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RESUMO

(FAGUNDES AC —EFEITOS ANTINOCICEPTIVOS DO INIBIDOR DA XANTINA OXIDASE
ALOPURINOL: ESTUDOS EXPERIMENTAIS E CLINICOS)

O alopurinol é um potente inibidor da enzima xantina oxidase, usado principalmente no tratamento
de hiperuricemia e gota. Os efeitos antinociceptivos do alopurinol tém sido demonstrados em
modelos de dor em roedores. O objetivo da presente tese de doutorado foi investigar os efeitos do
alopurinol nos niveis de dor e ansiedade através de estudos experimentais e clinicos. Os resultados
estdo apresentados sob forma de artigos cientificos. O primeiro artigo descreve um estudo
experimental onde alopurinol, administrado via intraperitoneal, produziu efeitos antinociceptivos
contra a hiperalgesia térmica e mecanica em um modelo tradicional de dor neuropéatica em
camundongos. Neste trabalho, demonstramos que o antagonista seletivo do receptor de adenosina
Al DPCPX preveniu parcialmente a antinocicepcéo induzida por alopurinol. O alopurinol também
causou um aumento nos niveis de algumas purinas no liquido cefalorraquidiano (LCR) de
camundongos, incluindo os nucleosideos inosina e guanosina, e diminuiu a concentracao liquorica
de &cido urico. Em estudo clinico em humanos (artigo 2), a administracdo pré-operatoria de
alopurinol foi eficaz na reducdo nos escores de dor 2 horas apds a cirurgia de histerectomia
abdominal total quando comparados ao grupo placebo. Houve uma mudanca significativa nas
concentracdes de xantina e &cido Urico no liquido cefalorraquidiano antes da cirurgia (p < 0,01),
sem diferenca observada nos niveis de outras purinas. Também foi investigado os efeitos do
alopurinol na dor e ansiedade em mulheres com fibromialgia refrataria a terapia convencional.
Inicialmente, foi feito um estudo piloto (artigo 3) onde uma série de casos com 12 mulheres
portadoras de fibromialgia receberam alopurinol oral 300 mg duas vezes ao dia por 30 dias. Como
resultado deste estudo, a administragéo oral de alopurinol causou uma redugdo significativa da dor
até 30 dias de tratamento. Nenhum efeito foi observado em relacdo aos escores de ansiedade. A
seguir, frente ao resultado promissor deste estudo piloto, foi feito o ensaio clinico (artigo 4) com
uma amostra de 60 mulheres, comparando a efic&cia analgésica do alopurinol oral versus placebo
como terapia adjuvante em pacientes com fibromialgia. Neste estudo, a administracdo oral de
alopurinol 300 mg duas vezes ao dia foi ineficaz em melhorar os escores de dor medidos por varias
ferramentas até 30 dias de tratamento. Além disso, ndo foi observado outro beneficio da
administracdo de alopurinol sobre a ansiedade, sintomas depressivos e estado funcional nestes
pacientes. Nenhum efeito adverso significativo foi observado nos estudos clinicos (artigos 2, 3 e
4). Embora este estudo ndo tenha apresentado beneficio do uso do alopurinol como tratamento
adjuvante em paciente com fibromialgia, € valida a realizacdo de novos ensaios clinicos,
abrangendo amostras maiores com acompanhamento em longo prazo para esclarecer o seu papel
em diferentes condi¢Bes dolorosas agudas e cronicas, visto o seu conhecido perfil de seguranca e
os resultados promissores em estudos prévios.



ABSTRACT

(FAGUNDES AC - ANTINOCICEPTIVE EFFECTS OF THE XANTHINE OXIDASE
INHIBITOR ALLOPURINOL: EXPERIMENTAL AND CLINICAL STUDIES)

Allopurinol is a potent inhibitor of the enzyme xanthine oxidase, used mainly in the treatment of
hyperuricemia and gout. The antinociceptive effects of allopurinol have been demonstrated in
rodent pain models. The aim of this doctoral thesis was to investigate the effects of allopurinol on
pain and anxiety scores through experimental and clinical studies. The results are presented in the
form of scientific manuscripts. The first article describes an experimental study in which
allopurinol, administered intraperitoneally, produced antinociceptive effects against thermal and
mechanical hyperalgesia in a traditional model of neuropathic pain in mice. In this work, we
demonstrated that the selective adenosine Al receptor antagonist DPCPX partially prevented
allopurinol-induced antinociception. Allopurinol also caused an increase in the levels of some
purines in the cerebrospinal fluid (CSF) of mice, including the nucleosides inosine and guanosine,
and decreased the CSF concentration of uric acid. In a clinical study in humans (article 2), the
preoperative administration of allopurinol was effective in reducing pain scores 2 hours after total
abdominal hysterectomy surgery when compared to the placebo group. There was a significant
change in the concentrations of xanthine and uric acid in the cerebrospinal fluid before surgery (p
< 0.01), with no difference observed in the levels of other purines. The effects of allopurinol on
pain and anxiety in women with fibromyalgia refractory to conventional therapy were also
investigated. Initially, a pilot study (article 3) was carried out in which a series of cases with 12
women with fibromyalgia received oral allopurinol 300 mg twice daily for 30 days. As a result of
this study, oral administration of allopurinol caused a significant reduction in pain up to 30 days of
treatment. No effect was observed in relation to anxiety scores. Next, in view of the promising
result of this pilot study, a clinical trial (article 4) was carried out with a sample of 60 women,
comparing the analgesic efficacy of oral allopurinol versus placebo as an adjunctive therapy in
patients with fibromyalgia. In this study, oral administration of allopurinol 300 mg twice daily was
ineffective in improving pain scores measured by various tools up to 30 days of treatment. In
addition, there was no other benefit of allopurinol administration on anxiety, depressive symptoms
and functional status in these patients. No significant adverse effects were observed in clinical
studies (articles 2, 3 and 4). Although this study has not shown the benefit of using allopurinol as
an adjuvant treatment in a patient with fibromyalgia, new clinical trials are valid, covering larger
samples with long-term follow-up to clarify their role in different acute and chronic painful
conditions, as its well-known safety profile and the promising results in previous studies.
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APRESENTACAO

Esta tese de doutorado esté organizada em trés partes: parte | (introducdo e objetivos), parte
Il (quatro artigos cientificos) e parte Il (discussdo, consideracOes finais e perspectivas). A
introducdo apresenta o embasamento tedrico que motivou a formulagéo da proposta do trabalho. A
seguir, estdo dispostos o objetivo geral e os objetivos especificos da tese.

Na parte Il encontram-se os resultados obtidos através de quatro artigos cientificos. Os
topicos Materiais e Métodos, Resultados, Discussédo e Referéncias Bibliogréficas sdo descritas de
forma detalhada em cada artigo cientifico.

A parte 11l contém a Discussdo, Consideragdes Finais e Perspectivas que representam um
compilado geral acerca dos resultados obtidos nos diferentes trabalhos.

Por fim, as Referéncias Bibliogréficas referem-se somente as citacdes correspondentes a

Introducdo e Discussao desta tese.
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PARTE I

Introducdo e Objetivos



I.1. INTRODUCAO

1.1.a. Dor

Dor ¢ definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada com
lesdo tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano (IASP, 1986). Apesar de
representar uma sensagdo incébmoda, a dor é um componente fundamental da homeostase e
essencial para a sobrevivéncia visto que tem o proposito de indicar a presenca de estimulos nocivos
ou potencialmente nocivos que podem apresentar riscos de dano tecidual. Assim, a dor funciona
como um “sinal de alerta” permitindo que mecanismos de defesa sejam adotados pelo organismo
[Millan, 1999; Julius e Basbaum, 2001]. Entretanto, a dor pode perder seu propdsito inicial de
alerta e tornar-se persistente ou cronica. Este processo ocorre quando 0 organismo ndo consegue
corrigir a leséo ou quando sdo estabelecidos mecanismos adaptativos inadequados [D’Mello e
Dickenson, 2008]. Nestes casos, ocorrem alteragdes no processamento sensorial e o quadro de dor
é frequentemente associado a hiperalgesia - percepcdo exagerada de estimulos dolorosos - e
alodinia - estimulos indcuos gerando resposta dolorosa [Millan, 1999]. Este tipo de dor é de dificil
tratamento e ocasiona intenso sofrimento, diminuicdo da capacidade funcional e queda da
qualidade de vida [Zimmermann, 2001].

A dor pode ser classificada quanto ao tipo (eventual, aguda e crdnica) e a origem
(nociceptiva, neurogénica, neuropatica e psicogénica). A dor eventual ou transitéria ndo esta
relacionada a um estimulo nocivo ou leséo significativa (exemplo: vacina). Por outro lado, a dor
aguda esta relacionada a um estimulo nocivo com lesdo tecidual (exemplo: queimadura) e envolve,
além de nociceptores periféricos, o sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso autbnomo
(SNA). A dor crénica trata-se da dor persistente ap0s processo de reparo do organismo ou, em
muitos casos, nem se relaciona a processo nocivo detectado, como € o exemplo da fibromialgia
[Millan, 1999]. Em relacdo a origem, a dor pode ser desencadeada por: estimulacdo excessiva de
nociceptores (dor nociceptiva), dano do tecido neuronal na periferia ou no SNC (dor neurogénica),
disfuncdo ou lesdo nervosa (dor neuropética) ou, até mesmo, ndo ser causada por uma fonte
somatica detectavel (dor psicogénica) [Millan, 1999]. N&o é apenas a duracdo que caracteriza o
tipo de dor, mas também a capacidade de reparo da lesdo pelo organismo e o processamento neural

responsavel pela transmissao dolorosa [Hill, 2001].
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Algumas evidéncias indicam que nem sempre ha associacdo direta entre dor e lesdo
tecidual, uma vez que diversas sindromes dolorosas ndo sao detectaveis por métodos de diagndstico
na clinica atual. Esse fato favorece a hipdtese de que alteragGes neurofuncionais podem ser restritas
ao ambito biomolecular [Millan, 1999]. A dor tem carater multifatorial e sua etiologia pode ser
complexa, envolvendo componentes sensoriais, cognitivos e emocionais [Julius e Basbaum, 2001].
A transmisséo dolorosa envolve diversos eventos, desde a sensibilizacdo periférica pelo estimulo
nocivo até alteracGes neuroplasticas adaptativas, tais como sensibilizacdo central, alteracfes na
capacidade modulatoria de neurdnios inibitorios na medula espinhal, entre outras. [Millan, 1999;
Hill, 2001; Zimmermann, 2001]. Todos esses processos envolvidos na transmissdo de dor geram
quadros dolorosos manifestados das mais diversas formas [Apkarian et al., 2008]. Nesse sentido,
modelos experimentais de dor tém sido utilizados a fim de aprofundar o entendimento a respeito
dos mecanismos de transmisséo de dor e para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas.
A avaliagdo da dor em modelos animais é feita indiretamente por meio de respostas
comportamentais, constituindo-se em modelos de nocicepcdo [Millan, 1999]. A dor abrange a
percepcao e interpretacdo de estimulos nocivos. Em contrapartida, a nocicep¢do € a sensacao
determinada pela estimulacdo de receptores presentes nas fibras aferentes primaérias, ou seja, é o
componente sensorial da dor e corresponde as manifestagdes neurofisioldgicas e neuroguimicas
geradas pelo estimulo nocivo [Millan, 1999].

A ocorréncia de dor é crescente, sendo que 10% a 50% dos individuos no Brasil e em outros
paises procuram clinicas médicas devido ao sintoma dor [Rocha et al., 2007; Nampiaparampil,
2008; Tunks et al., 2008]. De acordo com estudo realizado pela Sociedade Brasileira para Estudo
da Dor em 2017, aproximadamente 37% da populacgéo brasileira convive com algum quadro de dor
cronica. A dor persistente estd constantemente associada com depressdo, o que afeta a qualidade
de vida [WHO, 2006]. Além disso, véarios destes quadros dolorosos séo refratarios aos tratamentos
disponiveis na atualidade. Neste contexto, o entendimento de neurofarmacologia e fisiopatologia
da dor, assim como o estudo dos mecanismos centrais e periféricos envolvidos na sua transmissao,

tornam-se necessarios para a busca incessante de novas terapéuticas adjuvantes.
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1.1.b. Mecanismos de transmissao dolorosa

A dor é desencadeada a partir da transformacao de estimulos nocivos em potenciais de acao
que sdo transferidos das fibras nervosas periféricas para o sistema nervoso central através da
medula espinhal [Zhang e Bao, 2006]. A deteccdo destes estimulos e sua respectiva transmisséo,
sob a forma de impulso elétrico, ocorre por intermédio de receptores especificos para a dor
(nociceptores), presentes nas terminacdes de fibras nervosas do tipo Ad e C [Fitzgerald, 2005]. A
presenca da bainha de mielina nas fibras nervosas reflete na velocidade de conducéo dos potenciais
de acdo: as fibras Ad (2 a 6 mm de didmetro), envoltas por bainha de mielina, sdo responsaveis
pela transmissao rapida da dor, enquanto as fibras C (0,4 a 1,2 mm de didmetro) sdo amielinicas e
transmitem o estimulo doloroso de forma mais lenta (0,5 a 2 m.s™t). Outro tipo de fibra, as fibras
AP (30 a 100 m.s1), séo de conducdo rapida e respondem predominantemente a estimulos indcuos,
como propriocepcao e tato. Contudo, na presenca de alteracdes neuroplasticas, estas fibras podem
participar da amplificacdo da dor em nivel medular [Schaible, 2007; Millan, 1999; D’Mello e
Dickenson, 2008].

A sensibilizacdo dos nociceptores ocorre por diferentes estimulos como, por exemplo, leséo
tecidual, mudanca de temperatura, hipoxia e isquemia. No entanto, ha nociceptores “silenciosos”
gue ndo sao sensibilizados a estimulos de menor intensidade, sendo ativados somente em situagdes
especificas, como na presenca de mediadores inflamatorios, resultando na amplificacdo da resposta
ador [Julius e Basbaum, 2001]. A grande maioria das fibras do tipo C séo consideradas polimodais,
ou seja, respondem a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos. Essas fibras sdo classificadas, por
critérios morfologicos, em peptidergicas e nao peptidérgicas. As fibras C peptidérgicas produzem
e liberam peptideos, como a substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
e expressam receptores para o fator de crescimento neural (NGF), apresentando terminais
sinapticos em regides mais externas no corno dorsal da medula espinhal (Idamina I) [Millan, 1999].
As fibras C ndo — peptidérgicas expressam receptores para o fator neurotrofico derivado da glia
(GDNF) e o receptor purinérgico do tipo P2Xs e apresentam seus terminais sindpticos mais
internamente na substancia gelatinosa da medula espinhal (1amina Il). J& as fibras Ad respondem a
estimulos mecanicos e térmicos e sdo subdivididas conforme o limiar de temperatura para a

transmissdo do estimulo [Millan, 1999].
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I.1.c. Transmissdo da dor - Mecanismos periféricos

Quando o estimulo nocivo provoca lesdo tecidual, inicia-se um processo inflamatorio
seguido de reparacao, que desencadeia uma cascata de sensibilizacdo periférica. A liberacao local
e difusa de substancias quimicas, denominadas algogénicas, sdo responsaveis pela sensibilizagdo
dos nociceptores. Dentre as substancias algogénicas destacam-se a acetilcolina, prostaglandinas,
histamina, bradicinina, serotonina, leucotrieno, substancia P, fator de ativacdo plaquetéario (PAF),
ions potassio e hidrogénio, tromboxanos, interleucinas, fator de necrose tumoral (TNF-a), fator de
crescimento neural (NGF) e monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) [Wood, 2004]. As enzimas
liberadas do interior de células lesadas degradam &cidos graxos e formam cininas, como a
bradicinina, responsavel por promover dilatacdo arteriolar e aumento da permeabilidade capilar, o
que favorece a propagacao do processo inflamatorio [Millan, 1999; Huang et al., 2006]. A a¢édo da
enzima fosfolipase A na membrana celular desencadeia a liberacdo de &cido araquidbnico. Este €
metabolizado por 3 sistemas enzimaticos principais - cicloxigenase, lipoxigenase e citocromo P-
450- e produz, respectivamente: prostaglandinas, tromboxanos, e prostaciclinas; leucotrienos e
lipoxinas; produtos da via da epoxigenase. Todas essas substancias causam a reducéo global dos
limiares de excitabilidade dos nociceptores [Huang et al., 2006]. A substancia P e a neurocinina A
facilitam a geracdo e manutencdo do processo inflamatério visto que provocam vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular.

A bradicinina, a prostaglandina E2, 0 NGF e as interleucinas também apresentam papel
importante no processo de sensibilizacdo periférica a dor. A bradicinina e a prostaglandina
provocam alteracfes em receptores especificos (TRPV1) acoplados a canais i6nicos ligante-
dependente via ativacdo do AMPc, e das proteinas cinases A (PKA) e C (PKC), o que reduz o
tempo pos-hiperpolarizagdo da membrana neural, e consequentemente, reduz o limiar para disparo
da fibra nervosa. O NGF e outras neurotrofinas provocam aumento da sintese, do transporte axonal
anterégrado e da quantidade de substancia P e CGRP nas fibras C, além de reduzirem a atividade
do &cido gama-aminobutirico (GABA) em terminacdes periféricas e centrais [Hill, 2001; Julius e
Basbaum, 2001].

A agressdo persistente provoca sensibilizacdo de fibras nervosas e alteraces no sistema
nervoso periférico, promovendo a ativagdo de nociceptores silentes, hiperalgesia e aumento dos

niveis de AMPc e calcio nos nociceptores [Huang et al., 2006]. Dessa maneira, 0s nociceptores
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passam a desenvolver descargas espontaneas, tornando-se capazes de responder de maneira intensa
a estimulos nociceptivos e ndo-nociceptivos [Huang et al., 2006].

Em suma, a agresséo tecidual resulta na liberacdo de mediadores quimicos que provocam
alteracdes no fluxo sanguineo local, na permeabilidade vascular e producéo de sinais inflamatdrios
como, dor, calor, rubor, tumor e impoténcia funcional. Inicia-se o processo de sensibilizagéo
periférica que vai exacerbar a resposta ao estimulo doloroso. Ocorre também o aumento da
condutividade dos canais de célcio e sddio e reducdo do influxo de potassio e cloro para 0 meio
intracelular devido a despolarizacdo da membrana neural por tempo prolongado pela acdo dos
mediadores periféricos. Neste momento, caso este processo seja prolongado, podem ocorrer
alteracbes neuroplasticas em nivel central e, consequentemente, o desencadeamento de

mecanismos de sensibilizagéo central [Apkarian, 2008].

1.1.d. Processamento central da dor

A liberacdo das substancias algogénicas na lesao tecidual periférica desencadeia o processo
de transmissdo dos estimulos nocivos até os niveis mais centrais através da medula espinhal
[Millan, 1999]. Essa transmissdo ndo ocorre de forma passiva visto que 0s circuitos intramedulares
possuem a capacidade de alterar o estimulo e, consequentemente, determinardo de que forma a
resposta dolorosa chegaré ao cortex cerebral [Zhang e Bao, 2006].

Os estimulos nocivos persistentes nos nociceptores provocam a dor espontanea, reducéo do
limiar de sensibilidade, hiperalgesia — resposta real¢ada ao estimulo doloroso - e alodinia - dor
resultante de um estimulo normalmente indcuo. A hiperalgesia pode ocorrer no local da lesdo
(hiperalgesia primaria) ou se estender para areas adjacentes (hiperalgesia secundéria). A presenca
destes elementos sugere que, além da sensibilizacdo de nociceptores periféricos, 0 SNC também
tem envolvimento nestas mudangas [Zhuo, 2007].

As fibras aferentes conduzem impulsos nociceptivos até o corno dorsal da medula, area
primaria de recebimento da maioria das informagdes sensoriais, que se divide em seis Iaminas,
caracterizadas pelo recebimento de diferentes tipos de informag6es [Millan, 1999]. As fibras
aferentes do tipo Ad e C realizam suas sinapses primarias nas laminas mais superficiais (Iamina |

e lamina I1). Apos a integracdo dos impulsos nociceptivos no corno dorsal da medula, ocorrem
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projecBes atraves de vias ascendentes para centros superiores, como estruturas subcorticais e
corticais [Fitzgerald, 2005]. As vias ascendentes de conduc¢do de dor até o cérebro podem ser
monossinapticas e polissinapticas [Millan, 1999]. As vias monossinapticas projetam-se
diretamente a estruturas superiores e incluem feixes, como o espinotalamico e espinorreticular. Em
contrapartida, as vias polissinapticas tem uma estacdo de retransmissao a neurénios de segunda
ordem até atingirem estruturas superiores, formando feixes como o paleoespinotaldmico e o
espinocervical. Diversas dessas vias apresentam conexdes com neurdnios de terceira ordem em
nivel talamico, projetando-se até estruturas corticais [Fitzgerald, 2005].

Além das vias ascendentes, a percepcao de dor pode ser modulada pelas vias descendentes,
provenientes de estruturas do SNC, como talamo, tronco cerebral, hipotdlamo, cortex, nucleo
magno da rafe e substancia cinzenta periaquedutal [Zhang e Bao, 2006; Yoshimura e Furue, 2006].

A modulagéo da dor pelas vias descendentes € caracterizada por a¢des diretas sobre as vias
aferentes primarias e por inibi¢do ou estimulacao de interneurdnios, sendo predominantemente de
carater noradrenérgico e serotoninérgico [Yoshimura e Furue, 2006]. Algumas caracteristicas
inibitérias das vias noradrenérgicas e serotoninérgicas foram demonstradas em estudos
eletrofisiol6gicos, como: hiperpolarizacdo direta dos neurbnios situados no corno dorsal da
medula; inibicdo da liberagdo de glutamato de fibras aferentes Ad e C; aumento da liberacdo de
GABA e glicina proveniente de interneurdnios inibitorios na medula espinhal. Apesar de efeitos
excitatorios serem descritos, o papel fundamental destas vias € o controle endégeno da dor, ou seja,
seu efeito predominante é antinociceptivo [Yoshimura e Furue, 2006].

Porém, caso ocorra uma disfuncéo intrinseca das vias de transmisséo dolorosa ou o estimulo
periférico seja sustentado ou intenso, fendmenos neuroplasticos podem ocorrer em nivel central
[Zhuo, 2007]. A partir disso, os mecanismos de sensibilizacdo central podem desencadear

sindromes dolorosas cronicas altamente refratarias [Tunks et al., 2008].

I.1.e. Mecanismos de sensibilizacéo central

Na sensibilizacdo central ocorrem mudancas nos impulsos periféricos (com adaptagdes

positivas ou negativas), reducdo do limiar ou aumento da resposta aos impulsos aferentes,

descargas persistentes ap6s estimulos repetidos e ampliacdo dos campos receptivos de neurdnios
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do corno dorsal [Zhuo, 2007]. A liberacdo de neurotransmissores, como substancia P,
somatostatina, CGRP, neurocinina A, glutamato e aspartato ap0s agressdo tecidual estdo
relacionados com a ativacdo de potenciais pds-sinapticos excitatorios [Millan, 1999]. Ocorre a
soma dos potenciais de acdo e despolarizacao pds-sinaptica cumulativa. Por sua vez, o aumento do
célcio promove a ativacdo da enzima Oxido nitrico sintase e a estimulagdo da transcri¢éo de proto-
oncogenes, genes localizados no SNC e envolvidos na formacéo de encefalinas e dinorfinas.

As encefalinas apresentam acdo antinociceptiva e sdo relacionadas com a redugdo da
neuroplasticidade e hiperalgesia. J& as dinorfinas tem acdo algogénica e antinociceptiva,
dependendo da situacdo. [Delander et al., 1997; Jongen et al., 2005]. As neurotrofinas tem como
receptores as tirosinases tipo A e B (trkA, trkB), enquanto que a substancia P e o CGRP ligam-se
aos receptores para neurocininas do tipo NKi1 e NKz [Hill e Oliver, 2007]. Com a liberacdo de
aminoacidos excitatorios, peptideos e neurotrofinas e a interacdo com receptores especificos,
ocorre a ativagcdo de segundos mensageiros (do tipo AMPc, PKA, PKC, fosfatidilinositol,
fosfolipase C, fosfolipase A2). A ativacdo de receptores NMDA ocorre ap0s uma ativacéo intensa
e persistente dos receptores glutamatérgicos do tipo AMPA. Consequentemente, ocorre a abertura
de canais de célcio, o que contribui para o aumento do influxo de ions célcio e a producédo de
prostaglandinas e 6xido nitrico. Estes migram em direcdo a fenda sinaptica e estimulam a liberacéo
de glutamato, aspartato, substancia P e CGRP, favorecendo a ampliacdo do processo algico
[Birklein e Schmelz, 2008].

Os mecanismos que favorecem o aumento da eficdcia da transmissdo sindptica podem ser
decorrentes da formacao e do transporte de substancias excitatorias do interior da célula para a
fenda sinaptica ou da fosforilacdo dos receptores de membrana e das alteracfes no tempo de
abertura dos canais i6nicos. Além disso, as proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPK)
modulam a fosforilag&o dos receptores NMDA e AMPA, amplificando a resposta nociceptiva.

Durante o estabelecimento da sensibilizacdo central na dor neuropatica ocorre morte de
neurdnios inibitérios por meio da excitotoxicidade - toxicidade mediada pelo glutamato - processo
que vai contribuir significativamente para a manutenc¢do do quadro doloroso a longo prazo [Zhuo,
2007]. Estudos tém demonstrado o papel das células gliais nos mecanismos de transmisséo e
manutencdo da dor, principalmente quando trata-se de dor crénica de origem neuropatica [Gao e

Ji, 2010; Gosselin et al., 2010]. As células gliais, predominantemente o0s astrocitos espinhais, estdo
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relacionadas ao estimulo doloroso prolongado devido a sua associa¢ao com 0s sistemas purinérgico

e glutamatérgico [Ohara et al., 2009; Sweitzer e De Leo, 2011].

I.1.f. Mediadores quimicos envolvidos na dor

Os principais mediadores quimicos envolvidos nos eventos que ocorrem durante a
transmissdo da dor periférica e central 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 tréficos neurais, entre outros [Furst, 1999; Millan, 1999]. Dentre estes mediadores
quimicos, serdo abordados apenas 0s mais envolvidos diretamente com a presente tese: glutamato
e purinas (em item a parte).

O glutamato é conhecido como o principal neurotransmissor excitatorio no SNC de
humanos e mamiferos em geral [McLennan e Liu, 1982]. Desde o inicio da década de 1960, seu
efeito excitatorio vem sendo descrito, onde € relacionado em processo de excitacdo neural rapida,
em plasticidade neural, em processos de aprendizado e memoria e em processos de neurotoxicidade
(excitotoxicidade) [Danbolt, 2001; Carozzi et al., 2008].

Além disso, o glutamato tem papel importante na transmissao de estimulos dolorosos
[Bleakman et al., 2006]. A hipdtese de que os receptores glutamatérgicos tém papel fundamental
nas vias de dor e que estdo criticamente envolvidos na transmissdo nociceptiva aferente primaria,
tanto no desenvolvimento quanto na manutencdo da nocicepgao, tem sido embasada por estudos
farmacoldgicos, eletrofisioldgicos e comportamentais. Os receptores glutamatérgicos séo
classificados em dois grupos: ionotropicos e metabotrépicos. Os receptores chamados ionotrépicos
sdo canais idnicos modulados por agonistas (NMDA, AMPA, cainato) e os metabotropicos sao
acoplados a sistemas de segundos mensageiros através de proteinas G [Danbolt, 2001; Bleakman
et al., 2006]. A ativacao destes receptores - por glutamato, aspartato ou agonistas dos receptores -
modulam a atividade de enzimas (adenilato ciclase, guanilato ciclase, fosfolipase C) e fluxos
ibnicos transmembrana.

Nesse sentido, a modulacdo dos receptores glutamatérgicos ionotropicos e metabotrépicos

pode ser uma terapéutica efetiva para tratamento de quadros dolorosos cronicos [Coggeshall e
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Carlton, 1997; Bleakman et al., 2006]. Algumas substancias capazes de bloquear estes receptores
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 quadros dolorosos relacionados a reacdo inflamatoria, dano tecidual agudo,
isquemia ou dano nervoso [Wiech et al., 2004].

Contudo, o glutamato também pode ser um agente neurotoxico, promovendo graves
alteraces estruturais, neuroguimicas e comportamentais, quando liberado de forma ndo modulada
para 0 espaco extracelular, principalmente em algumas condicdes de insultos agudos ao SNC ou
doencas crénicas neurodegenerativas [Parsons et al., 2005]. Este fato representa uma grande
limitacdo clinica, visto que seu uso pode acarretar em efeitos adversos intoleraveis como sedacao,
disforia, alucinag@es, distlrbios motores, entre outros [Gardoni e Di Luca, 2006]. Neste contexto,
torna-se constante a busca por novos farmacos que sejam capazes de modular a atividade

glutamatérgica anormal e apresentem um maior perfil de seguranca.

I.1.g. Dor patoldgica: dor crdnica neuropética

Dor neuropética é definida como a dor resultante de uma disfuncdo ou lesdo do nervo
devido a doenca ou leséo do sistema somestésico [Zimmermann, 2001]. Esse tipo de dor apresenta
etiologia heterogénea, com envolvimento de diversos mediadores quimicos e imunes [Campbell e
Meyer, 2006]. O tratamento da dor neuropatica ainda é um desafio clinico uma vez que se trata de
uma sindrome complexa, com mecanismos desencadeadores pouco esclarecidos. No entanto, sabe-
se que alteracdes medulares, tais como excitabilidade aumentada, vias inibitérias com atividade
reduzida e neuroplasticidade, promovem o desenvolvimento da dor crénica apds uma lesdo
nervosa. E necessaria a participacdo de diversos mediadores quimicos para o desencadeamento de
uma cascata de eventos que promovem a manutencdo do potencial de acédo, de forma semelhante
ao que ocorre na dor inflamatoria. Por tratar-se de um processo crénico, uma das principais
carateristicas desta patologia € um cenario de eventos neuroplésticos relacionados a alteracdes
génicas de receptores, canais ibnicos, neurotransmissores e neuromoduladores, dentre outros
[Woolf e Thompson, 1999; Willis, 2001; Binns et al., 2005; Zhuo, 2007].
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Ap0s a ativacao intensa e persistente de receptores AMPA, a ativacao de receptores NMDA
é iniciada com aumento do influxo de ions célcio. Quando se inicia o processo de sensibilizacédo
central, com a liberacdo dos neurotransmissores GABA e glicina, os interneurdnios inibitorios
ainda ficam ativos e modulam negativamente a dor. No entanto, durante a excitotoxicidade -
toxicidade mediada pelo glutamato — ocorre a morte desses neurdnios, 0 que contribui para a
manutencdo do quadro doloroso a longo prazo. Juntamente a este processo, sinapses aberrantes na
medula vdo desencadear a amplificacdo do processo doloroso que se torna, muitas vezes,
espontanea [Gold, 2000; Zhuo, 2007]. Dessa forma, a dor resultante é de dificil manejo e muitos
casos tornam-se refratarios aos tratamentos. A maioria dos modelos animais de dor neuropatica foi
desenvolvida em ratos a partir de lesdes periféricas traumaticas, metabolicas ou toxicas como, por
exemplo, ligadura parcial do nervo ciatico, ligadura do nervo espinhal, lesdo constritiva cronica do
nervo ciatico, dentre outros métodos. [Le Bars et al., 2001]. Estes modelos visam provocar
hiperalgesia mecéanica e térmica, apresentando correlagdo com as alteragdes fenotipicas
desenvolvidas em humanos [Le Bars et al., 2001; Campbell e Meyer, 2006]. Estudos que
promovam uma melhor compreensdo da neurobiologia da dor neuropatica contribuem para a

elaboracdo de novos farmacos que atuem de maneira mais eficaz neste tipo de dor.

I.1.h. O sistema purinérgico e seu papel na transmissdo dolorosa

O sistema purinérgico ¢ composto por bases purinicas - como adenina e guanina - e seus
derivados nucleotideos e nucleosideos. Estas moléculas sdo distribuidas dentro e fora das células
de organismos vivos e estdo envolvidas em diversas funcdes bioldgicas, como: construcdo do DNA
e RNA (adenina e guanina), nas vias bioquimicas envolvidas no metabolismo energético celular
(ATP) ou como mensageiros secundarios nos mecanismos intracelulares de transducéo de sinal
(AMPc e GMPc) [Bourne et al., 1990; Barnstable et al, 2004]. Diversos estudos demonstraram o
papel destas moléculas sobre a homeostase [Burnstock, 2007]. As purinas sdo classificadas em:
derivados da adenina (ATP, ADP, AMP, adenosina, adenina) e derivados da guanina (GTP, GDP,
GMP, guanosina e guanina). Também compdem as purinas os metabolitos diretos destes derivados,
como a inosina, xantina, hipoxantina e acido Urico. O ATP e a adenosina sdo considerados como

principais efetores do sistema purinergico em nivel extracelular [Ralevic e Burnstock, 1998].
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O ATP é um neurotransmissor classico em nivel central e periférico, armazenado e liberado
de terminais pré-sindpticos, mas também € liberado por células ndo-neuronais e tecido lesado
[Ralevic e Burnstock, 1998; Burnstock, 2007]. A adenosina e seus substratos apresentam efeitos
neuromodulatorios [Brundege e Dunwiddie, 1997]. Além da acdo como neurotransmissores e
neuromoduladores, ambos derivados de adenina também agem como fatores tréficos em processos
plasticos desenvolvidos no SNP e SNC [Rathbone et al., 1999; Ciccarelli et al., 2001]. As purinas,
principalmente a adenosina, apresentam papel importante na modulacao da atividade sindptica no
SNC, interagindo com sistemas, como glutamatérgico, dopaminérgico, serotoninérgico e
colinérgico [Schmidt et al., 2007; Rathbone et al., 2008].

Na transmissdo de dor, o ATP e a adenosina exercem influéncias em sitios periféricos e

centrais [Sawynok, 1998; Sawynok et al., 1999; Sawynok e Liu, 2003]. A adenosina tem efeitos

T

T

aumento da condutancia ao K* [Sawynok e Liu, 2003]. Por meio da sua ac&o agonista em receptores
Az, também diminui a producéo de 6xido nitrico (mediado pelo receptor NMDA) e esta relacionada
diretamente a analgesia opioide [Sawynok e Liu, 2003].

O ATP interage com receptores purinérgicos especificos do tipo P2. Estes receptores podem
ser subdivididos em P2X e P2Y que séo acoplados, respectivamente, aos canais idnicos e a proteina
G [Burnstock, 2007]. Estudos com modelos experimentais de dor neuropatica demonstraram
reducdo ou aumento de receptores P2Xs. Entretanto, hd aumento da sensibilidade desses receptores
mesmo na reducdo [Jarvis et al., 2002].

O bloqueio de receptores P2X3 atenua a alodinia mecéanica e térmica em ratos [Jarvis et al.,
2002]. Os receptores P2X4 aumentam sua expressdo na microglia apos leséo do nervo e o bloqueio
farmacologico do P2Xs reverte a alodinia [Tsuda et al., 2003]. Ratos que ndo expressam 0S
receptores P2X7, presentes nas células T e macrdfagos, séo resistentes ao desenvolvimento de dor
neuropética [Chessell et al., 2005]. Em contrapartida, receptores P2Y1 aumentam em 70% apds
lesdo do nervo ciatico em ratos, e também podem estar relacionados ao desenvolvimento de
quadros dolorosos [Xiao et al., 2002]. Entretanto, ainda ndo estdo disponiveis para uso clinico
farmacos que tenham acéo direta sobre os receptores purinérgicos. Uma opgao interessante € o uso
de farmacos que modulam a atividade da adenosina e que ja se encontram disponiveis para uso

clinico, como o alopurinol.
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O mecanismo de a¢do do alopurinol é a inibi¢do da xantina oxidase, enzima responsavel
pela conversdo de xantina em &cido urico, passo final na degradacéo de purinas [Day et al., 2007].
Dessa forma, a hipoxantina e xantina e seus substratos (adenosina e guanosina, respectivamente)
podem ficar acumulados e, consequentemente, ha reducéo do produto final acido Urico [Day et al.,
2007]. O alopurinol é um farmaco amplamente utilizado em humanos para tratamento de
hiperuricemia e gota e, além de ter comprovado perfil de seguranca, pode ser um novo alvo de
tratamento adjuvante de dor crénica, visto que provoca aumento nos niveis plasmaticos e liqudricos
de guanosina e adenosina, ambos neuromoduladores com potencial antinociceptivo [Marro et al.,
2006]. Em vista disso, o alopurinol foi o farmaco de escolha para avaliar o potencial do sistema

purinérgico na modulagéo da dor através de estudos experimentais e clinicos na presente tese.
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1.2. OBJETIVOS

I.2.a. Trabalho experimental com modelo animal

Objetivo geral: investigar os potenciais efeitos antinociceptivos do alopurinol em modelos
animais de dor.

Objetivos especificos:

- Avaliar o efeito antinociceptivo do alopurinol em um modelo de dor neuropatica em
camundongos.

- Investigar o mecanismo de a¢do antinociceptiva do alopurinol em um modelo de dor neuropatica
em camundongos.

- Mensurar os niveis liquéricos de purinas em camundongos submetidos a administracdo
intraperitoneal de alopurinol em um modelo de dor neuropaética.

- Avaliar potenciais efeitos adversos e alteragdes locomotoras induzidas pela administracdo

intraperitoneal de alopurinol em camundongos.

I.2.b. Trabalhos experimentais com modelos humanos

Objetivo geral: investigar os efeitos do alopurinol, inibidor da xantina oxidase, em pacientes do
sexo feminino, submetidas a histerectomia abdominal total ou em pacientes portadoras de
fibromialgia.

Objetivos especificos:

- Avaliar o efeito analgésico do alopurinol em pacientes submetidas a histerectomia abdominal
através de escalas de dor.

- Avaliar o efeito ansiolitico do alopurinol em pacientes submetidas ao procedimento cirdrgico.

- Avaliar o efeito analgésico do alopurinol em pacientes portadoras de fibromialgia refratarias a
terapia convencional através de escala de dor.

- Avaliar o efeito ansiolitico do alopurinol em pacientes portadoras de fibromialgia refratarias a

terapia convencional.
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