reducdo no grooming
espontaneo no grupo tumor tratado com pregabalina (30 mg/kg, p.o.) (Painel A, *p<0,0001 vs Sham-
Vei, #p<0,0001 vs Tumor-Vei; n=9-20). Pareamento de dois dias com a pregabalina (30 mg/kg, p.o.)
induziu preferéncia condicionada ao lugar no grupo tumor (Painel B, *p<0,05 vs Tumor-Pré-
condionamento; n=11-12), mas ndo no grupo sham. PGB: pregabalina; Vei: veiculo. ANOVA de duas
vias com medidas repetidas, seguido pelo teste de post-hoc de Bonferroni. Todos os gréaficos
apresentam a média £ EPM.
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5 DISCUSSAO

Nossos dados sugerem uma relacdo causal entre a hiperalgesia mecanica
facial e o comportamento do tipo ansioso, visto que apenas 0S animais tumor-
hiperalgésicos desenvolveram comportamento do tipo ansioso. Ademais, o
tratamento com pregabalina foi eficaz em produzir efeito antinociceptivo e do tipo
ansiolitico nos animais com tumor, sugerindo que a mesma pode representar uma
opcao terapéutica promissora no tratamento da dor e ansiedade associadas ao
cancer na regiao orofacial.

O modelo de carcinoma facial em ratos permite a avaliagdo da nocicepgéo
nao evocada e evocada, bem como o comportamento do tipo ansioso. Nosso estudo
demonstrou que o tratamento sistémico agudo com a pregabalina foi capaz de
reduzir tanto a nocicep¢ao ndo evocada quanto a evocada e apresentou efeito do
tipo ansiolitico nos animais com tumor, sem interferir na atividade locomotora. Mais
ainda, foi demonstrado que o comportamento do tipo ansioso foi detectado apés o
estabelecimento das alteracfes sensoriais na face e apenas nos animais com tumor
que desenvolveram a hiperalgesia mecéanica facial, sugerindo que a ansiedade é

posterior ao desenvolvimento da dor.

5.1 Relacao entre a nocicepcdo e o comportamento do tipo ansioso

Nossos dados demonstraram que 0s animais comecam a desenvolver
hiperalgesia mecéanica facial ja no terceiro dia apdés a inoculagdo das células
tumorais e o comportamento do tipo ansioso sé foi observado no sexto dia, também
demonstrando que a ansiedade é detectada apds o estabelecimento da dor.

Vérios estudos clinicos e pré-clinicos tém demonstrado que existe uma
relacdo entre a dor cronica e a ansiedade. A incidéncia de ansiedade em pacientes
com disfunc¢des temporomandibulares cronica (dor muscular ou dor articular) chega
a aproximadamente 30% dos pacientes (BERTOLI e DE LEEUW, 2016). Pacientes
com neuralgia do trigémeo apresentam maiores niveis de ansiedade e depressao
em relacdo aos pacientes com dor facial atipica (MACIANSKYTE et al.,, 2011).
Recentemente, outro estudo que avaliou o impacto da neuralgia do trigémeo na

qualidade de vida dos pacientes relatou que mais de 50% dos pacientes eram
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ansiosos (ZAKRZEWSKA et al., 2017). Além disso, ja foi observado que pacientes
com migranea também apresentam altos niveis de ansiedade (DINDO et al., 2016;
KUTAY et al., 2017; PERES et al., 2017).

Além dessas evidéncias clinicas, existem diversos estudos pré-clinicos que
demonstraram a relagcdo entre a nocicepcédo e a ansiedade. HASNIE et al. (2007)
demonstrou em modelo de neuralgia pos-herpética que apds inoculacdo de células
infectadas com o virus Varicella zoster na pata, os ratos desenvolveram hiperalgesia
mecanica, a qual se iniciava apos o 7° dia da infeccdo com o virus, perdurando por
aproximadamente 50 dias. Mais ainda, quando realizado o teste do campo aberto
para avaliar o comportamento do tipo ansioso, foi observado que os animais
infectados com o virus apresentaram reducdo no numero de entradas e no tempo de
permanéncia no quadrante central do aparato, indicativo de comportamento do tipo
ansioso. Aléem desse estudo, Rice e colaboradores demonstraram em modelo de
polineuropatia simétrica distal associada a imunodeficiéncia humana (HIV) que os
animais desenvolviam hiperalgesia mecanica e comportamento do tipo ansioso
(WALLACE et al., 2007). Interessantemente, em modelos de lesdo de nervos
espinais parecem existir diferencas com relacdo ao desenvolvimento de ansiedade
dependendo do modelo utilizado. ROESKA et al. (2008) demonstrou que tanto em
modelo de ligagdo parcial do nervo (PNL) ou constricdo crénica do nervo ciético
(CCl) os animais desenvolvem hiperalgesia mecanica. Entretanto, quando foi
avaliado o tempo no braco aberto no labirinto em cruz elevado, foi observado
comportamento do tipo ansioso apenas no grupo CCl. SEMINOWICZ et al (2009)
observou que em modelo de lesdo parcial do nervo, os animais desenvolvem
hiperalgesia mecéanica e térmica dentro dos primeiros dias ap0s a cirurgia, entretanto
o comportamento do tipo ansioso s6 foi observado vinte semanas apos o
procedimento, sugerindo que o comportamento do tipo ansioso ocorre semanas
apos o inicio da dor.

Mais especificamente em relacdo a dor facial, cabe ressaltar que nossos
resultados também corroboram algumas poucas evidéncias obtidas de estudos pré-
clinicos utilizando diferentes modelos de dor facial. Em modelo de migranea induzida
por infusdo de mediadores inflamatérios na dura-mater, os animais desenvolvem
hiperalgesia mecéanica periorbital, e 21 dias apds a infuséo foi observado que os
animais apresentavam comportamento do tipo ansioso (ZHANG et al., 2017). Em

modelo de neuralgia do trigémeo pela constricdo do nervo infraorbital foi observado
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reducdo no limiar mecanico e comportamento do tipo ansioso no grupo constrito
(WANG et al.,, 2015). Ademais, o comportamento do tipo ansioso foi detectado
também em modelo de dor inflamatdria aguda pela administragdo de capsaicina ou
formalina na regido orofacial (BAHAADDINI et al., 2016; RAOOF et al., 2016). Além
desses estudos, dados prévios do nosso laboratorio demonstraram que em modelo
de carcinoma facial os animais desenvolvem hiperalgesia térmica ao calor e
comportamento do tipo ansioso, sugerindo uma interagdo entre a dor de origem
craniofacial e ansiedade (GAMBETA et al., 2016).

Apesar das evidéncias expostas que tem demonstrado que ha uma relacéo
entre a nocicepcdo e o comportamento do tipo ansioso, nenhum estudo até o
momento avaliou se a condi¢cdo per se ndo alteraria o comportamento. O modelo
utilizado nesse estudo permitiu separar 0s animais com tumor que desenvolveram
ou nao a hiperalgesia mecanica facial, permitindo entao avaliar se a condicdo tumor
nao induziria 0 comportamento do tipo ansioso. Foi observado que 0s animais com
tumor que desenvolveram hiperalgesia mecanica facial permaneceram menos tempo
nos bragos abertos e no compartimento claro, indicativo do comportamento do tipo
ansioso. Entretanto, os animais com tumor que nao desenvolveram hiperalgesia
mecanica facial ndo apresentaram o comportamento do tipo ansioso. Com esses
resultados podemos sugerir que o desenvolvimento do comportamento do tipo
ansioso ocorre apenas apos o estabelecimento das alteracbes sensoriais na face.

5.2 Efeito da pregabalina na nocicep¢éo evocada

No presente estudo, o tratamento sistémico por via oral com pregabalina foi
capaz de reduzir a hiperalgesia mecanica facial nos animais com tumor,
corroborando estudos prévios que ja demonstraram o efeito antinociceptivo da
pregabalina, na mesma dose utilizada neste estudo, em diferentes modelos de dor
cronica facial. CAO et al. (2013) demonstrou que o tratamento com pregabalina foi
capaz de aumentar o limiar mecanico facial em modelo de transec¢do parcial do
nervo infraorbital, enquanto que Hummig et al (2014) demonstraram que a
pregabalina foi capaz de reduzir a hiperalgesia térmica ao calor em modelo de
constricdo do nervo infraorbital e no modelo de carcinoma facial. Em modelo de

diabetes induzido por estreptozotocina foi observado que os animais desenvolveram
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hiperalgesia térmica ao calor e ao frio, a qual foi reduzida pelo tratamento sistémico
com a pregabalina (NONES et al., 2013). Em modelos de dor inflamatéria facial
aguda, pela administracao de formalina, carragenina ou ainda no teste de capsaicina
orofacial, o tratamento com pregabalina na dose de 30 mg/kg foi eficaz em reduzir as
respostas nociceptivas (HUMMIG et al.,, 2014). Esses resultados fornecem
evidéncias que o tratamento com a pregabalina pode ser util no controle da dor facial
evocada por estimulos de diferentes origens (i.e. térmica ou mecanica), além da
capacidade de reduzir o componente da dor ndo evocada. Nossos dados fornecem
evidéncias adicionais para a utilidade da pregabalina como uma importante
ferramenta no controle da dor de origem orofacial. Tendo isso em vista, na pratica
clinica, a pregabalina tem sido utilizada para o controle da dor neuropética
(FINNERUP et al., 2010; FINNERUP et al., 2015), bem como tem sido avaliada para
o controle da dor associada ao cancer (FALLON, 2013; ESIN e YALCIN, 2014,
RAMAN et al., 2016).

Evidéncias clinicas ja demonstraram a eficacia da pregabalina no controle de
dores de origem craniofacial. Foi reportado que o tratamento com pregabalina por 4
semanas foi capaz de reduzir a dor e a frequéncia dos ataques de dor em pacientes
com neuralgia do trigémeo (OBERMANN et al., 2008). Mais ainda, foi observado que
o tratamento com pregabalina reduz a dor e sintomas comorbidos relacionados a
neuralgia do trigémeo, melhorando a qualidade de vida do paciente (PEREZ et al.,
2009). Pacientes com migranea cronica apresentaram uma melhora clinicamente
relevante em relacéo a frequéncia de ataques e intensidade da dor apds tratamento
cronico com pregabalina (CALANDRE et al., 2010). Ademais, foi reportado que o
tratamento com pregabalina durante 12 semanas foi capaz de aliviar a alodinia em
pacientes com migranea (ZHANG et al., 2015). Em um relato de caso de uma
paciente com neuralgia do glossofaringeo foi relatado o alivio completo da dor apo6s
o tratamento com pregabalina (KITCHENER, 2006).

5.3 Efeito do tipo ansiolitico da pregabalina

Existem evidéncias crescentes clinicas e pré-clinicas de que o tratamento
com a pregabalina apresenta efeito ansiolitico em diversas condi¢des (FIELD et al.,
2001; MONTGOMERY et al., 2013), incluindo na ansiedade associada a dor
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(BAASTRUP e FINNERUP, 2008; PEREZ et al., 2009). Nesse sentido, nossos dados

demonstraram que o tratamento com pregabalina foi capaz de apresentar efeito do
tipo ansiolitico nos animais com tumor quando avaliado o comportamento no labirinto
em cruz elevado. Foi reportado que o tratamento crénico com pregabalina
apresentou efeito do tipo ansiolitico em modelo de ligacdo parcial do nervo ciatico
em camundongos, entretanto ndo foi observado o mesmo efeito nos animais do
grupo sham (LA PORTA et al., 2016), corroborando nossos resultados. Em modelo
de constricdo do nervo ciatico em ratos foi observado que os animais desenvolveram
comportamento do tipo ansioso, o0 qual foi reduzido pelo tratamento agudo com
gabapentina, uma droga com mecanismo de acdo similar ao da pregabalina
(ROESKA et al., 2008). Esses estudos indicam que os gabapentindides podem ser
utiizados como uma ferramenta farmacolégica para o controle da ansiedade
associada a dor. Apesar do tratamento com pregabalina ter apresentado um efeito
do tipo ansiolitico evidente no teste do labirinto em cruz elevado, cabe ressaltar que
0 mesmo nao foi observado no teste da transicao claro-escuro. A auséncia no efeito
do tipo ansiolitico da droga pode ser devido as premissas ou a sensibilidade do teste
da transicédo claro-escuro, em que foi avaliada a aversao ao compartimento claro.

Em adicéo, tem sido demonstrado o efeito do tipo ansiolitico da pregabalina
em modelos de estresse/ansiedade ndo relacionada a dor. Assim, em modelo animal
de TEPT, apds a exposicao ao odor de um predador, foi observado que o tratamento
com pregabalina foi capaz de atenuar o comportamento do tipo ansioso quando os
animais foram avaliados no teste do labirinto em cruz elevado (ZOHAR et al., 2008).
FIELD et al. (2001) verificou o efeito da pregabalina em dois modelos distintos de
ansiedade, o teste do labirinto em cruz elevado e o teste de conflito, e reportou que
o tratamento com pregabalina induziu um efeito do tipo ansiolitico. Ademais, foi
observado que animais que recebem choque nas patas apresentam um aumento de
vocalizacBes ultrassdnicas aversivas (22 kHz), as quais foram reduzidas apds o
tratamento com pregabalina (BARDIN et al., 2010).

Abordagens neurofarmacoldgicas podem apresentar resultado falso positivo
ou negativo devido a efeitos sedativos ou por estimulacdo a atividade locomotora e
exploratdria (O'NEIL e MOORE, 2003). Por essa razdo parametros de atividade
locomotora foram avaliados. O teste do labirinto em cruz elevado e o teste da
transicdo claro-escuro permitem avaliar a atividade locomotora dos animais pelo

namero de entradas nos bragos fechados e o numero de transigcbes entre 0s
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compartimentos, respectivamente. Cabe ressaltar que no presente estudo o
tratamento com pregabalina ndo resultou em comprometimento locomotor,
corroborando estudos prévios que demonstraram que o tratamento com pregabalina
nao promove comprometimento locomotor, pelo menos na dose utilizada (LAU et al.,
2013; HARTE et al., 2016; NONES et al., 2013). Entretanto € importante mencionar
que no presente estudo foi observada uma reducéo significativa no nimero de
cruzamentos no grupo tumor quando os animais foram avaliados no campo aberto, a
qual foi revertida ap6s o tratamento com pregabalina. Entretanto, também foi
observado que os animais com tumor passaram mais tempo realizando grooming
facial durante o teste, e que esse comportamento também foi reduzido pelo
tratamento com pregabalina. Portanto, podemos sugerir que a redu¢do no numero
de cruzamentos pode ser devido ao aumento no tempo de grooming facial, sendo
gue esse comportamento pode estar relacionando a dor espontanea e a ansiedade
(SACHS, 1988; VOS et al., 1998; NIN et al., 2012; DESEURE e HANS, 2017). Tendo
em vista que o teste do campo aberto permite ainda avaliar comportamentos
relacionados com a ansiedade através do numero de entradas e tempo de
permanéncia no quadrante central (WALSH e CUMMINS, 1976; RAMOS, 2008), no
presente estudo, conforme o esperado foi observado o comportamento do tipo
ansioso no grupo tumor. Todavia, ndo foi observado o efeito do tipo ansiolitico da
pregabalina em nenhum dos grupos avaliados. Apesar do resultado contraditorio,
estudos ja demonstraram que a pregabalina ndo altera esses comportamentos em
animais com lesdo de nervo (GALAN-ARRIERO et al., 2014, 2015). Tendo isso em
vista, nossos resultados indicam que o tratamento com pregabalina apresenta efeito

do tipo ansiolitico apenas nos animais com alteracdes sensoriais faciais.

5.4 Efeito da pregabalina na dor ndo evocada

Estudos prévios j& demonstraram que pacientes com cancer de cabeca e
pescoc¢o reportam dor espontdnea como um dos sintomas mais comuns, sendo um
sintoma que reduz significativamente a qualidade de vida do paciente (LAM e
SCHMIDT, 2011). Nosso estudo demonstrou que seis dias apds a inoculacédo das
células tumorais 0s animais apresentaram um aumento no grooming facial

espontaneo, sugestivo de um componente da dor espontanea, o que corrobora
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estudos prévios (ONO et al., 2009; HIDAKA et al., 2011; KOPRUSZINSKI, 2016).
Nos estudos de HIKADA et al (2011) e ONO et al (2009) foi observado um aumento
no tempo de grooming espontaneo facial no terceiro e quarto dia apos a inoculacao
das células tumorais, respectivamente, enquanto que NnO nNOSSO Qrupo
(KOPRUSZINSKI, 2016) foi observado apenas no sexto dia ap0s a inoculacao das
células tumorais, corroborando nossos resultados. O tratamento sistémico com
pregabalina foi capaz de reduzir significativamente o tempo de grooming espontaneo
facial no grupo tumor, demonstrando um possivel efeito na dor espontanea. Em
consonancia com esta observacdo, em modelo de dor neuropatica pela constricdo
cronica do nervo ciatico (CCI) foi observado que os animais CCIl apresentavam um
aumento na frequéncia de movimento da pata traseira, a qual foi associada como um
componente de dor esponténea, e a mesma foi reduzida pelo tratamento sistémico
com pregabalina na dose 30 mg/kg (MURAI et al., 2016).

Um aspecto da dor que tem sido dificil de mensurar em modelos animais é a
dor tbnica persistente, a qual & sentida mesmo na auséncia de qualquer estimulo
externo (KING et al., 2009; NAVRATILOVA et al., 2013). KING et al. (2009)
desenvolveu uma metodologia capaz de avaliar o aspecto motivacional da dor
tbnica, e diversos estudos utilizaram esse paradigma para demonstrar que o alivio
da dor produz preferéncia condicionada ao lugar (CPP) por um contexto distinto
(REMENIUK et al., 2015; QU et al., 2011; OKUN et al., 2011; DE FELICE et al.,
2013). Em modelo de axotomia de nervo, onde é dificil a avaliacdo de medidas
evocadas, a administracdo intratecal de c | oni di na {adrenérgicb)sot a
administrac@o intra-RVM de lidocaina foi capaz de induzir CPP, demonstrando a
existéncia do componente espontaneo da dor nesse modelo (QU et al., 2011). Em
modelo de dor inflamatéria crbnica pela administracdo de adjuvante completo de
Freund (CFA) na pata foi observado que o tratamento com clonidina espinhal ou
lidocaina na fossa poplitea foi eficaz em produzir CPP (OKUN et al., 2011).

Recentemente estudos que envolvem o sistema trigeminal também
evidenciaram o componente de dor espontanea em diferentes modelos. DE FELICE
et al. (2013) demonstraram em modelo de dor cefalica pela administracdo de
mediadores inflamatérios na dura-mater que 0s animais passavam mais tempo na
camara pareada com a lidocaina administrada intra-RVM. Em modelo de dor
neuropatica trigeminal através da constricdo do nervo infraorbital (CION) foi

demonstrado que induz dor tbnica, a qual foi observada 15 dias ap6s a cirurgia
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através da administracdo de lidocaina intra-RVM (NONES et al., 2017). Além desses
modelos de dor craniofacial, foi observada em modelo de carcinoma facial a
presenca da dor tonica nos animais com tumor, nos quais o tratamento sistémico
tanto com o opidide morfina quanto com o antagonista endotelinérgico bosentana foi
capaz de aumentar o tempo de permanéncia na camara pareada com a droga
(KOPRUSZINSKI, 2016), corroborando os dados do presente estudo, em que esse
paradigma também foi utilizado para revelar a dor ténica nos animais no sexto dia
apos a inoculacéo das células tumorais.

Além disso, 0s nossos resultados demonstraram que o tratamento com
pregabalina foi capaz de induzir CPP apenas no grupo tumor, sugerindo que a
pregabalina é capaz de atenuar a dor tbnica relacionada a essa condicao.
Corroborando essa evidéncia, outros estudos que utilizaram metodologias diferentes
gue permitem avaliar o estado afetivo-motivacional da dor demonstram que a
pregabalina € capaz de reduzir esse aspecto em um paradigma aversivo. O
paradigma de fuga/esquiva de lugar (PEAP) baseia-se no pressuposto de fuga ou
esquiva de um estimulo nocivo, sendo este considerado aversivo, de tal modo
permitindo avaliar o estado afetivo-motivacional da dor (FUCHS e MCNABB, 2012).
Quando esse paradigma foi aplicado em animais com lesdo no cordao espinhal
(SCI), o tratamento com pregabalina resultou em uma reducdo no tempo de
permanéncia no compartimento aversivo (BAASTRUP et al., 2011; GALAN-
ARRIERO et al.,, 2014). Além do PEAP, foi desenvolvido um sistema de conflito
mecanico, um paradigma que utiliza o conflito da estimulacdo mecanica nociva e luz
aversiva, onde o animal pode escapar de um ambiente aversivo e ndo nocivo, mas
sujeito a passar por uma estimulacao nociva, ou esquivar do compartimento nocivo
permanecendo no ambiente aversivo, e foi observado que o tratamento com
pregabalina foi capaz de reduzir a laténcia de escape do compartimento aversivo
(HARTE et al., 2016). Nossos dados corroboram essas evidéncias, e os resultados
em conjunto indicam que o tratamento com a pregabalina € capaz de reduzir a dor
tbnica em diferentes modelos de dor cronica.

Um possivel mecanismo para o efeito no componente emocional da dor é a
capacidade da pregabalina reduzir a atividade neuronal espontdnea no nucleo
central da amigdala direita, uma regido importante para as respostas emocionais
relacionadas a dor (GONCALVES e DICKENSON, 2012; NEUGEBAUER, 2015).

Outro possivel mecanismo para o efeito antinociceptivo da pregabalina € através da
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modulacdo do sistema inibitorio descendente. Sabe-se que o0 sistema
noradrenérgico possui um papel importante no controle inibitério descendente da
dor, onde a ativagcdo do receptor a2-adrenérgico pode reduzir as respostas
nociceptivas (KING et al., 2009; NAVRATILOVA et al., 2015). Tem sido sugerido que
a acdo dos gabapentindides nas vias descendentes resulta na reducdo da atividade
do GABA (acido gama aminobutirico) e aumento dos niveis de glutamato no locus
coeruleos. Essas acdes resultariam no aumento da liberacdo de noradrenalina,
levando a ativacdo do sistema descendente inibitério noradrenérgico promovendo
entdo a liberacdo de noradrenalina no corno dorsal da medula com consequente
ativacdo do receptor U 2adrenérgico pré e pos-sinaptico reduzindo a nocicepcéo
(KREMER et al., 2016).

Os VGCC também estdo relacionados com a fisiopatologia da ansiedade,
pois 0 aumento na liberacdo de neurotransmissores excitatorios como o glutamato
na BLA, vVHPC e BNST, pode mediar as respostas relacionadas a ansiedade (FELIX-
ORTIZ et al., 2013; MICO e PRIETO, 2012; TOVOTE et al., 2015; ZAMPONI et al.,
2015; ZAMPONI, 2016). Estudos prévios demonstraram que o efeito do tipo
ansiolitico do tratamento com a pregabalina € alcancado pela ligacdo com a
subuni da dieibickb2da liberacdo de neurotransmissores (BELLIOTTI et al.,
2005; LOTARSKI et al., 2011). Além disso, sabe-se que a subunidade U2 &
altamente expressa em diversas regides encefalicas, tais como a amigdala, ACC, IC
e PAG que apresentam papel importante ndo somente para a ansiedade, mas
também para a dor (MICO e PRIETO, 2012; STAHL et al., 2013; ZHUO, 2016).
Portanto, é possivel que o papel ansiolitico e analgésico da pregabalina seja devido
a sua habilidade de modular a liberacdo de diferentes neurotransmissores em

substratos neurais comuns para o processamento da dor e da ansiedade.
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que o modelo de carcinoma facial por
inoculacdo de células tumorais Walker-256 em ratos induz comportamento do tipo
ansioso apenas nos animais hiperalgésicos e apos o estabelecimento das respostas
nociceptivas nao evocadas e evocadas. O tratamento agudo com a pregabalina
demonstrou um oOtimo perfil analgésico, especialmente na avaliacdo da dor
espontanea, e ansiolitico em animais com tumor facial. Portanto, nossos dados
sugerem que o tratamento com a pregabalina pode representar uma droga util para
o tratamento da dor e ansiedade em pacientes com cancer de cabeca e pescoco.

Os resultados desse estudo estdo sumarizados na tabela 3

Tabela 3 Avaliagdo comportamental em ratos com tumor facial e influéncia do tratamento com
pregabalina

Teste D3 D6 Pregabalina 30 mg/kg
Comportamento tipo ansioso n h [
Nocicepcéo evocada h h [
Nocicepc¢éo ndo evocada - h [

Os simbolos h, i, n ei indicam aumento, reducdo, sem alteracéo e ndo avaliado, respectivamente.
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