Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
Departamento de Bioquimica
Programa de P6s-Graduaciao em Ciéncias Biologicas:

Bioquimica

EFEITOS ANTINOCICEPTIVOS DAS PURINAS:

ESTUDOS EXPERIMENTAIS E CLINICOS.

TESE DE DOUTORADO

Enderson Dias Alves de Oliveira

Porto Alegre, RS, Brasil

2016

Universidade Federal do Rio Grande do Sul



CIP - Catalogacao na Publicagdo

Dias Alves de Oliveira, Enderson

Efeitos antinociceptivos das purinas: estudos
experimentais e clinicos / Enderson Dias Alves de
Oliveira. -- 2016.

128 f.

Orientador: André Prato Schmidt.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Basicas da
Sauide, Programa de Pds-Graduacao em Ciéncias
Bioldégicas: Bioquimica, Porto Alegre, BR-RS, 2016.

1. Antinocicepgado. 2. Purinas. 3. Dor. 4.
Guanosina. 5. Guanina. I. Prato Schmidt, André,
orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automaética de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
Departamento de Bioquimica

Programa de P6s-Graduaciao em Ciéncias Biologicas: Bioquimica

EFEITOS ANTINOCICEPTIVOS DAS PURINAS:

ESTUDOS EXPERIMENTAIS E CLINICOS.

Enderson Dias Alves de Oliveira

Prof. Dr. André Prato Schmidt

(Orientador)

Tese apresentada ao programa de Pos-graduagao em Ciéncias Biolodgicas:
Bioquimica, como requisito parcial para a obtencdo do titulo de Doutor

em Bioquimica

Porto Alegre, dezembro de 2016



AGRADECIMENTOS

A minha familia, em especial aos meus pais Sonia e Altivo pela luta realizada para
minha formagao desde minha juventude que me proporcionou a continuidade nos estudos
até a chegada a este doutorado, e aos meus irmaos Carlos e Lucien, pelo apoio e incentivo
na busca dos meus objetivos. A todos voc€s meus eternos agradecimentos!

Em especial a minha amada esposa Fernanda pela paciéncia, amor, carinho e intensa
participagcdo durante toda a realiza¢do deste trabalho. Sem duvidas sem vocé nada disso
seria possivel.

Ao meu orientador André, por toda sua compreensao, amizade e pela confianga em
mim depositada, pelos conselhos, questionamentos e discussoes que ajudaram na realizagao
deste trabalho, e sobretudo pela paciéncia em esperar tanto tempo pelo término desta tese.
Um espelho profissional e de ser humano para seguir.

Ao Professor Diogo Souza pela oportunidade de iniciar juntamente com o inicio da
graduacao no mundo cientifico, propiciando esse trabalho e atuando como co-orientador
desta tese, pela paciéncia e viabilidade do trabalho.

Aos meus bolsistas Aecio, Michael e Marcos, pela amizade, pela ajuda
incondicional, pela dedicagdo, pela lealdade, pelo companheirismo, por serem
fundamentais na realizacao dos trabalhos desta tese.

A todos meus amigos da bioquimica, em especial ao Marcelo, Roberto, Luis Valmor,
Diogo Losch, a Lisi, Luciana, Débora e Gisele que de alguma forma contribuiram com este
trabalho. A Cléia e aos demais integrantes da secretaria de pos-graduagao, pelas inimeras

ajudas solicitadas por mim nestes anos, € que foram sempre eficazmente atendidas.

II



Aos meus amigos de fora do meio académico, pela amizade, pela paciéncia, e pela
compreensdo, sempre me apoiando nesses anos de dedicagdao ao doutorado.
Aos membros da banca, pela leitura e exame da presente tese. Agradeco, enfim, a

Universidade Federal do Rio Grande do Sul pela oportunidade.

III



SUMARIO
PARTE I
Prefacio
Lista de Abreviaturas
Resumo
Abstract
Apresentagao
I.1. Introducao
I.1.a. Dor
I.1.b. Transmissao da dor
I.1.c. Transmissdo da dor — Mecanismos periféricos
I.1.d. Dor - Processamento e sensibiliza¢do central
I.1.e. Dor - mediadores quimicos
I.1.f. Dor patologica: dor cronica neuropatica
I.1.g. O sistema purinérgico: Papel na transmissao dolorosa
I.2. Objetivos e estrutura da tese
I.2.a. Trabalhos experimentais com modelos animais
I.2.b. Trabalhos experimentais com modelos humanos
PARTE 11

I1.1. Resultados experimentais com modelos animais

v

02

03

05

06

07

08

08

11

13

15

20

22

27

27

27

30



I1.1.a. Mechanisms involved in the antinociception induced

by spinal administration of inosine or guanine in mice 30
I1.1.b. The antinociceptive effects of guanosine in

inflammatory and neuropathic pain models 43
I1.2. Resultados experimentais com modelos humanos 68

I1.2.a. Clinical effects of allopurinol on perioperative

outcomes in patients undergoing abdominal hysterectomy 68
PARTE III
III.1. Discussao dos resultados 100

II1.1.a. Efeitos antinociceptivos da inosina, da guanina e da guanosina 100

III.1.b. Efeitos antinociceptivos do alopurinol: o papel

do sistema purinérgico 110
II1.2. Consideracoes finais 113
I11.3. Perspectivas 114
I11.4. Referéncias 115



PARTE I

Onde ¢ descrita uma introducao e os objetivos sdo tracados.



PREFACIO

Dentro do abrangente campo da pesquisa em neurociéncias, € mais especificamente
dentro da area da dor, a presente tese de doutorado versa sobre o papel das purinas, em
especial da guanina, da inosina e guanosina, na transmissao da dor.

A tese ¢ dividida em trés partes. A primeira delas ¢ destinada a uma breve revisao a
cerca dos conhecimentos necessarios para o entendimento da segunda parte, onde sdo
apresentados os resultados obtidos através de artigos cientificos. Esta segunda parte da tese
pode ainda ser dividida em dois conjuntos de resultados: o primeiro conjunto abordando os
resultados obtidos através de procedimentos experimentais com animais realizados dentro
do Departamento de Bioquimica da UFRGS; e um segundo conjunto de resultados que foi
obtido através de estudo experimental com humanos, avaliados em um hospital
universitario brasileiro. Por fim, na terceira parte da tese os resultados obtidos sdo um
pouco mais explorados e discutidos, desta vez de forma um pouco mais informal do que a
exigida pelos padrdes atuais adotados na preparagao de manuscritos cientificos. Espero que
esta terceira parte também ajude na integracdo dos resultados e na geracao de perspectivas
para futuras pesquisas.

De uma maneira geral, acredito que ainda temos muito a avancar na descoberta de
novos farmacos no tratamento da dor. Creio que esta tese demonstra, ainda que de maneira
incipiente, uma tentativa de propor novos farmacos ou mesmo novos alvos para

desenvolvimentos de alternativas terapéuticas mais eficazes no tratamento da dor.



LISTA DE ABREVIATURAS
AMPA - 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato
ADP — adenosina-5’-difosfato
AMP — adenosina-5’-monofosfato
AMPc — adenosina-3’,5’-monofosfato-ciclico
ATP — adenosina-5’-trifosfato
CGRP - peptideo relacionado ao gene da calcitonina
GABA - 4cido gama-aminobutirico
GMP — guanosina-5’-monofosfato
GMPc — guanosina 3’,5’-monofosfato-ciclico
GDP - guanosina-5’-difosfato
GTP — guanosina-5’-trifosfato
1.c.v. — intracerebroventricular
1.p. — intraperitoneal
1.t. — intratecal
LCR - liquido cefalorraquidiano
MAPK - proteina cinase ativada por mitégeno
NMDA — N-metil-D-aspartato
NGF - fator de crescimento neural
PAF — fator de ativacao plaquetario
PKA — proteina cinase A
PKC — proteina cinase C

SNA — sistema nervoso autobnomo



SNC — sistema nervoso central
SNP — sistema nervoso periférico

TNF-a — fator de necrose tumoral alfa



RESUMO

(DE OLIVEIRA EDA — EFEITOS ANTINOCICEPTIVOS DAS PURINAS: ESTUDOS
EXPERIMENTAIS E CLINICOS) — Os objetivos da presente tese de doutorado foram os
de investigar o papel das purinas, em especial da guanina, da inosina e da guanosina, na
nocicep¢ao e compreender os mecanismos responsaveis pelos efeitos extracelulares desses
compostos. Os resultados estdo divididos em trés partes, de acordo com sua natureza, em
revisdo da literatura (parte um), experimental, em animais e em humanos (parte dois) e
discussao (parte trés). Para o desenvolvimento da primeira parte, uma extensa revisao da
literatura em relacdo ao papel extracelular das purinas na nocicep¢do foi realizada. Na
segunda parte desta tese, procedimentos experimentais em animais demonstraram que a
guanina ¢ a inosina administradas por via intratecal, sdo antinociceptivas em diversos
modelos de dor, além da guanosina administrada via intraperitoneal com seu efeito
antinociceptivo em modelo de dor neuropatica em camundongos. A administragao
intratecal de guanina e inosina causou um aumento significativo nos niveis de inosina e
oxipurinas no liquido cefalorraquiano (LCR). Os niveis de guanina no LCR ndo foram
detectados de forma acurada através da presente metodologia cromatografica. Diversos
testes comportamentais demonstraram o baixo potencial de toxicidade apresentado pelas
purinas administradas por via intratecal. A seguir, os mecanismos de acao envolvidos nos
efeitos antinociceptivos da guanina e da inosina foram investigados através de métodos
farmacologicos, demonstrando que ambos parecem compartilhar mecanismos semelhantes,
envolvendo a ativagdo de receptores adenosinérgicos. Também demonstramos que o
alopurinol, um derivado das purinas e inibidor da xantina oxidase normalmente utilizado
para o tratamento de hiperuricemia, também produziu efeito analgésico em pacientes em
pos-operatorio imediato de histerectomia abdominal, além de apresentarem aumento de
xantina e diminui¢ao de acido urico no LCR. Apesar da utilizagdo clinica das purinas ser
demasiadamente precoce, podemos inferir que a utilizacdo de alopurinol poderia ser uma
excelente estratégia para testar nossas hipdteses, pois demonstra a vantagem de estar
aprovado para uso comercial, apresentar boa tolerabilidade e baixo custo. Os resultados
apresentados nesta tese ratificam o papel das purinas nos mecanismos de transmissdo da
dor e um novo papel para a guanina, a inosina € a guanosina ¢ proposto: a modulacao da
dor. Diversos derivados purinérgicos sao alvos para desenvolvimento de novos farmacos e
podem ser uteis no tratamento de dor relacionada a hiperestimulacio do sistema
adenosinérgico e glutamatérgico.



ABSTRACT

(DE OLIVEIRA EDA - ANTINOCICEPTIVE EFFECTS OF PURINES:
EXPERIMENTAL AND CLINICAL STUDIES) — The aim of this thesis was to investigate
the role of purines, especially guanine, inosine and guanosine, against the nociception and
to understand the mechanisms responsible for the extracellular effects of these compounds.
The results are divided into three parts, according to their nature, in review of the literature
(part one), experimental, in animals and humans (part two) and discussion (part three). For
the development of the first part, an extensive review of the literature regarding the
extracellular role of purines in the nociception was performed. In the second part of this
thesis, experimental procedures in animals demonstrated that guanine and inosine
administered intrathecally are antinociceptive in several models of pain. Additionally,
guanosine, administered intraperitoneally, produced antinociceptive effects in a model of
neuropathic pain in mice. Intrathecal administration of guanine and inosine caused a
significant increase in inosine and oxypurine levels in the cerebrospinal fluid (CSF). The
levels of guanine in the CSF were not accurately detected by the present chromatographic
methodology. Several behavioral tests have demonstrated the low toxicity potential of
intrathecal purines. Furthermore, the mechanisms of action involved in the antinociceptive
effects of guanine and inosine have been investigated through pharmacological methods,
demonstrating that both seem to share similar mechanisms, involving the activation of
adenosinergic receptors. We also demonstrated that allopurinol, a purine derivative and
xanthine oxidase inhibitor commonly used for the treatment of hyperuricemia, also
produced an analgesic effect in patients in the immediate postoperative period of abdominal
hysterectomy, in addition to increased xanthine and decreased uric acid in the CSF.
Although the clinical use of purines is too premature, we can infer that the use of
allopurinol could be an excellent strategy to test our hypotheses, since it demonstrates the
advantage of being approved for commercial use, presenting good tolerability and low cost.
The results presented in this thesis confirm the role of purines in pain transmission
mechanisms and a new role for guanine, inosine and guanosine is proposed: pain
modulation. A number of purinergic derivatives are targets for the development of novel
drugs and may be useful in the treatment of pain related to hyperstimulation of the
adenosinergic and glutamatergic system.



APRESENTACAO

Esta tese de doutorado apresenta os resultados sob a forma de artigos cientificos, as
secoes Materiais e Métodos, Resultados, Discussao e Referéncias bibliograficas encontram-
se nos proprios artigos. Os itens Introducao, Discussao e Conclusdes encontradas nesta tese
apresentam interpretacdes € comentarios gerais sobre todos os artigos cientificos contidos
neste trabalho. As Referéncias Bibliograficas referem-se somente as citacdes que aparecem
nos itens Introducao e Discussao desta tese.

Detalhes técnicos mais precisos sobre a metodologia empregada em cada trabalho

podem ser encontrados nos artigos cientificos correspondentes.



I.1. INTRODUCAO

I.1.a. Dor

A dor € uma das grandes preocupagdes da humanidade, uma sensagdo desagradavel
da pele ou de outros 6rgaos expostos a dano ou estimulos nocivos. O homem sempre tentou
esclarecer as razdes que justificassem a ocorréncia da dor e com isso oferecer estratégias de
tratamento para seu controle. Componente fundamental da homeostase, a dor tem como seu
proposito inicial alertar sobre estimulos que podem provocar lesdo tecidual, permitindo que
mecanismos de defesa ou fuga sejam adotados [Millan, 1999; Julius e Basbaum, 2001].

Entretanto, a dor pode perder seus propdsitos protetores, tornar-se persistente ou
cronica em determinadas situagdes, no qual o organismo nao ¢ mais capaz de produzir
resolucdo da lesdo ou quando sdo estabelecidos mecanismos adaptativos inadequados
[D’Mello e Dickenson, 2008]. Estas alteracdes neuroplasticas podem ocorrer em diversas
situagdes como apos lesao ou disfuncdo nervosa (dor neuropatica) [Zhuo, 2007]. Nestes
casos, os pacientes apresentam dor de caracteristica persistente, em virtude de altera¢ao no
processamento sensorial, associada a hiperalgesia (percep¢dao exagerada de estimulos
dolorosos) e alodinia (estimulos in6cuos gerando resposta dolorosa) [Millan, 1999]. Devido
ao intenso sofrimento e dificil tratamento desse tipo de dor, como queda da qualidade de
vida e diminui¢ao da capacidade funcional, torna-se um grande desafio o seu controle
[Zimmermann, 2001]. Além disso, os custos dos quadros dolorosos agudos e
principalmente cronicos sao elevados, tanto custo direto (gastos em satude), quanto indireto
(faltas ao trabalho, licengas médicas, etc). Em virtude disso, ¢ fundamental o entendimento

da fisiopatologia da dor a fim de buscar novas alternativas terapéuticas.



A dor possui um carater multifatorial, envolvendo componentes sensoriais,
cognitivos e emocionais [Julius e Basbaum, 2001]. Segundo a Associacao Internacional
para o Estudo da Dor (IASP), ¢ definida como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada com lesdo tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tais
danos [Loeser e Melzack, 1999]. Sua transmissdao ao longo do sistema nervoso apresenta
extensa modulagdo, principalmente no cérebro [Stucky et al., 2001]. Considerando estes
aspectos, o componente sensorial da dor pode ser definido como nocicepcao, que representa
a sensacao determinada pela estimulagdo de receptores presentes nas fibras aferentes
primarias [Millan, 1999]. Enquanto a dor envolve a percepgao e interpretacao de estimulos
nocivos, a nocicepcao corresponde as manifestacdes neurofisioldgicas e neuroquimicas
geradas pelo estimulo nocivo. Logo, a avaliagdo da dor em modelos animais ¢ feita de
forma indireta através de respostas comportamentais, resultando em modelos de nocicepgao
[Millan, 1999].

A classificagdo da dor pode ser em eventual ou transitoria, aguda e cronica. Dor
eventual ¢ transmitida pelos nociceptores periféricos e nao esta relacionada a um estimulo
nocivo ou lesdo significativos (exemplo: uma vacina, venoclise, etc). Dor aguda estd
relacionada a algum estimulo nocivo com substancial lesdo tecidual (queimadura, incisao
cirirgica, etc), onde nociceptores, conecgdes nervosas no sistema nervoso central (SNC) e
sistema nervoso auténomo (SNA) ja estdo envolvidos. J& a dor cronica trata-se da dor que
persiste mesmo apos o processo de cicatrizagdo do organismo ou, muitas vezes, nem esta
relacionado a processo nocivo detectado (fibromialgia, neuralgia pds-herpética, etc) [Millan,
1999]. Entretanto, ndo ¢ apenas a duragcdo que caracteriza o tipo de dor, mas também a
capacidade do organismo de reparar o sitio de lesdo e o processamento neural responsavel

pela transmissdo dolorosa [Hill, 2001]. A dor apresenta diversos componentes, desde a



sensibiliza¢dao da periferia pelo estimulo nocivo (nocicepcao) até alteragdes neuroplasticas
adaptativas, tais como sensibilizagdo central, alteracdes na capacidade modulatéria de
neurdnios inibitérios na medula espinhal, reorganizagdo do circuito neuronal e vias
nervosas, entre outras alteragdes [Millan, 1999; Hill, 2001; Zimmermann, 2001]. Estas
peculiaridades da transmissdo dolorosa geram comportamentos dolorosos diversos que
podem ser, por exemplo, de retirada no caso de um estimulo agudo ou de posicao antalgica
em quadros dolorosos cronicos. [Apkarian et al., 2008].

Quanto a sua origem, a dor pode ser classificada em quatro tipos principais: i. Dor
nociceptiva: originada da estimulagdo excessiva dos nociceptores localizados na pele e
alguns outros o6rgaos; ii. Dor neurogénica: desencadeada por dano do tecido neuronal na
periferia ou no SNC; iii. Dor neuropatica: ocasionada por disfun¢dao ou lesdo nervosa; iv.
Dor psicogénica: nao causada por fonte somatica detectavel e pode refletir forte influéncia
de fatores psicologicos [Millan, 1999].

Alguns fatores como novos habitos de vida, maior longevidade, prolongamento da
sobrevida de doentes portadores de afeccdes letais, modificagdes ambientais, e,
principalmente, maior diagndstico e reconhecimento dos quadros dolorosos, tenham
provavel influéncia na ocorréncia crescente de dor, especialmente cronica [Tunks et al.,
2008]. No Brasil e em outros paises, até 50% dos individuos procuram clinicas médicas
devido ao sintoma dor [Rocha et al., 2007; Nampiaparampil, 2008; Tunks et al., 2008].
Mais de 70% dos pacientes que buscam os consultdrios brasileiros por motivos diversos, a
queixa de dor esta presente, sendo a razdo de consultas médicas em um ter¢o dos casos
[Rocha et al., 2007]. Esses argumentos enfatizam a importancia da busca de elementos que
permitam uma melhor abordagem da dor aguda e cronica. Considerando que a dor ¢ um

evento altamente complexo, provavelmente nunca teremos um tratamento Unico e ideal
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para todos os pacientes e afeccdes clinicas. Portanto, a necessidade de investigacao de
novas terapéuticas adjuvantes ¢ extremamente importante, buscando maior conhecimento
de neurofarmacologia e de fisiopatologia da dor, possibilitando novas modalidades de

tratamento, principalmente para os quadros mais refratarios.

I.1.b. Transmissao da dor

Em 1965, Melzack e Wall publicaram a primeira importante publicagdo sobre os
mecanismos de transmissao dolorosa, a famosa “teoria dos portdes", que procura explicar
como ocorre a diferenciagdao entre estimulos sensoriais nocivos (dor) e nao-nocivos (tato)
[Melzack e Wall, 1965]. A publicacao desta teoria voltou a atengdo dos pesquisadores para
novas descobertas nos mecanismos de transmissdo da dor, que hoje se encontram muito
mais complexos do que a teoria inicial. A fundagdo de 6rgaos para estudar e divulgar o
tema (IASP) e a criagdo de periodicos especificos para divulgar o conhecimento na area
contribuiram de forma significativa para o estado atual do conhecimento. A formagao
médica tem cada vez mais discutido o tema, colaborando para o avanco de novos
conhecimento sobre mecanismos de transmissdo dolorosa, fundamental no
desenvolvimento de novas terapé€uticas.

O primeiro passo na sequéncia dos eventos que originam o fendomeno doloroso ¢ a
transformagao dos estimulos agressivos em potenciais de acdo que, das fibras nervosas
periféricas, sdo transferidos para o sistema nervoso central [Zhang e Bao, 2006]. Os
receptores especificos para a dor estdo localizados nas terminagdes de fibras nervosas Ao e
C [Fitzgerald, 2005] e, quando ativados, sofrem alteracdes na sua membrana, permitindo a

deflagracdo de potenciais de agdo. As terminagdes nervosas das fibras nociceptivas Ad e C
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(nociceptores) sao capazes de traduzir um estimulo nocivo (de natureza térmica, quimica ou
mecanica) em estimulo elétrico que serd transmitido até o sistema nervoso central através
da medula espinhal e interpretado no cértex cerebral como dor [Wood, 2004]. As fibras Ao
sdao mielinizadas e as fibras C nao sdo mielinizadas e possuem a capacidade de transmitir
estimulos dolorosos em diferentes velocidades. As fibras Ad (2 a 6 mm de didmetro), em
fun¢do da presenca da bainha de mielina, transmitem o estimulo doloroso de forma rapida
(12 a 30 m.s™), enquanto as fibras C (0,4 a 1,2 mm de didmetro) sdo responsaveis pela
transmissdo lenta da dor (0,5 a 2 m.s™). [Schaible, 2007]. Também ¢ relevante citar as
fibras Af, caracterizadas por serem mais espessas (mais de 10 mm de diametro),
mielinizadas e de condugdo rapida (30 a 100 m.s™), que normalmente ndo participam da
transmissao da dor, entretanto, caso ocorram alteracdes neuroplésticas, estas fibras podem
auxiliar no processo de amplificagdo da dor em nivel medular [Millan, 1999; D’Mello e
Dickenson, 2008].

Estimulos como mudanga de temperatura, lesao tecidual direta, hipdxia e isquemia,
entre outros, sensibilizam os nociceptores. Alguns deles permanecem silentes durante
estimulos de menor intensidade, mas sdo ativados em situacdes especificas como na
inflamacao, amplificando a resposta dolorosa [Julius e Basbaum, 2001]. A maioria das
fibras C sdao polimodais, isto €, sdo ativadas por estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos,
ja4 algumas delas s3o insensiveis a estimulos mecanicos, mas respondem a estimulos
térmicos. Essas fibras sdo classificadas de acordo com a presenca de peptideos e a
localizagao dos terminais sindpticos no corno dorsal da medula espinhal em fibras C
peptidérgicas e nado-peptidérgicas. As fibras C nado-peptidérgicas expressam receptores

purinérgicos do tipo P,X3 e receptores para o fator neurotrofico derivado da glia (GDNF),
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apresentando terminais sinapticos localizados mais internamente na substancia gelatinosa
da medula espinhal (lamina II). As fibras peptidérgicas contém peptideos como a
substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e expressa receptores
para o fator de crescimento neural (NGF), apresentando terminais sinapticos em regioes
mais externas no corno dorsal da medula espinhal (Iamina I) [Millan, 1999]. As fibras Ad
respondem principalmente a estimulos nocivos de origem mecanica e térmica, e
apresentam-se subdivididas de acordo com o limiar de temperatura para a transmissao do

estimulo através das vias ascendentes [Millan, 1999].

I.1.c. Transmissao da dor — Mecanismos periféricos

Algogénicos sao substancias quimicas presentes nos tecidos e que podem
sensibilizar os nociceptores, entre eles se destacam: acetilcolina, bradicinina, histamina,
serotonina, leucotrieno, substancia P, fator de ativacao plaquetario (PAF), ions potassio e
hidrogénio, prostaglandinas, tromboxanos, interleucinas, fator de necrose tumoral (TNF-a),
fator de crescimento neural (NGF) e monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) [Wood,
2004]. Quando o estimulo provoca a lesdo tecidual, hd o desencadeamento de processo
inflamatoério seguido de reparacdo. As células lesadas também liberam diversas enzimas de
seu interior, que no ambiente extracelular degradam &cidos graxos e formam cininas, tais
como a bradicinina. Esta provoca intensa dilatacdo arteriolar e aumento da permeabilidade
capilar, contribuindo para a propaga¢ao da reacao inflamatodria [Millan, 1999; Huang et al.,
2006]. Associado a este processo, fosfolipase A desencadeia a liberagdo de 4cido
araquidonico na membrana celular. Este ¢ metabolizado através de sistemas enzimaticos,

produzindo: 1. prostaglandinas, tromboxanos, e prostaciclinas (cicloxigenase); ii.
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leucotrienos e lipoxinas (lipoxigenase); iii. os produtos da via da epoxigenase (citocromo P-
450). Essas substancias promovem a diminuicdo do limiar de excitabilidade dos
nociceptores [Huang et al., 2006].

A substancia P e a neurocinina A produzem vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade vascular, contribuindo também para a geragdo e manutengdo do processo
inflamatério. A bradicinina, a prostaglandina E;, o NGF e as interleucinas também exercem
papel fundamental nos mecanismos de sensibilizagdo periférica a dor. A prostaglandina e a
bradicinina causam alteragdes em receptores especificos (TRPV;) acoplados a canais
16nicos ligante-dependente via ativacdo do AMPc, e das proteinas cinases A (PKA) e C
(PKC), reduzindo o tempo pés-hiperpolarizagdo da membrana neural, causando redugao do
limiar para disparo da fibra nervosa. O NGF e outras neurotrofinas aumentam a sintese, o
transporte axonal anterogrado e quantidade de substancia P e CGRP nas fibras C e reduzem
a atividade do acido gama-aminobutirico (GABA) nas terminagdes nervosas periféricas e
centrais [Hill, 2001; Julius e Basbaum, 2001]. As neurotrofinas provocam mudangas nos
receptores TRPV, de fibras Ad acoplados a canais idnicos ligante-dependente e acionam as
proteinas cinases ativadas por mitogenos (MAPK) que podem fosforilar o AMPc e iniciar a
transcrigdo genética responsavel por alteracdes fenotipicas, as quais contribuem para a
amplificacao da eficacia sinaptica [Hill, 2001; Julius e Basbaum, 2001]. A persisténcia da
agressao causa modificacdes no sistema nervoso periférico e sensibilizagdo de fibras
nervosas, com consequente ativacdo de nociceptores silentes, hiperalgesia e aumento dos
niveis de AMPc e calcio nos nociceptores. Esse fenomeno ocorre por agdo dos mediadores
inflamatérios e consequente atividade espontanea dos neuronios, aumento da resposta a

estimulos supraliminares e diminui¢cdo do limiar de ativagao dos nociceptores [Huang et al.,
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2006]. Apo6s a liberagdo dos mais diversos mediadores quimicos da lesdo, os nociceptores
desenvolvem descargas espontaneas, tornando-se capazes de responder de maneira intensa
a estimulos nociceptivos e nao-nociceptivos [Huang et al., 2006].

Em vista disso, a agressao tecidual resulta na liberacdo de diversos mediadores
quimicos que culminam em alteragdes na permeabilidade vascular, no fluxo sanguineo
local e producao dos sinais classicos inflamatorios de rubor, calor, dor, tumor e impoténcia
funcional. Tem inicio o processo de sensibilizagao periférica com consequente exacerbagao
da resposta ao estimulo doloroso. Os mediadores periféricos levam a despolarizacao da
membrana neural por tempo prolongado, com consequente aumento da condutividade dos
canais de sédio e célcio e reducao do influxo de potassio e cloro para o meio intracelular.
Em situacdes onde este evento seja prolongado, alteragdes neuroplasticas em nivel central

podem ocorrer, desencadeando os mecanismos de sensibilizacao central [ Apkarian, 2008].

I.1.d. Dor - Processamento e sensibilizacao central

A liberagao de diversos medidores algogénicos consequente a lesdo periférica
desencadeiam um processo de transmissdo do estimulo doloroso até niveis mais centrais
[Millan, 1999]. Essa transmissdo dos estimulos nocivos através da medula espinhal nao ¢
um processo passivo. A interagdo entre os circuitos intramedulares t€ém a capacidade de
alterar o estimulo e a consequente resposta dolorosa, o que determinara as mensagens que
atingirdo o cortex cerebral [Zhang e Bao, 2006]. Estudos clinicos e experimentais tém
demonstrado que estimulos nocivos provocam alteragdes no sistema nervoso central,
modificando os mecanismos desencadeados pelos estimulos aferentes. A estimulacdo

persistente de nociceptores provoca dor espontanea, reducdo do limiar de sensibilidade,
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hiperalgesia — primaria e secundaria - e alodinia. A hiperalgesia primaria ¢ conceituada
como sendo o aumento da resposta ao estimulo doloroso no local da lesdo, enquanto a
hiperalgesia secundaria ¢ aquela que se estende para areas adjacentes. A presenga de todos
esses elementos sugere que a sensibilizagdo periférica ndo ¢ o tnico fendmeno responsavel
por todas essas mudancas e que deve haver envolvimento do SNC neste processo [Zhuo,
2007].

Os impulsos nociceptivos sdao transmitidos através de aferentes primarios até o
corno dorsal da medula espinhal - 4rea primaria de recebimento da maioria das informacdes
sensoriais [D'Mello e Dickenson, 2008], o qual ¢ dividido morfologicamente e
funcionalmente em laminas com base em sua citoarquitetura, sendo que cada lamina se
caracteriza por receber diferentes tipos de informagdes [Millan, 1999]. As fibras aferentes
primarias do tipo Ad e C realizam suas sinapses primarias nas laminas mais superficiais,
ocorrendo integracdo dos impulsos nervosos no corno dorsal da medula espinhal com
diferentes projecdOes em territorios superiores, como estruturas subcorticais e corticais
[Fitzgerald, 2005].

Entretanto, ¢ importante ressaltar o papel fundamental de mecanismos inibitorios
endogenos presentes em nosso organismo. Além da existéncia de mediadores quimicos
endogenos de carater antinociceptivo, diversas estruturas espinhais e supra-espinhais
descendentes modulam fortemente a resposta dolorosa [Zhang e Bao, 2006; Yoshimura e
Furue, 2006]. Esta modulacao se da através de vias descendentes provenientes de diversas
estruturas do SNC como o talamo, tronco cerebral, hipotalamo, cortex, niucleo magno da
rafe, substancia cinzenta periaquedutal, entre outras estruturas superiores [Yoshimura e

Furue, 2006]. As vias descendentes modulam a resposta dolorosa através de agdes sobre as

16



vias aferentes primarias e sobre interneurdnios inibitorios e excitatorios em nivel medular.
Estas vias sdo provenientes principalmente do tronco cerebral até a medula espinhal e sao
predominantemente de carater noradrenérgico e serotoninérgico [Yoshimura e Furue, 2006].
Estudos eletrofisiologicos demonstraram diversas caracteristicas inibitorias das vias
noradrenérgicas e serotoninérgicas, dentre elas hiperpolarizam diretamente os neurdnios
situados no corno dorsal da medula, inibem a liberagdo de glutamato de fibras aferentes Ad
e C e aumentam a liberacdo de GABA e glicina proveniente de interneurdnios inibitérios na
medula espinhal. Apesar de efeitos excitatorios terem sido descritos e relacionados a estas
vias, o efeito predominante ¢ antinociceptivo, demonstrando, portanto, o papel fundamental
destas vias de transmissdo nervosa descendente no controle enddgeno da dor [Yoshimura e
Furue, 2006].

Contudo, se o estimulo periférico for suficientemente sustentado ou intenso, ou em
determinadas ocasioes, ocorrer uma disfun¢ao intrinseca das vias de transmissao dolorosa,
fendmenos neuroplasticos reversiveis ou até irreversiveis podem ocorrer em nivel central
[Zhuo, 2007]. Neste caso, comegam a ocorrer mecanismos de sensibilizagdo central, que
podem, em muitas situagdes, desencadear sindromes dolorosas cronicas altamente
refratarias [Tunks et al., 2008]. Esta sensibilizagdo central implica em alteragdes dos
impulsos periféricos, com adaptagdes positivas ou negativas podendo ocorre redugdao do
limiar ou aumento da resposta aos impulsos aferentes, descargas persistentes apds estimulos
repetidos e ampliacdo dos campos receptivos de neurdnios do corno dorsal. Impulsos
repetidos em fibras C amplificam sinais sensoriais em neurdnios espinhais, enviando

mensagens para o encéfalo [Zhuo, 2007].
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ApoOs a agressao tecidual, hd liberagdo de neurotransmissores, como substancia P,
somatostatina, CGRP, neurocinina A, glutamato e aspartato, substancias essas que estdo
relacionadas com a ativacdo de potenciais pos-sinapticos excitatdrios [Millan, 1999].
Estimulos frequentes dos aferentes geram a soma dos potenciais de acdo e consequente
despolarizagao pos-sinaptica cumulativa. O aumento do calcio tem como consequéncia a
ativacdo da enzima 6xido nitrico sintase e a estimulacao da transcri¢do de proto-oncogenes,
que sdo genes localizados no SNC e estdo envolvidos na formacdo de dinorfinas e
encefalinas. As encefalinas tém acdo antinociceptiva e estdo envolvidas no processo de
redu¢do da neuroplasticidade e hiperalgesia. Entretanto, as dinorfinas t€ém um efeito mais
complexo, ja que possuem agdo algogénica e antinociceptiva dependendo da situagao.
Estudos recentes t€ém sugerido que a ativagao do c-fos e c-jun promove a transcricdo de
RNAm responsavel pela sintese de proteinas fundamentais, as quais estdo envolvidas na
alteracdo da expressdo fenotipica e, consequentemente, na perpetuagdo da
hipersensibilidade neuronal [Delander et al., 1997; Jongen et al., 2005].

Os neuropeptideos como a substancia P e o CGRP ligam-se aos receptores para
neurocininas do tipo NK; e NK,, enquanto as neurotrofinas possuem como receptores as
tirocinases tipo A e B (trkA, trkB) [Hill e Oliver, 2007]. Apds a liberagao de aminoacidos
excitatorios, peptideos e neurotrofinas e sua interacdo com receptores especificos, ha a
ativacdo de segundos mensageiros, do tipo AMPc, PKA, PKC, fosfatidil-inositol,
fosfolipase C, fosfolipase A,. Apds ativagdo suficientemente intensa e persistente dos
receptores glutamatérgicos do tipo AMPA, inicia-se a ativagdo de receptores NMDA. Isto
promove a abertura de canais de céalcio, aumentando o influxo de ions calcio e a producao

de prostaglandinas e oOxido nitrico. Estes migram do intracelular em direcio a fenda
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sindptica e estimulam a liberacdo de glutamato, aspartato, substincia P e CGRP,
contribuindo para a amplia¢ao do processo algico [Birklein e Schmelz, 2008].

Os mecanismos que contribuem para o aumento da eficacia da transmissao sinaptica
podem ser decorrentes da fosforilagdo dos receptores de membrana e das alteragdes no
tempo de abertura dos canais i6nicos, ou da formacdo e do transporte de substancias
excitatorias do interior da célula para a fenda sinaptica. Além disso, no corno dorsal da
medula espinhal, as proteinas cinases ativadas por mitdégenos (MAPK) modulam a
fosforilagdo dos receptores NMDA e AMPA, amplificando a resposta nociceptiva. A
facilitagdo de longo termo envolve a ativacdo de fatores de transcricdo e alteragcdes na
transcricdo. Os fatores de transcricdo modulam a relagdo entre o complexo receptor-
neuromediador e as alteragdes na expressdo génica [Zhuo, 2007]. Durante o
estabelecimento do fenomeno de sensibilizagdo central na dor neuropatica, através do que
chamamos de excitotoxicidade (toxicidade mediada pelo glutamato), ocorre morte de
neurdnios inibitorios. Isto contribui de forma significativa para a manutencao do quadro
doloroso em longo prazo [Zhuo, 2007].

Recentemente, estudos tem demonstrado o papel das células gliais nos mecanismos
de transmissao e manuten¢ao da dor, principalmente em se tratando de dor cronica de
origem neuropatica [Gao e Ji, 2010, ; Gosselin et al., 2010]. Em vista disso, as células gliais,
predominantemente os astrocitos espinhais, estdo relacionados ao estimulo doloroso
prolongado devido a sua associacdo com os sistemas purinérgico e glutamatérgico

conforme demonstrado em estudos prévios [Ohara et al., 2009; Sweitzer e De Leo, 2011].

19



I.1.e. Dor - mediadores quimicos

Os mediadores quimicos sdo responsaveis pela multiplicidade e complexidade de
eventos que ocorrem durante a transmissao dolorosa periférica e central, por acao direta ou
indireta [Fiirst, 1999; Millan, 1999]. Os principais mediadores quimicos envolvidos nestes
processos sdo: prostaglandinas, leucotrienos, aminoacidos excitatorios (glutamato e
aspartato), purinas (ATP), noradrenalina, serotonina, dopamina, 6xido nitrico, cininas,
taquicininas, substancia P, CGRP, galanina, colecistocinina, peptideo vasoativo intestinal,
citocinas, fatores troficos neurais, entre outros [Millan, 1999]. Dentre os principais
mediadores quimicos relacionados a transmissao € manutencao da dor, abordaremos apenas
os mais relevantes e envolvidos diretamente na realizacao desta tese. Sao eles: glutamato e
as purinas. Considerando que a presente tese enfatiza revisar a influéncia do sistema
purinérgico nos mecanismos de transmissdo dolorosa, as substincias derivadas deste
sistema (purinas) serao abordadas em item a parte posteriormente.

O glutamato ¢ considerado o principal neurotransmissor excitatério no SNC de
humanos e mamiferos em geral [McLennan e Liu, 1982]. Baseados em estudos de biologia
molecular e eletrofisiologia, de especificidade para agonistas e antagonistas e de
acoplamento com sistemas de segundos mensageiros, receptores glutamatérgicos podem ser
classificados em dois grandes grupos: ionotropicos e metabotropicos. Receptores
ionotropicos sao canais i6nicos modulados por agonistas (NMDA, AMPA, cainato);
receptores metabotropicos sdo acoplados a sistemas de segundos mensageiros através de
proteinas G [Danbolt, 2001; Bleakman et al., 2006]. Descrigdes completas dos receptores
envolvidos com a transmissdo glutamatérgica estdio amplamente divulgadas na literatura

[Ozawa et al., 1998; Bleakman et al., 2006; Neugebauer, 2007].
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A ativacdo de receptores glutamatérgicos metabotropicos € ionotropicos por
glutamato, aspartato ou agonistas dos receptores, podem modular a atividade de varias
enzimas (adenilato ciclase, guanilato ciclase, fosfolipase C) e fluxos i6nicos transmembrana.
A modulacao destes efetores altera os niveis de segundos mensageiros especificos (AMPc,
digliceridios e fosfo-inositdis) e variagdes de niveis i0nicos intracelulares, que especificam
respostas celulares a ativacdo de receptores glutamatérgicos [Bleakman et al., 2006;
Neugebauer, 2007].

Além disso, o glutamato tem demonstrado papel essencial na transmissao de
estimulos dolorosos [Bleakman et al., 2006]. Novas evidéncias farmacologicas,
eletrofisiologicas, € comportamentais tém surgido embasando a hipotese de que os
receptores glutamatérgicos apresentam papel fundamental nas vias de dor e que modulagao
destes receptores pode ser terap€utica efetiva para tratamento de quadros dolorosos
cronicos [Bleakman et al., 2006]. Os receptores AMPA e NMDA para glutamato t€ém sido
implicados na geracdo de estados centrais de hipersensibilidade e potenciam a transmissao
de estimulos nocivos [Millan, 1999]. Estudos tém demonstrado que os receptores
glutamatérgicos estao criticamente envolvidos na transmissao nociceptiva aferente primaria,
tanto no desenvolvimento quanto na manutencdo da nocicepc¢ao [Coggeshall e Carlton,
1997; Bleakman et al., 2006]. Resumidamente, o estimulo nocivo ocorre na periferia e
desencadeia um potencial de acdo transmitido até sinapses centrais no corno dorsal da
medula espinhal. Este potencial de acao desencadeia a liberagdo de neurotransmissores
excitatorios, primariamente o glutamato e secundariamente o aspartato, conhecidos como
aminoacidos excitatérios. A frequéncia e a duragdo dos estimulos conduzidos até¢ a medula
espinhal determinam fendmenos de nocicepgao com finalidade biologica (protetora) ou sua

transformagao em estados patologicos (dor persistente ou cronica).
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Neste contexto, substancias capazes de bloquear os receptores glutamatérgicos
ionotropicos € metabotropicos apresentam importante efeito antinociceptivo em diferentes
espécies de mamiferos, inclusive em humanos [Wiech et al., 2004]. Antagonistas dos
receptores de glutamato como cetamina e MK-801 podem atenuar estados dolorosos
relacionados a reacao inflamatoria, dano tecidual agudo, isquemia ou dano nervoso [Wiech
et al., 2004]. Entretanto, a grande limitagcdo para o seu uso clinico sdo os efeitos adversos
intoleraveis que muitos destes farmacos acarretam como sedacgdo, disforia, alucinagdes,
distarbios motores, entre outros [Gardoni e Di Luca, 2006]. Portanto, a busca por novos
farmacos que modulem a atividade glutamatérgica anormal e apresente menor perfil de

efeitos adversos € constante.

I.1.f. Dor patoldgica: dor cronica neuropatica

A defini¢ao de dor neuropatica ¢ a de dor decorrente de lesao ou disfuncao do nervo
como consequéncia de lesdo ou doenga do sistema somestésico [Zimmermann, 2001].
Apresenta um mecanismo biologico pouco esclarecido, envolvendo diversos medidores
quimicos e imunes [Campbell e Meyer, 2006]. Apesar dos mecanismos desencadeadores da
dor neuropatica ainda ndo estarem completamente esclarecidos, excitabilidade aumentada,
vias inibitérias com atividade reduzida e neuroplasticidade com mudanca fenotipica na
organizacdo celular, estdo envolvidos em alteragdes medulares apos lesdo nervosa. Em
virtude disso, ocorre a produgdo e liberacdo de mediadores quimicos, que desencadeiam
uma cascata de eventos que mantem o potencial de agdo. Por tratar-se de um evento cronico,
uma das principais caracteristicas desta doenga ¢ a ocorréncia de eventos neuroplasticos

relacionados a alteragdes gé€nicas de receptores, neurotransmissores € neuromoduladores,
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canais i10nicos, proteinas intracelulares, entre outras [Woolf e Thompson, 1999; Willis,
2001; Binns et al., 2005; Zhuo, 2007].

Apos ativacao suficientemente intensa e persistente de receptores AMPA, inicia-se a
ativacdo de receptores NMDA com aumento do influxo de ions calcio. No inicio do
processo de sensibilizagdo central, os interneuronios inibitorios, com a liberacao dos
neurotransmissores GABA e glicina, ainda permanecem ativos e modulam negativamente a
dor. Durante o estabelecimento do fendomeno de sensibilizagdo central, através do que
chamamos de excitotoxicidade (toxicidade mediada pelo glutamato), ocorre morte de
neurdnios inibitorios. Isto contribui de forma significativa para a manutencao do quadro
doloroso em longo prazo. Apds este processo inicial, sinapses aberrantes ocorrem na
medula (neuroplasticidade e memoria de dor). Estas sinapses, somadas a perda de
neurdnios inibitdrios, desencadeiam a amplificacdo do processo doloroso que se torna, em
muitas ocasides, espontanea [Gold, 2000; Zhuo, 2007]. Neste momento, tratar a dor que
resulta deste evento torna-se tarefa dificil e muitos casos sdo refratdrios aos tratamentos
existentes na atualidade.

Existem diversos modelos animais de dor neuropatica descritos na literatura, a
maioria deles foi desenvolvida em ratos a partir de lesdes periféricas traumaticas,
metabolicas ou toxicas: ligadura do nervo espinhal, ligadura parcial do nervo ciatico, lesao
constritiva cronica do nervo ciatico, lesao limitada do nervo tibial e fibular, lesdo do plexo
braquial, entre outros modelos de lesao nervosa direta ou indireta [Le Bars et al., 2001].
Outros métodos incluem a injecdo intraperitoneal de estreptozocina para mimetizar
neuropatia diabética ou de quimioterapicos (paclitaxel ou vincristina) para mimetizar
neuropatia induzida por quimioterapia. Os modelos para dor central utilizam a contusao

(trauma utilizando a forga do impacto com deslocamento tissular), ou lesdes isquémicas por
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compressao lenta por meio de pingamento ou da insuflacdo com balonetes [Le Bars et al.,
2001]. M¢étodos citotoxicos empregam a injecao de analogos de glutamato ou de
substancias que permitem a lesdo de locais especificos do SNC. As técnicas descritas visam
a provocar hiperalgesia mecanica e térmica e apresentam boa correlacdo com as alteracoes
fenotipicas (clinicas e neuroquimicas) desenvolvidas em humanos [Le Bars et al., 2001;
Campbell e Meyer, 2006].

Entender a neurobiologia da dor neuropatica ¢ um passo para melhoria dos
resultados no tratamento dessa sindrome. Essa compreensao podera resultar na elaboragao

de farmacos que visem a alvos especificos e que proporcionem respostas eficazes.

I.1.g. O sistema purinérgico: Papel na transmissao dolorosa

O sistema purinérgico € composto pelas bases purinicas, como adenina e guanina, €
seus derivados nucleotideos e nucleosideos, que sdo moléculas amplamente distribuidas
dentro e fora das células de organismos vivos. Essas moléculas sdo responsaveis por atuar
em diversas fungdes biologicas, como na constru¢ao do DNA e RNA (adenina e guanina),
nas vias bioquimicas envolvidas no metabolismo energético celular (ATP) e nos
mecanismos intracelulares de transducao de sinal como mensageiros secundarios (AMPc e
GMPc) [Bourne et al., 1990; Barnstable et al, 2004]. Contudo, nos ultimos 20 anos,
diversos trabalhos demonstraram o papel fundamental destas moléculas no espago
extracelular sobre a homeostase [Burnstock, 2007].

As purinas podem ser classificadas em derivados da adenina (ATP, ADP, AMP,
adenosina, adenina) e derivados da guanina (GTP, GDP, GMP, guanosina e guanina), além

dos metabdlitos diretos destes derivados, como a inosina, a Xantina, a hipoxantina e o acido
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urico. Os derivados da adenina, principalmente o nucleotideo ATP e o nucleosideo
adenosina sdo considerados os principais efetores do sistema purinérgico em nivel
extracelular [Ralevic e Burnstock, 1998]. O papel do ATP como neurotransmissor, em
nivel central e periférico, estd amplamente estabelecido [Ralevic e Burnstock, 1998], ele ¢
armazenado e liberado de terminais pré-sinapticos e age em receptores do tipo P,. [Ralevic
e Burnstock, 1998; Burnstock, 2007]. A adenosina também possui efeitos
neuromodulatorios amplamente reconhecidos e caracterizados, assim como seus substratos
[Brundege e Dunwiddie, 1997]. Além disso, as purinas, principalmente a adenosina, sao
importantes moduladoras da atividade sindptica no sistema nervoso central, interagindo
com varios sistemas, como glutamatérgico, dopaminérgico, serotoninérgico e colinérgico
[Schmidt et al., 2007; Rathbone et al., 2008].

Na transmissao dolorosa, a adenosina e o ATP exercem multiplas influéncias em
sitios periféricos e centrais [Sawynok, 1998; Sawynok et al., 1999; Sawynok e Liu, 2003].
Efeitos antinociceptivos da adenosina estdo relacionados a inibicao intrinseca de neurdnios
pelo aumento da condutincia ao K’ e inibicdo pré-sinaptica dos terminais nervosos
sensoriais, diminuindo a liberacdo de substancia P e glutamato [Sawynok e Liu, 2003].
Adenosina, através de sua agdo agonista em receptores A, atenua producdo de oxido
nitrico mediado pelo receptor glutamatérgico NMDA e esta diretamente relacionada a
analgesia opidide [Sawynok e Liu, 2003].

O ATP ¢ um neurotransmissor classico, mas também ¢ liberado por células nao-
neuronais e tecido lesado. Age em receptores purinérgicos especificos (P;), que podem ser
subdivididos em P,X e P,Y que sdo acoplados, respectivamente, a proteina G e aos canais
16nicos [Burnstock, 2007]. Em modelos experimentais de dor neuropatica, ha reducao (apos

axotomia ou ligadura parcial do nervo) ou aumento (lesdo constritiva cronica) de receptores
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P,X3; contudo, mesmo na redugdo, ha aumento da sensibilidade desses receptores [Jarvis et
al., 2002]. O bloqueio de receptores P,X3 atenua a alodinia térmica e mecanica em ratos
[Jarvis et al., 2002]. Os receptores P,X4 também aumentam sua expressdo na microglia
apo6s a lesdao de nervo e o bloqueio farmacologico do P,X4 reverte a alodinia [Tsuda et al.,
2003]. Os receptores P,X; estdo presentes nas células T e macréfagos. Ratos que nado
expressam este receptor sao resistentes ao desenvolvimento de dor neuropatica [Chessell et
al., 2005]. Por outro lado, os receptores P,Y; aumentam em 70% apds lesdo do nervo
ciaticos em ratos, e também podem estar relacionados ao desenvolvimento de quadros
dolorosos [Xiao et al., 2002].

Contudo, ainda ndo existem farmacos que interajam diretamente com os receptores
purinérgicos para uso clinico. A avaliagdo do potencial do sistema purinérgico na
modulagdo da dor ¢ de grande importancia, ja que encontram-se disponiveis para uso
clinico farmacos que modulam a atividade da adenosina, como o alopurinol. O alopurinol ¢
um inibidor da xantina oxidase, enzima responsavel pela conversao de xantina em acido
urico, passo final na degradacao de purinas (que inclui a adenosina) [Day et al., 2007]. Em
virtude disso, ocorre acumulo de hipoxantina e xantina, além de seus respectivos substratos,
adenosina e guanosina, ¢ ha redugao do produto final acido urico, sendo por isso usado para
o tratamento da hiperuricemia [Day et al., 2007]. Portanto, o alopurinol trata-se de um
farmaco comercialmente distribuido, com perfil de seguranca comprovado, e que pode ser
um novo alvo de tratamento adjuvante a pacientes com dor crénica, pois causa aumento nos
niveis plasmaticos e liquoricos de guanosina e adenosina, importantes neuromoduladores
com potencial antinociceptivo [Marro et al., 2006]. Este potencial do sistema purinérgico
em modular a transmissdao dolorosa foi uma das abordagens nesta tese e serd descrita em

detalhes posteriormente.
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1.2. OBJETIVOS E ESTRUTURA DA TESE

Os trabalhos realizados na presente tese de doutorado foram divididos em dois
conjuntos: 0s experimentais com animais € os trabalhos com humanos. Os objetivos gerais
e especificos de cada uma destas partes estdo expostos a seguir. A importancia € o

embasamento destes objetivos podem ser encontrados no capitulo de introducao desta tese.

I.2.a. TRABALHOS EXPERIMENTAIS COM MODELOS ANIMAIS

Objetivo geral: investigar os potenciais efeitos antinociceptivos dos derivados da guanina
e da adenina em modelos animais de dor.

Objetivos especificos:

- investigar os mecanismos envolvidos na atividade antinociceptiva dos derivados da
guanina ¢ da adenina.

- investigar a interacdo entre os sistemas purinérgico e glutamatérgico na transmissao da
dor.

- investigar a presenca ¢ a funcao dos integrantes do sistema purinérgico no liquido
cefalorraquidiano de animais.

- investigar os efeitos antinociceptivos de andlogos de purinas em animais.

I.2.b. TRABALHOS EXPERIMENTAIS COM MODELOS HUMANOS

Objetivo geral: investigar o efeito analgésico do alopurinol, inibidor da xantina oxidase,
em pacientes submetidos a histerectomia abdominal total.

Objetivos especificos:
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- avaliar por escalas de dor o efeito analgésico do alopurinol em pacientes submetidos a
histerectomia abdominal.

- avaliar o efeito ansiolitico do alopurinol em pacientes submetidos ao procedimento
cirargico.

- investigar a concentracdo das purinas no liquido cefalorraquidiano dos pacientes

submetidos a histerectomia abdominal e tratados com alopurinol.
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PARTE II

Onde os resultados sdao apresentados.
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II.1. RESULTADOS EXPERIMENTAIS COM MODELOS ANIMAIS

I1.1.a. Mechanisms involved in the antinociception induced by spinal

administration of inosine or guanine in mice

European Journal of Pharmacology 2016; 772:71-82.
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I1.1.b. The antinociceptive effects of guanosine in inflammatory and

neuropathic pain model
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Abstract:

Background and purpose: It is well known that adenine-based purines exert multiple
effects on pain transmission. However, less attention has been given to the potential effects
of guanine-based purines on pain transmission. The aim of this study was to investigate the
effects of systemic administration of guanosine in inflammatory and neuropathic pain
animal models.

Experimental approach: Mice received an intraperitoneal administration of vehicle (0.1
mN NaOH) or guanosine (30, 60 or 120 mgkg"') and were evaluated in several
inflammatory and neuropathic pain models.

Key results: Guanosine produced dose-dependent antinociceptive effects against the
thermal and mechanical hyperalgesia in a neuropathic pain model. However, guanosine was
ineffective in inflammatory pain models.

Conclusions and implications: This study has demonstrated antinociceptive effects of
systemic administration of guanosine in a neuropathic pain model, complementing previous
data on thermal and chemical pain models. These findings indicate that guanosine could be
a useful drug for managing chronic neuropathic pain, but it is probably ineffective against

inflammatory pain.

Keywords: Guanosine; Purines; Neuropathic Pain; Inflammation; Antinociception;

Adenosine.
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1. Introduction:

It is well known that the purinergic system, including ATP and its metabolite
adenosine, plays a relevant physiological role in the control of pain at the peripheral and
central nervous system (CNS) (Sawynok and Liu, 2003). ATP can stimulate sensory nerve
endings causing pain and, by acting via P; receptors, is involved in the initiation of acute,
inflammatory, neuropathic, and visceral pain (Burnstock, 2007). Endogenous ATP and its
receptor system are crucial for the development of pathologic pain states, particularly in
neuropathic pain, since it modulates excitatory (glutamatergic) and inhibitory (GABAergic
and glycinergic) neurotransmission in dorsal horn neurons (Inoue et al., 2005). Adenosine
can alter pain transmission by actions on both nociceptive afferent and transmission
neurons, and these actions are mediated primarily by adenosine A receptors (Sawynok and
Liu, 2003). Additionally, adenosine Ajs, Azs, and Az mediate actions on inflammatory
cells at peripheral sites (Fredholm, 1997) and on glia in the CNS (Gebicke-Haerter et al.,
1996), producing indirect effects on pain transmission (Sawynok and Liu, 2003).

Extracellular guanine-based purines (GBPs) exert biological effects unrelated to
direct G-proteins modulation, including the modulation of glutamate activity (Souza and
Ramirez, 1991; Schmidt et al., 2007). We demonstrated that intracerebroventricular
injection of guanosine or GMP is antinociceptive against several chemical and thermal pain
models in mice (Schmidt et al, 2008). Additionally, we have shown that spinal
administration of guanosine and its derivatives produce significant inhibition of glutamate
and non-NMDA agonist-induced biting behavior (Schmidt et al, 2009; De Oliveira et al.,
2016). Notably, some of these effects appear to be related to guanosine-induced modulation
of the glutamatergic and adenosinergic pathways (Schmidt et al, 2007; Souza and Ramirez,

1991; De Oliveira et al., 2016).
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This study was designed to further investigate the antinociceptive effects of
intraperitoneal administration of guanosine in mice models of inflammatory and
neuropathic pain. Attempts have been made to investigate some of the possible mechanisms

that underlie the antinociceptive action of guanosine.

2. Material and methods:
2.1. Animals

Male adult Swiss albino mice (30—40 g) were kept on a 12 h light/dark cycle (light
on at 7:00 am) at temperature of 22 £ 1 °C housed in plastic cages (five per cage) with tap
water and commercial food ad libitum. In all nociceptive behavioral experiments, the
animals were acclimatized to the laboratory for at least 1 h before testing. The ethical
guidelines for investigations of experimental pain in conscious animals (Zimmermann,
1983) and ARRIVE guidelines (Kilkenny et al., 2010) were followed throughout. The
number of animals and the number of intensities of noxious stimuli used were the minimum
necessary to demonstrate the consistent effects of the drug treatments.
2.2. Drugs

Guanosine, complete Freund’s adjuvant (CFA) and carrageenan, were purchased
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). The anesthetic sodium thiopental was
obtained from Cristalia (SP, Brazil). Guanosine was dissolved in 0.1 mN NaOH (30, 60 and
120 mg-kg™). The amount of NaOH caused no detectable effect.
2.3. Partial sciatic nerve ligation model (PSNL)

Mice were anesthetized intraperitoneally (i.p.) with sodium thiopental (40 mg.kg™,
10 ml.kg", supplemented as necessary). A partial ligation of the right sciatic nerve was

performed by tying the distal 1/3 to 1/2 of the dorsal portion of the sciatic nerve, according
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to the procedure described in mice by Malmberg and Basbaum (1998). The left sciatic
nerve was dissected and exposed without ligation. The wound was closed and covered with
iodine solution. The operated mice received guanosine (30, 60 or 120 mg-kg”, i.p.) or
vehicle (0.1 mM NaOH, 10 ml-kg”, i.p.) 14 days after surgery and 30 minutes before the
Plantar Test (designed to evaluate thermal hyperalgesia). The mechanical hypernociceptive
responses were recorded immediately before (0) and after (1, 2, 4, 6, 8 and 24 h) treatment.
2.4. CFA-induced inflammation and mechanical hyperalgesia in the mouse paw

Mice were injected with 20 pl of Complete Freund's Adjuvant (CFA)
(Mycobacterium tuberculosis; Sigma, St. Louis, MO. USA) subcutaneously in the plantar
surface of the right hindpaw (i.pl.) (Ferreira et al., 2001). The dose of CFA produces
significant hindpaw swelling and hypernociception. To assess the effects of acute treatment

of the guanosine against CFA-induced inflammatory pain, animals received guanosine (30,

60 and 120 mg-kg'l, 1.p.) or vehicle, 30 minutes before CFA intraplantar injection.
Development of mechanical hypernociception was evaluated at 0 (basal), 1, 2, 4, 6, 8 and
24 h after treatment to verify the time-course effect of guanosine in inhibiting the
hypernociceptive responses (Bortalanza et al., 2002).
2.5. Carrageenan-induced inflammation and mechanical hyperalgesia in the mouse paw

For the induction of inflammatory pain, mice received an i.pl. injection of 50 ul of
carrageenan (300 mg/paw) under the surface of the right hindpaw (Da Silva et al., 2012).
To assess the systemic effect of drug treatment, mice received guanosine (30, 60 or 120

1, 1.p.) or vehicle, 30 minutes before carrageenan injection. The development of

mg-kg~
mechanical hyperalgesia was evaluated at 0 (basal), 1, 2, 4, 6 and 8 h after guanosine

treatment.
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2.6. Behavioral pain-related parameters
2.6.1. Plantar Test (Thermal Hyperalgesia)

Thermal hyperalgesia was evaluated by the paw withdrawal test (Hargreaves et al.,
1988). Operated animals were maintained in the animal facility for at least 2 weeks before
the experiments, with food and water ad libitum. On the day of the experiment, animals
were placed in transparent plastic chambers on an elevated glass floor of the testing
apparatus (7370 Plantar Test, Ugo Basile, Varese, Italy) and allowed to acclimate to their
surroundings for 20 minutes. After acclimation, a radiant heat source (50-W halogen
reflector bulb with intensity controlled by a constant voltage source) was aimed at the
plantar surface of 1 of the hind paws through the glass floor. A photoelectric cell
automatically turns the heat source off when the reflected light beam is interrupted (ie,
when the animal withdraws the paw) and records the paw withdrawal latency at the nearest
0.1 second. A time limit of 30 seconds was used to prevent tissue damage. Both paws were
tested at random, and a 1-minute interval between consecutive stimulations of the same
hind paw was used. Testing was performed 5 times on each side, and the latencies to each
side were averaged. Average values were used for statistical analysis. A score was
computed by subtracting the average latency of the sham-operated side (control side) from
the average latency of the ligated side (experimental side). Negative difference scores
indicated a lower threshold on the ligated side. Only animals displaying negative scores <2
standard deviations were considered neuropathic and were included in the tests. Although
there is strong evidence that the experimental neuropathy produces allodynia, heat-induced
hyperalgesia is considered the most accurate method to evaluate neuropathy in this context
(Bennett and Xie, 1988 and Hargreaves et al, 1988). Consequently, in the present study,

thermal hyperalgesia was considered as the main parameter to evaluate neuropathic pain.
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2.6.2. Measurement of mechanical allodynia

For the evaluation of mechanical allodynia, mice were placed individually in clear
Plexiglas boxes (9 X 7 X 11 c¢cm) on elevated wire mesh platforms to allow access to the
ventral surface of the right hindpaw. The withdrawal response frequency was measured
following 10 applications (duration of 1 s each) of 0.6 g von Frey hair (VFH, Stoelting,
Chicago, IL, USA) (Bortalanza et al., 2002). Stimuli were delivered from below to the
plantar surface of the right hindpaw. Animals were acclimatized for 30 min before
behavioral testing and mechanical allodynia was evaluated at several time points. The
frequency of withdrawal was determined before all experiments.
2.7. Cerebrospinal fluid (CSF) sampling

A separated group of mice was treated with i.t. injection of vehicle (30 mN NaOH)
or guanosine (up to 120 mgkg'). After 5 min, mice were anesthetized with sodium
thiopental (60 mg.kg”, 10 mlLkg™, i.p.) and placed in a stereotaxic apparatus, where the
CSF was drawn (10 - 20 ml per mouse) by direct puncture of the cisterna magna with an
insulin syringe (27 gauge x 'z in length), with the help of a magnifying glass. All samples
were centrifuged at 10,000 g in an Eppendorf centrifuge during 5 min to obtain cell-free
supernatants and stored in separate tubes in -80°C.
2.8. High-performance liquid chromatography (HPLC) procedure

HPLC was performed with CSF cell-free supernatants aliquots for determination of
purines concentration, according to Domanski et al. (2006). CSF concentrations of the
following purines were determined: adenosine triphosphate (ATP), adenosine diphosphate
(ADP), adenosine monophosphate (AMP), adenosine, guanosine triphosphate (GTP),
guanosine diphosphate (GDP), guanosine monophosphate (GMP), guanosine, inosine

monophosphate (IMP), inosine, hypoxanthine, xanthine, and uric acid. Analyses were
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performed with Shimadzu Class-VP chromatography system consisting of a quaternary
gradient pump with vacuum degassing and piston desalting modules, Shimadzu SIL-10AF
auto injector valve with 50 ul loop, and an UV detector. Separations were achieved on a
Supelco C18 250 mm x 4.6 mm, 5 mm particle size column. The mobile phase flowed at a
rate of 1.2 ml/min and the column temperature was 24 °C. Buffer composition remained
unchanged (A: 150 mmol/l phosphate buffer, pH 6.0, containing 150 mmol/l potassium
chloride; B: 15% acetonitrile in buffer A). The gradient profile was modified to the
following content of buffer B in the mobile phase: 0% at 0.00 min, 2% at 0.05 min, 7% at
2.45 min, 50% at 10.00 min, 100% at 11.00 min, and 0% at 12.40 min. Samples of 10 ml
were injected into the injection valve loop. Absorbance was read at 254 nm. CSF
concentrations of purines are expressed as mean = SEM in mM.
2.9. Statistical analysis

Numerical variables were given as mean + standard error of the mean (SEM). Data
were submitted to Shapiro-Wilk test for normality evaluation. One-way analysis of variance
(ANOVA) or Kruskal-Wallis tests were used for analysis between groups at each time-
point for parametric and nonparametric continuous data, respectively. When differences
were found, Bonferroni’s multiple comparison test or Mann Whitney’s test with correction
for multiple comparisons were applied. For longitudinal analyses, we used two-way
ANOVA. Correlation analyses were performed using Pearson’s or Spearman’s rank sum
correlation. P < 0.05 was considered was considered statistically significant. Statistical

analysis was performed using STATA 12.0.
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3. Results
3.1. Effects of guanosine against thermal and mechanical hyperalgesia induced by PSNL
(neuropathic pain)

To evaluate the effect caused by guanosine on the neuropathic pain, we performed a
chronic sciatic nerve constriction in mice. This injury produced marked allodynia and
hyperalgesia on the ipsilateral side two weeks after the nerve injury procedure compared
with sham animals (data not shown). The acute systemic treatment with guanosine (30, 60,
or 120 mg.kg") dose-dependently reduced thermal hyperalgesia on the ipsilateral side of
the sciatic nerve constriction injury 30 minutes after drug administration (P < 0.05, Fig. 1).
Administration of 0.1 mM NaOH (vehicle) did not affect nociception as compared with
control animals (data not shown).

Pretreatment with guanosine induced a marked and long-lasting inhibition of
response frequency to the von Frey hair application (mechanical hyperalgesia) in the PSNL
model up to 8 hours following treatment (Fig. 2).

3.2. Effects of guanosine against CFA-induced mechanical hyperalgesia

The intraplantar injection of CFA induced a marked and long-lasting enhancement
of response frequency to the von Frey hair application and decreased the latency to paw
withdrawal during a thermal stimulus in comparison to non-injured mice (Fig. 3). The

intraperitoneally injection pretreatment with 30, 60, or 120 mg.kg -1

of guanosine did not
affect mechanical hyperalgesia induced by CFA (Fig. 3).
3.3. Effects of guanosine against carrageenan-induced mechanical hyperalgesia

To investigate the role of guanosine in an inflammatory model of pain, we subjected

mice to a model of acute inflammatory pain induced by a single i.pl. injection of
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carrageenan (300 mg/paw) in the mice paw. A rapid induction of mechanical hyperalgesia
was observed in the carrageenan treated animals when compared with the control group. As
observed in Fig. 4, a single intraperitoneal injection of guanosine (up to 120 mg.kg™) did
not affect mechanical hyperalgesia induced by carrageenan.
3.4. Effects of guanosine on CSF levels of purines

As evidenced in the table 1, systemic administration of guanosine (60 or 120 mg.kg"
" produced a significant increase in guanosine CSF levels. Intraperitoneal administration of
guanosine 60 or 120 mgkg" produced an increase of 56% and 68% in guanosine CSF
levels, respectively. Guanosine 30 mg.kg" produced an increase of 26% in guanosine CSF
levels, but it was not statistically significant (P = 0.09). Moreover, guanosine did not
significantly affect inosine, xanthine, hypoxanthine, uric acid, adenosine, ATP, ADP, AMP,

GTP, GDP, GMP and IMP CSF levels (Table 1).

4. Discussion

In this study we have reported consistent antihyperalgesic effects of the guanosine
against neuropathic pain in a mouse model. However, guanosine did not affect
inflammatory pain in mice. Therefore, the present findings might represent different
profiles in the regulation of purines receptors expression. Notably, our results show that
guanosine did not induce obvious behavioral disturbances, altered coordination or
locomotion, consistent with previous data (Vinadé et al., 2003).

Adenosine-derived purines have been considered important targets for the
development of new drugs for pain management, as the nucleoside adenosine and its
analogues induce antinociceptive effects following both systemic and central administration

(Sawynok and Liu, 2003). Considering that guanosine and adenosine closely interact in
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modulating several CNS functions (Dobolyi et al., 2000), we proposed that guanosine
might well play a role in pain transmission. Recently, we demonstrated that central and
systemic administration of some guanine-based purines produced consistent antinociceptive
effects in several animal pain models (Schmidt et al., 2008; Schmidt et al., 2010; de
Oliveira et al., 2016). We also demonstrated that GMP-induced antinociception was
prevented by the 5'-nucleotidase inhibitor AOPCP, suggesting that its effects result from
conversion to guanosine. In the present study, the role of systemic administration of
guanosine on nociception was further investigated against neuropathic and inflammatory
pain models in mice.

Adenine- and guanine-based purines share some metabolism steps (i.e. nucleoside
transporters and ecto-nucleotidases), and, consequently, may respond similarly in certain
conditions (Ciccarelli et al., 1999; 2001). Previous studies have suggested involvement of
the adenosine system in the effects of guanosine, as guanosine stimulated the release of
adenosine in cultured astrocytes and both are released under excitotoxic conditions
(Ciccarelli ef al., 1999). In contrast, some other studies indicate that the guanosine-induced
enhancement of neurite outgrowth in PC12 cells was not affected by adenosine receptor
antagonists (Gysbers and Rath- bone, 1996), nor were the effects of guanosine on glutamate
uptake (Frizzo et al., 2001), seizures (Lara ef al., 2001), learning and memory (Roesler et
al., 2000; Vinad¢ et al., 2004).

There is data supporting the existence of specific receptor-like binding sites for
guanosine on membrane preparations from rat brain (Traversa et al., 2002; 2003). If so, it is
arguable that guanosine through its specific binding site, could promote its extracellular
effects by activating intracellular cAMP-dependent and independent pathways (Tomaselli

et al., 2005). Additionally, guanosine could act as an alternative source of energy for neural
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cells after metabolism, as previously demonstrated in spinal cord cultures (Jurkowitz et al.,
1998; Litsky et al, 1999). However, intracellular mechanisms underlying guanosine
antinociceptive effects remain to be investigated.

Previous data showed that intracerebroventricular (Schmidt ez al., 2008), spinal
(Schmidt et al., 2009) and systemic administration of guanosine (Schmidt et al., 2010)
failed to increase cerebrospinal fluid adenine-based purines levels. In the present study, we
demonstrated that the systemic administration of guanosine 60 or 120 mg.kg" caused a
significant increase in the CSF levels of guanosine. This finding may be related to analgesic
effect against neuropathic pain. Intraperitoneal administration of guanosine did not
significantly affect CSF levels of other adenine- and guanine-based purines.

It is well known that activation of A1 adenosine receptors, widely distributed in
superficial layers of the dorsal spinal cord and afferent terminals of nociceptors, causes
antinociception following nerve injury and inflammation, and decreases C fiber-driven
responses in dorsal horn neurons (Reeve and Dickenson, 1995; Schulte et al., 2003).
However, the role of A2A adenosine receptors, present on spinal presynaptic terminals of
sensory afferents, for pain processing is less clear. Recent studies have demonstrated that
A2A adenosine receptors may also be involved in the modulation of pain transmission
(Poon and Sawynok, 1998; Yoon et al., 2005). However, controversy remains about the
role of A2A adenosine receptors on pain transmission, as other studies found opposing
effects (Ledent et al., 1997; Bastia et al., 2002; Zahn et al., 2007). Further studies about the
actual role of A2A adenosine receptors on pain transmission, and the molecular
mechanisms involved on guanosine-induced antinociception (i.e. direct or indirect

activation of adenosine receptors and/or guanosine specific receptors) are needed to
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elucidate these issues. Schmidt et al., 2010 demonstrated that guanosine-induced analgesia
involves adenosine receptors. More recently, we demonstrated that antinociceptive effects
induced by spinal administration of guanine seems to be mediated by A1 receptors (De
Oliveira et al., 1016).

In summary, this study demonstrates consistent antinociceptive effects of systemic
guanosine against neuropathic pain in mice. This analgesic effect was not replicated in
inflammatory pain models. Because guanosine is an endogenous compound apparently well
tolerated and orally active, it could eventually be developed as a drug useful for managing
neuropathic pain. Ongoing experiments on the antinociceptive effects of guanosine and the
mechanisms underlying these effects may provide additional data on the potential of

guanosine as a new analgesic strategy.
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Legends:

Figure 1: Effects of acute intraperitoneal administration of guanosine (30, 60, or 120
mg.kg™") or vehicle (0. mM NaOH) on thermal hyperalgesia induced by partial sciatic
nerve injury in mice (plantar test). Animals were submitted to a chronic constriction injury
model (PSNL). Symbols represent mean difference scores [i.e., latency to right hindpaw
withdrawn (experimental side) — latency to left hindpaw withdrawn (control side), in
seconds] and vertical bars represent SEM. Zero time represents the baseline before
treatments. N = 12 — 14 animals per group. * = P < 0.05, comparing all treatment groups
with vehicle; Kruskal-Wallis followed by Mann Whitney’s test with correction for multiple

comparisons.

Figure 2: Effects of intraperitoneal administration of guanosine (30, 60, or 120 mg.kg™) or
vehicle (0.1 mM NaOH) on mechanical allodynia induced by partial sciatic nerve injury in
mice (von Frey test). Animals were submitted to a chronic constriction injury model
(PSNL). Symbols represent response frequency to tactile stimuli and vertical bars represent
SEM. Basal represents time before treatments. N = 12 — 14 animals per group. * = P <0.05

(guanosine 120 mg.kg" compared with vehicle); # = P < 0.05 (guanosine 60 or 120 mg.kg™
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compared with vehicle); one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison

test.

Figure 3: Effects of intraperitoneal administration of guanosine (30, 60, or 120 mg.kg™) or
vehicle (0.1 mM NaOH) on mechanical allodynia induced by CFA injection in mice (von
Frey test). Animals received an intraplantar injection of 20 pl of Complete Freund's
Adjuvant (CFA) under the surface of the right hindpaw (i.pl.). Symbols represent response
frequency to tactile stimuli and vertical bars represent SEM. Basal represents time before
treatments. N = 12 — 14 animals per group. No statistically significant difference was
detected among groups; one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison

test.

Figure 4: Effects of intraperitoneal administration of guanosine (30, 60, or 120 mg.kg™) or
vehicle (0.1 mM NaOH) on mechanical allodynia induced by partial sciatic nerve injury in
mice (von Frey test). Animals received an intraplantar injection of 50 ul of carrageenan
(300 mg/paw) under the surface of the right hindpaw. Symbols represent response
frequency to tactile stimuli and vertical bars represent SEM. Basal represents time before
treatments. N = 12 — 14 animals per group. No statistically significant difference was
detected among groups; one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison

test.

Table 1: Effects of the intraperitoneal administration of vehicle (0.1 mN NaOH) or

guanosine (30, 60 or 120 mg/kg™) on CSF purines concentration. N = 10 animals per group.
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Data are mean + SEM. * = P < 0.05, # = P < 0.001, as compared with vehicle; one-way

ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test.
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Figure 3
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Figure 4
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Table 1 — Effects of i.p. vehicle (0.1 mN NaOH) or guanosine (30, 60 or 120 mg/kg™) on

CSF purines concentration.

Treatment

Guanosine (mg/kg™”, i.p.)

0.1 mN NaOH 30 60 120
CSF purine concentration (mM):

ATP 0.04 (0.03) 0.05 (0.02) 0.05(0.02)  0.14 (0.04)
ADP 0.48 (0.18) 0.66 (0.11) 0.56 (0.12)  0.79 (0.18)

AMP 1.07 (0.24) 0.51 (0.08) 0.40 (0.09)  0.66 (0.23)

Adenosine 0.61 (0.03) 0.48 (0.05) 0.42 (0.06) 0.35 (0.09)
GTP 1.14 (0.03) 0.99 (0.11) 0.85 (0.14) 0.81 (0.12)
GDP 0.40 (0.07) 0.41 (0.06) 0.34 (0.08) 0.37 (0.09)
GMP 0.32 (0.29) 0.35 (0.16) 0.47 (0.21) 0.91 (0.28)
Guanosine 0.57 (0.12) 0.72 (0.18)* 0.89 (0.13)*  0.96 (0.08)"
IMP 1.55(0.11) 1.52(0.17) 1.29 (0.18) 0.99 (0.15)
Inosine 1.66 (0.15) 1.28 (0.13) 1.24 (0.14) 1.97 (0.34)
Hypoxanthine 4.96 (1.1) 2.16 (0.36) 2.28 (0.61) 4.40 (1.21)
Xanthine 4.89 (0.31) 4.87 (0.44) 4.54 (0.58) 4.51(0.85)
Uric acid 5.24 (0.65) 3.70 (0.43) 3.58 (0.49) 4.92 (0.87)
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I1.2. RESULTADOS EXPERIMENTAIS COM MODELOS HUMANOS

I1.2.a. Clinical effects of allopurinol on perioperative outcomes in patients

undergoing abdominal hysterectomy.
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Summary:

Background and purpose: Allopurinol is a potent inhibitor of the enzyme xanthine
oxidase used primarily in the treatment of hyperuricemia and gout. It is well known that
purines exert multiple effects on pain transmission. We hypothesized that the inhibition of
xanthine oxidase by allopurinol, thereby reducing purine degradation, could be a valid
strategy to enhance purinergic activity and treat pain in humans. The aim of this study was
to compare the analgesic efficacy of preanesthetic allopurinol versus placebo on pain levels
and anxiety after surgery in patients undergoing total abdominal hysterectomy.
Experimental approach: This randomized, double-blinded, placebo-controlled study
included 54 patients, ASA physical status I-II, undergoing abdominal hysterectomy.
Patients were randomly assigned to receive either oral allopurinol 300 mg (n = 27) or
placebo (n = 27) the night before and 1 h before surgery. The patients were submitted to
evaluation of pain sensitivity and anxiety before the treatment, for 24 hours postoperatively,
30 and 90 days after surgery. The anesthetic technique was standardized as subarachnoid
block with use of hyperbaric bupivacaine, fentanyl and morphine associated with
intravenous sedation with propofol. Cerebrospinal fluid was collected at the time of the
spinal anesthesia in order to perform the measurement of the central levels of allopurinol
and purines.

Key results: Preoperative administration of allopurinol was effective in reducing
postoperative pain 2 hours after surgery. Preoperative administration of allopurinol caused
a reduction of approximately 50% in pain levels measured by the visual analog pain scale

and numerical pain scale after surgery (P < 0.05). There was a significant increase in the
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cerebrospinal fluid levels of xanthine before surgery (P < 0.01) with no difference observed
in levels of other purines.

Conclusions and implications: The purinergic system is a potential target for new drugs to
treat acute or chronic pain. This study showed benefit of the use of allopurinol as a
preanesthetic medication since it was related to a significant reduction on pain scores 2
hours after surgery. Allopurinol-induced analgesia may be related to adenosine
accumulation in the CNS. New prospective studies are warranted to investigate allopurinol
and more selective purine derivatives in the management of acute or chronic painful

conditions.

Keywords: allopurinol; purines; pain; adenosine; guanosine; xanthine oxidase; anxiety;

analgesia; anesthesia.
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Introduction

The purinergic system involves adenosine and ATP as major endogenous effectors,
acting on P1 and P2 receptors, respectively [Ralevic and Burnstock, 1998]. It is well known
that adenosine and its analogs exert multiple effects on pain transmission at peripheral and
central sites [Sawynok and Liu, 2003]. Adenosine regulates pain transmission in the spinal
cord and periphery and induces antinociceptive effects in several pain paradigms
[McGaraughty and Jarvis, 2005]. Antinociceptive effects of adenosine may be related to the
inhibition of intrinsic neurons by an increase in K™ conductance and presynaptic inhibition
of sensory nerve terminals, decreasing the release of substance P and glutamate [Sollevi,
1997].

Caffeine and theophylline are the classic P; adenosine antagonists current used in
humans, but adenosine agonists for human use are still lacking. Allopurinol, or 1,5-
dihydro-4H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-one, is a structural analogue of hypoxanthine and a
potent inhibitor of the enzyme xanthine oxidase that catalyzes the transformation of
hypoxanthine to xanthine and uric acid, reducing both uric acid formation and purine
degradation [Day et al., 2007; Pacher et al., 2006]. Allopurinol is used primarily in the
treatment of hyperuricemia and gout [Rundles, 1992]. Besides its hypouricemic effects,
allopurinol has been studied for several other indications including treatment of seizures,
psychiatric disorders, ischemia-reperfusion injury, protozoal diseases, and as a measure of
liver impairment [Day et al., 1994; Van Waeg et al., 1988; Garcia Garcia et al., 1990; Das
et al., 1987; Akhondzadeh et al., 2005]. Both healthy and hyperuricemic patients present
reduction of uric acid levels by allopurinol, probably leading to accumulation of purines,
including the neuromodulator adenosine, which may explain its beneficial anticonvulsant

and antipsychotic effects [Tada et al., 1991; Wada et al., 1992; Zagnoni et al., 1994; Lara et
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al., 2000; 2003; Machado-Vieira et al., 2001]. Of note, positive effects of allopurinol in
refractory epilepsy [Tada et al., 1991], aggressive behavior [Lara et al., 2000; 2003], mania
[Machado-Vieira et al., 2001], and schizophrenia [Brunstein et al., 2005; Lara et al., 2001]
have been suggested to be secondary to its inhibitory effect on purine degradation,
enhancing adenosinergic activity, despite the lack of direct data to support this hypothesis.
Notably, previous studies have shown that allopurinol produces dose-dependent
antinociceptive effects against several chemical and thermal pain models in rodents
[Schmidt et al., 2009; Essawy and Elbaz, 2013].

We hypothesized that the inhibition of xanthine oxidase by allopurinol, thereby
reducing purine degradation, could be a valid strategy to enhance purinergic activity and
cause analgesic and anxiolytic effects, which is in line with the anticonvulsant and
neuropsychiatric effects observed with allopurinol treatment. Given the pivotal role of pain
and anxiety as a stress factor in the postoperative period and based on the considerations
above, the aims of the present study were to evaluate the influence of allopurinol as a
premedication on postoperative pain and anxiety in women undergoing abdominal
hysterectomy. We also compared pre- and postanesthetic sedation, hemodynamic status,

adverse events during surgery and on emergence, and consumption of anesthetics.

Methods
Ethics, study design and population

A prospective, randomized, clinical trial of adult patients was performed in a
tertiary care hospital in South Brazil. The protocol was evaluated and approved by the
Institution’s Research and Ethics Committee. Participants received a written and oral

explanation of the study and signed an informed consent form.
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After power analysis (confidence interval of 95% and power of 90%), a total of
sixty-two female patients were considered eligible and subsequently enrolled into the study,
with ASA status I-II, and ages ranging from 18 to 65 years old, being excluded the illiterate
or who do not understand Portuguese language, those with history of psychiatric or
neurological symptoms, those with contra-indications for regional anesthesia, who refused
to participate of the study or who had already participated in other studies. In total, fifty-
four patients satisfactorily completed the study (27 in the allopurinol group and 27 in the
placebo group). Eight patients were excluded, four from the allopurinol group and four
from the placebo group. In two cases, surgery was cancelled. In two patients, regional
anesthesia was not applied. One patient was excluded after receiving benzodiazepines as a
sedative agent during surgery. In three patients, a different anesthetic or surgical procedure

was performed.

Anesthetic management

After admission to the operating room, they were monitored using pulse oximetry,
non-invasive arterial pressure monitor, 5-lead electrocardiogram, and continuous ST segment
analysis in a multiparametric monitor (Siemens monitor SC 9000 Infinity XL, Germany).
Peripheral venous puncture was obtained in the upper limb with a 14 or 16G catheter. The
anesthetic procedure was standardized, following the administration of intravenous fentanyl

(50 to 100 pg), all patients received a combined spinal injection of hyperbaric bupivacaine
0.5% (15 to 20 mg), fentanyl 20 ug and morphine 100 pg, at the level of LyL4. A continuous

infusion of propofol (0.05 to 0.1 mg.kg'l.min'l) was administered to maintain sedation during

surgery. Intra-operative variables, including the length of surgery, blood loss, anesthetic and
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surgical complications were noted. At the end of surgery, propofol sedation was stopped and

the patient eventually discharged to the postanesthesia care unit (PACU).

Outcome and study interventions

The main outcome measure used in this study was postoperative pain as assessed by
pain scores. Randomization was performed according to a computer-generated random list.
Patients were allocated in a double-blind manner, using random numbers, to receive either
oral allopurinol 300 mg or placebo the night before surgery (22.00 h) and 1 h prior to the
start of spinal anesthesia. No other preoperative medication was given. Blinding and
randomization were undertaken by one investigator not involved in patient evaluation.
Other individuals involved in the patients’ care were unaware of which treatment group the

patient was in.

Assessment of outcome

Patients enrolled were asked to report any pain in four self-assessment instruments
— a verbal scale (VPS), a visual analogue scale (VAS), a numerical scale (NPS) and the
McGill questionnaire. In the first one, the reported pain was graded from 1 to 4, according
to intensity: (1) none, (2) slight, (3) moderate, or (4) severe. The Visual Analogue Scale
(VAS) is widely used as a measure of self-reported pain assessment. The scale consists of a
100-mm line that pictorially represents a continuum between two extremes: no pain (score
of 0) and extreme pain (score of 100). The use of the VAS was explained to the patient the
night before surgery. In order to stratify the data of VAS, cutoff points were established
from percentiles 25, 50 and 75 of the measures, corresponding to 0.1, 1.8 and 6.9 cm.

Based on these cutoff points, the clinical significance of the values and the methodological
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strategy used by Collins et al., 1997, absence of pain corresponded to the range from zero
to percentile 25 (0.1 cm); mild pain corresponded to the range from the first percentile to
the median (0.2 to 1.8 cm); moderate pain corresponded to the range from the median to
percentile 75 (1.9 to 6.9 cm), and intense pain corresponded to the scores above the second
percentile (7.0 to 10 cm). For the numerical scale, patients were asked to report their pain in
numbers ranging from zero (no pain) to 10 (extreme pain). Finally, The McGill
Questionnaire [Melzack R, 1975], adapted to Brazilian Portuguese [Pimenta and Teixeira,
1997], was used to measure the multidimensional pain experience (sensory, affective and
evaluative dimensions).

The measurement of anxiety levels was performed through the State-Trait Anxiety
Inventory for Adults (STAI), adapted to Brazilian Portuguese [Biaggio AM, 1980], during
the pre- and postoperative periods. The questionnaire contains two separate 20-item, self-
report rating scales for measuring trait- and state-anxiety. Patients responded on a three or
four-point scale. Total scores for situational and baseline questions separately range from
20 to 60 or 80, with higher scores denoting higher levels of anxiety. In the postoperative
period the application of the STAI was restricted to items referring to the state of anxiety.
According to previous findings [Spielberger et al., 1973], the mean of anxiety scale scores
was used to determine the cutoff point, so that individuals with scores above the average
were classified as the high anxiety group and those with scores equal to or below the
average as the low anxiety group.

In the preoperative period, each patient was submitted to the application of pain and
anxiety scales before the surgical procedure. This preoperative stage allowed patients to get
used to the pain and anxiety scales application technique. During this period the patient

answered the anxiety scale questions and the structured questionnaire to obtain data about
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demographic characteristics and chronic diseases. In order to minimize a possible influence
of the word ‘‘pain’ upon anxiety scores, the pain and anxiety scales were applied in
different pseudo-random sequences.

Before evaluation, patients were randomized for premedication in two groups:
group 1- Allopurinol 300 mg p.o. the night before surgery (22.00 h) and 1 h prior to the
procedure; 2- Placebo p.o. the night before surgery (22.00 h) and 1 h prior to the procedure.
Patients were admitted in operative room and evaluated for sedation status.

In order to apply the pain and anxiety scales in the postoperative period, patient had
to be fully conscious and oriented as to time and space (two points in the consciousness
item of the Aldrete and Kroulik’s scale). All patients enrolled were asked to report any pain
in the postoperative period. Intravenous analgesia was administered according to the self-
assessment scales of pain used in this study. Non-opioid analgesics were prescribed for
slight to moderate pain, and opioid analgesics for intense pain. The analgesic schedule

followed the routine of the PACU.

We also evaluated hemodynamic parameters during and after anesthesia (heart rate,
arterial pressure, end tidal CO,, pulse oximetry), levels of postoperative sedation,
consumption of anesthetics and analgesics, adverse effects on emergence or in the PACU
(hypoxemia, bradicardia, nausea, vomiting, hypothermia, urinary retention, shivering or
hallucination). The extent of the surgical procedure, length of anesthesia and surgery,

analgesic block, doses of opioids and recovery time were also recorded.
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Cerebrospinal fluid (CSF) sampling

Patients scheduled for elective abdominal hysterectomy received a spinal anesthesia
technique. All the CSF was collected by experienced anesthesiologists. The first 0.5 ml of
CSF aspirated was discarded to reduce contamination. The CSF samples were inspected
visually and discarded if blood contamination was present. A total of 0.5 ml of CSF was
collected from the patients after successful subarachnoid puncture and before the
intrathecal injection of anesthetics or analgesics. All samples were centrifuged at 10,000 g
in an Eppendorf centrifuge during 5 min to obtain cell-free supernatants, stored at -70 °C
within 30 min of collection and not thawed until laboratory evaluations.

HPLC procedure: High-performance liquid chromatography (HPLC) was
performed with CSF cell-free supernatants aliquots for determination of purines
concentration, according to Domanski et al., 2006, CSF concentrations of the following
purines were determined: adenosine triphosphate (ATP), adenosine diphosphate (ADP),
adenosine monophosphate (AMP), adenosine, guanosine triphosphate (GTP), guanosine
diphosphate (GDP), guanosine monophosphate (GMP), guanosine, inosine monophosphate
(IMP), inosine, hypoxanthine, xanthine, and uric acid. Analyses were performed with
Shimadzu Class-VP chromatography system consisting of a quaternary gradient pump with
vacuum degassing and piston desalting modules, Shimadzu SIL-10AF auto injector valve
with 50 uL loop, and an UV detector. Separations were achieved on a Supelco C18 250
mm X 4.6 mm, 5 um particle size column. The mobile phase flowed at a rate of 1.2 mL/min
and the column temperature was 24 °C. Buffer composition remained unchanged (A: 150
mmol/L phosphate buffer, pH 6.0, containing 150 mmol/L potassium chloride; B: 15%

acetonitrile in buffer A). The gradient profile was modified to the following content of
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buffer B in the mobile phase: 0% at 0.00 min, 2% at 0.05 min, 7% at 2.45 min, 50% at
10.00 min, 100% at 11.00 min, and 0% at 12.40 min. Samples of 10 uL were injected into
the injection valve loop. Absorbance was read at 254 nm. CSF concentrations of purines are

expressed as mean =+ SEM in uM.

Statistical analysis

A power analysis was performed using postoperative pain as the primary outcome
measure. The sample size was calculated so that a mean difference of 30 mm (VAS)
between the groups would permit a type 1 error probability of a = 0.05 (two-tailed test)
with reduced pain scores in the intervention group (allopurinol), and a null hypothesis of §
= 0.10. This indicated that 20 patients would have to be included in each group. A higher
number of patients were included to allow more adequate control of the potential
confounding effect of variables.

Data were stored in Excel software and analyzed by STATA 12.0 or GraphPad
InStat. Numerical variables were given as mean + standard error of the mean (SEM). Non-
parametric data were expressed as median and interquartile ranges (25% and 75%). Data
were submitted to Shapiro-Wilk test for normality evaluation. Statistical analysis between
groups was performed using unpaired student ¢ test for parametric data. Non-parametric
data were analyzed by using two-sample Wilcoxon rank-sum test. Differences in
proportions between studied groups and postoperative state-anxiety and pain scores were
tested by means of Pearson’s X* test with Yates continuity correction in univariate analysis
(or by Fisher’s exact test when the number of expected observations was five or less in at

least one cell). Correlation analyses were performed using Pearson’s or Spearman’s rank
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sum correlation. To compare the two experimental groups (allopurinol and placebo) in
terms of pain changes, multivariate analysis of variance for repeated measures was used,
with the treatment group as the grouping factor, time as the repeated measure and pre-
operative state and trait-anxiety as covariates. P < 0.05 was considered for statistically

significant differences.

Results:

The patient details are summarized in Table 1. The average age of patients was 48.5
years (SD £ 12). There was no difference in demographic characteristics between groups.
Taken together, the preoperative measurements of anxiety and pain scores before surgery
show no statistically significant difference between groups. Additionally, there was also no
difference in preoperative levels of sedation between groups (data not shown).

The pre- and postanesthesia measurements of anxiety levels after surgery show no
statistically significant difference between groups (Table 2). Recovery time (data not
shown) and time for discharge from PACU (Table 1) were not statistically different
between groups. Although we did not find a difference in anxiety levels between groups,
preoperative administration of allopurinol was related to lower pain scores than placebo 2h
after surgery in both verbal, numerical, visual and McGill pain scales (P < 0.05) as shown
in Table 3. Additionally, patients that received premedication with allopurinol requested
lower doses of opioids postoperatively. The mean consumption of morphine in the first 2h
after surgery was 3.4(£0.7) mg in the placebo group as compared to 1.8(+0.4) mg in the
allopurinol group (P = 0.04). Notably, there were no differences between groups on
perioperative adverse events, intraoperative consumption of anesthetics, perioperative

hemodynamic parameters, incidence of nausea or vomiting, and levels of postoperative
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sedation (data not shown).

Table 4 shows that the CSF concentration of uric acid was significantly reduced
immediately before surgery and after treatment with two p.o. doses of allopurinol 300 mg.
Additionally, we observed a significant increase in xanthine levels following allopurinol
treatment as compared to placebo. Conversely, oral administration of allopurinol did not
affect CSF levels of ATP, ADP, AMP, GTP, GDP, GMP, IMP hypoxanthine, guanosine,
adenosine, and inosine. Of note, allopurinol was not detected in the CSF of patients in both

groups.

Discussion and conclusions:

In this study, oral administration of the xanthine oxidase inhibitor allopurinol before
surgery was associated with a significant reduction in pain scores 2h after total abdominal
hysterectomy in women. This study also demonstrated that two doses of allopurinol (300
mg) in the last 12 h before surgery caused a significant increase in CSF levels of xanthine
but decreased CSF concentration of uric acid. However, no differences were found between

groups in anxiety scores after surgery.

The population sample studied was homogenous as the preoperative characteristics
(gender, age, weight, preoperative anxiety, and pain status) of the patients were quite
similar. As high levels of preoperative state- or trait-anxiety may be a risk factor for
postoperative state-anxiety and higher pain levels [Caumo et al., 2002; Schmidt et al.,
2007b], it is essential to have a homogenous population regarding preoperative anxiety
scores to prevent potential confounding bias. Previous studies reported that a perioperative

anxiety is strongly affected by the state- and trait-anxiety [Caumo et al., 2002]. In this
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study, allopurinol did not significantly affect postoperative state-anxiety. A methodological
issue regarding the tools used to measure anxiety in this study should be pointed out.
Despite the fact that STAI is widely used [Spielberger et al., 1973] and validated [Biaggio
AM, 1980] for evaluating the level of anxiety in different situations and the response to
anxiolytic drugs, to date there is no gold standard to measure anxiety in adults. It is possible
that STAI is not able to accurately detect postoperative anxiolytic effects of allopurinol.
Therefore, the actual effects of premedication with allopurinol on anxiety levels after

surgery may be further clarified with new tools in the future.

Adenine-based purines have been considered important targets for the development
of new drugs for pain management, since the nucleoside adenosine and its analogs have
demonstrated antinociceptive effects following both systemic and central administration
[Sawynok and Liu, 2003]. Considering that adenine- and guanine-based purines closely
interact in modulating several CNS functions [Dobolyi et al., 2000], we have recently
demonstrated that some guanine-based purines, especially the nucleoside guanosine,
produced consistent antinociceptive effects in several animal pain models [Schmidt et al.,
2010]. Although adenine- or guanine-based purines have been related to some
antinociceptive effects in both animals and humans [Schmidt at al., 2007a], it is relatively
early to propose the use of most purine derivatives for clinical research and practice.
Therefore, an interesting approach to investigate the role of purines clinically is the
investigation of purine derivatives already used in humans such as the xanthine-oxidase

inhibitor allopurinol.

Although allopurinol has been traditionally used in the treatment of gout and its

related symptoms, there were only few reports investigating the effects of allopurinol per se
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on pain scores [Pinelli et al., 1991; Daskalopoulou et al., 2005; Inkster et al., 2007;
Hacimuftuoglu et al., 2006]. More recently, we and others demonstrated that allopurinol
produced antinociceptive effects in several thermal and chemical pain models in rodents
[Schmidt et al., 2009; Essawy and Elbaz, 2013]. The rationale to administer allopurinol for
pain is derived from evidence in basic and clinical research on the purinergic system.
Purines and their analogs have been considered important targets for the development of
new drugs for pain management, since the nucleoside adenosine and its analogs present
antinociceptive effects at spinal, supraspinal and peripheral sites [Sawynok, 1998; Sawynok
and Liu, 2003]. Endogenous adenosine can be released in the CNS and peripheral tissues,
and the regulation of its levels by various pharmacological agents can alter pain processing
through activation of adenosine A; receptors on neurons, and perhaps other receptors on
adjacent structures [Sawynok and Liu, 2003]. Additional effects on inflammatory cells at
peripheral sites [Fredholm et al., 1997] and on glia in the central nervous system (CNS)
[Ogata and Schubert, 1996; Gebicke-Haerter et al., 1996] mediated by adenosine P1
receptors have also been reported, potentially producing indirect effects on pain
transmission. Therefore, allopurinol, by inhibiting xanthine oxidase and production of uric
acid, may produce accumulation of other purines (for instance adenosine and other
nucleosides and nucleotides), which may account for its analgesic properties.

The basic mechanism of action of allopurinol and its metabolite oxypurinol is
inhibition of xanthine oxidase (they bind strongly to the reduced form of xanthine oxidase
and inhibit the enzyme). This leads to a decrease in the systemic concentration of uric acid
and an increase in the concentration of the precursors, hypoxanthine and xanthine [Day et
al., 2007]. In addition, hypoxanthine can be converted to inosine, IMP and consequently, to

adenosine and guanosine [Day et al., 2007]. Thus, the primary effect of both allopurinol
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and oxypurinol is inhibition of uric acid production, and the overall result is the inhibition
of the metabolism of xanthine and hypoxanthine leading to greater salvage of these purines
by their conversion to inosine, adenosine and guanosine. These findings, both in CNS and
periphery, have been extensively demonstrated after systemic administration of allopurinol
in several studies in animals and humans [Kim et al., 1987a,b; Ceballos et al., 1994; Marro
et al.,, 2006; Schmidt et al., 2009]. Accordingly, in this study, we demonstrated an
important increase in the CSF concentrations of xanthine (approximately 40%), and a
significant reduction in the CSF levels of uric acid (approximately 11%). In fact, a
remarkable suppression of CSF uric acid levels after allopurinol treatment has also been
observed elsewhere [Kim et al., 1987a; Enrico et al., 1997; Akdemir et al., 2001].
Altogether, these findings indicate that CSF adenosine and/or other purines accumulation
might play a role in the antinociceptive action of allopurinol.

In regard to the mechanism of action of allopurinol, previous data indicated that the
activation of the opioid naloxone-sensitive pathway is unlikely to be involved in the
antinociception caused by allopurinol, since naloxone had no effect against allopurinol-
induced analgesia [Schmidt et al., 2009; Essawy and Elbaz, 2013]. However, adenosine-
receptor antagonists caffeine and DPCPX prevented allopurinol-induced antinociception,
indicating that A; adenosine-receptor and adenosine may be involved in these effects
[Schmidt et al., 2009; Essawy and Elbaz, 2013]. Importantly, there is no evidence that
allopurinol present any direct agonist or antagonist effect on adenosinergic receptors [Day
et al., 2007].

Although previous findings indicate a role for adenosine in allopurinol-induced
antinociception [Schmidt et al., 2009; Essawy and Elbaz, 2013], we cannot rule out the

influence of other purines. This study also demonstrated a significant increase in the CSF
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concentration of xanthine. Our group and others [Cunha, 2005; Dobolyi et al., 2000; Oses
et al., 2004, 2007] have demonstrated that the nucleosides guanosine and adenosine closely
interact in the CNS. Additionally, we have proposed a specific guanine-based purinergic
system with relevant physiological and pathological implications to the CNS, in addition to
the well-characterized adenine-based purinergic system [Schmidt et al., 2007a]. Of note, we
have demonstrated that guanosine, as well as adenosine, may modulate pain transmission
[Schmidt et al., 2010]. Therefore, it is not possible to exclude at this time that other purines
may also influence allopurinol-induced antinociception.

Allopurinol was developed and has been extensively used as an inhibitor of the
enzyme xanthine oxidase [Day et al., 2007]. Xanthine oxidase is a highly versatile
flavoprotein enzyme that catalyzes the oxidative hydroxylation of purine substrates and
generates reactive oxygen species (ROS) [Borges et al., 2002]. ROS have been proposed to
contribute to and/or maintain conditions of chronic pain [Kim et al., 2006]. Some data have
indicated that ROS may also modulate acute pain transmission [Hacimuftuoglu, 2006].
Notably, there is overwhelming acceptance that xanthine oxidase activity is significantly
increased in various pathological states, including some pain states [Khalil and Khodr,
2001]. Therefore, the inhibition of this enzymatic pathway may be beneficial for treating
pain [Lee et al., 2007]. Additionally, the administration of allopurinol has been shown to
decrease tissue injury following ischemia/reperfusion in a variety of in vitro and in vivo
models [Garcia Garcia et al., 1990; Reilly et al., 1991]. Inkster et al. [2007] showed that
allopurinol treatment had marked beneficial effects on nerve and vascular function in
diabetic rats. That same study also demonstrated that allopurinol attenuated diabetes-
induced tactile allodynia, thermal and mechanical hyperalgesia. Therefore, it is tempting to

propose that the reduction on xanthine oxidase activity and consequently on aspects of
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reactive oxygen species might play a role in the postoperative analgesia induced by
allopurinol.

Importantly, there were no differences between groups in the incidence of adverse
events during the procedure, on emergence from anesthesia and after surgery in PACU.
Additionally, no adverse effects over hemodynamic parameters were observed
perioperatively. These findings confirm the well-known safety profile of allopurinol and
points to a safe administration in the perioperative setting as a premedication in adult
patients.

In summary, this study has demonstrated that premedication with allopurinol is
associated with analgesic effects immediately after surgery. Allopurinol-induced analgesia
may be related to a CNS accumulation of endogenous purines such as adenosine, inosine or
guanosine. Although it is early to propose the use of adenine- or guanine-based purines for
clinical research, an interesting approach to investigate their role clinically is the
investigation of purine derivatives already used in humans such as allopurinol or more
selective xanthine-oxidase inhibitors. Additionally, allopurinol is an old and extensively
used compound and seems to be well tolerated with no obvious CNS toxic effects until high
doses. Therefore, this drug and other more selective xanthine-oxidase inhibitors may be
useful for treat acute and chronic pain in humans. New clinical trials are still warranted to
determine if allopurinol is effective in reducing pain scores in other clinical settings. These
studies should include larger samples and longer follow-up to better determine the impact
of premedication with purine derivatives on pivotal postoperative outcomes such as pain

and anxiety.
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Table 1: Demographic data

Characteristics Groups (treatment) P

Placebo Allopurinol
Age (years) 49.9(1.7) 50.6(1.7) 0.76
Weight (kg) 66.8(2.2) 70.3(2.7) 0.35
BMI (kg/m?) 27(1.2) 28.5(1) 0.34
Hypertension (n - %) 9(33) 12(44) 0.40
Diabetes type 2 (n - %) 3(11) 1(4) 0.30
Active Smoking (n - %) 4(15) 6(22) 0.73
ASA status (n - %)

I 6(22) 3(11)

I 21(78) 24(89) 0.27
Duration of surgery (min) 145(7.2) 149(6.9) 0.71
Time to discharge from PACU (min) 210(13) 240(15) 0.25
Hospitalization after surgery (days) 3.1(0.2) 3.4(0.2) 0.23

Data are shown as mean (+ SEM) or absolute values (percentiles). P < 0.05 was considered
statistically significant; Student ¢ test for parametric data; Wilcoxon rank-sum test for non-
parametric data; Pearson’s X° test or Fisher’s exact test for categorical data (n = 27 per

group). BMI: Body mass index.
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Table 2: Comparison of main outcomes between groups — anxiety scores

Time point Groups (treatment — STAI scores)
Placebo Allopurinol P

Baseline (trait) 37.9 (2.5) 39.8 (2.4) 0.61
Baseline (state) 38.1 (1.7) 37.6 (1.6) 0.85
2h after surgery 38.0 (1.5) 37.8 (1.7) 0.93
6h after surgery 36.0 (1.4) 36.1 (1.3) 0.99
12h after surgery 34.1 (1.5) 34.3 (0.9) 0.87
24h after surgery 34.8 (1.5) 34.0 (0.7) 0.72

Data are shown as mean (= SEM). P < (.05 was considered statistically significant, Student
t test for parametric data, Wilcoxon rank-sum test for non-parametric data; (n = 27 per

group). STAI: State-trait anxiety inventory.
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Table 3: Comparison of main outcomes between groups — pain scores

Pain scale Groups (treatment)
Placebo Allopurinol

Baseline 2h 6h Baseline 2h 6h
VPS —n (%)
No pain 21(78) 4(15)* 9(33) 22(81) 8(30)*  14(52)
Mild pain 6(22) 8(30)* 10(37) 5(23) 14(52)*  8(30)
Moderate pain 0(0) 12(44)* 6(22) 0(0) 5(18)* 5(18)
Severe pain 0(0) 3(11)* 2(8) 0(0) 0(0)* 0(0)
VAS —mean (SEM)  0.95(0.33) 4.3(0.63)* 2.5(0.59) 1.1(0.29)  2.4(0.43)* 2.24(0.5)
NPS — mean (+SEM) 0.62(0.32) 4.84(0.62)* 3.1(0.6) 0.5(0.25)  2.8(0.46)* 2.1(0.47)
McGill — mean (+SEM) 4.25(2.1) 18.8(2.7)* 12.2(2.7) 5.02.4) 14.6(2.9)* 11.6(2.7)

Data are shown as mean (+ SEM) or absolute values (percentiles). P < 0.05 was considered
statistically significant, Student ¢ test for parametric data, Wilcoxon rank-sum test for non-
parametric data, X* test for categorical data; (n = 27 per group). *P < 0.05. VPS: Verbal
pain scale; VAS: Visual-analogue pain scale; NPS: Numerical pain scale; McGill: Modified

McGill pain scale.
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Table 4: Effects of p.o. allopurinol (600 mg) or placebo on CSF purines concentration.

CSF purines concentration (uM) Groups (treatment)

Placebo Allopurinol
GTP ND ND
GDP ND ND
GMP ND ND
IMP 0.007 (0.004) 0.009 (0.006)
ATP ND ND
ADP 0.15 (0.02) 0.18 (0.02)
AMP 0.45 (0.27) 0.39 (0.22)
Inosine 0.8 (0.09) 0.77 (0.1)
Guanosine 0.004 (0.001) 0.006 (0.004)
Adenosine 0.43 (0.07) 0.29 (0.04)
Hypoxanthine 4.05 (0.22) 4.5 (0.34)
Xanthine 3.08 (0.2)" 4.3 (0.23)"
Uric acid 18.1 (1.83)* 16.1 (1.36)*

Data are shown as mean (= SEM). P < (.05 was considered statistically significant, Student
t test for parametric data, Wilcoxon rank-sum test for non-parametric data; *P < 0.05; "P <
0.01. (n = 27 patients per group). GTP: guanosine-triphosphate; GDP: guanosine-
diphosphate; GMP: guanosine-monophosphate; IMP: inosine-monophosphate; ATP:
adenosine-triphosphate; ADP: adenosine-diphosphate; AMP: adenosine-monophosphate;
ND: non-detected.
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PARTE III

Onde os resultados sao discutidos e as perspectivas sao tracadas.
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I1L.1. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

II1.1.a. Efeitos antinociceptivos da inosina, da guanina e da guanosina

Nos capitulos IlI.1.a., II.1.b., podemos observar diversos resultados da
investigacdo das purinas, em especial a inosina ¢ a guanina, além de seu derivado a
guanosina, em diversos modelos de dor em camundongos. A administracao intratecal (i.t.)
de inosina e guanina demonstrou efeitos antinociceptivos ¢ dose dependente em diversos
modelos térmicos e quimicos de dor no primeiro estudo, efeitos revertidos através da
administracdo de antagonistas dos receptores adenosinérgicos A;. Estes dados
corroboram com um estudo recente que demonstrou que a inosina apresenta efeitos
antinociceptivos quando administrada por diferentes vias e de forma aguda ou cronica,
efeitos mediados, pelo menos em parte, por receptores adenosinérgicos e pelo bloqueio
da via proteina cinase C [Nascimento et al., 2010]. A seguir, no segundo estudo,
observamos o efeito antinociceptivo da administragao sistémica de guanosina em modelo
de dor neuropatica, um modelo de constri¢ao cronica do nervo cidtico, complementando
os resultados anteriores de Schmidt et al., 2008 e 2010a, que havia demonstrado seu
efeito em modelos térmicos e quimicos de dor em roedores. Além disso, a administragao
sist€émica de guanosina promoveu um aumento significativo de sua concentracdo no
liquido cefalorraquidiano. Entretanto, a guanosina nao apresentou efeito antinociceptivo
em modelos de dor inflamatoria.

O nucleotideo ATP e o nucleosideo adenosina sao considerados os principais
efetores endogenos do sistema purinérgico [Burnstock, 2007]. Além de diversas fungdes

biologicas previamente estabelecidas, esses derivados da adenina desempenham papel
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fisiologico relevante nos mecanismos endogenos de transmissao € modulagdao da dor no
sistema nervoso central e periférico [Sawynok and Liu, 2003]. O nucleotideo ATP
estimula terminacdes nervosas periféricas, amplificando a resposta dolorosa. Em nivel
central, o ATP, via receptores P2X, estd intimamente associado aos processos de geracao
e transmissao da dor aguda, inflamatoria, neuropatica e visceral [Burnstock, 2007]. O
nucleosideo adenosina e seus analogos, via receptores P1, apresentam significativos
efeitos antinociceptivos em diversos modelos de dor. A regulagdo da dor via adenosina
enddgena e seus receptores ocorre na periferia e principalmente em nivel central (medula
espinhal) [McGaraughty and Jarvis, 2005].

O nucleosideo adenosina pode ser convertido a inosina através da agdo da enzima
adenosina deaminase. Inosina ¢ uma purina endogena que apresenta efeitos anti-
inflamatérios demonstrados através de diversos estudos prévios, inibindo citocinas pro-
inflamatoérias liberadas por macréfagos ativados e sendo eficaz no tratamento de lesao
pulmonar inflamatoria, modelos inflamatorios e de choque endotoxico [Haské et al.,
2000; Garcia Soriano et al., 2001; Gomez and Sitkovsky, 2003]. Apesar de muitos
estudos demonstrarem inequivocamente ¢ de forma amplamente reprodutivel os efeitos
antinociceptivos da adenosina e seus analogos, apenas evidéncias modestas e recentes
investigaram ¢ demonstraram efeitos antinociceptivos do nucleosideo inosina
[Nascimento et al., 2010].

A investigagdo do mecanismo de agdo do efeito antinociceptivo da inosina e da
guanina administrada via i.t., no capitulo II.1.a, foi observado através da atuagdo nos
receptores adenosinérgicos, no modelo de dor de inje¢do intraplantar (i.pl.) de glutamato.

A administracao de antagonistas e agonistas dos receptores adenosinérgicos, cafeina nao
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seletivo, DPCPX antagonista A; ¢ SCH58261 antagonista A,x, demonstrou o efeito
antinociceptivo pela atuagdo no receptor A;.

Apesar dos derivados da adenina serem os principais representantes da atividade
extracelular do sistema purinérgico, os derivados da guanina também tem demonstrado,
mais recentemente, efeitos biologicos extracelulares relevantes. Ha crescente evidéncia
que os derivados da guanina, mais especificamente a guanosina, agem como moléculas
sinalizadoras intercelulares. As células da glia, principalmente os astrécitos, sdo as
principais fontes de purinas como os derivados da guanina [Rathbone et al., 1999]. Estas
células expressam receptores purinérgicos envolvidos em processos troficos e
neuroprotetores [Neary et al., 1996; Ciccarelli et al.,, 2001]. Entretanto, ¢ bem
estabelecido que os derivados da guanina (GTP e guanosina) ndao sdo ligantes de
receptores adenosinérgicos [Muller e Scior, 1993], sugerindo que estas substancias
podem possuir receptores especificos na membrana celular.

Recentemente, demonstramos que os derivados da guanina, especialmente a
guanosina, apresentam efeitos antinociceptivos em diversos modelos de dor em ratos e
camundongos. Inicialmente, demonstramos que doses anticonvulsivantes de guanosina e
do nucleotideo GMP, administrados por via i.c.v., foram antinociceptivos em quatro
modelos de dor aguda em camundongos, incluindo dois modelos térmicos (“tail-flick” e
“hot-plate” ou placa quente) e dois modelos quimicos, com inje¢do de substancias
irritantes na pata do animal [Schmidt et al., 2008]. Neste estudo inicial, a administracao
de AOPCP, um inibidor da enzima 5'-nucleotidase e consequentemente da conversao de
GMP em guanosina, reverteu os efeitos antinociceptivos do GMP no modelo da

capsaicina, sugerindo, de forma semelhante a outros estudos [Frizzo et al., 2003; Soares
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et al., 2004; Saute et al., 2006], que os efeitos do GMP sobre a dor estdo condicionados a
sua conversao até guanosina ou, at¢é mesmo a conversdao a outros metabodlitos como a
guanina. Estes dados corroboram resultados obtidos com doses anticonvulsivantes, onde
a conversdo até guanosina ou seus metabolitos parece ser responsavel pelos efeitos
observados [Schmidt et al., 2008]. Posteriormente, diversos estudos investigaram a
guanosina em diversos modelos de dor e através de diferentes vias de administracao,
como a via intratecal (i.t.), a via intraperitoneal (i.p.) e a via oral (p.o.). Novamente, os
efeitos antinociceptivos da guanosina, por diferentes vias de administragdo, foram
replicados na maior parte dos modelos testados. A administragdo de guanosina
diretamente no SNC, através das vias i.c.v. e i.t., apresentou eficacia antinociceptiva em
todos os modelos testados [Schmidt et al., 2008, 2009b,c, 2010a,c].

Os modelos incluidos nesta tese para investigagdo da inosina e da guanina in vivo
sao modelos tradicionais com embasamento relativamente bem estabelecido [Le Bars et
al., 2001]. Os modelos apresentados (excluindo o modelo de dor neuropatica do capitulo
I1.1.b.) s@o baseados em estimulos térmicos e quimicos que induzem dor aguda em
animais. Apesar desses modelos estarem relacionados a transmissdo de dor aguda de
curta duragdo, algumas diferencas importantes sdo encontradas. Os modelos térmicos
“tail-flick” e da placa quente sdo semelhantes, mas o primeiro estd mais relacionado a um
reflexo espinhal, praticamente sem controle de estruturas superiores, enquanto que a
placa quente trata-se de modelo mais robusto e complexo, com ativagao de estruturas
supra-espinhais, produzindo dois componentes comportamentais (lambida da pata e

pulos), considerados como respostas de estruturas mais centrais [Le Bars et al., 2001].
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A inje¢do intraplantar (i.pl.) de substancias algogénicas (capsaicina e glutamato)
produz geralmente respostas comportamentais semelhantes e representa um estimulo de
maior duracao do que os estimulos térmicos (dor tonica versus dor fasica nos estimulos
térmicos) [Le Bars et al., 2001]. Entretanto, a injecao i.pl. de glutamato produz resposta
nociceptiva ¢ edema fortemente mediados por receptores nao-NMDA [Beirith et al.,
2002], enquanto que o teste da capsaicina envolve um mecanismo mais complexo,
predominantemente mediado pela liberagdo de aminoacidos excitatorios na medula,
ativagdo de receptores para taquicininas e receptores NMDA [Sakurada et al., 1993]. Por
fim, a injecdo intraperitoneal (i.p.) de &cido acético causa uma resposta comportamental
caracterizada por constricdes repetidas do abdomen apods a injecdo da substancia
algogénica. Esta resposta ¢ dor de origem peritoneo-visceral e, apesar de apresentar baixa
especificidade, ¢ um modelo muito sensivel e preditivo para testar novas moléculas ou
analgésicos cujas propriedades farmacodindmicas ainda sao pouco conhecidas como os
farmacos estudados na presente tese [Le Bars et al., 2001].

Considerando os resultados expostos acima, podemos inferir que a guanina ¢ a
inosina, de forma similar aos nucleosideos adenosina e guanosina, sdo moléculas
endogenas com propriedades antinociceptivas. De fato, diversos estudos recentes tém
demonstrado que a administracdo de guanosina causa aumento significativo dos niveis
teciduais de guanina na medula espinhal e este efeito pode estar relacionado com sua
capacidade neuroprotetora e trofica [Jiang et al., 2003;2007;2008]. Com os efeitos
comportamentais documentados, partimos agora para potenciais explicacdes para estes
resultados. E possivel que a guanina e a inosina compartilhem mecanismos de agio

semelhantes no que diz respeito aos seus efeitos antinociceptivos. As principais hipdteses
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de acordo com os eventos demonstrados na presente tese incluem: estimulo a producao e
liberacdo de fatores troficos neurais (efeitos previamente demonstrados com o
nucleosideo guanosina), ativacdo do sistema adenosinérgico endogeno (direta ou
indiretamente) e/ou modulagdo da atividade glutamatérgica.

As purinas apresentam importantes propriedades troficas sobre células do SNC e
SNP [Rathbone et al., 2008]. Em especial, guanosina estimula a sintese e liberagao de
diversos fatores troficos de astrdcitos, tais como fator de crescimento neural (NGF), fator
neurotrofico ciliar, neurotrofinas, fator de crescimento de fibroblastos, proteina S100f,
entre outros [Rathbone et al., 1999]. Normalmente, os fatores troficos desempenham
fun¢ao estimuladora das vias de dor em nivel medular, estando envolvidos em diversos
mecanismos responsaveis pela manutencdo do quadro doloroso [Jongen et al., 2005].
Entretanto, alguns resultados sdao contraditérios e estudo recente demonstrou que
administracao intratecal de fatores neurotroficos € capaz de tratar de forma eficiente
quadros de dor neuropatica [Pezet et al., 2008]. O efeito antinociceptivo demonstrado
pela guanosina administrada via intratecal em modelo de dor cronica neuropatica, € o
aumento de sua concentragdo no liquor, pode estar relacionado a liberacao de fatores
troficos. Entretanto, estudos avaliando uma potencial correlagdo entre guanosina, fatores
troficos e transmissdo da dor ainda necessitam ser realizados.

Quanto ao envolvimento dos derivados da adenina nos efeitos antinociceptivos da
guanina e da inosina, os resultados desta tese indicam que os receptores adenosinérgicos
estao, pelo menos parcialmente, envolvidos nos efeitos demonstrados. Estudos anteriores
foram contraditorios, pois alguns demonstraram que os derivados da guanina induzem

efeitos bioldgicos através da liberagdao de adenosina [Ciccarelli et al., 2001; Rathbone et
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al., 1999] e que seus efeitos troficos sao parcialmente inibidos pela adenosina deaminase
e antagonistas de receptores adenosinérgicos [Ciccarelli et al., 2000]. Em contrapartida,
outros estudos excluem o envolvimento do sistema adenosinérgico sobre os efeitos
extracelulares desses farmacos [Gysbers e Rathbone, 1996, Frizzo et al., 2001, Lara et al.,
2001, Vinadé et al., 2004; Tasca e Souza, 2000]. Considerando os dados obtidos nos
trabalhos desta tese, a influéncia do sistema adenosinérgico nos efeitos da guanina e da
inosina parece ser relevante, pois a administragdo de um antagonista nao-seletivo de
receptores adenosinérgicos (cafeina) e do antagonista seletivo dos receptores
adenosinérgicos A; (DPCPX) foi capaz de reverter os efeitos antinociceptivos da guanina
e da inosina. Resultado similar aos observados na presente dissertagao foram obtidos em
investigacdes prévias sobre a guanosina € o analogo purinérgico alopurinol em modelos
de dor em camundongos [Schmidt et al., 2009a, 2010a].

Em contrapartida, a administragdo espinhal de uma dose de inosina que acarretou
um aumento de até 115x na concentragdo de inosina no liquido cefalorraquidiano (LCR),
nao obteve efeitos significativos sobre a concentragao de adenosina no SNC. Entretanto,
outras limitagdes nesta abordagem devem ser consideradas. Adenosina ¢ uma molécula
sujeita a rapida metabolizagdao [Burnstock, 2007], o que pode explicar a auséncia de um
aumento liquorico deste composto. Além disso, as concentragdes de purinas diretamente
no tecido cerebral e medular ndo foram avaliadas e ¢ possivel que niveis alterados de
adenosina possam ocorrer nestas circunstdncias. O mesmo foi observado com a
administracao de guanina, onde apenas nao foi possivel detectar guanina no LCR devido
a limitagdes metodoldgicas que nao permitem a dosagem desta purina através de nossa

abordagem metodoldgica. Nossa metodologia de dosagem de purinas através de HPLC
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ainda ndo estd suficientemente acurada para dosagem de guanina, o que limita nossa
investigacdo e permite apenas especulacdes sobre os potenciais efeitos da guanina na dor
e da propria administracdo do farmaco sobre seus niveis no SNC. Demonstramos ainda
que a administracdo de guanina e inosina promove um aumento significativo nos niveis
liquéricos de oxipurinas como xantina e acido urico, um efeitos similar aos observados
previamente com a administracdo do nucleosideo guanosina. Este efeito provavelmente
se deve a degradagdo enzimatica destas substancias in vivo, mas, apesar de improvavel,
nao podemos descarta-la, através da presente abordagem metodologica, como causa dos
efeitos antinociceptivos da guanina e da inosina.

Uma das hipoteses importantes para embasar o mecanismo de acdo
antinociceptiva de purinas como a guanina ¢ a capacidade desta substancia em modular a
atividade glutamatérgica. Os resultados da presente tese indicam que a administragao de
guanina atenuou a resposta dolorosa provada por agonistas glutamatérgicos
administrados diretamente no SNC de camundongos. A guanina, administrada por via
intratecal, atenuou os efeitos nociceptivos da administracdo intratecal de glutamato e
AMPA, mas ndo de NMDA, cainato e trans-ACPD. Apesar de estudos prévios ndo
demonstrarem os derivados da guanina como antagonistas diretos de receptores
glutamatérgicos [Souza e Ramirez, 1991], os presentes dados permitem sugerir que a
guanina promove seus efeitos antinociceptivos, pelo menos em parte, por interagir com
receptores glutamatérgicos ou entao por interagir com seus mecanismos de transdugdo de
sinal. H& crescentes evidéncias de que o sistema glutamatérgico interage amplamente
com outros neuromoduladores e seus receptores com os receptores TRPV1 [Siebel et al.,

2004]. A administragao intratecal de inosina atenuou de forma significativa a resposta
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nociceptiva a inje¢do intratecal de capsaicina, efeito ndo demonstrado previamente com
guanosina [Schmidt et al., 2009b, 2010a]. Este resultado indica que receptores TRPV1
podem estar envolvidos nos efeitos antinociceptivos da inosina. Além disso, os presentes
resultados indicam que essas substancias provavelmente promovem seus efeitos
antinociceptivos em nivel medular.

Apesar dos efeitos bioldgicos demonstrados pelos derivados da guanina, as
evidéncias de receptores especificos para guanosina ou os demais derivados da guanina
tém sido discretas, mas alguns estudos indicam potenciais sitios de ligagdo na membrana
celular de células neurais [Vuorinen et al., 1992; Ciccarelli et al., 2001; Traversa et al.,
2002; 2003]. Traversa et al. [2002; 2003] demonstraram que ha um sitio especifico para
guanosina em preparacao de membranas de cérebro de ratos, provavelmente ligado a
proteina G. Para corroborar com estes resultados, alguns estudos ja demonstraram que a
guanosina ¢ capaz de interagir com diferentes cascatas intracelulares, modulando
proteinas cinases ativadas por mitogenos (MAPK), a via PI3K/Akt/PKB (fosfatidil-
inositol-3-cinase (PI-3-K)/Akt/proteina cinase B) e provocando o aumento da
disponibilidade de AMPc no interior da célula [Gysbers e Rathbone, 1996; Caciagli et al.,
2000; Di Iorio et al., 2004; Pettifer et al., 2004; Tomaselli et al., 2005]. Podemos
especular que a guanosina e talvez outros derivados purinérgicos sejam capazes de
promover tais eventos através de receptores especificos na membrana celular.

Podemos ainda especular que a guanina e a inosina, principalmente se
compartilharem algum mecanismo de acdo conjunto, podem promover seus efeitos
neuroprotetores através de mecanismos receptor-independente. Os estudos de Jurkowitz

et al. [1998] e Litsky et al. [1999] demonstraram que os efeitos protetores de inosina e
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guanosina em culturas de células da medula espinhal eram revertidos pela administragao
de um inibidor de PNP, enzima responsavel pela degradacao de guanosina até guanina e
de inosina até hipoxantina [Schmidt et al., 2007]. A hipdtese principal concedida por
estes estudos ¢ a de que guanosina e inosina, ao serem metabolizadas, liberam um grupo
ribose de sua composi¢do. Esta ribose ¢ convertida em intermediarios da via glicolitica e
culmina com a liberacdo de ATP necessario para a manutencao da integridade celular.
Portanto, substancias como a guanosina, a guanina € a inosina poderiam servir como uma
fonte de energia adicional para células neurais que apresentam algum grau de sofrimento.
Estudos mais recentes demonstraram que os nucleosideos purinérgicos sdo capazes de
estimular a bomba Na/K ATPase e aumentam a sobrevida de ratos submetidos a modelo
de choque hipovolémico [Darlington e Gann, 2005]. Estes efeitos ndo foram revertidos
por antagonistas adenosinérgicos, mas sim por inibidores da captacdo de nucleosideos,
sugerindo que este efeito se deve a agdo intracelular da guanosina. Portanto, podemos
inferir que a guanina e a inosina podem exercer seus efeitos citoprotetores por participar
ativamente do metabolismo energético celular quando em concentragdes
suprafisioldgicas. Entretanto, mesmo que este mecanismo seja viavel, ¢ bastante dificil
determinar até que ponto apresenta qualquer influencia sobre seus efeitos
antinociceptivos.

A adenosina e seus analogos tém sido relacionados a efeitos adversos como
sedacdo, disfungdo motora, entre outros [Sawynok e Liu, 2003]. Portanto, caso a guanina
e a inosina apresentem efeitos semelhantes isto poderia contribuir para mascarar os
efeitos antinociceptivos apresentados. Considerando estes fatores, avaliamos a fungao

motora dos animais durante o tratamento proposto. Considerando os dados provenientes
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do modelo de placa perfurada (“hole board”), do rotarod e das caixas de locomogao, nao
observamos efeitos significativos da guanina e da inosina administrados por via intratecal,
demonstrando um baixo potencial de toxicidade dos farmacos estudados e excluindo
alteragdes motoras significativas e sua influéncia sobre os efeitos antinociceptivos.
Considerando os dados expostos acima, podemos concluir que o nosso
conhecimento sobre o mecanismo de acao dos farmacos estudados ¢ bastante limitado.
Talvez a melhor op¢do no momento seja pensar nessas substdncias como moléculas
capazes de interagir com multiplos mecanismos celulares dependentes ou ndo de
receptores especificos. Novos estudos devem surgir caracterizando os possiveis
receptores para as purinas derivadas da guanina ou, pelo menos, elucidando os

mensageiros secundarios envolvidos nos efeitos observados.

I11.1.b. Efeitos antinociceptivos do alopurinol: o papel do sistema
purinérgico
Como a utilizagdo de agonistas do sistema purinérgico como adenosina e
guanosina ainda ¢ possibilidade relativamente distante, uma abordagem que tem sido
utilizada para investigar o potencial deste sistema na pratica clinica ¢ a administracdo de
derivados do sistema purinérgico como o alopurinol [Schmidt et al., 2007]. Farmacos
como o alopurinol apresentam grande experiéncia de uso e perfil de seguranga no
tratamento de outras doencas como gota e apresentam documentada capacidade em
modular de forma indireta (através da regulagdo dos niveis de purinas) a atividade do

sistema purinérgico [Marro et al., 2006].
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No capitulo II.2.a. apresentamos uma investigacdo do efeito analgésico e
ansiolitico do alopurinol em pacientes submetidas a histerectomia abdominal. Os
resultados demonstram efeito analgésico significativo 2h apds o procedimento cirtrgico.
Estes dados corroboram a existéncia de efeitos antinociceptivos agudos do alopurinol, ja
demonstrados em parte anteriormente, mas nunca efetivamente estudados [Pinelli et al.,
1991; Daskalopoulou et al., 2005; Inkster et al., 2007; Hacimuftuoglu et al., 2006].

O mecanismo de a¢do basico do alopurinol ¢ o de inibir a enzima xantina oxidase
ligando-se de forma intensa a forma reduzida desta enzima. Este evento leva a uma
redugdo da formagdo de 4cido urico a partir de seus precursores xantina € hipoxantina
[Day et al., 2007]. Consequentemente, acumulo de adenosina, guanosina € inosina podem
ser observados [Marro et al., 2006]. Neste estudo, observamos o aumento significativo de
xantina, assim como uma diminui¢do de acido urico, no liquido cefalorraquidiano das
pacientes, efeito esperado para a administracao de um inibidor da enzima xantina oxidase.

Ainda no que diz respeito aos niveis liquoricos de purinas, Schmidt et al., 2010a,
demonstraram que pode haver uma correlacdo entre alteracdes nas concentragdes
liquéricas de purinas e quadros algicos agudos e cronicos em humanos. Sucintamente,
demonstrou-se que pacientes portadores de quadros dolorosos cronicos de origem
predominantemente somatica apresentaram niveis elevados de IMP, inosina, guanosina e
acido turico. Surpreendentemente, os niveis destas purinas estavam significativamente
correlacionados com a intensidade da dor, demonstrando que tais substancias podem
fazer parte dos mecanismos de indu¢do ou manutencao da dor e/ou podem compor parte

dos mecanismos enddgenos de resposta contra a dor.

111



Apesar de ser ainda precoce a utilizacao de derivados da guanina e da adenina em
estudos clinicos no tratamento da dor ou de doencas do SNC, uma abordagem
interessante e viavel ¢ a utilizagdo de derivados de purinas como o alopurinol. O
alopurinol ja possui diversas evidéncias que demonstram sua eficacia no tratamento de
esquizofrenia, comportamento agressivo, quadros psicoticos e epilepsia [Tada et al., 1991;
Wada et al., 1992; Zagnoni et al., 1994; Lara et al., 2000; 2003; Machado-Vieira et al.,
2001; Akhondzadeh et al., 2005; Brunstein et al., 2005]. Schmidt et al 2009d,
demonstraram efeito antinociceptivo induzido por alopurinol em diversos modelos de dor
em animais, efeito esse relacionado com o receptor adenosinérgico A;. Considerando a
capacidade das purinas derivadas da guanina e da adenina em modular a dor e os efeitos
significativos do alopurinol sobre niveis de purinas no SNC, ¢ relevante propor esta
estratégia de tratamento em diversos quadros clinicos, tais como: dor aguda e/ou cronica,

doengas psiquiatricas e doengas neurodegenerativas.
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II1.2. Consideracoes finais

A presente tese apresentou alguns resultados experimentais obtidos das
investigacdes do potencial efeito antinociceptivo dos derivados purinérgicos guanina,
inosina e guanosina em diversos modelos animais de dor, bem como apresentou também
algumas abordagens farmacologicas e neuroquimicas para auxiliar no entendimento do
mecanismo de acdo responsavel pelos efeitos destas substancias no SNC. Além disso,
demonstrou efeito analgésico pos-operatorio do alopurinol, algo nao utilizado na pratica
clinica.

Durante a formulagdo desta tese, podemos observar que houve uma evolugao no
conhecimento sobre potenciais beneficios e fungdes para os derivados da guanina e da
adenina. Uma nova utilizacdo ¢ um novo papel biolodgico para essas substancias foi
proposto e isto certamente foi a maior contribui¢do do presente trabalho. Os resultados
farmacologicos indicam que a guanina e a inosina, administrados por via intratecal, sao
antinociceptivos em camundongos. A investigacdo farmacoldgica também demonstrou
que essas purinas provavelmente exercem suas fungdes antinociceptivas por modular vias
glutamatérgicas e receptores adenosinérgicos.

Por fim, podemos observar que esta tese acrescentou conhecimento sobre os
mecanismos envolvidos nos efeitos desencadeados por um sistema relativamente novo de
neurotransmissao: o sistema purinérgico. Os resultados da presente tese indicam uma
futura utilizacdo deste sistema como alvo para desenvolvimentos de novos farmacos

analgésicos.
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ITI1.3. PERSPECTIVAS

Durante a realizacao desta tese, tivemos a oportunidade de trabalhar com diversos
modelos de dor aguda e cronica nesta instituicdo, o que permitira importantes interagcoes
com outros pesquisadores no sentido de investigar novas propostas terapéuticas. Neste
contexto, podemos afirmar que estabelecemos uma linha de pesquisa na area de dor e
sistema purinérgico nesta instituigdo e investigagdes futuras dos mecanismos

purinérgicos da transmissao dolorosa devem ser realizados.
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