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RESUMO

Nas ultimas décadas, alguns estudos demonstraram que o &cido nicotinico (NIA) e a
nicotinamida (NIC), vitaminas da familia B3, além das conhecidas funcdes
nutricionais também apresentavam propriedades anti-inflamatérias. Para melhor
entender como o tratamento com essas vitaminas interfere no processo de migracéo
celular para o foco inflamatério, camundongos Balb/c machos, com massas entre
20-25 g, foram desafiados com carragenina (CG 200 pg/cavidade-0,1 mL), zimosano
(ZYM 200 pg/cavidade-0,1 mL), leucotrieno B4 (LTB4 500 ng/cavidade-0,1 mL) ou
interleucina-8 (IL-8 60 ng/cavidade-0,1 mL) para inducdo de pleurisia. Os animais
foram tratados com NIC (250, 500 ou 1000 mg/Kg-0,2 mL, per os) ou NIA (150, 300
ou 600 mg/Kg-0,2 mL, per os) 30 min antes e 1 h apds o desafio com os agentes
flogogénicos. Os camundongos foram eutanasiados em camara de CO; 4 h apds o
desafio, o lavado da cavidade pleural coletado, centrifugado e o precipitado utilizado
para realizagdo da contagem total e diferencial de leucdcitos. O duplo tratamento
com NIC (1000 mg/Kg) reduziu a migracéo de neutrdéfilos para a cavidade pleural de
camundongos desafiados por CG, ZYM, LTB,4 e IL-8. O duplo tratamento com NIA
(600 mg/Kg) também reduziu a migracdo de neutréfilos em camundongos
desafiados com CG, ZYM, LTB, e IL-8. Para avaliar a adeséo e o rolamento de
leucdcitos, foi realizado um protocolo de microscopia intravital. Os camundongos
foram tratados com NIC (1000 mg/Kg) e ou NIA (600 mg/Kg), 30 min antes e 1 h
apos desafio com CG (100 pg/cavidade) injetada diretamente na bolsa escrotal.
Quatro horas ap6s o desafio com CG, foram coletadas imagens da microcirculacdo
do musculo cremaster com auxilio de um microscépio de fluorescéncia. A analise
das imagens revelou que o duplo tratamento com NIC ou NIA reduziu o rolamento e
a adesdo de leucadcitos na microcirculagcdo do musculo cremaster de camundongos.
ApOs a captacdo das imagens 0s animais foram eutanasiados, o musculo cremaster
foi coletado e utilizado para confeccao de laminas para analise histologica. A analise
qualitativa das laminas revelou menor nimero de leucdcitos na regido intersticial nos
animais tratados com NIC e NIA em relacdo aos animais nao tratados. Concluindo,
os resultados demonstram que o tratamento com NIC ou NIA reduziu a migracdo de
neutréfilos para a cavidade pleural de camundongos desafiados com diferentes
agentes flogogénicos. O tratamento com as vitaminas também reduziu o rolamento e
a adesdo de leucdcitos na microcirculagdo do musculo cremaster, o que pode
justificar, pelo menos em parte, a reducdo do niamero de neutréfilos na cavidade
pleural de camundongos desafiados com diferentes agentes flogogénicos.

PALAVRAS-CHAVE: nicotinamida, &cido nicotinico, inflamacédo, neutrdfilos,
carragenina, zimosano, interleucina, leucotrieno, microscopia intravital, pleurisia.



ABSTRACT

During the last decades some sutudies have shown that nicotinic acid (NIA) and
nicotinamide (NIC), vitamins of the B3 family, besides the known nutritional functions,
have antiinflammatory properties. Therefore, to better understand how these vitamins
can interfere with the process of cell migration to inflamed focus, male Balb/c mice,
weighing 20-25 g, were challenged with carrageenan (200 pg/cavity-0.1ml), zymosan
(ZYM 200 pg/cavity-0.1 ml), leukotriene B, (LTB; 500 ng/cavity-0.1 mL) or
interleukin-8 (IL-8 60 ng/cavity-0.1 mL) to pleurisy induction. These mice were treated
with NIC (250, 500, 1000 mg/Kg-0.2 mL, per os) or NIA (150, 300, 600 mg/Kg-0.2
mL, per os) 30 min before and 1 h after the challenge with the inflammatory agents.
Four hours after the challenge, the animals were euthanized in CO, chamber, the
lavage of pleural cavity was collected, centrifuged and the precipitate was used to
perform the total and differential counting of leukocytes. The double treatment with
NIC (1000 mg/Kg) reduced the migration of neutrophils to pleural cavity of mice
challenged with CG, ZYM, LTB4 e IL-8. The double treatment with NIA (600 mg/Kg)
also reduced the neutrophil migration in mice challenged with CG, ZYM, LTB4 and IL-
8. To assess the profile of the adhesion and rolling of leukocyte, a protocol of
intravital microscopy was performed. The mice were treated with NIC (1000 mg/Kg)
or NIA (600 mg/Kg), 30 min before and 1 h after the challenge with CG (100 pg/0.1
mL) injected directly into the scrotum. Four hours after the challenge with CG, images
were collected from microcirculation of cremaster muscle with the aid of a
fluorescence microscope. The analysis of images revealed that the double treatment
with NIC or NIA reduced the process of rolling and adhesion of leukocytes on
microcirculation of the cremaster muscle of mice. In addition, after the capture of
images, the mice were euthanized, the cremaster muscle was collected and used for
histological analysis. The qualitative analysis of the slides revealed a lower number
of leukocytes in the interstitial region of mice treated with NIC and NIA compared to
untreated mice. In conclusion, the results demonstrated that the treatment with NIC
and NIA reduced the neutrophil migration to pleural cavity of mice challenged with
different inflammatory agents. The treatment with B3 vitamins also reduced rolling
and adhesion of leukocytes on microcirculation of cremaster muscle, so the inhibition
on the neutrophil migration to pleural cavity of the mice could be explained, in part by
the reduction of leukocyte rolling and adhesion induced by NIC e NIA.

KEYWORDS: nicotinamide, nicotinic acid, inflammation, neutrophils, carrageenan,
zymosan, interleukin, leukotriene, intravital microscopy, pleurisy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ainflamacéao e o recrutamento celular

A inflamacéo é uma resposta de tecidos vascularizados a estimulos internos e
externos que podem apresentar natureza quimica, fisica ou bioldgica. Diferentes
formas de agressdo levam ao surgimento de sinais e sintomas especificos no
organismo com o0 objetivo de restaurar a homeostasia perdida (Muller, 2002).
Celsus, no séc. | d.C, foi quem primeiro descreveu seus principais sinais e sintomas:
rubor, tumor, calor e dolor (eritema, edema, calor e dor). Posteriormente, Virchow
adicionou outra alteracdo, a functio laesa (perda de funcéo) (Collins, 1999).

Desde entdo, muitas descobertas foram feitas demonstrando que a resposta
inflamatoria € um processo complexo que envolve alteracbes da permeabilidade
vascular (Issekutz et al., 1988), ativacdo de sistemas plasmaticos especificos, como
o0 sistema das cininas e do complemento (Imai et al., 1991; Kaplan et al., 2010), além
da migracao de leucdcitos para o local da lesao (Kim et al., 2000).

Mediadores soluveis como histamina e serotonina, além de mediadores
lipidicos como a prostaglandina (PG) E,, sdo liberados por mastdcitos presentes no
tecido lesionado, sendo responsaveis pelas alteracdes vasculares que levardo ao
extravasamento de plasma e proteinas dos vasos sanguineos para a regiao
intersticial (Issekutz et al., 1988).

O aumento da permeabilidade vascular também ira possibilitar que proteinas
soluveis encontradas no plasma e conhecidas por formar o sistema do complemento
cheguem a regido intersticial e sejam ativadas. A ativacdo do complemento leva a
uma cascata de eventos bioquimicos com a ativacdo em cadeia de varias enzimas,
sendo que algumas estdo envolvidas com o desenvolvimento da resposta
inflamatéria. Por exemplo, a proteina C3a € conhecida por estimular a liberacdo de
histamina, enquanto que a proteina C3b é capaz de ativar macrofagos, aumentando
a sua capacidade fagocitica e a producao de citocinas inflamatorias. A proteina C5a
€ um fator quimiotatico para leucocitos e a C5b ativa uma sequéncia de reagdes que
irdo terminar com a ativacdo de C9, proteina capaz de formar poros na membrana
de bactérias, provocando sua lise (Peng et al., 2009).

Além do aumento da permeabilidade vascular e da ativacdo do complemento,
a resposta inflamatéria depende da ativacdo de vias especificas de sinalizacdo em

diferentes células como macrofagos ou células dendriticas, estimulando a producéo
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de importantes citocinas inflamatérias e mediadores lipidicos como PGs,
leucotrienos (LTs) e o fator de ativacao plaquetaria (PAF) que ativam os leucécitos e
as células do endotélio vascular.

A importancia das PG no desenvolvimento da resposta inflamatéria pode ser
comprovada diante da importancia terapéutica dos anti-inflamatérios ndo esteroides
(AINES), que inibem a enzima ciclooxigenase (COX), responsavel pela sintese das
PGs (Vane, 1971).

Entre os LTs, destaca-se o LTB4, agente quimiotatico para leucdcitos
polimorfonucleares e mondcitos (Martel-Pelletier et al., 2003). O LTB,4 atua sobre
neutroéfilos promovendo os processos de adesdo e migracao através das células do
endotélio vascular, contribuindo para o processo de diapedese (Byrum et al., 1999).
Além disso, o LTB4 também estimula a sintese e liberacéo de citocinas inflamatdrias,
colaborando para a ampliacédo da inflamacéo (Chou et al., 2010).

Entre os varios processos controlados pelas citocinas, os mais relevantes
para o desenvolvimento da inflamacéo séo: regulacéo dos eventos envolvidos com a
imunidade inata e adaptativa, controle do processo de apresentacdo de antigenos,
participacdo no recrutamento e ativacdo de leucocitos, além de regulacdo da
expressdo de moléculas de adeséao (Borish et al., 2003).

Uma das primeiras citocinas produzidas durante a resposta inflamatoria é o
fator de necrose tumoral (TNF), que pode ser encontrado na forma de duas
proteinas homologas, com funcdes semelhantes e produzidas principalmente por
mondcitos (TNF-a) ou por linfécitos (TNF-B). A citocina TNF-a também pode ser
produzida por outras células como neutréfilos, mastécitos e células endoteliais
(Beutler et al., 1989). Além de TNF-a, os mondcitos podem produzir outras citocinas
como as interleucinas (IL)-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15 e IL-18 que podem ativar outros
mondcitos, aumentar a producdo de citocinas, estimular a migracdo de leucdcitos
para o local da lesdo, além de contribuir para a resolu¢cdo do processo inflamatério
(Borish et al., 2003).

Compreender como a produgdo de citocinas pode modular a resposta
inflamatoria € complicado, pois em muitos momentos as citocinas tém um papel
duplo, podendo atuar como pro- ou anti-inflamatoérias. A citocina IL-6 representa um
bom exemplo, uma vez que, na presenca de IL-1 regula o desenvolvimento da febre
e a producdo de algumas proteinas de fase aguda, as quais estdo comprometidas

com o desenvolvimento do quadro inflamatério. Por outro lado, a citocina também
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exerce efeito anti-inflamatorio ao inibir a producéo de IL-1 e TNF, o que constitui um
exemplo de retroalimentacdo negativa, uma vez que a producdo de IL-6 €
estimulada por IL-1 ou TNF no inicio da resposta inflamatéria (Borish et al., 2003).

Outra importante citocina € a IL-8, potente agente quimiotatico e ativador de
neutrofilos e células endoteliais. Essa citocina estimula a desgranulacdo de
neutrofilos, além de estimular a adesdo dessas células ao endotélio vascular. Uma
producdo excessiva de IL-8 induz migracdo excessiva de neutrofilos para o foco
inflamatorio, seguida da liberagcdo de seu conteudo enzimatico. Esse é o principal
mecanismo fisiopatoldgico de doengas como psoriase, artrite reumatoide, fibrose
pulmonar idiopatica, doenca inflamatéria intestinal, além do choque séptico (Yang et
al., 1999).

Os eventos mencionados até aqui irdo contribuir de forma direta ou indireta
para a passagem dos leucécitos da circulagdo para a regido intersticial, rumo ao
foco da leséo, a fim de eliminar patégenos e residuos celulares e iniciar o reparo
tecidual (Granger et al., 1994). Esse processo, também conhecido como diapedese,
€ didaticamente dividido em quatro etapas descritas como uma sequéncia de
eventos na qual cada fase favorece a ocorréncia da etapa subsequente (Butcher,
1991).

A primeira etapa é caracterizada pelo rolamento dos leucécitos sobre a
superficie do endotélio vascular, mediado por moléculas especificas denominadas
selectinas (Rosen, 1993). Essas moléculas sdo expressas principalmente pelas
células do endotélio vascular, apresentam natureza protéica e tém como principal
funcdo proporcionar interagcbes de pouca intensidade entre os leucécitos e o
endotélio vascular (Rosen, 1993). As varias moléculas que compdem a familia das
selectinas foram divididas em trés grupos, a saber: selectina-E, presente em
granulos localizados no citoplasma celular das células endoteliais e expressa
apenas em condi¢des inflamatdrias; a selectina-L, presente na membrana celular de
leucdcitos e a selectina-P, presente em granulos localizados em plaquetas e em
células endoteliais, sendo que a exocitose desses granulos para a membrana celular
pode ser estimulada pela histamina liberada no inicio da resposta inflamatéria
(Muller, 2002).

A segunda etapa € caracterizada pela ativacdo dos leucdcitos, o que ocorre,

principalmente, por meio do simples contato entre essas células e o endotélio
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vascular ou pela acao das citocinas liberadas durante o processo inflamatorio (Cook-
Mills et al., 2005; Wittchen, 2009).

Na terceira etapa, ocorre a adesao dos leucécitos a pontos especificos do
endotélio vascular, mediado por moléculas especificas denominadas integrinas.
Essas moléculas sé@o receptores heterodiméricos, presentes na membrana dos
leucécitos e formados pela unido de uma cadeia a e outra 3. Os leucdcitos possuem
principalmente integrinas da familia B,, também conhecidas como integrinas
especificas para leucocitos ou CD18. A subunidade (B, pode se ligar com as
subunidades a, (CD11a) ou com a subunidade ay (CD11b). A unido dos dominios a.
e ay com o dominio B ir4 originar as integrinas a3, (LFA-1) e auB. (Mac-1). Os
leucdcitos também podem expressar integrinas da familia 1 como a a4f; (VLA-4) e
a aspB7 (LPAM-1) (Springer, 1994; Muller, 2002).

As integrinas possuem ligantes especificos localizados na membrana das
células endoteliais. Entre as principais moléculas destaca-se a Molécula de Adesao
Intercelular-1 (ICAM-1), que reconhece a integrina LFA-1 e a Molécula de Adeséao
Celular Vascular (VCAM-1), que reconhece a integrina VLA-4. Sendo assim, a
interacdo das integrinas com seus ligantes favorece a adesdo dos leucdcitos as
células endoteliais (Marlin et al., 1987). As moléculas ICAM-1 e VCAM-1 séo
expressas em baixos niveis na maioria dos leitos vasculares na auséncia de
inflamacédo. Entretanto, a presenca de citocinas inflamatoérias estimula a expressao
de ICAM-1 e VCAM-1 (Muller, 2002).

Na quarta etapa, ocorre a diapedese propriamente dita. Nessa etapa, 0s
leucécitos podem atravessar o endotélio vascular por duas vias, a paracelular, em
que a passagem dos leucécitos se da por entre as células endoteliais (Shaw et al.,
2001) ou pela via transcelular, em que a passagem dos leucécitos se da por dentro
da célula endotelial (Feng et al., 1998; Cook-Mills et al., 2005). Menor porcentagem
de leucadcitos atravessa a parede dos vasos sanguineos através da via transcelular
guando comparado a via paracelular (Carman et al., 2004), sendo que a migracéo
transcelular ocorre principalmente nos vasos do sistema nervoso central e também
pode ocorrer em tecidos inflamados (Feng et al., 1998).

ApoOs atravessar as células do endotélio vascular, os leucdcitos ainda
necessitam transpor a lamina basal, formada por macromoléculas que em alguns
vasos estdo associadas ao pericito, fina camada de células que formam uma rede

descontinua em torno do endotélio de quase todas as vénulas pés-capilares (Ley et
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al., 2007). Esse processo € estimulado por diferencas no gradiente de citocinas,
presentes em maior quantidade no foco inflamado, o que estimula a migragao dos
leucécitos para o local da inflamacéo (Henkels et al., 2011). A presenca de regides
com lamina basal de espessura reduzida também €& considerado um fator que
favorece a migracao dos leucdcitos (Feng et al., 1998).

A migracéo de leucocitos para o local da lesédo é um fator importante para o
controle da inflamacdo e depende da persisténcia e intensidade do estimulo
inflamatorio. Se por um lado, a presenca dos leucdcitos é necessaria e contribui para
a resolugcdo do processo, por outro, o excesso de infiltrado pode exacerbar a
liberacdo de mediadores inflamatdrios e provocar leses transformando o quadro em
uma doenca aguda. Dessa forma, pesquisas sdo realizadas na tentativa de
desenvolver novos farmacos que possam controlar a migracao de leucdécitos para os
tecidos (Tavintharan et al., 2007; Tavintharan et al., 2009; Kempf et al., 2011). Entre
essas novas substancias que vém sendo investigadas, destacam-se as vitaminas do
complexo B, que apresentam potencial em regular a producdo de mediadores

inflamatorios e inibir a migracéo de leucocitos para o foco da inflamacao.

1.2 Vitaminas do complexo B: O acido nicotinico e a nicotinamida em um

contexto inflamatorio

As vitaminas sdo moléculas organicas de natureza quimica diversificada.
Devem ser adquiridas em pequenas quantidades por meio da alimentacédo porque
em alguns casos néo sao sintetizadas pelo organismo e em outros a capacidade de
sintese nao € suficiente para suprir as necessidades mininas exigidas diariamente
(Marcus e Coulston, 2001).

As vitaminas do complexo B compreendem um grupo de substancias com
estruturas quimicas variadas, porém estao classificadas em uma mesma familia,
pois originalmente foram isoladas das mesmas fontes: figado e leveduras.
Tradicionalmente, o complexo vitaminico B € composto por onze elementos: tiamina,
riboflavina, piridoxina, niacina, cianocobalamina, &cido félico, &cido pantoténico,
biotina, inositol, colina e 0 acido para-aminobenzoico (Marcus e Coulston, 2001).

A niacina € conhecida como acido nicotinico e também pode ser encontrada
na forma de uma amida que recebe o nome de nicotinamida. Tanto o acido
nicotinico como a nicotinamida séo classificados como vitamina B3 (Figura 1). A

deficiéncia dessa vitamina foi identificada had décadas como responsavel pelo
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desenvolvimento de uma doenca conhecida como pelagra, caracterizada por
manifestagcbes cutaneas, diarréia e deméncia (Marcus e Coulston, 2001),

demonstrando a importancia nutricional do acido nicotinico e da nicotinamida.

Q o
S OH = NH3
= o
M N
Acido nicotinico Nicotinamida

Figura 1 — Estruturas quimicas do 4cido nicotinico e da nicotinamida.

O acido nicotinico e a nicotinamida também participam de varias reacfes
importantes para a manutencdo da homeostase do organismo, porém, para iSso é
necessario que sejam metabolizados nas coenzimas nicotinamida adenina
dinucleotidio (NAD") e nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (NADP™) (Figura
2), que constituem as formas fisiologicamente ativas dessas vitaminas. As
coenzimas NAD® e NADP® apresentam funcdes bioquimicas, uma vez que
participam de reacfes de oxi-reducdo recebendo elétrons ou ions hidreto de
substratos que sofrem oxidacdo em reacdes envolvidas no processo de respiracéo
celular (Kirkland, 2009).
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Figura 2 — Estruturas quimicas das coenzimas (A) NAD" e (B) NADP".

Nas ultimas décadas, diversos estudos demonstraram a atividade anti-
inflamatéria do acido nicotinico e da nicotinamida, sendo que outros estudos
também demonstraram que moléculas estruturalmente analogas ao acido nicotinico
e a nicotinamida também apresentam a mesma atividade (Pero et al., 1999;
Ungerstedt et al., 2003; Kirkland, 2009; Godin et al., 2011).

O potencial anti-inflamatério de analogos da nicotinamida foi demonstrado
por meio da 3-aminobenzamida (3-AB), droga pertencente ao grupo quimico das
benzamidas, que compartiiham com a nicotinamida a propriedade de inibir uma
familia de enzimas conhecidas como poli(ADP-ribose) polimerase (PARP), as quais
estdo envolvidas na regulacdo de varios processos biolégicos. Foram identificados
16 membros dessa familia, sendo que PARP-1 € o membro mais bem caracterizado
e regula a sintese de diversas proteinas importantes para o desenvolvimento da
resposta inflamatéria. A inibicdo de PARP-1 reduz a migracdo de neutréfilos e a
leséo tecidual induzidas por zimosano, pleurisia induzida por carragenina, além de
sepse induzida por LPS (Hassa et al., 2002).

Szabo e colaboradores (1997) demonstraram que o tratamento de
camundongos com 3-AB reduziu dois importantes marcadores inflamatérios, o

recrutamento de neutrofilos e a formacdo de edema induzidos por zimosano e
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carragenina em um modelo de inflamacao local. J& em um protocolo de inflamagéo
sistémica induzida por zimosano, o tratamento com 3-AB reduziu o recrutamento de
neutrofilos e o nivel de lesdo pulmonar. O tratamento com esse inibidor de PARP
também reduziu a transmigracdo de neutréfilos em vénulas pds-capilares
mesentéricas de camundongos (Szabo et al., 1997).

Um estudo que utilizou a nicotinamida ou seus analogos estruturais,
metoclopramida (MCA) e 3-cloroprocainamida (3-CPA), que também pertencem a
familia das benzamidas, demonstrou a atividade antiinflamatoria dessas moléculas.
Assim, o tratamento com nicotinamida, MCA ou 3-CPA reduziu de maneira dose-
dependente a producdo de TNF-a induzida pela injecdo de lipopolissacarideo (LPS)
in vivo (Pero et al., 1999). Além disso, o tratamento com MCA e ou 3-CPA reduziu a
formacdo de edema no pulmdo de ratos desafiados com sephadex, um
polissacarideo de alta massa molecular e conhecido por estimular a liberagdo de
PAF e serotonina (Francischi et al., 1996; Pero et al., 1999).

O tratamento com 3-CPA também reduziu a producéo de IL-1B3, IL-6 e IL-8
induzida pelo desafio com LPS em mondcitos humanos in vitro (linhagem de célula
imortalizada THP-1) (Pero et al., 1999). JA em outra linhagem de células humanas

imortalizadas (células Hela) estimuladas com radiacdo a fim de provocar lesdo no

DNA, o tratamento com MCA reduziu a ativagdo de NF-kB, importante fator de

transcricdo celular, envolvido na expressdo de genes relacionados as respostas
inflamatoria e imune, incluindo a expressdo de citocinas, moléculas de adeséo,
fatores do complemento, regulacdo do processo de apoptose, além de uma
variedade de receptores que participam da resposta imunoldgica (Karin et al., 2004),
sinalizando um possivel envolvimento desse fator de transcricdo na atividade anti-
inflamatéria da metoclopramida (Pero et al., 1999).

Outro grupo de pesquisadores, utilizando leucdcitos purificados a partir de
sangue humano total e estimulados por 2 h com LPS, demonstraram que a
incubacdo com nicotinamida reduziu de forma concentracdo dependente a
concentragéo intracelular de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 (Ungerstedt et al., 2003). O
grupo também avaliou se o efeito inibitdrio da nicotinamida sobre a sintese de
citocinas inflamatérias estava relacionado a inibicdo da enzima PARP. Para isso,
leucécitos humanos foram incubados com LPS e tratados com nicotinamida ou

6(5H)fenantridiona, um inibidor especifico da enzima PARP. Tanto a nicotinamida
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quanto o inibidor especifico induziram redugdo concentracdo dependente da
atividade enzimatica da PARP, porém o tratamento com o inibidor ndo reduziu a
producdo das citocinas IL1-B, IL-6, IL-8 e TNFa. Dessa forma, a atividade inibitoria
da nicotinamida parece ndo se dever ao seu potencial em inibir a enzima PARP
(Ungerstedt et al., 2003).

A atividade anti-inflamatéria do &cido nicotinico também vem sendo estudada.
Nesse contexto, foi identificado um receptor acoplado a proteina G, ativado pelo
acido nicotinico e localizado na membrana de neutréfilos. O receptor foi denominado
GPR109A e, uma vez ativado, acelerou o processo de apoptose de neutrdéfilos in
vitro, abrindo a perspectiva para a utilizacdo do acido nicotinico como regulador do
acumulo de células inflamatérias no local da lesdo. A apoptose de neutrofilos
induzida pelo acido nicotinico foi revertida pela adicdo de cAMP permeavel as
células presentes no meio de cultura, sugerindo que baixas concentracées de cAMP
medeiam esse efeito (Kostylina et al., 2008).

O acido nicotinico também se mostrou util no tratamento da aterosclerose,

doenca inflamatoria crénica, pois reduz a producdo de espécies reativas de oxigénio

(ROS) induzida pela angiotensina Il, a ativacdo de NF-xB induzida por TNF-a, a

expressdo e a concentracdo da molécula VCAM-1, importante no processo de
adesdo de leucocitos ao endotélio vascular, a secre¢cdo da citocina proteina
guimiotatica para mondcitos-1 (MCP-1) e a adesdo de neutrofilos a células do
endotélio da artéria aorta de humanos (HAEC) (Ganiji et al., 2009).

Em um modelo de inflamag¢&o pulmonar crénica induzida por LPS, o &cido
nicotinico reduziu o edema pulmonar, a concentracdo de albumina presente no
lavado pleural e o nimero de neutréfilos no lavado broncoalveolar de cobaias. Outro
parametro avaliado foi a concentracdo da coenzima NAD" no tecido pulmonar dos
animais tratados ou ndo com o &cido nicotinico. Os resultados demonstraram que,
em relacdo aos controles, que néo foram tratados com LPS ou acido nicotinico, os
animais desafiados com LPS apresentaram concentracdo de NAD® reduzida,
enquanto que os animais desafiados com LPS e tratados com acido nicotinico,
apresentavam concentracdo de NAD® aumentada, sinalizando uma possivel
participacéo da coenzima NAD" nos efeitos anti-inflamatérios dessa vitamina (Nagai
et al., 1994).
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Os exemplos da atividade anti-inflamatéria do acido nicotinico e da
nicotinamida, associados as evidencias de que NAD" e NADP" sdo intermediarios
dessa atividade, fizeram com que NAD" e NADP" deixassem de ser vistas apenas
como participantes de reacdes de oxi-reducdo, importantes para o metabolismo
energético celular (Rechsteiner et al., 1976).

A sintese celular de NAD" a partir da nicotinamida é realizada principalmente
por uma enzima conhecida como nicotinamida fosforibosiltransferase (Nampt)
(Revollo et al., 2004), sendo que elevada expressao dessa enzima foi observada em
células do sistema imune, reforcando a ideia da participagdo da coenzima na
regulacdo da resposta inflamatdria (Luk et al., 2008).

Buscando avaliar a relagdo entre o metabolismo de NAD" e inflamac&o, Gool
et al. (2009) demonstraram que elevadas concentragdes intracelulares de NAD" s&o
importantes para a sintese de TNF induzida por LPS. Os experimentos foram
realizados in vitro utilizando uma linhagem de mondcitos humanos (célula
imortalizada THP-1). A participacdo de Nampt foi avaliada por meio da utilizacdo de
um inibidor especifico dessa enzima (APO8866). Foi observado que quando o
inibidor era utilizado, mesmo na presenca de nicotinamida, o nivel intracelular de
NAD" permanecia baixo, o que prejudicou a producdo de TNF e IL-6 (Van Gool et
al., 2009). No mesmo estudo, os autores demonstraram que a adicdo de
nicotinamida mononucleotideo (NMN), um intermediario na reacdo entre Nampt e
nicotinamida ou a adicéo de acido nicotinico, restauraram a capacidade das células
de produzir TNF e IL-6. Os autores também identificaram que a producéo de TNF via
NAD" se d& por meio da participacdo de Sirt-6, que pertence a uma familia de
enzimas dependentes de NAD" e conhecidas como sirtuinas (Van Gool et al., 2009).

A atividade das PARPs também é dependente de NAD" (Hassa et al., 2002),
sendo que PARP-1 cliva moléculas de NAD® liberando dois fragmentos: a
nicotinamida e uma molécula de ADP-ribose. Varios mondmeros de ADP-ribose
podem ser polimerizados e ligados a aminoacidos especificos em proteinas
aceptoras, também por meio de PARP-1, em um processo importante para a
ativacao enzimatica e sinalizagao intracelular (Ziegler, 2000).

Varios estudos demonstraram as propriedades anti-inflamatérias do acido
nicotinico e da nicotinamida, sendo que o metabolismo dessas vitaminas leva a
formacdo das coenzimas NAD" e NADP™ (Kirkland, 2009), que também contribuem

para o desenvolvimento da resposta inflamatéria. Essas coenzimas sao substrato
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para PARP-1, que pode atuar diretamente sobre a expressdo de proteinas

inflamatorias ou indiretamente regulando a atividade de NF-kB (Hassa et al., 2002;

Karin et al., 2004).
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2 JUSTIFICATIVA

O recrutamento de leucdcitos para o foco inflamatério € um evento importante
para a evolucdo da inflamacgéo, podendo em alguns casos, contribuir para os danos
ao tecido, bem como para o agravamento da doenca inflamatodria. Desta forma, o
desenvolvimento de drogas capazes de interferir com o recrutamento leucocitario,
bem como o estudo de novas moléculas que apresentem essa atividade inibitéria,
pode ser util para o tratamento de doencas cujo infiltrado celular € um componente
importante. Nos ultimos anos, resultados experimentais apresentados por alguns
grupos, vém sugerindo que as vitaminas do complexo B3, apresentam atividade anti-
inflamatoria, expandindo assim as a¢des destas vitaminas além de sua importancia
nutricional. A identificacdo de novas atividades para essas vitaminas, que ja estao
em uso, é importante, uma vez que seus parametros de farmacocinética e
seguranca ja foram definidos.

Assim, embora sejam sugeridas atividades anti-inflamatérias para os
componentes do complexo B3, a saber, o acido nicotinico e a nicotinamida, nao
existem até 0 momento estudos in vivo conclusivos demonstrando a capacidade
dessas moléculas em inibir o recrutamento celular induzido por estimulos

inflamatorios.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos induzidos pelo acido nicotinico e pela nicotinamida sobre o
recrutamento de neutrdfilos induzido por diferentes estimulos inflamatérios em
camundongos.

3.2 Objetivos especificos
I.  Avaliar os efeitos induzidos pelo acido nicotinico e pela nicotinamida sobre a
migracdo de neutréfilos em modelo de pleurisia induzida por carragenina,

zimosano, LTB4 ou IL-8 em camundongos;

Il.  Avaliar os efeitos induzidos pelo &cido nicotinico e pela nicotinamida sobre os
processos de rolamento e adesdo de leucdcitos, induzidos por carragenina,
por meio da técnica de microscopia intravital no musculo cremaster de
camundongos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Balb/c machos, com 4 a 5 semanas e massas
de 25 a 30 g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO), ICB, UFMG. Os
animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 h, sendo que, racdo e agua
foram fornecidas ad libitum. Todos os procedimentos utilizando animais foram
analisados, estando de acordo com 0s principios éticos da experimentacao animal,
adotados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA/UFMG),
protocolo n° 24/2011) (Anexo 1).

4.2 Drogas e reagentes

¢ Nicotinamida (Sigma, EUA) - Vitamina B3;

e Acido nicotinico (Galena, Brasil) - Vitamina B3;

e Carragenina A tipo IV (Sigma, EUA) - Estimulo inflamatorio;

e Zimosano A (Sigma, EUA) - Estimulo inflamatorio;

e Leucotrieno (LT) B4 (Cayman, EUA) - Agente quimiotéatico para leucécitos;

¢ Interleucina (IL)-8 (PeproTech, EUA) - Quimiocina pro-inflamatoria;

e Rodamina 6G (Sigma, EUA) - Corante para microscopia por fluorescéncia,

e Solucédo salina 10mL (Equiplex, Brasil) - Veiculo;

e PBS (Tampao fosfato salino) - Veiculo;

e Carboximetilcelulose (Galena, Brasil) - Veiculo;

e BSA (Calbiochem-EUA) - Albumina de soro bovino tipo V;

e BSA (Calbiochem-EUA) - Albumina de soro bovino tipo V, livre de acidos graxos,
nucleases e proteases;

e Xilazina 2% (Sespo industria e comércio-Brasil) - Sedativo, analgésico, relaxante
muscular;

e Cetamina 5% (Laboratério Konig-Argentina) - Anestésico;

e Giemsa (QEEL-Quimica Especializada Erich Ltda - Brasil) - Corante para
microscopia,

e May Grunwald (Dinamica Contemporanea Ltda - Brasil) - Corante para

microscopia,
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¢ Violeta de Genciana (Vetec Quimica fina Ltda - Brasil) - Preparo de solucéo
diluidora de leucocitos;

e Acido acético glacial P.A (Vetec Quimica fina Ltda - Brasil) - Preparo de solucées;

4.3 Solucéo salina (0,9%)

Foi utilizada solucdo comercial estéril de cloreto de sddio 0,9% (p/v),
comercializada em ampola plastica com volume de 10 mL. A solugdo de cloreto de
soédio 0,9% (p/v) foi utilizada no preparo de outras solucdes e sera chamada de

solucéo salina a fim de facilitar a escrita e entendimento do texto.

4.4 Preparo da suspenséao de carboximetilcelulose (CMC)
Uma suspensao de CMC 0,5% (p/v) foi preparada em solucéo salina, sempre
no dia anterior ao experimento. A suspensao de CMC foi utilizada como veiculo para

0 &cido nicotinico ou para a nicotinamida.

4.5 Preparo das suspensdes da nicotinamida e do acido nicotinico

As suspensfes da nicotinamida e do acido nicotinico foram preparadas em
suspensao de carboximetilcelulose 0,5% (p/v), conforme descrito no item anterior. A
administracao foi realizada per os (p.o.) em volume de 8 mL/kg. Foram testadas as
doses de 250, 500 e 1000 mg/Kg para nicotinamida e de 150, 300 e 600 mg/kg para
o acido nicotinico, sendo que as doses de nicotinamida 1000 mg/Kg e acido
nicotinico 600 mg/Kg foram escolhidas como doses padrdo, apdés a construcdo de

uma curva dose resposta.

4.6 Preparo da solucao de albumina bovina (BSA)

A solucdo de BSA 3% (p/v) foi preparada em solucdo salina e congelada a
temperatura de -20 °C. No dia do experimento, a solucéo era retirada do congelador,
colocada em repouso em temperatura ambiente, sendo utilizada ap0s

descongelamento.
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4.7 Preparo da solucao de PBS
Foi preparada uma solugdo tampédo de PBS pH 7,4 (Na,HPO, 8,1 mM,
KH,PO, 1,84 mM, NaCl 0,14 M e KCI 2,68 mM).

Fosfato dibasico de s0dio --------=-=-=-=-mmmmmmmm oo 1,159
Fosfato monobasico de potassio ---------------=-m-mmmmmmmm oo 250,00 mg
Cloreto de s6dio --------------=-=----m-mmomeo- e 8,209
Cloreto de POtASSIO -----=-=-==nmmmm e 200,00 mg
Agua destilada e 1.000,00 mL

O pH foi ajustado para 7,4 com solugdo de &cido fosférico 0,1 M e, em
seqguida, a solucéo foi esterilizada por autoclavagdo a 120 °C, 2 ATMs durante 20

min, estando assim pronta para ser utilizada.

4.8 Solucédo anestésica

Foi preparada solugdo anestésica utilizando cetamina (1,16 g/10 mL) e
xilazina (2,3 g/100 mL). A diluicdo dos anestésicos obedeceu a propor¢cao 4:1:5 de
cetamina, xilazina e salina, respectivamente, sendo que cada animal recebeu um

volume de 25-30 pL dessa solucgao.

4.9 Preparo da suspensdao de carragenina (0,2%)

Foram preparadas suspensfes de carragenina (20, 200, 600 pg/0,1 mL) em
salina. Ap6s a construcdo de uma curva dose resposta, a suspensao de carragenina
com concentracao de 200 pg/0,1 mL foi escolhida para a realizagdo dos protocolos
posteriores.

4.10 Preparo da suspensao de zimosano (0,2%)

Foram preparadas suspensdes de zimosano (20, 200, 600 pg/0,1 mL) em
salina. ApGs a construcdo de uma curva dose resposta, a suspensao de zimosano
com concentracao de 200 pg/0,1 mL foi escolhida para a realizagdo dos protocolos

posteriores.
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4.11 Preparo da solugcdo de LTB,4
A solucéo de LTB,4 (500 ng/0,1 mL) foi preparada a partir da diluicdo de uma
solucéo estoque de LTB4 (50 pg/500 pL) em PBS. De acordo com o fabricante, LTB4

é soluvel em PBS (pH 7,2) na concentracdo de 1 mg/mL.

4.12 Preparo da solucao de IL-8

A solucéo de IL-8 (60 ng/0,1 mL) foi preparada a partir da diluicdo de uma
solucéo estoque de IL-8 (1 pg/1l puL) em uma solucdo de PBS + BSA (0,1%) livre de
acidos graxos, nucleases e proteases.

4.13 Preparo da solucao de lise de hemacias (TurK)

A solucédo de Turk obedeceu as seguintes proporcoes:

Violeta genciana --------=--===-=====mncmuun- S — 100 mg
Acido aCEticO glacial ------------mmeeermmmeee e 30 mL
Agua destilada ---------------====-----nn--- S — 70 mL

O reagente violeta genciana foi adicionado sobre a solucdo contendo agua

destilada e &cido acético glacial.

4.14 Tratamentos dos animais com 4cido nicotinico ou nicotinamida

As doses de &cido nicotinico e nicotinamida utilizadas nos experimentos
apresentados neste trabalho foram selecionadas a partir de resultados obtidos por
outro grupo de pesquisa (Godin et al., 2011). Para estabelecer o esquema de
tratamento dos camundongos, foram realizados protocolos preliminares que
demonstraram a necessidade de mais de uma administracdo dessas vitaminas. O
acido nicotinico e a nicotinamida apresentam curta meia vida plasmatica, sendo
metabolizados ou diretamente excretados na urina em poucas horas (Petrack et al.,
1966; Menon et al., 2007). Dessa forma, os camundongos foram tratados com as
vitaminas 0,5 h antes e 1 h ap0s a injecdo intrapleural de carragenina, zimosano,
LTB,4 ou IL-8 (Figura 3).

Na noite que antecedeu o experimento, os animais foram deixados em
restricdo alimentar, uma vez que o tratamento com acido nicotinico e nicotinamida
foi feito per os. Todos os animais foram submetidos a eutanasia em camara de CO.

imediatamente antes da coleta do lavado para contagem de leucdcitos.
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Desafio:
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Figura 3 - Esquema representando o tratamento dos camundongos com o0

acido nicotinico (NIA) ou com a nicotinamida (NIC).

4.15 Pleurisia induzida por diferentes agentes flogogénicos em
camundongos

Para avaliar a migracdo de neutréfilos para a cavidade pleural de
camundongos, os animais foram submetidos ao tratamento com &cido nicotinico ou
nicotinamida 0,5 h antes e 1 h apds desafio com carragenina, zimosano, LTB, ou IL-
8. Foi construida uma curva dose resposta para carragenina (20, 200 ou 600
pg/cavidade), zimosano (20, 200 ou 600 pg/cavidade) - 0,1 mL (i.pl.), &cido nicotinico
(150, 300 ou 600 mg/kg) e nicotinamida (250, 500 ou 1000 mg/Kg) - 8 mL/Kg (p.0).
Para os mediadores inflamatorios especificos LTB,4 e IL-8 foram utilizadas as doses
de 500 e 60 ng/cavidade/0,1 mL, respectivamente. Em alguns protocolos, os animais
foram apenas pré-tratados (1 h) ou pds-tratados (2 h) com acido nicotinico ou
nicotinamida em relacdo a administracdo de carragenina (200 pg/cavidade). Em
todos os protocolos, os animais foram eutanasiados 4 h apds a administracdo do
agente inflamatério.

Para a coleta dos leucécitos, os animais foram eutanasiados em camara de
CO; e, em seguida, tiveram a cavidade toracica aberta para a coleta do lavado
pleural com 2 mL de BSA/PBS (1:100). O lavado foi centrifugado (4 °C a 100xG) por
4 min, o sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas com BSA (3%).

Os leucdcitos recuperados apos a centrifugacao foram utilizados para realizar
as contagens total e diferencial. Para isto, 20 pL da solugcéo ressuspensa com BSA
(3%) foram colocados em um tubo contendo 180 pL da solugédo de Turk e, em
seguida, uma aliquota de 20 L foi retirada e colocada em uma camara de Neubauer

(Brand) para contagem total de leucécitos em microscopio Optico. Para realizar a
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contagem diferencial, 40-50 pL da solucdo ressuspensa com BSA (3%), foram
adicionados em um Citospin (Fanem), 100 rpm por 40 s, abastecido com laminas de
vidro. Apos um intervalo para secagem, as laminas foram coradas com solucfes de
Giemsa & May Grunwald e utilizadas para realizacdo da contagem diferencial de
leucécitos. O numero de leucdcitos encontrados foi expresso na forma de células

por cavidade x10°.

4.16 Método para coloracdo de laminas para contagem diferencial de
leucocitos

A coloragdo das laminas foi realizada com os corantes May-Grunwald &
Giemsa, sendo que a técnica combina os processos de fixacdo e coloragdo em um
procedimento. Antes do inicio do procedimento, o corante Giemsa foi diluido na
propor¢cdo de uma gota de corante para 1 mL de agua destilada.

As laminas foram colocadas sobre um suporte especifico e com auxilio de
uma pipeta plastica foram adicionadas aproximadamente 50 gotas do corante May-
Grunwald. Ap6s 3 min foram acrescentados aproximadamente 50 gotas de agua
destilada sobre as laminas, seguido de mais 1 min de intervalo. Imediatamente apés,
as laminas foram escorridas e, sem lavar, foram colocadas aproximadamente, 50
gotas do corante Giemsa. Apdés um intervalo de 15 min, as laminas foram lavadas
em agua corrente e colocadas em posicdo vertical a temperatura ambiente para
secagem. As laminas foram analisadas com auxilio de microscopio Optico e o
namero de leucdcitos encontrados foi expresso na forma de células por cavidade
x103,

4.17 Preparacdo do musculo cremaster de camundongos para estudos
com microscopia intravital

O mausculo cremaster de camundongos foi utilizado para avaliar o rolamento e
a adesdo de leucdcitos, em nivel vascular, por meio da técnica de microscopia
intravital. Os procedimentos experimentais foram realizados no Departamento de
Morfologia, Laboratorio de Imunofarmacologia.

Para a captacdo das imagens, os camundongos foram tratados com &cido
nicotinico (600 mg/Kg), nicotinamida (1000 mg/Kg) ou veiculo (CMC 0,5%), 0,5 h
antes e 1 h apdés a injecdo de carragenina (100 pL) ou salina (0,9%). A

administragdo da carragenina/salina foi feita diretamente na bolsa escrotal dos
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animais (i.sc.). Quatro horas ap6s o desafio com carragenina, os animais foram
anestesiados com 25 a 30 pL de uma mistura (4:1:5) de cetamina (11,6%), xilazina
(2,3%) e salina. Ap6s completa inducdo da anestesia, os animais foram imobilizados
em uma mesa cirargica apropriada e uma pequena incisao foi feita na pele da bolsa
escrotal, para expor o testiculo direito e posteriormente, o musculo cremaster. O
musculo foi cuidadosamente dissecado, sendo assim, liberado da fascia muscular
associada e cortado longitudinalmente com auxilio de um cauterizador. O testiculo e
o epididimo foram separados da musculatura circulante e recolocados dentro da
cavidade abdominal. O musculo foi entdo fixado, através de suas extremidades, com
fios de algodao fino. Durante todo o procedimento cirargico, o tecido foi irrigado com
um tampao de bicarbonato (37 °C e pH 7,4). Uma solugdo de rodamina 6G (0,1
mg/Kg; i.v.) foi injetada imediatamente antes da captacdo das imagens em um
microscoépio de fluorescéncia, Nikon Eclipse, acoplado a uma camera digital Nikon.

As imagens obtidas foram armazenadas e analisadas posteriormente.

4.18 Obtencédo e analise das imagens obtidas por meio da técnica de
microscopia intravital

A mesa cirargica com o animal anestesiado e com o musculo cremaster
exposto foi posicionada em uma plataforma aquecida e um aumento de 20 vezes
para lente objetiva e de 10 vezes para a lente ocular foi selecionado. Foi
padronizado que os primeiros 5 min de andlise seriam desprezados, a fim de reduzir
possiveis alteracdes na microcirculacao induzidas pelo procedimento cirdrgico. Apés
o intervalo de 5 min, vénulas retilineas com diametro de 24 a 40 pm foram
escolhidas para a captacdo das imagens. Foram realizadas trés filmagens com
duracdo de 1 min para cada animal. Sempre que possivel, diferentes pontos da
mesma vénula foram filmados, a fim de reduzir a variabilidade.

A fim de determinar quais leucocitos estavam rolando ou aderidos, foram
estabelecidos alguns parametros. Leucocitos em rolamento foram definidos como
agueles que se movem com uma velocidade menor do que aquela das hemacias
dentro do fluxo observado, em um ponto do vaso que foi pré-determinado pelo
observador, por minuto. Para definir quais leucocitos estavam aderidos, foi
estabelecido que apenas células que permaneceram fixas no endotélio vascular por

pelo menos 30 s deveriam ser consideradas. Também foi estabelecido que deveriam
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ser contados apenas leucécitos aderidos em um seguimento de vénula com 100 pm
de comprimento.

Para avaliar de forma qualitativa o nUmero de leucécitos que migraram para a
regido intersticial, o cremaster dos animais foi recolhido e utilizado para confec¢ao

de laminas histologicas.

4.19 Confeccéao das laminas histoldgicas

As laminas foram preparadas com fatias do musculo cremaster retirado de
camundongos Balb/c, previamente anestesiados para a captacdo das imagens em
microscopio de fluorescéncia. Os animais foram eutanasiados apds a retirada do
tecido.

ApoOs ser coletado, o tecido muscular foi colocado em solucdo de formol e
PBS (3,7%) por pelo menos 48 h. Posteriormente, as amostras foram desidratadas
em solucdes de élcool etilico de concentracbes crescentes, banhadas em xilol e
incluidas em blocos de parafina histologica. A partir dos blocos, cortes de 5 um
foram obtidos utilizando um micrétomo (Microm) e coletados em laminas
histoldgicas, sendo em seguida, corados. Para o procedimento de coloracdo dos
cortes, foi necesséario a remoc¢éo do residuo de parafina, clarificacdo das amostras
com xilol e hidratacdo em solugdes decrescentes de alcool etilico. Feito isto, os
cortes foram corados com solucBes de hematoxilina & eosina (HE), novamente
desidratados com solu¢des crescentes de alcool e banhados em xilol até 0 momento
da montagem da laminula, o que foi feito com uso de resina Entellan.

Com o objetivo de avaliar, qualitativamente, o infiltrado de células
inflamatorias, os cortes foram analisados com auxilio de um microscépio Optico e
registros fotograficos foram feitos (aumentos de 10x e 20x). Cada corte foi
fotografado em pelo menos trés campos, sendo apenas uma imagem selecionada
para fins de comparacao entre grupos submetidos ou ndo ao tratamento com acido
nicotinico ou nicotinamida. Toda a preparacdo do material histolégico foi realizada

no Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB/UFMG).
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4.20 Anédlises estatisticas

A construgdo dos gréficos e as analises estatisticas foram realizadas com
auxilio dos programas GraphPad Prism 5 e SigmaStat 3.5. Os dados foram
analisados por meio da analise de variancia simples, one-way ANOVA, seguidas
pelo teste Bonferroni, que compara todos oS grupos experimentais entre si. Os
resultados foram expressos como média + erro padrao da média e comparados com
0s resultados dos grupos controles. Foram consideradas estatisticamente
significativas as diferengcas com p<0,05.
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5 RESULTADOS

Os efeitos induzidos pela nicotinamida e pelo &acido nicotinico serdo
apresentados separadamente, a fim de facilitar o entendimento dos mesmos.
Primeiro, serdo apresentados os resultados referentes a acédo da nicotinamida e em
seguida os resultados relacionados a acao do &cido nicotinico, sobre a migracéo de
neutrdfilos para a cavidade pleural de camundongos induzida por diferentes
estimulos.

Em todos os experimentos, o numero de eosindfilos presentes na cavidade
pleural dos camundongos desafiados com os agentes flogogénicos e tratados ou
ndo com acido nicotinico ou nicotinamida, nédo foi diferente da quantidade dessas
células presentes na cavidade pleural dos animais que receberam apenas injecéo

com PBS. Assim, esses resultados ndo serdo apresentados.

Determinacdo da dose de carragenina a ser utilizada nos experimentos de
pleurisia

Inicialmente, foram realizados experimentos com o objetivo de determinar a dose
de carragenina eficaz em induzir o recrutamento de neutréfilos para a cavidade
pleural dos animais. As administracbes de carragenina nas doses de 200 e 600
ug/cavidade aumentaram de maneira dose dependente o numero total de leucécitos
e de neutréfilos na cavidade pleural dos camundongos, mais ndo de células
mononucleares (Figura 4) e (Tabela 1). Com base neste resultado, a dose de 200

pg/cavidade foi utilizada nos experimentos de pleurisia induzida por carragenina.
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Figura 4. Migracdo de neutréfilos para a cavidade pleural de camundongos
induzida por diferentes doses de carragenina. Os animais receberam injecées de
carragenina em diferentes doses (20, 200 ou 600 pg/cavidade) pela via i.pl.. O
namero de neutrofilos presentes na cavidade pleural dos animais foi avaliado 4 h
apos a injecdo de carragenina. ** e *** representam respectivamente p<0,01 e

p<0,001. n=6.

Tabela 1. Leucécitos presentes na cavidade pleural de camundongos 4 h apds

administracéo i.

|. de diferentes doses de carragenina.

PBS

Carragenina (pg/cavity)

20 200 600
Total 251+26 | 379+34 | 90,449,7" | 116,9+6,9"

Neutréfilos | 10,4+29 | 238+27 |71,7+84  [104,1+14,3"

Macréfagos | 14,6 +15 | 14,1+10 | 18,7+1,8 12,7+ 3,4

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10° células.

*** representa p<0,001 em relagcéo ao grupo controle (PBS). n = 6.
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5.1 Nicotinamida

Efeito induzido pela nicotinamida sobre a migracdo de neutrofilos induzida
pelainjecdo de carragenina na cavidade pleural

Camundongos foram pré-tratados com nicotinamida (250, 500 ou 1000 mg/Kg)
per os 1 h antes da injecédo i.pl. de carragenina (200 pg/cavidade). O pré-tratamento
dos animais com nicotinamida ndo inibiu o recrutamento de neutrofilos para a
cavidade pleural dos animais que foram desafiados com carragenina (Figura 5). O
namero de leucdcitos e de células mononucleares também nao foi reduzido pelo pré-

tratamento com nicotinamida (Tabela 2).

60

N° Neutréfilos/cavidade x 10°

CMC + PBS CMC 250 500 1000

Nicotinamida (mg/Kg)

Carragenina (200 pg/cavidade)

Figura 5. Efeito induzido pelo pré-tratamento com nicotinamida sobre a
migracdo de neutrofilos induzida pela administracdo i.pl. de carragenina. Os
camundongos foram tratados com nicotinamida (250, 500 ou 1000 mg/Kg) 1 h antes
da injecdo i.pl. de carragenina (200 pg/cavidade). O numero de neutrofilos presentes
na cavidade pleural dos animais foi avaliado 4 h apés o desafio.  representa p<0,05
em relagao a (CMC+PBS). n=5.
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Tabela 2. Efeito induzido pelo pré-tratamento com nicotinamida sobre a migracao de
leucocitos induzida pela administracao i.pl. de carragenina.

Carragenina 200 ug/cavidade
CMC + PBS Nicotinamida (mg/Kg)
cMC 250 500 1000
Total 9,7+1,8 36,7+9,3 | 556129 | 47,44 +4,0 41,1 6,7
Neutréfilos 44+11 | 287+69%| 416+99 | 352+28 | 31,7+56
Macréfagos 52+1,1 8,024 14,0+ 3,2 12,1+1,7 9,3+1,3

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10° células. * representa
p<0,05 em relagcéo a (CMC+PBS). n=5.

Uma vez que o pré-tratamento com nicotinamida n&o inibiu a migracdo de

neutréfilos para a cavidade pleural dos camundongos, o protocolo para
administragdo da nicotinamida foi modificado, passando a constar de duas

administracdes da droga. realizado um tratamento com

Dessa forma, foi
nicotinamida (250, 500 ou 1000 mg/Kg) 30 min antes da injecédo i.pl. da carragenina
(200 pg/cavidade) e um segundo tratamento, 1 h ap0s essa inje¢cdo. Apenas nos
animais que receberam o duplo tratamento com a maior dose de nicotinamida (1000
mg/Kg) foi observada reducdo no numero de neutrofilos presentes na cavidade
pleural, 4 h apds o desafio com carragenina (Figura 6). O numero total de leucécitos

nao foi reduzido e o niumero de células mononucleares néo foi alterado (Tabela 3).
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Figura 6. Efeito induzido pelos pré- e pos-tratamentos com nicotinamida sobre
a migracdo de neutréfilos induzida pela administragcdo intrapleural de
carragenina. Os camundongos foram tratados com nicotinamida (250, 500 ou 1000
mg/Kg) 0,5 h antes e 1 h apds desafio com carragenina (200 pg/cavidade). O
namero de neutrofilos presentes na cavidade pleural dos animais foi avaliado 4 h
apos o desafio com carragenina. ** representa p<0,01 em relagéo a (CMC+CG) e **
representa p<0,01 em relacdo a (CMC+PBS). n=5.

Tabela 3. Efeito induzido pelo pré- e pés-tratamentos com nicotinamida sobre a
migracao de leucdcitos induzida pela administracao i.pl. de carragenina.
Carragenina 200 ug/cavidade

CMC + PBS Nicotinamida (mg/Kg)
CMC 250 500 1000
Total 77220 | 337:60° | 454+93 | 260%44 | 11.1+05

Neutrofilos 19+06 |271+567%| 353+7,3 | 197+39 | 54+0,6

Macroéfagos 57+15 6,5+0,8 10,0+ 2,1 6,3+0,6 56+0,9

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10° células. * e *

representam respectivamente p<0,05 e p<0,01 em relacdo a (CMC + PBS); **
representa p<0,01 em relagéo a (CMC+CG). n=5.
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Apos a verificacdo da efichcia da nicotinamida em inibir a migracdo de
neutrofilos para a cavidade pleural de camundongos, foram realizados testes para
avaliar a cinética de migracdo de leucdcitos para a cavidade pleural de animais
desafiados com carragenina (200 upg/cavidade) e tratados com nicotinamida (1000
mg/Kg). Os animais foram tratados com essa vitamina 30 min antes da injecdo com
carragenina e um segundo tratamento foi realizado 1 h apds. Os camundongos
foram eutanasiados 30 min, 2 h e 4 h apés a inje¢cdo com carragenina, sendo que 0s
animais do primeiro grupo, eutanasiados 30 min apd6s a administracdo de
carragenina, receberam apenas 0 primeiro tratamento com nicotinamida. Nos
animais tratados com nicotinamida, o nimero de neutrofilos presentes na cavidade
pleural foi reduzido na segunda e quarta horas apO0s a injecdo de carragenina
(Figura 7). O numero total de leucdcitos foi reduzido apenas na quarta hora apoés a
injecdo de carragenina e o numero de células mononucleares néo sofreu variagao

em nenhum dos momentos avaliados (Tabela 4).
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Figura 7. Efeito induzido pela nicotinamida sobre a migracdo de neutrofilos
induzida pela administracao i.pl. de carragenina, em diferentes momentos. Os
camundongos foram tratados com nicotinamida (1000 mg/Kg) 0,5 h antes e 1 h apés
desafio com carragenina (200 pg/cavidade). As figuras (A), (B) e (C) indicam o
namero de neutréfilos encontrados na cavidade pleural dos animais eutanasiados
0,5 - 2 e 4 h, respectivamente, ap0s a injecdo de carragenina. Os animais
eutanasiados 0,5 h apés a injecdo de carragenina receberam apenas o primeiro
tratamento com nicotinamida. * e *** representam respectivamente p<0,05 e
p<0,001 em relacdo a (CMC+CG); * * * representa p<0,001 em relacdo a
(CMC+PBS). n=6.



Tabela 4. Acado inibitéria da nicotinamida sobre a migracdo de
leucocitos induzida pela administracao i.pl. de carragenina.

Carragenina 200 ug/cavidade

CMC + PBS NIC
CcMC (1000 mg/Kg)
Total 6,6 +0,5 6,1+1,5 6,8+0,7
0,5 h | Neutrofilos 0,3 +0,06 0,2 +0,07 0,08 £0,01
Macréfagos 6,2+0,5 58+1,4 6,7 £0,7
Total 76+15 15,2+ 2,5 10,33+ 1,1
2 h |Neutréfilos 1,4+1,0 55+1,8 0,3+0,08
Macréfagos 6,0+0,5 96+1,1 10,0+£1,0
Total 6,8+1,7 61,0+ 11,8777 10,8+2,3"
4 h | Neutréfilos 2,0+0,8 499+82%"% | 61+29"
Macroéfagos 4,7+0,9 11,17 + 3,7 4,7+1,3

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10°
células. * e *** representam respectivamente p<0,05 e p<0,001 em
relacdo a (CMC+CG); * * * representa p<0,001 em relacdo a
(CMC+PBS). n=6.
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Para avaliar o efeito do pés-tratamento com nicotinamida (1000 mg/Kg) sobre

a migracao de leucdcitos, os camundongos foram tratados 2 h apds a injecdo com

carragenina (200 ug/cavidade) (Figura 8). Os animais que receberam apenas pos-

tratamento com nicotinamida ndo apresentaram reducdo do numero de neutrofilos

presentes na cavidade pleural induzida pela injecdo com carragenina. O ndmero

total de leucocitos também ndo apresentou reducdo apds tratamento Unico com

nicotinamida, ja o namero de células mononucleares ndo apresentou variacao
(Tabela 5).
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Figura 8. Efeito induzido pelo pds-tratamento com nicotinamida sobre a
migracao de neutréfilos induzida pela administracdo i.pl. de carragenina. Os
camundongos foram tratados com nicotinamida (1000 mg/Kg) 2 h apés
administracdo de carragenina na cavidade pleural (200 pg/cavidade). O numero de
neutréfilos presentes na cavidade pleural dos animais foi avaliado 4 h apés a
administracéo de carragenina. * * * representa p<0,001 em relagdo a (CMC+PBS).
(CMC+PBS n =6; CMC+CG n = 7; CG+NIC 1000 mg/Kg n = 6).

Tabela 5. Efeito induzido pelo pés-tratamento com nicotinamida sobre
a migracdo de leucdcitos induzida pela administracdo i.pl. de
carragenina.

Carragenina 200 pg/cavidade
CMC + PBS NIC
CMC (1000 mg/Kg)
Total 78+1,3 38,2+487"%] 30,6+5,0
Neutréfilos 0,4+0,2 289+387%7| 228+4,0
Macréfagos 73+1,3 9,3+1,9 96+1,6

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10°
células. * * * representa p<0,001 em relacdo a (CMC+PBS).
(CMC+PBS n =6, CMC+CG n =7, CG+NIC 1000 mg/Kg n = 6).
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Efeito induzido pela nicotinamida sobre a migracdo de neutrofilos induzida
pelainjecdo de zimosano na cavidade pleural

Para determinar a dose de zimosano eficaz em induzir migracdo de leucdcitos
para a cavidade pleural de camundongos, foram realizados experimentos em que
20, 200 ou 600 pg/0,1 mL de zimosano foram injetados na cavidade pleural, sendo
que, 4 h apos o desafio, os animais foram eutanasiados e a contagem de leucocitos
realizada. Todas as doses utilizadas foram eficazes em induzir a migracdo de
neutrofilos para a cavidade pleural dos camundongos (Figura 9). O numero total de
leucécitos encontrados na cavidade pleural também aumentou, enquanto que o
namero de mononucleares sofreu alteracfes apenas com a dose de 20 pg/cavidade
(Tabela 6). A dose de zimosano de 200 pg/cavidade foi escolhida para a realizacéo
dos protocolos posteriores por se tratar de uma dose intermediéria, capaz de induzir

resposta maxima.

50+

40+

*kk

N° Neutréfilos/cavidade x 103

PBS 20 200 600
Zimosano (ug/cavidade)

Figura 9. Migracdo de neutrofilos para a cavidade pleural de camundongos
induzida por diferentes doses de zimosano. Os animais receberam injecbes com
zimosano (20, 200 ou 600 pg/cavidade). O numero de neutréfilos presentes na
cavidade pleural dos animais foi avaliado 4 h apés a injecdo de zimosano.***
representa p<0,001 em relag&o ao grupo controle (PBS). n=6.
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Tabela 6. Leucdcitos presentes na cavidade pleural de camundongos 4
h apds administracdo i.pl. de diferentes doses de zimosano.
Zimosano (ug/cavidade)

20 200 600
Total 86+12 [259+28 | 338+6,0 | 331+55"

Neutréfilos | 1,7+05 [16,1+31  |[284+52" | 263+4,7

Macréfagos | 6,8+1,0 | 97+1,7° | 54+0,9 6,7+1,1

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10° células.
** @ *** representam respectivamente p<0,01 e p<0,001 em relagédo ao
grupo controle (PBS). n=6.

PBS

Para avaliar se o tratamento com nicotinamida inibe a migracdo de neutrofilos
para a cavidade pleural de camundongos induzida por zimosano (200 pg/cavidade),
0s animais foram tratados com a vitamina nas doses de 250, 500 ou 1000mg/Kg, 30
min antes e 1 h apdés o desafio com zimosano. O tratamento com nicotinamida
reduziu a migracdo de neutréfilos em todas as doses testadas (Figura 10). O
namero total de leucdcitos e o numero de células mononucleares encontrados na
cavidade pleural dos camundongos também foram reduzidos nos animais tratados

com as trés doses de nicotinamida (Tabela 7).
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Figura 10. Efeito induzido pelos pré- e poés-tratamentos com nicotinamida
sobre a migracao de neutroéfilos induzida pela administracéo i.pl. de zimosano.
Os camundongos foram tratados com nicotinamida (250, 500 ou 1000 mg/Kg) 0,5 h
antes e 1 h apds desafio com zimosano (200 pg/cavidade). O numero de neutrofilos
presentes na cavidade pleural dos animais foi avaliado 4 h apds o desafio. ***
representa p<0,001 em relacdo a (CMC+ZYM); *** representa p<0,001 em relagéo
a (CMC+PBS). n=5.

Tabela 7. Efeito induzido pelo pré e pds-tratamento com nicotinamida sobre a
migracao de leucdcitos induzida pela administracdo i.pl. de zimosano.

Zimosano 200 ug/cavidade
CMC + Nicotinamida (mg/Kg)
PBS CMC
250 500 1000
Total 41+05 [1353+292%**| 455+98 | 68,7+9,7 |16,0+5,3
Neutréfilos | 0,04 +0,01 | 113,7 +22,9%% 40,1 +8,9" | 62,1+80 | 8127
Macrofagos| 4,1+05 | 215+6,9%%* | 54+10° | 6,6+1,8 | 92+36

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10° células. *, ** e ***
representam respectivamente p<0,05; p<0,01 e p<0,001 em relacdo a (CMC+ZYM); *
*# representa p<0,001 em relacdo a (CMC+PBS). n=5.
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AplOs a constatacdo da eficacia da nicotinamida em inibir a migracdo de
neutrofilos induzida pelo zimosano, foram realizados testes para avaliar o perfil
cinético de migracdo de leucécitos para a cavidade pleural de camundongos
desafiados com zimosano (200 pg/cavidade) e tratados com nicotinamida (1000
mg/Kg). Os animais foram tratados 30 min antes e 1 h apds o desafio. Os animais
foram divididos em grupos e eutanasiados 30 min, 2 h e 4 h apés a injecdo de
zimosano. Dessa forma os animais do primeiro grupo, eutanasiados 30 min apés a
administracdo de zimosano, receberam apenas 0 primeiro tratamento com
nicotinamida. Nos animais tratados com nicotinamida, o numero de neutrofilos
presentes na cavidade pleural foi reduzido apenas na quarta horas apés a injecéao
com zimosano (Figura 11). O numero total de leucdcitos também foi reduzido
apenas na quarta hora apdés o desafio com zimosano e o numero de células
mononucleares presentes na cavidade pleural dos animais eutanasiados em todos

0S momentos néo sofreu variagdo (Tabela 8).
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Figura 11. Efeito induzido pela nicotinamida sobre a migracdo de neutrofilos
induzida pela administracéo i.pl. de zimosano, em diferentes momentos. Os
camundongos foram tratados com nicotinamida (1000 mg/Kg) 0,5h antes e 1 h apos
desafio com zimosano (200 pg/cavidade). As figuras (A), (B) e (C) indicam o niumero
de neutréfilos encontrados na cavidade pleural dos animais eutanasiados 0,5 -2 e 4
h, respectivamente, ap6s a injecdo de zimosano. Os animais eutanasiados 0,5 h
apos a injecdo de zimosano receberam apenas o0 primeiro tratamento com
nicotinamida. *** representa p<0,001 em relacdo a (CMC+ZYM); * * # representa
p<0,001 em relacdo a (CMC+PBS). Numero de animais por grupo no intervalo de:
0,5 h (CMC+PBS n=9, CMC+ZYM n=9, NIC+ZYM n=8); 2 h (CMC+PBS n=9,
CMC+ZYM n=8; NIC+ZYM n=8) e 4 h (CMC+PBS n= 8, CMC+ZYM n=6, NIC+ZYM
n=8).



Tabela 8. Efeito induzido pela nicotinamida sobre a migracado de

neutrofilos induzida pela administracao i.pl. de zimosano.

Zimosano 200 pg/cavidade
CMC + PBS NIC
CcMC (1000 mg/Kg)

Total 11,9+2.2 85+1,1 129+28
0,5 h | Neutrofilos 0,1+0,02 0,1+0,05 0,2+0,05
Macréfagos 11,7+ 2,1 84+1,0 12,7+ 2,7
Total 116+15 13924 124+1,8
2 h | Neutrdfilos 1,0+£0,2 1,9+0,8 1,9+0,7
Macréfagos 106 £1,5 120+1,8 105+1,7

Total 13,0+3,1 [134,7+151**" | 263+45

4h |Neutrofilos 40+11 [121,1+14,1%%%| 163+3,1"
Macroéfagos 9,0+£2,0 135+22 10,0+2,3

53

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10°
células. *** representa p<0,001 em relacdo a (CMC+ZYM); * * *#
representa p<0,001 em relacdo a (CMC+PBS). NUumero de animais
por grupo no intervalo de: 0,5 h (CMC+PBS n=9, CMC+ZYM n=9,
NIC+ZYM n=8); 2 h (CMC+PBS n=9, CMC+ZYM n=8; NIC+ZYM n=8)
e 4 h (CMC+PBS n= 8, CMC+ZYM n=6, NIC+ZYM n=8).
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Efeito induzido pela nicotinamida sobre a migracdo de neutrofilos induzida

pelainjecédo de LTB,4 ou IL-8 na cavidade pleural

Uma vez que a nicotinamida foi capaz de inibir a migracdo de neutrdfilos
induzida por agentes flogogénicos que evocam a liberacdo de diferentes mediadores
inflamatorios, foram utilizados dois agentes quimiotaticos seletivos para neutrofilos, a
saber, LTB; e IL-8. No primeiro protocolo, os animais foram tratados com
nicotinamida (1000 mg/Kg), 30 min antes e 1 h apo6s injecdo de LTB,; (500
ng/cavidade). O namero de leucécitos que migraram para a cavidade pleural dos
camundongos foi avaliado 4 h ap6s o desafio com o agente flogogénico. O duplo
tratamento com nicotinamida foi capaz de reduzir a migragdo de neutrofilos para a
cavidade pleural dos animais induzida pelo LTB4 (Figura 12). O numero total de
leucdcitos também sofreu reducdo, ja o numero de células mononucleares nao foi

alterado pela injecdo do agente quimiotatico (Tabela 9).
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Figura 12. Efeito induzido pelos pré- e poés-tratamentos com nicotinamida
sobre a migracdo de neutrofilos induzida pela administracao i.pl. de LTB4. Os
camundongos foram tratados com nicotinamida (1000 mg/Kg) 0,5 h antes e 1 h apés
desafio com LTB,; (500 ng/cavidade). O numero de neutréfilos presentes na
cavidade pleural dos animais foi avaliado 4 h apdés o desafio com LTB,. ***
representa p<0,001 em relacdo a (CMC+LTB,); *** representa p<0,001 em relagéo
a (CMC+PBS). (CMC+PBS n = 10; CMC+ LTB,4 n = 10; LTB4+NIC 1000 mg/Kg n=8).

Tabela 9. Leucécitos presentes na cavidade pleural de camundongos
tratados com nicotinamida 4 h apdés administracdo i.pl de LTBa.

LTB4 500 ng/cavidade
CMC + PBS NIC
CMC (1000 mg/Kg)
Total 47+0,7 123+15%** | 76+0,8"
Neutréfilos 0,8+0,2 6,4+15%% | 08+0,2"
Macrofagos 46 x0,7 59+1,1 6,7+0,9

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10°
células. *** representa p<0,001 em relagdo a (CMC+LTB,); * * *#
representa p<0,001 em relacdo a (CMC+PBS). (CMC+PBS n = 10;
CMC+ LTB4 n =10; LTB4+NIC 1000 mg/Kg n=8).
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Com o objetivo de avaliar se nicotinamida era capaz de inibir a migracédo de
neutrofilos induzida por IL-8 (60 ng/cavidade), os animais foram tratados com
nicotinamida (1000 mg/Kg) 30 min antes do desafio com a citocina, sendo que um
segundo tratamento foi realizado 1 h apdés o desafio. O numero de leucdcitos
presentes na cavidade pleural dos camundongos foi avaliado 4 h apds a injecao de
IL-8. Assim como foi observado com os animais desafiados com LTB,4, 0 duplo
tratamento com nicotinamida inibiu a migracdo de neutrdéfilos induzida pela 1L-8
(Figura 13). O nuamero total de leucdcitos nao foi reduzido e o nimero de células
mononucleares ndo sofreu varia¢des significativas ap0s a injecao de IL-8 (Tabela
10).
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Figura 13. Efeito induzido pelos pré- e pdés-tratamentos com nicotinamida
sobre a migragdo de neutréfilos induzida pela administragéo i.pl. de IL-8. Os
camundongos foram tratados com nicotinamida (1000 mg/Kg) 0,5 h antes e 1 h apds
desafio com IL-8 (60 ng/cavidade). O numero de neutréfilos presentes na cavidade
pleural dos animais foi avaliado 4 h apGs o desafio com IL-8. *** representa p<0,001
em relacdo a (CMC+IL-8); * * # representa p<0,001 em relacdo a (CMC+PBS).
(CMC+PBS n = 6; CMC+ IL-8 n=7; IL-8+NIC 1000 mg/Kg n= 7).
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Tabela 10. Leucécitos presentes na cavidade pleural de
camundongos tratados com nicotinamida 4 h apos administracao i.pl.
de interleucina-8.

IL-8 60 ng/cavidade
CMC + PBS NIC

CMC (1000 mg/Kg)
Total 74+1.8 18,1 +2,3%# 129+1,8
Neutrofilos 01+0,09 |[123x15%**| 44+07
Macréfagos 72+1,7 58+0,6 84+1,3
Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10°
células. ** e """ representam respectivamente p<0,01 e p<0,001 em

relacgo a (CMC+PBS); *** representa p<0,001 em relacdo a
(CMC+IL-8) . (CMC+PBS n = 6; CMC+ IL-8 n= 7; IL-8+NIC 1000
mg/Kg n= 7).

Efeito induzido pela nicotinamida sobre o rolamento e a adesé&o de neutrofilos

na microcirculacdo do musculo cremaster induzidos por carragenina

Com o objetivo de estudar como o tratamento com nicotinamida poderia interferir
Nos processos microvasculares relacionados a migracdo de leucdcitos, foram
realizados testes utilizando a técnica de microscopia intravital. Especificamente, a
técnica foi aplicada para visualizar os processos de rolamento e adesdao de
leucdcitos na microcirculacdo do musculo cremaster de camundongos. Para isto, 0s
animais receberam injecGes de carragenina (100 pg) diretamente na bolsa escrotal,
sendo administrada nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o.) 30 min antes e 1h apds o
desafio. O tratamento com a vitamina inibiu tanto o rolamento (Figura 14), quanto a
adesdo (Figura 15) de leucdcitos ao endotélio da microcirculacdo do muasculo

cremaster.
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Figura 14. Efeito induzido pela nicotinamida sobre o rolamento de leucdcitos
na microcirculacdo do musculo cremaster induzida pela administracdo local
de carragenina. Os camundongos foram tratados com nicotinamida (1000 mg/Kg)
0,5 h antes e 1 h ap6s desafio com carragenina (100 pg/cavidade-i.sc.). As imagens
foram coletadas 4 h apds a injecdo de carragenina. *** representa p<0,001 em
relacdo a (CMC+CG); * representa p<0,05 em relacdo a (CMC+PBS). (CMC+PBS n
= 3; CMC+CG n = 4; CG+NIC 1000 mg/Kg n = 4).
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Figura 15. Efeito induzido pela nicotinamida sobre a adeséo de leucocitos na
microcirculacdo do musculo cremaster induzida pela administracdo local de
carragenina. Os camundongos foram tratados com nicotinamida (1000 mg/Kg) 0,5
h antes e 1 h apds desafio com carragenina (100 pg/cavidade-i.sc.). As imagens
foram coletadas 4 h apds a injecdo de carragenina. *** representa p<0,001 em
relacdo a (CMC+CG); * representa p<0,05 em relacdo a (CMC+PBS). (CMC+PBS n
= 3; CMC+CG n = 4; CG+NIC 1000 mg/Kg n = 4).

Para confirmar os resultados encontrados apdés a microscopia intravital, o
musculo cremaster dos animais foi retirado e utilizado para a confeccéo de laminas
histol6gicas. A analise qualitativa das laminas revelou uma reducdo do numero de
leucécitos presentes na regido intersticial do masculo cremaster dos camundongos

desafiados com carragenina e tratados com nicotinamida (Figura 16).
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Figura 16. Avaliagdo da presenca de leucdcitos na regido intersticial do
musculo cremaster induzida pela injecdo local de carragenina em
camundongos tratados com nicotinamida. Animais tratados com veiculo (CMC);
p.0. + injecdo de salina (i.sc.) (A). Animais tratados com veiculo (CMC); p.o. +
injecdo de carragenina (100 pg/cavidade-i.sc.) (B). Animais tratados com
nicotinamida (1000 mg/Kg); p.o., 0,5 h antes e 1 h apds desafio com carragenina
(100 pg/cavidade-i.sc.) (C). Coloracéo: (HE).
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5.2 Acido Nicotinico

Efeito induzido pelo acido nicotinico sobre a migracdo de neutrofilos induzida

pelainjecdo de carragenina na cavidade pleural de camundongos

Assim como nos protocolos envolvendo a nicotinamida, a dose de 200
pg/cavidade de carragenina (Figura 4) foi utilizada em todos os procedimentos
envolvendo a administracéo de acido nicotinico (150, 300 ou 600 mg/Kg).

Os animais foram tratados 1 h antes do desafio com carragenina. Porém, o
tratamento Unico nao foi suficiente para reduzir a migracdo de neutréfilos induzida
pela carragenina (Figura 17). A migracdo de leucécitos totais e de células
mononucleares induzida pela injecdo de carragenina néo foi alterada pela injecédo de

carragenina (Tabela 11).
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Figura 17. Efeito induzido pelo pré-tratamento com acido nicotinico sobre a
migracdo de neutrofilos induzida pela administracdo i.pl. de carragenina. Os
camundongos foram tratados com &acido nicotinico (150, 300 ou 600 mg/Kg) 1 h
antes da injecdo i.pl. de carragenina (200 pg/cavidade). O namero de neutrofilos
presentes na cavidade pleural dos animais foi avaliado 4 h apés o desafio. *
representa p<0,05 em relagdo a (CMC+PBS). (CMC+PBS n = 4; CMC+CG n = 5;
CG+NIA 150, 300, 600 mg/Kg n = 5).
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Tabela 11. Efeito induzido pelo pré-tratamento com acido nicotinico sobre a migracao
de leucdcitos induzida pela administracdo i.pl. de carragenina.

Carragenina 200 ug/cavidade

CMC + PBS Acido nicotinico (mg/Kg)
cMC 150 300 600
Total 3,3+x0,7 342+53 (48,4+11,24| 37,0+£7,0 26,7 +4,4
Neutrofilos 0,2+0,1 276+42%| 379+8,5 29,4+6,2 37,9+£8,5
Macréfagos 3,0+0,6 6,6+ 1,0 105+2,7 75+1,1 6,1 +1,0

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10° células. *
representa p<0,05 em relagdo a (CMC+PBS). (CMC+PBS n = 4; CMC+CG n = 5;
CG+NIA 150, 300, 600 mg/Kg n = 5).

Um segundo protocolo experimental foi realizado e os camundongos foram

tratados com &cido nicotinico (150, 300 ou 600 mg/Kg) 30 min antes e 1 h apos

injecdo com carragenina (200 pg/cavidade). Apenas nos animais tratados com a

maior dose do acido nicotinico, foi observada reducdo do numero de neutréfilos 4 h

apos injecdo de carragenina (Figura 18). O namero total de leucécitos e o nimero

de células mononucleares ndo sofreram reducgédo (Tabela 12).
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Figura 18. Efeito induzido pelos pré- e pés-tratamentos com &cido nicotinico
sobre a migracdo de neutréfilos induzida pela administracao intrapleural de
carragenina. Os camundongos foram tratados com acido nicotinico (150, 300 ou
600 mg/Kg) 0,5 h antes e 1 h apds desafio com carragenina (200 ug/cavidade). O
namero de neutrofilos presentes na cavidade pleural dos animais foi avaliado 4 h
apos o desafio com carragenina. * representa p<0,05 em relacdo a (CMC+CG); ***#
representa p<0,001 em relacdo a (CMC+PBS). n=5.

Tabela 12. Efeito induzido pelo pré- e pds-tratamentos com acido nicotinico sobre a
migracao de leucdcitos induzida pela administracao i.pl. de carragenina.
Carragenina 200 ug/cavidade

CMC + PBS Acido nicotinico (mg/Kg)
CMC 150 300 600
Total 122t20 | 629+78 |506+152 | 49.7+81 | 293%52

Neutréfilos 6,0+2,2 |469+49%%"| 446+8,0 35,5451 |[2369+47
Macréfagos 6,2+10 | 16,0+3,0 14,3+2,7 14,2+ 4,0 56+1,0

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10° células. * representa
p<0,05 em relacdo a (CMC+CG); *** representa p<0,001 em relacdo a (CMC+PBS).
n=5.
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Assim como a nicotinamida, o &cido nicotinico inibiu a migracdo de neutrdéfilos
para a cavidade pleural de camundongos induzida por carragenina. Para avaliar a
cinética dessa migracdo, os animais foram desafiados com carragenina (200
pg/cavidade) e tratados com acido nicotinico (600 mg/Kg) 30 min antes e 1 h apds o
desafio com carragenina. Os animais foram divididos em grupos e eutanasiados 30
min, 2 h e 4 h ap6s a injecdo de carragenina. Desta forma, os camundongos
eutanasiados 30 min apds a administracdo de carragenina, receberam apenas o
primeiro tratamento com o acido nicotinico. Nos animais tratados com essa vitamina,
0 numero de neutrofilos na cavidade pleural foi reduzido na segunda e quarta horas
apos a injecdo com carragenina (Figura 19). O numero total de leucdcitos foi
reduzido apenas na quarta hora apdés o desafio. O numero de células
mononucleares ndo foi alterado apds a injecdo de carragenina em nenhum dos

momentos avaliados (Tabela 13).
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Figura 19. Efeito induzido pelo &cido nicotinico sobre a migracao de
neutrofilos induzida pela administracdo i.pl. de carragenina, em diferentes
momentos. Os camundongos foram tratados com acido nicotinico (600 mg/Kg) 0,5
h antes e 1 h apds desafio com carragenina (200 pg/cavidade). As figuras (A), (B) e
(C) indicam o numero de neutréfilos encontrados na cavidade pleural dos animais
eutanasiados 0,5 - 2 e 4 h, respectivamente, ap0s a injecdo de carragenina. Os
animais eutanasiados 0,5 h apés a injecao de carragenina receberam apenas o
primeiro tratamento com &cido nicotinico. * representa p<0,05 em relacdo a
(CMC+CG); *** representa p<0,001 em relacdo a (CMC+PBS). Nimero de animais
por grupo no intervalo de: 0,5 h (CMC+PBS n=6, CMC+CG n=6, NIA+CG n=6); 2 h
(CMC+PBS n=6, CMC+CG n=6; NIA+CG n=6) e 4 h (CMC+PBS n= 6, CMC+CG
n=6, NIA+CG n=5).



Tabela 13. Acao inibitéria do acido nicotinico sobre a migracédo de
leucocitos induzida pela administracao i.pl. de carragenina.

Carragenina 200 ug/cavidade

CMC + PBS NIA

CMC (600 mg/Kg)
Total 6,6 +0,5 6,1+15 52x0,7

0,5 h | Neutrofilos 0,3 +0,06 0,2 +0,07 0,05 + 0,008
Macréfagos 6,2+0,5 58+14 52+0,7
Total 7615 152+25 6,511
2 h |Neutréfilos 1,4+1,0 55+1,8 05+01
Macréfagos 6,0+0,5 96+1,1 59+1,0
Total 6,8+1,7 61,0+ 11,8°%*| 33,4+6,9

4 h |Neutrdfilos 2,0+0,8 49,9+ 82" | 202+7,6"
Macroéfagos 4,7+0,9 11,17 + 3,7 13,2+ 3,3

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10°
células. * e ** representam respectivamente p<0,05 e p<0,01 em
relacdo a (CMC+CG); * * * representa p<0,001 em relacdo a
(CMC+PBS). Numero de animais por grupo no intervalo de: 0,5 h
(CMC+PBS n=6, CMC+CG n=6, NIA+CG n=6); 2 h (CMC+PBS n=6,
CMC+CG n=6; NIA+CG n=6) e 4 h (CMC+PBS n= 6, CMC+CG n=6,
NIA+CG n=5).
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Para avaliar se 0 pos-tratamento com acido nicotinico (600 mg/Kg) era capaz

de reduzir a migracdo de neutréfilos para a cavidade pleural de camundongos

desafiados com carragenina (200 pg/cavidade), os animais foram tratados com

acido nicotinico 2 h apés a administracdo do agente flogogénico. Assim como

ocorreu com 0S animais que receberam pds-tratamento com nicotinamida, o

tratamento Unico com acido nicotinico ndo provocou reducdo no numero de

neutrofilos 4 h apdés o desafio com carragenina (Figura 20). O namero total de

leucocitos presentes na cavidade pleural néo foi reduzido pelo pés-tratamento com

acido nicotinico. Ja o numero de células mononucleares ndo apresentou variacao

em relacao aos valores iniciais (Tabela 14).
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Figura 20. Efeito induzido pelo pés-tratamento com acido nicotinico sobre a
migracdo de neutrofilos induzida pela administracéo i.pl. de carragenina. Os
camundongos foram tratados com acido nicotinico (600 mg/Kg) 2 h apés
administracdo de carragenina na cavidade pleural (200 pg/cavidade). O numero de
neutréfilos presentes na cavidade pleural dos animais foi avaliado 4 h apo6s a
administracdo de carragenina. * * * representa p<0,001 em relacdo a (CMC+PBS).
(CMC+PBS n = 6; CMC+CG n = 7; CG+NIA 600 mg/Kg n = 7).

Tabela 14. Efeito induzido pelo poés-tratamento com acido nicotinico
sobre a migracdo de leucdcitos induzida pela administracao i.pl. de
carragenina.

Carragenina 200 ug/cavidade
CMC + PBS NIA
CMC (600 mg/Kg)
Total 78+1,3 382+48%*| 333+%6,2
Neutrofilos 0,4+0,2 289+38%"" | 235+4,6
Macrofagos 7,3+1,3 9,3+1,9 9,8+1,6

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x 10°
células. * * * representa p<0,001 em relacdo a (CMC+PBS).
(CMC+PBS n=6; CMC+CG n =7; CG+NIA 600 mg/Kg n = 7).
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Efeito induzido pelo acido nicotinico sobre a migragao de neutrofilos induzida

pelainje¢cdo de zimosano na cavidade pleural

Assim como nos protocolos envolvendo a nicotinamida, a dose de zimosano
de 200 pg/cavidade (Figura 9) foi utilizada em todos os procedimentos em que 0S
animais foram tratados com acido nicotinico (150, 300 ou 600 mg/Kg).

Para avaliar se o tratamento com essa vitamina também inibe a migracédo de
neutrofilos para a cavidade pleural de camundongos induzida por zimosano (200
pg/cavidade), os animais foram tratados com &cido nicotinico nas doses de 150,
300, 600 mg/Kg, 30 min antes e 1 h apds o desafio com zimosano. Todas as doses
do &cido nicotinico reduziram a migracao de neutréfilos (Figura 21). O namero total
de leucdcitos nao foi reduzido pelo tratamento com acido nicotinico, ja o numero de
células mononucleares foi reduzido apds tratamento com as trés doses do &cido

nicotinico (Tabela 15).
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Figura 21. Efeito induzido pelos pré- e pés-tratamentos com &cido nicotinico
sobre a migracao de neutréfilos induzida pela administracdo i.pl. de zimosano.
Os camundongos foram tratados com acido nicotinico (150, 300 ou 600 mg/Kg) 0,5
h antes e 1 h ap6s desafio com zimosano (200 pg/cavidade). O numero de
neutrofilos presentes na cavidade pleural dos animais foi avaliado 4 h apés o

desafio. * representa p<0,05 em relacdo a (CMC+ZYM);
relacdo a (CMC+PBS). n=6.

#H##

representa p<0,001 em

Tabela 15. Efeito induzido pelo pré e pdés-tratamento com &cido nicotinico sobre a
migracao de leucdcitos induzida pela administracao i.pl. de zimosano.

Zimosano 200 pg/cavidade

CMC + PBS Acido nicotinico (mg/Kg)
cMC 150 300 600
Total 6,6+1,3 |[1152+157%%|826+156|81,6+13,1| 84,9+11,3
Neutrdfilos | 0,06 +0,01 | 94,3+ 12,1%%% [707+11,27|70,2+11,2"| 723+9,1
Macrofagos| 6,6 +1,3 20,9 +4,1%%% 111,7+16 |11,4+19 |125+29

Os valores representam a média e 0 erro

padrdo da média x10° células. * e ***

representam respectivamente p<0,05 e p<0,001 em relacdo a (CMC+ZYM);
representa p<0,001 em relacédo a (CMC+PBS). n=6.

###
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A cinética de migracdo de neutrofilos para a cavidade pleural de camundongos
desafiados com zimosano e tratados com acido nicotinico também foi avaliada. De
maneira semelhante ao que foi realizado no protocolo envolvendo a nicotinamida, os
animais foram pré- e pos-tratados com o acido nicotinico (600 mg/Kg) 30 min antes
e 1 h apés desafio com zimosano (200 pg/cavidade). Os animais foram divididos em
grupos e eutanasiados 30 min, 2 h e 4 h ap0s a injecdo de zimosano. Dessa forma,
0S animais eutanasiados 30 min apds o desafio receberam apenas o primeiro
tratamento com acido nicotinico. Nos animais tratados com essa vitamina, o numero
de neutrdfilos presentes na cavidade pleural foi reduzido apenas na quarta hora
apos a injecdo com zimosano (Figura 22). O numero total de leucécitos também foi
reduzido apenas na quarta hora e o numero de células mononucleares nao sofreu

variacéo (Tabela 16).
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Figura 22. Efeito induzido pelo acido nicotinico sobre a migracdo de
neutréfilos induzida pela administracdo i.pl. de zimosano, em diferentes
momentos. Os camundongos foram tratados com acido nicotinico (600 mg/Kg) 0,5
h antes e 1 h apds desafio com zimosano (200 pg/cavidade). As figuras (A), (B) e
(C) indicam o numero de neutrdéfilos encontrados na cavidade pleural dos animais
eutanasiados 0,5 - 2 e 4 h, respectivamente, ap0s a injecdo de zimosano. Os
animais eutanasiados 0,5 h ap0s a injecdo de zimosano receberam apenas o
primeiro tratamento com o acido nicotinico. * representa p<0,05 em relacdo a
(CMC+ZYM); * * * representa p<0,001 em relacdo a (CMC+PBS). Numero de
animais por grupo no intervalo de: 0,5 h (CMC+PBS n=9, CMC+ZYM n=9, NIA+ZYM
n=9); 2 h (CMC+PBS n=9, CMC+ZYM n=8; NIA+ZYM n=8) e 4 h (CMC+PBS n= 8,
CMC+ZYM n=6, NIA+ZYM n=8).



Tabela 16. Efeito induzido pelo acido nicotinico sobre a migracéo de
neutréfilos induzida pela administracéo i.pl. de zimosano.

Zimosano 200 pg/cavidade

CMC + PBS NIA
CcMC (600 mg/Kg)
Total 119+2,2 85+1,1 10,0+1,6
0,5 h | Neutrofilos 0,1+0,02 0,1+0,05 0,4+0,2
Macrofagos 11,7£21 8,4+1,0 94+14
Total 116+1,5 13,9+2/4 16,8+1,9
2 h |Neutrdfilos 1,0+£0,2 1,9+0,8 3,3+0,8
Macréfagos 106 £1,5 120+1,8 135+1,8
Total 13,0+3,1 |134,7 £15,1%%| 100,72+9,9
4 h |Neutroéfilos 40x11 121,1 + 14,1%%* 83,9+80"
Macroéfagos 9,0+2,0 135+2,2 16,7 + 3,1

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10°
células. * e *** representam respectivamente p<0,05 e p<0,001 em
relacdo a (CMC+ZYM); * * * representa p<0,001 em relacdo a
(CMC+PBS). Numero de animais por grupo no intervalo de: 0,5 h
(CMC+PBS n=9, CMC+ZYM n=9, NIA+ZYM n=9); 2 h (CMC+PBS
n=9, CMC+ZYM n=8; NIA+ZYM n=8) e 4 h (CMC+PBS n= 8§,
CMC+ZYM n=6, NIA+ZYM n=8).
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Efeito induzido pelo acido nicotinico sobre a migragdo de neutrofilos induzida
pelainjecédo de LTB,4 ou IL-8 na cavidade pleural

Para avaliar se o acido nicotinico também seria eficaz em inibir a migracéo de
neutrofilos induzida por agentes quimiotaticos para neutrofilos, LTB4 e IL-8 foram
utilizados. No primeiro protocolo, os animais foram tratados com &cido nicotinico
(600 mg/Kg) 30 min antes e 1 h apods o desafio com LTB4 (500 ng/cavidade). O
namero de leucécitos que migraram para a cavidade pleural dos camundongos foi
avaliado 4 h ap0s o tratamento com o agente flogogénico. O duplo tratamento com
acido nicotinico reduziu a migracdo de neutréfilos para a cavidade pleural dos
animais induzida pelo LTB4 (Figura 23). O namero total de leucocitos presente na
cavidade pleural dos animais desafiados com LTB, e tratados com acido nicotinico
também sofreu reducdo. O nimero de macrofagos néo foi alterado pela injecdo do
agente quimiotatico (Tabela 17).
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Figura 23. Efeito induzido pelos pré- e pdés-tratamentos com nicotinamida
sobre a migracao de neutréfilos induzida pela administracdo i.pl. de LTB4. Os
camundongos foram tratados com acido nicotinico (600 mg/Kg) 0,5 h antes e 1 h
apos desafio com LTB4 (500 ng/cavidade). O numero de neutréfilos presentes na
cavidade pleural dos animais foi avaliado 4 h ap6s o desafio com LTB,. ***

representa p<0,001 em relagdo a (CMC+LTBy); ***

a (CMC+PBS). n=10.

Tabela 17. Leucécitos presentes na cavidade pleural de
camundongos tratados com &cido nicotinico 4 h apds administracédo
i.pl de LTB,.

LTB4 500 ng/cavidade
CMC + PBS NIA
CMC (600 mg/Kg)
Total 47+0,7 123+15%* | 56+07
Neutréfilos 0,8+0,2 6,4+15%*% | 08+02"
Macrofagos 4,6 +0,7 59+1,1 4,6 +0,5

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10°
células. *** represente p<0,001 em relacdo a (CMC+LTB,); * * *#
representa p<0,001 em relagédo a (CMC+PBS). n=10.

representa p<0,001 em relacdo
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Em outro protocolo, os camundongos foram tratados com acido nicotinico
(600 mg/Kg) 30 min antes do desafio com IL-8 (60 ng/cavidade), sendo que, um
segundo tratamento foi realizado 1 h apdés o desafio. O numero de leucdcitos
presentes na cavidade pleural dos camundongos foi avaliado 4 h apds a injecéo de
IL-8. Assim como foi observado com os animais desafiados com LTB,4, 0 duplo
tratamento com &cido nicotinico inibiu a migracdo de neutrdéfilos induzidas pela
injecdo de IL-8 (Figura 24). A injecado de IL-8 ndo modificou o numero total de
leucocitos ou de células mononucleares presentes na cavidade pleural dos

camundongos (Tabela 18).
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N° Neutrofilos/cavidade x 10°
a1

CMC+PBS CMC 600
Acido nicotinico (mg/Kg)
IL-8 (60 ng/cavidade)

Figura 24. Efeito induzido pelos pré- e pés-tratamentos com acido nicotinico
sobre a migracdo de neutrofilos induzida pela administracéao i.pl. de IL-8. Os
camundongos foram tratados com &cido nicotinico (600 mg/Kg) 0,5 h antes e 1 h
apos desafio com IL-8 (60 ng/cavidade). O numero de neutréfilos presentes na
cavidade pleural dos animais foi avaliado 4 h apés o desafio com IL-8. ** representa
p<0,01 em relacdo a (CMC+IL-8); * * * representa p<0,001 em relacdo a
(CMC+PBS). (CMC+PBS n = 6; CMC+ IL-8 n= 7; IL-8+NIA 600 mg/Kg n= 7).
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Tabela 18. Leucécitos presentes na cavidade pleural de
camundongos tratados com &cido nicotinico 4 h apds administracédo
i.pl. de interleucina-8.

IL-8 60 ng/cavidade
CMC + PBS NIA
CMC (600 mg/Kg)
Total 74+18 18,1+2,3%% | 12,4+0,7
Neutréfilos 0,1+ 0,09 123+15%** | 59+0,9°
Macréfagos 72+1,7 58+0,6 6,4+0,5

Os valores representam a média e o erro padrdo da média x10°
células. ** representa p<0,01 em relacdo a (CMC+IL-8); ** e ##*
representam respectivamente p<0,01 e p<0,001 em relagcdo a
(CMC+PBS). (CMC+PBS n = 6; CMC+ IL-8 n= 7; IL-8+NIA 600 mg/Kg
n=7).

Efeito induzido pelo acido nicotinico sobre o rolamento e adesdo de

neutréfilos na microcirculagcdo do musculo cremaster

A técnica de microscopia intravital foi aplicada em animais desafiados com
carragenina (100 ug/cavidade) e tratados com &cido nicotinico (600 mg/Kg), com o
objetivo de entender como essa vitamina interfere no processo de migracdo de
leucécitos. Desta forma, os animais receberam injecdes de carragenina (100 ug)
diretamente na bolsa escrotal, sendo que o tratamento com &cido nicotinico foi
realizado 0,5 h antes e 1 h apés o desafio. O acido nicotinico inibiu tanto o rolamento
(Figura 25) quanto a adesdo (Figura 26) de leucocitos ao endotélio na

microcirculacdo do muasculo cremaster.
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Figura 25. Efeito induzido pelo acido nicotinico sobre o rolamento de
leucécitos na microcirculacdo do musculo cremaster induzido pela
administracao local de carragenina. Os camundongos foram tratados com acido
nicotinico (600 mg/Kg) 0,5 h antes e 1 h apds desafio com carragenina (100
pg/cavidade-i.sc.). As imagens foram coletadas 4 h apds a injecao de carragenina. *
representa p<0,05 em relacdo a (CMC+CG); * representa p<0,05 em relacdo a
(CMC+PBS). (CMC+PBS n = 3; CMC+CG n = 4; CG+NIA 600 mg/Kg n = 4).
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Figura 26. Efeito induzido pelo &cido nicotinico sobre a adesdo de leucdcitos
na microcirculacdo do musculo cremaster induzida pela administracéo local
de carragenina. Os camundongos foram tratados com &cido nicotinico (600 mg/Kg)
0,5 h antes e 1 h ap6s desafio com carragenina (100 pg/cavidade-i.sc.). As imagens
foram coletadas 4 h ap0s a injecdo de carragenina. * representa p<0,05 em relacdo
a (CMC+CG); * representa p<0,05 em relacdo a (CMC+PBS). (CMC+PBS n = 3;
CMC+CG n = 4; CG+NIA 600 mg/Kg n = 4).

Assim como foi realizado nos animais tratados com nicotinamida, o musculo
cremaster dos animais trados com &cido nicotinico e desafiados com carragenina
também foi recolhido para a confeccédo de laminas histolégicas. A analise qualitativa
das laminas revelou uma reducdo do numero de leucécitos presentes na regiao
intersticial do musculo cremaster dos camundongos que receberam o duplo

tratamento com o acido nicotinico (Figura 27).
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Cortes histolégicos do musculo cremaster de camundongos tratados com
acido nicotinico.
(A) CMC+PBS

Aumento 100x Aumento 200x

Figura 27. Avaliagdo da presenca de leucdcitos na regido intersticial do
musculo cremaster induzida pela injecdo local de carragenina em
camundongos tratados com acido nicotinico. Animais tratados com veiculo
(CMC); p.o. + injecao de salina (i.sc.) (A). Animais tratados com veiculo (CMC); p.o.
+ injecdo de carragenina (100 pg/cavidade-i.sc.) (B). Animais tratados com &cido
nicotinico (600 mg/Kg); p.o., 0,5 h antes e 1 h apds desafio com carragenina (100
pg/cavidade-i.sc.) (C). Coloragéo: (HE).
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6 DISCUSSAO

A inducdo de pleurisia em murinos constitui um modelo de inflamacdo aguda
bem estabelecido, sendo utilizada para o estudo de drogas com potencial em reduzir
parametros inflamatérios como formacao de exsudato, extravasamento de proteinas
ou migracdo de leucocitos para tecidos inflamados (Ackerman et al., 1980). O
modelo é caracterizado pelo rapido influxo de polimorfonucleares, seguido pela
infiltracdo de mononucleares, para a cavidade pleural dos animais (Murai et al.,
2003). Esse processo € regulado tanto por células mononucleares residentes
(Cailhier et al., 2006) como também pelo mesotélio (Antony, 2003), o qual é
constituido por células epiteliais e forma a pleura, membrana que envolve o pulmao.

Tanto o tecido mesotelial como as células mononucleares residentes
funcionam como gatilhos da resposta inflamatoria, uma vez que, ap6s alguma leséo
liberam mediadores lipidicos, aminas e citocinas que irdo ativar outras células,
recrutando leucadcitos da circulacdo, além de promover a expressao de moléculas de
adesdao tanto nas células do endotélio vascular como nos leucdcitos (Antony, 2003;
Cailhier et al., 2006).

Varias substancias sdo conhecidas por induzir a pleurisia em camundongos
promovendo a liberacdo de diferentes mediadores inflamatérios. Em particular, na
pleurisia induzida por carragenina, ocorre a liberacdo de mediadores lipidicos como
PGs (Yuhki et al., 2004), LTs (Raychaudhuri et al., 1997), além de citocinas como
TNF, IL-1, IL-6 e IL-8. Esses mediadores irdo promover o acumulo de neutrofilos e
células mononucleares a partir dos vasos sanguineos, além de ativar as células
endoteliais (Frode et al., 2001).

No presente estudo, inicialmente, foi utilizado o modelo de pleurisia induzida
por carragenina para avaliar se o0 acido nicotinico e a nicotinamida eram capazes de
reduzir o numero de neutrofilos na cavidade pleural de camundongos, uma vez que,
alguns estudos demonstraram que essas vitaminas, além da fung¢do nutricional
também apresentam propriedades anti-inflamatérias (Nagai et al., 1994; Ungerstedt
et al., 2003; Godin et al., 2011).

Para isto, um estudo para determinar as doses de carragenina capazes de
induzir recrutamento de neutréfilos no modelo experimental de pleurisia foi realizado.
A injecdo desse estimulo induziu o recrutamento seletivo de neutrofilos, com

excecdo da menor dose testada (20 pg/mL). Dessa forma, foi padronizada a dose
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intermediaria desse agente flogogénico (200 pg/cavidade) para ser utilizada nos
protocolos seguintes. Como era de se esperar, a injegdo de carragenina nao
provocou a migracdo de mononucleares no intervalo de 4 h, uma vez que o
fendbmeno tem inicio na quinta hora apdés o desafio com carragenina, chegando ao
pico no segundo dia. Por outro, lado o acimulo de neutréfilos tem inicio no intervalo
de 3-5 h apds o desafio com carragenina, com pico em 24 h, o que esta de acordo
com os resultados aqui apresentados (Murai et al., 2003).

Uma vez definida a dose do agente flogogénico, os animais foram tratados
com dose Unica de &cido nicotinico ou nicotinamida, 1 h antes da injecdo com
carragenina, sendo que a contagem de neutrofilos foi realizada 4 h apos o desafio.
Nesse caso, nao foi observada reducdo do numero de neutréfilos na cavidade
pleural dos animais tratados com as vitaminas, o que pode ser explicado pelo rapido
metabolismo dessas substancias.

O acido nicotinico e a nicotinamida sdo moléculas hidrossoluveis e
rapidamente excretadas na urina. Essas vitaminas também podem sofrer
metabolizacdo hepatica levando a formacdo de metabdlitos inativos. A associacao
desses fatores explica a curta meia vida plasmatica do acido nicotinico e da
nicotinamida. A meia vida média dessas vitaminas no sangue foi definida como
sendo de 1,5 h para o acido nicotinico e 6 h para a nicotinamida (Petrack et al.,
1966; Menon et al., 2007). Dessa forma, € provavel que durante o intervalo de 5 h,
decorrido entre a administracdo das vitaminas e a eutanasia dos animais, tenha
ocorrido a metabolizacdo hepatica e a excrecdo do acido nicotinico e da
nicotinamida através da urina. Assim, é possivel que a administracdo de dose Unica
das vitaminas ndo seja suficiente para proporcionar concentracdes plasmaticas
capazes de promover os esperados efeitos anti-inflamatorios.

Diante disso, o protocolo foi modificado seguindo o método empregado por
outro grupo de pesquisadores (Nagai et al., 1994). Neste caso, 0s animais
receberam uma dose do &cido nicotinico (250, 500 ou 1000 mg/Kg) ou da
nicotinamida (150, 300 ou 600 mg/Kg) 30 min antes e outra 1 h apos a injecédo de
carragenina. Nesse novo protocolo, em que os animais receberam duas doses das
vitaminas, foi observada reducéo na migracdo de neutrofilos para a cavidade pleural
dos camundongos, 4 h apés o desafio com carragenina, reforcando a hipotese de
que a falta de eficacia ap6s administracdo Unica das vitaminas provavelmente esta

relacionada a curta meia vida plasmatica dessas drogas.
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Uma vez definida a dose do acido nicotinico e da nicotinamida, bem como a
forma de tratamento mais eficiente para inibir a migracdo de neutrdfilos, a cinética
dessa migracdo também foi avaliada. Para isto, os animais foram eutanasiados 30
min, 2 h ou 4 h apds o desafio com carragenina. Nos animais eutanasiados 30 min
apos a administracdo do agente flogogénico, ndo foi observada migracdo de
leucocitos, provavelmente devido ao curto intervalo entre a administracdo da
carragenina e a eutanasia dos camundongos (Murai et al., 2003).

Embora a migracdo de neutrofilos de maneira mais expressiva tenha inicio no
intervalo de 3-5 h (Murai et al., 2003), foi observada uma migracdo de neutrdfilos
significativa ja na segunda hora apds o desafio com carragenina, sendo esta
migracao inibida tanto pelo tratamento com acido nicotinico como com nicotinamida.
E possivel que essas vitaminas inibam etapas iniciais importantes que funcionem
como gatilho da resposta inflamatoria, onde ocorre a expressdo de moléculas de
adesdo, ativacdo das células mononucleares residentes, liberacdo de citocinas e
guimiocinas, que irdo ativar células epiteliais e leucocitos promovendo o rolamento e
adesdo ao epitélio vascular (Ungerstedt et al.,, 2003; Grange et al., 2009;
Tavintharan et al., 2009). Também foi observada reducdo na contagem de
neutréfilos na cavidade pleural dos animais tratados com acido nicotinico e
nicotinamida 4 h apos desafio com carragenina.

Uma vez que o tratamento duplo com as vitaminas conseguiu inibir a
migracdo de leucdcitos induzida por carragenina para a cavidade pleural de
camundongos, foi avaliado se apenas o pOs-tratamento também poderia provocar
esse efeito. Essa avaliacdo é importante porque na maioria das vezes a utilizacdo de
farmacos para o tratamento de doencas ocorre quando o quadro inflamatério ja esta
estabelecido. Desta forma, o tratamento dos animais foi realizado 2 h ap6s o desafio
com carragenina e nao interferiu com a migracado de neutréfilos para a cavidade
pleural dos camundongos induzida por carragenina, o que esta de acordo com a
hipotese de que a acdo do &cido nicotinico e da nicotinamida sobre a migracdo de
neutrofilos pode estar relacionada a inibicdo de eventos que ocorrem no inicio da
resposta inflamatoria.

Além da carragenina, também foi utilizado o zimosano, uma substancia
formada principalmente por carboidratos originados da parede celular de leveduras,
para induzir pleurisia. Além de estimular a liberagcédo de citocinas (Utsunomiya et al.,

1998) e mediadores lipidicos (Kikuchi et al., 1995), a injecdo de zimosano promove
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principalmente a ativacdo dos componentes do complemento (Imai et al., 1991),
estimulando a produgcéo de mediadores que irdo contribuir para o desenvolvimento
da resposta inflamatoria por meio de vias distintas daquelas evocadas pela
carragenina.

Para avaliar a influencia do &cido nicotinico e da nicotinamida sobre a
migracdo de neutrdfilos induzida pelo zimosano, foi realizado um estudo das doses
de zimosano capazes de induzir recrutamento de neutrofilos. A administracao desse
agente flogogénico na dose de 200 pg/cavidade induziu migracdo comparavel
aguela induzida pela dose de 600 pg/cavidade. Dessa forma, a menor dose foi
escolhida, uma vez que induziu migracéo consistente de neutrofilos.

Assim como ocorreu nos protocolos utilizando a carragenina, o tratamento
com acido nicotinico ou nicotinamida também inibiu a migracdo induzida por
zimosano, poréem duas diferencas observadas entre os ensaios utilizando o
zimosano e a carragenina devem ser destacadas. Quando a carragenina foi utilizada
como agente flogogénico, apenas a maior dose do &cido nicotinico ou da
nicotinamida inibiu a migracdo de neutrofilos. Por outro lado, quando o agente
inflamatério foi o zimosano, as trés doses das vitaminas induziram reducdo na
contagem de neutrofilos, ndo existindo diferencga entre elas.

Um segundo ponto interessante foi que, embora a migracdo de neutroéfilos
promovida pela injecdo de zimosano tenha sido muito mais intensa do que aquela
induzida pela carragenina, o tratamento com a menor dose do &cido nicotinico e da
nicotinamida inibiu essa migracdo. Dessa forma, os resultados apresentados neste
estudo, sugerem uma possivel acdo dessas vitaminas sobre intermediarios
produzidos apés a ativacdo do complemento, uma vez que ja foi muito bem definido
gque a resposta inflamatéria induzida pelo zimosano estd em grande parte
relacionada a ativacédo desse sistema (Pillemer et al., 1954; Imai et al., 1991).

Também foi realizado um estudo da cinética de migracdo de neutrofilos
induzida pela injecdo de zimosano, sendo que os intervalos para a eutanasia dos
animais foram mantidos em 30 min, 2 h e 4 h apds a injecdo desse agente
flogogénico. Nesse caso, a contagem de neutrdéfilos 30 min e 2 h apés o desafio com
zimosano foi muito baixa néo existindo diferenca entre os grupos tratados e nao
tratados. E possivel que a necessidade da ativacdo do complemento seja
responsavel por retardar o inicio do processo de migracdo de neutréfilos para a

quarta hora, uma vez que quando o agente flogogénico utilizado foi a carragenina ja
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na segunda hora foi observada inibicdo da migracdo de neutrofilos nos animais
tratados com as vitaminas. Nos camundongos eutanasiados 4 h apds a injecéo de
zimosano, 0 tratamento com as vitaminas reduziu a contagem de neutréfilos na
cavidade pleural, o que esta de acordo com o protocolo anterior.

De maneira geral, o &cido nicotinico e nicotinamida inibiram a migracéo de
neutrofilos, tanto nos modelos de pleurisia induzida por carragenina, como por
zimosano. Isso pode ser justificado uma vez que, em outros modelos experimentais,
o tratamento com essas vitaminas reduz a producdo de citocinas inflamatorias
(Ungerstedt et al.,, 2003; Grange et al., 2009), além de inibir a expressédo de
moléculas de adesao in vitro (Tavintharan et al., 2007; Tavintharan et al., 2009) e a
migracao de neutrofilos (Nagai et al., 1994).

O tratamento com as vitaminas também é capaz de inibir as enzimas da
familia PARP (Ungerstedt et al., 2003) que podem modular diretamente a sintese de

mediadores inflamatérios (Szabo et al., 1997) ou atuar indiretamente por meio da

modulacdo da atividade de NF-xB, fator de transcricdo celular que regula a sintese

de mediadores inflamatérios e a expressdo de moléculas de adesdo (Hassa et al.,

2002; Karin et al., 2004). Outros estudos demonstraram que o tratamento com acido

nicotinico ou nicotinamida inibe diretamente a ativacdo de NF-xB (Pero et al., 1999;

Kwon et al., 2011).

Para estudar se os efeitos induzidos pelo acido nicotinico e pela nicotinamida
sobre o recrutamento de neutréfilos induzido por carragenina e zimosano no modelo
de pleurisia envolvem alteracdes na microcirculacdo adjacente ao tecido, foi
realizado um estudo utilizando a técnica de microscopia intravital em animais
desafiados com carragenina. Para esse estudo, os camundongos receberam pré- e
pos-tratamentos com acido nicotinico ou com nicotinamida, a fim de avaliar o efeito
induzido por essas vitaminas sobre os processos de adesdo e rolamento de
leucocitos na microcirculacdo do musculo cremaster. Os resultados claramente
demonstram que tanto o rolamento quanto a adesdo de leucdcitos ao endotélio
vascular foram reduzidos pelo tratamento com essas vitaminas.

Como forma de validar os resultados obtidos por meio da microscopia
intravital, o0 masculo cremaster foi extraido dos camundongos para a confeccéo de
laminas histoldgicas, sendo que a andlise qualitativa dessas laminas demonstrou

claramente uma reducdo de leucécitos na regido intersticial desse tecido nos
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animais tratados com as vitaminas. Esse achado também estd4 de acordo com os
resultados encontrados no modelo de pleurisia, pois, independente do agente
flogogénico utilizado, o tratamento com as vitaminas reduziu a migracdo de
neutrofilos para a cavidade pleural.

Apesar da diferenca em relagédo ao local de avaliacdo dos processos de
migracéo, rolamento e adeséo, uma vez que, esses parametros foram avaliados em
tecidos diferentes, acreditamos néo existirem diferencas significativas em relacéo
aos mecanismos que controlam a transmigracdo celular na microcirculacao
pulmonar ou no musculo cremaster, permitindo inferir que a reducdo na contagem
de neutrofilos presentes na cavidade pleural dos camundongos, desafiados com
carragenina e ou zimosano e tratados com as vitaminas, pode ser explicada, pelo
menos em parte, pela reducdo da adesdo e rolamento dos neutrofilos na
microcirculacdo pulmonar.

Os resultados apresentados neste estudo corroboram resultados encontrados
por outros grupos, que demonstraram que o0 acido nicotinico reduz a adesdo de
mondcitos in vitro por inibir a expressao de moléculas de adesao induzidas por IL-1
e TNF (Tavintharan et al., 2009). O tratamento com essa vitamina também inibiu a
contagem de neutréfilos no lavado bronco-alveolar de cobaias induzido por LPS
(Nagai et al., 1994). Por sua vez, é possivel que o tratamento com nicotinamida
reduza a migracao de neutrofilos de maneira indireta, uma vez que a nicotinamida é
um conhecido inibidor de PARP (Ungerstedt et al., 2003), sendo que, animais
deficientes para essa familia de enzimas apresentam reducdo na adeséo e migracao
de neutrofilos induzida por zimosano (Szabo et al., 1997).

Ainda com relacdo a nicotinamida, foi demonstrado que o tratamento com a
vitamina inibiu a atividade da enzima Miosina Endotelial de Cadeia Leve (MLCK)
conhecida por fosforilar filamentos de miosina e, com isso, promover modificacdes
no citoesqueleto das células endoteliais (Ruddock et al., 2004). A ativagdo da
enzima MLCK também se mostrou importante no processo de migracdo de
neutroéfilos (Saito et al.,, 2002), sendo que sua ativacédo parece ser dependente do
contato dos neutréfilos com as células endoteliais (Yuan et al., 2002). Também tem
sido demonstrado que o correto funcionamento da enzima é importante na ativacao
de eventos que irdo modular o citoesqueleto, permitindo o correto posicionamento
de integrinas, importantes moléculas para a adeséao celular, favorecendo o processo

de migracdo (Garcia et al., 1998; Wittchen, 2009). Desta forma, é possivel que a
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inibicdo da atividade da enzima MLCK provocada pelo tratamento com nicotinamida
possa, pelo menos em parte, explicar os resultados apresentados neste trabalho.

Uma vez que o acido nicotinico e a nicotinamida inibiram a migracdo de
neutréfilos em um modelo de pleurisia induzida por carragenina e por zimosano e 0S
processos de rolamento e adesdo induzidos por carragenina no masculo cremaster
de camundongos, também foi investigado se o tratamento com essas vitaminas
poderia reduzir a migracdo de neutréfilos induzida por agentes quimiotaticos
especificos.

Para isto utilizamos IL-8, importante quimiocina liberada em um contexto
inflamat6rio e que participa dos processos de ativacdo celular, expressdo de
moléculas de adesdo, além de ser conhecida como 0 mais potente agente
quimiotatico para neutrofilos (Baggiolini et al., 1992; Lomakina et al., 2010). Porém,
mesmo apods injecdo de IL-8, o tratamento com o acido nicotinico ou com a
nicotinamida inibiu a migracdo de neutréfilos para a cavidade pleural dos
camundongos, demonstrando o potencial anti-inflamatério dessas vitaminas.

Este resultado pode ser parcialmente explicado pela capacidade do &cido
nicotinico e da nicotinamida em reduzir o rolamento e a adesdo de leucdcitos
induzidos pela inje¢do de carragenina. Mesmo né&o realizando um protocolo em que
o rolamento e adesdo fossem induzidos pela injecao de IL-8, é possivel inferir que o
tratamento com as vitaminas foi capaz de reduzir o rolamento e adesdo de
leucdcitos na microcirculacdo pulmonar, independente do agente flogogénico
utilizado, tendo como consequéncia reducdo da contagem de neutréfilos na
cavidade pleural dos camundongos.

O efeito inibitério induzido pelo acido nicotinico e pela nicotinamida sobre a
producdo de outros mediadores inflamatérios (Pero et al., 1999; Ungerstedt et al.,
2003; Grange et al., 2009), sobre a expressao de moléculas de adeséo (Ganji et al.,
2009; Tavintharan et al., 2009), sobre a enzima MLCK (Saito et al., 2002) e sobre a

ativacdo de PARP (Ungerstedt et al., 2003) e NF-kB (Pero et al., 1999; Kwon et al.,

2011) também pode contribuir para explicar a acdo dessas vitaminas sobre a
pleurisia induzida por IL-8.

De maneira semelhante ao que ocorreu com IL-8, o tratamento com &cido
nicotinico e com nicotinamida também inibiu a migracdo de neutrofilos estimulada

por LTB4, um agente quimiotatico para neutrofilos (Martel-Pelletier et al., 2003) que



87

também induz a producao de citocinas (Chou et al., 2010) e estimula a sintese de
moléculas de adesao (Seo et al., 2001), contribuindo para a migracao de neutrofilos
para locais inflamados. Desta forma, € possivel que o potencial do acido nicotinico e
da nicotinamida em reduzir a migracao de neutrofilos induzida por LTB4, assim
como, quando o agente quimiotatico utilizado foi IL-8, também possa estar

relacionado a capacidade dessas vitaminas em inibir o rolamento e a adesédo de

leucdcitos, a atividade de MLCK, PARP e NF-kB, além da reducdo na expressao de

moléculas de adeséao.
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7 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que o pré- e 0 pos-
tratamentos com &cido nicotinico ou com a nicotinamida inibem a migracdo de
neutrofilos para a cavidade pleural de camundongos desafiados com agentes
flogogénicos que evocam a participacdo de diferentes mediadores inflamatérios ou
com agentes quimiotaticos seletivos para neutrdéfilos. O tratamento com as vitaminas
também foi eficaz em reduzir os processos de rolamento e adeséo de leucocitos na
microcirculacdo do musculo cremaster de camundongos induzidos por carragenina.
Essas acdes sugerem um possivel envolvimento dessas vitaminas na inibicdo de
eventos que controlam a expansao inicial da resposta inflamatéria, sendo possivel

ainda, que mecanismos envolvendo outras moléculas importantes, como MLCK,

PARP e NF-kB, além da inibicdo de moléculas de adeséo, estejam envolvidos.
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