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RESUMO

Doencas inflamatérias articulares, tais como a artrite reumatoide (AR), a osteoartrite
(OA) e a artrite gotosa (AG) séo condi¢Oes cronicas dolorosas que limitam a qualidade
de vida dos pacientes, cuja importancia cresce com o fendbmeno de envelhecimento
populacional. O manejo clinico e terapéutico dessas doencas ainda apresenta
limitagBes, sendo que a dor é sintoma frequentemente relatado como o mais importante
pelos pacientes. Modelos experimentais de inflamag&o articular permitem investigar a
patogénese das doencas, estabelecer alvos moleculares da acdo de potenciais novas
drogas que possam reduzir o desconforto e evitar a progressao da destruicao tecidual
gque acompanha os processos inflamatérios e identificar novas abordagens
farmacoterapéuticas. O &cido nicotinico e a nicotinamida, vitaminas do complexo B,
bem como o nicorandil, uma molécula representada pelo acoplamento de um doador
de oxido nitrico a nicotinamida, apresentam atividades em alguns modelos de dor e
inflamagéo agudas. Na literatura cientifica, no entanto, ndo existem estudos que
avaliem os efeitos induzidos pelo acido nicotinico, pela nicotinamida e pelo nicorandil
em modelos de inflamacéo articular. A nicotinamida (doses entre 75 - 1000 mg/Kg, p.o.)
e, de maneira mais marcante, o nicorandil (doses entre 50-200 mg/Kg, p.0.),
apresentaram atividade antialodinica nos modelos experimentais de inflamacao
articular induzida por CFA, zimozano e MSU. O nicorandil induziu o efeito antialodinico
mais consistente em todos os modelos experimentais, caracterizado por efeito mesmo
mais duradouro e mesmo apoOs a sensibilizacdo estabelecida. A investigacdo de
possiveis mecanismos envolvidos nesta atividade demonstrou que a nicotinamida e o
nicorandil reduzem o recrutamento de neutrofilos para a cavidade articular e para o
tecido periarticular nos modelos de inflamacéao articular induzidas por zimozano e MSU.
A nicotinamida e o nicorandil reduziram a producédo de IL-1p e CXCL-1 no modelo de
inflamacé&o articular induzida por MSU. Ainda, a atividade antinociceptiva do nicorandil
foi revertida pela administracao prévia de naltrexona (5 ou 10 mg/Kg, i.p.) no modelo de
inflamacédo articular induzida por zimozano. Os resultados do presente estudo indicam
gue a nicotinamida e, principalmente, o nicorandil sdo farmacos que podem ser
investigados visando ao alivio da dor em pacientes com doencas articulares como AR,
OA e AG.

Palavras-chave: Artrite reumatoide. Osteoartrite. Artrite Gotosa. Dor. Acido nicotinico.
Nicotinamida. Nicorandil.



ABSTRACT

Inflammatory joint diseases such as rheumatoid arthritis (RA), osteoarthritis (OA) and
gout are chronic painful conditions that limit the quality of life of patients, whose
importance increases with the population ageing phenomenon. The clinical and
therapeutic management of these diseases still have limitations, and pain is usually
reported by the patients as the most important symptom. Experimental models of
articular inflammation allow investigation of the pathogenesis of the diseases,
establishment of potential molecular targets for new drugs that can reduce the
discomfort and prevent the progression of tissue destruction which accompanies these
inflammatory processes and also to identifiy new pharmacotherapeutic alternatives.
Nicotinamide and nicotinic acid, vitamins of the B complex, and nicorandil, a nitrated
nicotinamide derivative, have been shown to exhibit activities is some pain and
inflammation models. In scientific literature, there are no studies evaluating the effects
induced by nicotinic acid, nicotinamide or nicorandil in models of joint inflammation.
Nicotinamide (doses between 75 and 1000 mg/Kg, p.o.) and nicorandil (doses between
50 and 200 mg/Kg, p.o.) exhibited antiallodynic activity in experimental models of joint
inflammation induced by CFA, zymosan and MSU. Nicorandil exhibited the most
marked effect in all experimental models, characterized by a long lasting effect and
efficacy even when sensitization was established. The investigation of possible
mechanisms involved in this activity has shown that nicotinamide and nicorandil reduce
neutrophil recruitment into the articular cavity and periarticular tissues in models of joint
inflammation induced by zymosan and MSU. Nicotinamide and nicorandil reduced IL-13
and CXCL-1 production in the model of articular inflammation induced by MSU.
Furthermore,, the antinociceptive effect induced by nicorandil was reversed by the
previous administration of naltrexone (5 or 10 mg/Kg, i.p.) in the experimental model of
joint inflammation induced by zymozan. The results of this study indicate that
nicotinamide and especially nicorandil are drugs that should be further investigated
aiming their repositioning in the pain management of patients with RA, OA and gout.

Keywords: Rheumatoid arthritis. Osteoarthritis. Gout. Pain. Nicotinamide. Nicotinic acid.
Nicorandil.
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1 INTRODUCAO
1.1 Envelhecimento populacional e doencgas reumaticas cronicas

O aumento da expectativa de vida e o envelhecimento populacional séo fendmenos
sécio-demogréaficos observados em quase todas os paises. Entre os fatores associados
a esses fendmenos estdo a reducdo da taxa de mortalidade infantil e o acentuado
declinio da taxa de fecundidade, os quais contribuem para o aumento do numero
relativo de idosos na populacdo (GOLDENBERG, 2008). De acordo com o ultimo censo
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2010, o nimero de
habitantes com idades acima de 60 anos ultrapassou a marca de 20 milhdes, o que
representava cerca de 12% da populacdo brasileira. A estimativa € que, ao final de
2030, a populacao idosa brasileira exceda 30 milhdes, chegando a representar quase

15% da populacao total.

Com o envelhecimento, os individuos ficam mais susceptiveis a desenvolver doencas
predispostas em seu perfil genético e associadas ao estilo de vida. Varios estudos
demonstraram que mais de 45% da populacdo em geral e 88% da populacdo com
idade acima de 65 anos tém uma ou mais doencas crbénicas, sendo que mais de 75%
de todos os gastos com os cuidados com saude nos Estados Unidos estéo
relacionados com tratamentos dessas doencas (FURNERI et al., 2012;
GOLDENBERG, 2008). Devido a andlises prospectivas populacionais, as doencas
reumaticas tém sido alvo de maior interesse e preocupacao por parte da sociedade,
principalmente entre a populacdo mais idosa, uma vez que representam a principal
causa de incapacidade. Nos idosos, uma série de doencas reumaticas tipicas tem
maior incidéncia, como a osteoartrite (OA), a osteoporose e a polimialgia reumatica,
entre outras. Outras doencas reumaticas cronicas ainda sem cura, como, por exemplo,
a artrite reumatoide (AR), a gota ou artrite gotosa (AG), a espondilite anquilosante,
guando diagnosticadas em faixas etarias inferiores, evoluem com o passar dos anos e
representam um comprometimento da qualidade de vida para grande parte dos

pacientes, principalmente quando atingem idades mais avancadas (GOLDENBERG,
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2008). Embora as doencas reumaticas crénicas possam acometer muitos érgdos e
tecidos, as doencas reumaticas mais prevalentes como AR, OA e AG afetam
principalmente cartilagens e articulagbes, provocando dor, edema, deformacéao,
limitacdo de movimentos e, consequentemente, reducdo da qualidade de vida. No
Brasil, 29,9% da populagéo brasileira total e 75,5% da populacéo idosa se declararam
portadoras de alguma doenca crdnica ndo-transmissivel como diabetes, problemas
cardiovasculares e cancer. A hipertensdo é a doenca que mais afeta os idosos
brasileiros (50%), seguida por dores na coluna (35,1%) e doencas reumaticas (24,2%)
(IBGE, 2009).

1.2 Artrite reumatoide (AR)

A AR é uma doenca inflamatdria cronica comum, de origem autoimune, cuja ocorréncia
abrange todas as partes do mundo e todas as etnias (BRANDAO et al., 1997; SINGH et
al.,, 2016; TORIGOE & LAURINDO, 2006). A doenca caracteriza-se por apresentar
perfil inflamatorio sistémico que acomete preferencialmente as articulacbes periféricas,
cujos sinais sdo a sinovite crénica simétrica e erosiva (CARVALHO et al., 2000). A AR
pode levar a um comprometimento poliarticular, bem como sinais e sintomas extra-
articulares, como fadiga e vasculite, e aumento da taxa de mortalidade (MCINNES &
SCHETT, 2011; BAGATINI et al., 2011; COSTELLO & HALVERSON, 2003).

A prevaléncia da AR na populacédo adulta é estimada em torno de 0,5 a 1,0%, sendo as
mulheres duas a trés vezes mais acometidas que os homens (BERTOLO et al., 2007;
RODRIGUES et al., 2005). A AR é o tipo de artrite autoimune mais comum em adultos
(SINGH et al., 2016). Geralmente, a AR inicia-se entre os 30 e 50 anos e entre 20% a
30% dos pacientes nao tratados tornam-se incapacitados para o trabalho apds dois a
trés anos do diagnostico. A prevaléncia aumenta com a idade em ambos os géneros,
acompanhando o envelhecimento da populagcdo, situacdo observada nos paises
desenvolvidos. No Brasil, a prevaléncia é similar a da populacdo mundial,

predominando na populacdo do género feminino, com inicio apds os quarenta anos de
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vida, sendo a maior incidéncia na faixa dos cinquenta anos (BRENOL et al., 2007,
GOLDENBERG, 2008).

A sobrevida dos pacientes com AR é menor que a da populacdo em geral e a
expectativa de vida pode decrescer de trés a dez anos, dependendo da gravidade e da
idade do paciente no inicio da doenca. Pacientes com AR apresentam maior niumero
de dias com o comprometimento da saude fisica e mental comparados com individuos
sem a doenca (ABELL et al., 2005). Devido ao caréater progressivo, ao desenvolvimento
das deformidades, a dor crénica e ao comprometimento da capacidade funcional, a AR
representa, além dos prejuizos a saude individual, impacto econb6mico e social
(LAURINDO et al., 2002).

A patogénese da AR ainda ndo é bem compreendida. As causa mais provaveis incluem
fatores ambientais e genéticos. Entre os fatores ambientais, podem ser mencionados
tabagismo e agentes infecciosos (virus, bactérias ou micoplasmas). Quanto aos fatores
genéticos, ha concordancia em torno de 30% do desenvolvimento da AR em gémeos
monozigoticos e a incidéncia dos alelos HLA-DR1 ou DR4 na populacdo caucasiana,
presentes em 80% dos pacientes com AR, embora a sua contribuicdo para a
hereditariedade da doenca (estimada em cerca de 60%) ainda seja alvo de
investigacdes (FOX, 2001; KURKO et al., 2013).

O curso da doenca néo apresenta um padrdao homogéneo, principalmente quando se
observa o ritmo da evolucdo da infiltracdo articular e das manifestacbes extra-
articulares. A doenca se inicia com um infiltrado de linfécitos e macrofagos na
membrana sinovial. As células sinoviais hiperplasiadas, o infiltrado de linfécitos e
macrofagos, juntamente com a neoangiogénese, formam um tecido sinovial
proliferativo, chamado de “pannus” (Figura 1), que atinge o osso subcondral e a

cartilagem articular, com progressiva destruicdo desses tecidos (BRENOL et al., 2007).
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Figura 1- Representacado diagramatica de articulacdo normal (a) e com AR (b).

(Fonte: adaptado de reumart.com.br).

A producdo de citocinas, em especial as inflamatdrias, tem papel bem estabelecido na
iniciacdo e manutencdo da inflamacao crénica na membrana sinovial (KASAMA et al.,
2016). Entre os eventos celulares desencadeados, estdo a producdo de interferon-y
(IFN-y) por linfocitos T auxiliares do tipo 1, que estimula a liberagédo de fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), interleucina-1 B (IL-1B) e metaloproteinases pelos macréfagos e

fibroblastos sinoviais.

O TNF-a ocupa posicao relevante entre as mais de 100 citocinas e quimiocinas
diferentes relacionadas a AR pois participa da ativacdo dos osteoclastos, evento que
contribui para erosdo articular (McINNES et al., 2016). Resultados de estudos em
modelos experimentais indicam os osteoclastos como as principais células envolvidas
na patogénese da AR (BRENOL et al., 2007; WILLIANS et al., 1992).
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1.3 Osteoartrite (OA)

A OA, doencga articular degenerativa, cronica, multifatorial, também conhecida como
artrose ou osteoartrose, é a doenca reumatica mais prevalente entre individuos com
mais de 65 anos de idade. A OA leva a incapacidade funcional progressiva e esta entre
as trés maiores causas de busca por atendimento médico, juntamente com dores nas
costas (LOVELESS et al.,, 2016). No passado, a OA foi considerada um processo
normal do envelhecimento. Entretanto, atualmente, € bem estabelecido que a OA
resulta da interacdo complexa de mudltiplos fatores, incluindo o comprometimento da
integridade articular, pré-disposi¢do genética, presenca de processo inflamatorio local,
forcas biomecanicas e outros processos celulares e bioquimicos (KALUNIAN, 2013;
LOESER et al, 2012). Em adultos normais, os condroécitos séo células quiescentes. Na
OA, no entanto, os condrécitos encontram-se ativados, acarretando proliferacao
celular, formacdo de agregados e aumento da producdo de proteinas de matriz e
enzimas proteoliticas, principalmente metaloproteinases como colagenases e
agrecanases. A ruptura do estado de repouso normal dos condrdocitos pode ser visto
como uma resposta a lesao inicial que ativa o remodelamento da matriz, maturacéo
hipertrofica inapropriada e calcificacdo da cartilagem (LOESER et al., 2012; Figura 2),
limitando a amplitude do movimento articular e causando desconforto ao paciente. A
OA é, usualmente, uma doenca progressiva, que representa um reparo inadequado
frente a um agente estressante, iniciado em quaisquer dos tecidos sinoviais, incluindo a
cartilagem articular, o osso subcondral, ligamentos, menisco (quando presente),
musculos periarticulares e nervos periféricos. Esse reparo inadequado resulta em
danos a cartilagem e ao tecido 6sseo, levando aos sintomas de dor, rigidez e reducao
da mobilidade articular (LANE et al., 2011).
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Joelho normal Joelho com OA

Hipertrofia dssea e erosdo
da cartilagem

Figura 2 — Representacdo diagramatica da articulacdo do joelho normal (a direita) e com AO (a
esquerda).

(Fonte: Adaptado de adamimages.com)

Na OA, o processo inflamatorio classico de infiltracdo leucocitaria ndo € proeminente,
diferente de outros processos inflamatorios articulares, como a AR. Embora a
inflamacéo do tecido sinovial também esteja presente na OA e, em alguns individuos
seja indistinguivel da AR, o componente inflamatério da OA é caracterizado pela
deteccdo de mediadores inflamatorios, tais como citocinas e quimiocinas (como IFN-6 e
IL-18 componentes da resposta imune inata), associados as manifestacfes clinicas e
histérico do paciente. Tais mediadores levam a producdo de enzimas proteoliticas
responsaveis pela degradacdo da matriz extracelular, que culmina em destruicdo da
articulacdo. A biomecéanica é um fator importante para a patogénese da OA e,
atualmente, compreende um papel maior que apenas o desgaste natural da articulacao
ao longo da vida. A carga excessiva ou anormal sobre a articulacdo estimula as células
articulares a produzir mediadores inflamatérios e proteases que medeiam a destruicdo
articular da OA (LOESER, 2012).

Estudos norte-americanos apontam uma prevaléncia de 9% em adultos acima de 60

anos, representando um nimero superior a 50 milhdes de pessoas apresentando esta
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enfermidade (COIMBRA et al., 2002; LOVESLESS et al., 2016). A fisiopatologia da OA
€ multifatorial e inclui degeneracdo articular, enfraqguecimento da fungcdo muscular e
tracos psicologicos de dor crénica (WANG et al., 2009). Fatores de risco para o declinio
funcional incluem dor, edema, redugcdo da forca muscular, frouxiddo da articulacao
acometida (principalmente joelhos), baixa estabilidade em posicdo ortostatica,
comorbidades e excesso de massa, além de fatores psicoldgicos, sociais (ansiedade,
depressédo, fadiga, apoio social) e sociodemograficos (DEKKER et al.,, 2009). A
informacé&o sobre os fatores de risco do paciente com OA pode contribuir para prever
quadros de episodios agudos e limitacdo as atividades, além de fornecer condi¢cbes
otimizacao do tratamento (DEKKER, et al., 2009).

1.4 Artrite gotosa (AG)

A AG ou gota € uma forma de artrite que causa episodios subitos e graves de dor,
sensibilidade, rubor, calor e tumefacédo das articulacbes. A AG afeta, em geral, uma
articulacdo por vez, com maior frequéncia, a articulacdo maior do dedo grande do pé,
guando entdo € denominada podagra. Outras articulagbes podem ser afetadas,
incluindo aquelas presentes em joelhos, tornozelos, pés, maos, punhos e cotovelos. A
AG é uma doenca crbnica resultante da deposicao de cristais de urato monossodico
(MSU), formados pelo aumento das concentracfes de urato. A dor e a tumefacdo da
gota sdo causadas por deposicdo de MSU no fluido extracelular da articulacéo afetada
(KHANNA et al.,, 2012). O acido urico € formado quando o organismo realiza o
metabolismo de produtos da excrecao de purinas, sendo, usualmente solubilizado no
sangue e excretado na urina. Nos pacientes com AG, a uricemia € elevada (superior a
7 mg/dL) e, como resultado, os cristais se depositam no fluido articular, cartilagem,
0sso0s, tenddes, bursas e outros tecidos, causando inflamacéo da sindvia (KHANNA et
al., 2012; SBR, sem data). Embora fatores ambientais contribuam para a hiperuricemia,
as excrecles renal e intestinal tém papel extremamente relevante na regulacdo das
concentracfes séricas de urato. A ativacdo de NLRP3 inflamassoma e liberacao de IL-
1B desempenham papel importante na iniciacdo crises dolorosas de AG, sendo a IL- 1
b a citocina mais importante na AG. (DALBETH et al., 2016).
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A AG é uma das doengas reumaticas mais comuns da vida adulta, principalmente em
homens entre 40 — 50 anos de idade, com uma prevaléncia estimada em 3,9% nos
EUA. Ainda verifica-se um progressivo aumento em muitos outros paises nas ultimas
décadas decorrente de fatores como o aumento das comorbidades que promovem
hiperuricemia (hipertenséo, obesidade, diabetes melittus tipo Il e doenca renal cronica;
KHANNA et al., 2012; SBR, sem data). Podem ser citados, ainda, certas tendéncias
dietéticas, prescricdo de diuréticos tiazidicos e de alca, hereditariedade, idade, género

masculino ou menopausa precoce como fatores de risco (AHRQ, 2016).

A AG pode afetar a qualidade de vida de diferentes formas, sendo que alguns
pacientes podem ter apenas um episddio e ndao apresentarem outra manifestacéo
articular, enquanto outros pacientes podem ter varios episddios agudos e dolorosos ao
longo da vida. Assim, a AG pode ser classificada em leve, moderada e grave,

dependendo do numero e gravidade dos episédios de dor e tumefacao (Figura 3)

Figura 3 — Fotografias representando graus leve (A), moderado (B) e grave (C) de AG
(Fonte: KHANNA et al., 2012)

A AG geralmente ocorre em trés fases:
1) Dor e tumefacao subitas na articulagéo, que em geral cessamem 5 a 10

dias;
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2) Um periodo assintomatico, mas que pode ser seguido de outros episodios
agudos graves;
3) ApOs alguns anos, sem tratamento, podem ocorrer tumefacao e rigidez

persistentes, com dor leve a moderada, em uma ou mais articulagdes.

Manifestacbes renais da AG incluem urolitiase, tipicamente ocorrendo em urina acida
(pH 1 a 2). Mais raramente, pode ocorrer nefropatia crénica intersticial por deposicao
de MSU na medula renal verificada em casos mais graves da doenca (KHANNA et al.,
2012).

1.5 A dor e 0 edema em processos inflamatorios articulares

A condicédo artritica é extremamente dolorosa e, por décadas, pesquisas médicas tém
sido direcionadas ao desenvolvimento de intervencdes terapéuticas que promovam 0
alivio da dor e aumentem a expectativa de vida dos pacientes (REGINSTER, 2002). A
dor € um sintoma importante na artrite (YU et al., 2002), frequentemente relatada como
0 mais importante (WALSH & McWILLIANS, 2014) e caracterizada por hiperalgesia e
dor espontanea (SHAIBLE & GRUBB, 1993). De acordo com a definicdo estabelecida
pela International Association for the Study of Pain (IASP), a dor € uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada com leséo tecidual real ou potencial.
Geralmente, essa experiéncia se inicia com a ativacdo dos nociceptores, que Sao
neurdnios sensoriais de alto limiar componentes do sistema nervoso somatossensorial
periférico, capazes de codificar e traduzir estimulos nocivos. Nas articulacdes, os
nociceptores localizam-se na cavidade articular, ligamentos, 0ssos, periésteo e
préximos aos vasos, sendo sensiveis a pressdo e ao movimento articular. Em
individuos normais, o relato de dor sé ocorre em extremos de movimentacao articular.
Pacientes com AR relatam a dor em diversos padrdes, embora frequentemente
distingam os momentos nos quais a dor € constante e intermitente, limitante a
realizacdo de tarefas e exercicios. A rigidez matinal, critério essencial para o

diagndstico, pode ser considerada parte da experiéncia dolorosa e a ocorréncia
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conjunta da dor e da rigidez sugere mecanismos inflamatérios compartilhados (WALSH
& McWILLIANS, 2014).

O edema na sindvia e nas estruturas periarticulares € um fator que contribui para a
rigidez, pois interfere na mecéanica normal da articulagdo (KHURANA & BERNEY,
2005). As citocinas inflamatdrias desempenham papel fundamental para inicio e
manutencdo do processo inflamatorio, resultando em destruicdo do tecido articular
envolvido. A membrana sinovial envolve as articulacbes e possui, em condi¢cdes
normais, trés camadas de células e estroma subsinovial avascularizado. Na artrite
aguda, tal membrana apresenta-se espessada, hiperémica e edematosa (GOLDING,
1999), com seis a dez camadas de células, dilatacBes venosas, alteracbes vasculares
focais e segmentares, obstrucao capilar, areas de trombose e hemorragia perivascular,
entre outros (SKARE, 1999).

1.6 Farmacoterapia

O tratamento das condi¢des inflamatérias articulares consiste em uma abordagem
multidisciplinar e busca melhorias funcional, mecanica e clinica. Além dos
medicamentos para manejo da dor e do edema, medidas néo farmacoldgicas tais como
programas educativos, sessdes de fisioterapia, apoio psicossocial, terapia ocupacional
e abordagens cirargicas sdo de extrema importancia para a manejo apropriado e
melhor controle dos sintomas (COIMBRA et al., 2002; MOTA et al.,, 2012). A
abordagem consiste em um processo dinamico que demanda constante avaliagéo,
variando conforme a atividade e a gravidade da doenca. A farmacoterapia das doencas
inflamatdrias articulares inclui, no geral, o uso de varias classes de farmacos. E
importante ressaltar que o manejo farmacoterapéutico dessas doencas reflete, na
maioria dos casos, o alivio sintomatico da dor e o retardo do agravamento das
incapacidades funcionais, sem, no entanto, eliminar a causa do processo inflamatario.
As duas classes de farmacos que tradicionalmente mais contribuem para o alivio da
dor e um retardo moderado da progressdo da doenca sdo os anti-inflamatorios nao

esteroides (AINES) e os anti-inflamatérios esteroides (AIES). Esses farmacos podem
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ser usados por pacientes apresentando diferentes doencgas inflamatorias articulares,
incluindo AR, OA e AG. Outros farmacos, chamados farmacos modificadores do curso
da doenca (FMCDs) podem ser usados para preservar as funcdes das articulagbes e
sdo mais frequentemente usados por pacientes com AR. Farmacos que inibem a
xantina oxidase ou aumentam a excrecao renal de acido Urico sdo Uteis no tratamento

de pacientes com AG.

1.6.1 Anti-inflamatérios nao esteroides (AINES)

Os AINEs sédo uma classe de anti-inflamatoérios que apresentam atividades analgésica,
antipirética e antiedema. Entre os mecanismos de acdo propostos para esses
farmacos, esta a inibicdo das enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), as quais
estdo envolvidas na producdo de mediadores inflamatérios como prostaglandinas
(PGs) e tromboxanos (NANDAKISHORE et al., 2014; VANE,1971; VITALI et al., 2016).
Adicionalmente, alguns AINEs, como o acido acetilsalicilico e o ibuprofeno, inibem o
fator nuclear kappa B (NF-kB), o que pode resultar na reducéo da producéo de varios
mediadores inflamatorios (EPINAT & GILMORE, 1999; GRILLI et al., 1996; LIU et al.,
2008; PALAYOOR et al., 1998). Farmacos dessa classe sdo amplamente usados por
pacientes com AR e OA devido as suas propriedades analgésicas e anti-inflamatorias
(BLUMBERG & FOX, 2001; HOCHBERG et al., 2012). Entretanto, 0 seu uso requer
cautela devido a possibilidade de ocorréncia de rea¢cdes adversas como dor epigastrica

e Ulceras gastrintestinais, lesdes renais e eventos tromboembdlicos.

1.6.2 Anti-inflamatorios esteroides (AIES)

Os AlEs sao farmacos que interagem com receptores intracelulares em varios tecidos e
exercem um efeito modulatério sobre a expressdo de grande numero de genes
(SCHIMMER & FUNDER, 2011). O efeito induzido por esses farmacos pode ser devido
a interacfes com sequéncias de DNA especificas levando a uma transativacdo de
genes de proteinas anti-inflamatorias ou, indiretamente, pela inibicdo dos fatores de
transcricdo de genes que codificam mediadores inflamatérios como citocinas,

moléculas de adesdo e enzimas, entre outros. Como consequéncia, ocorre supressao
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de da producao de citocinas inflamatorias, quimiocinas e moléculas de adesao, inibi¢cdo
da funcdo dos macroéfagos teciduais e células apresentadoras de antigenos, inibicdo da
desgranulacdo dos mastocitos, inibicdo da producdo de PGs e leucotrienos pela
reducdo da expressdo de COX-2, entre varios outros efeitos que contribuem para as

marcantes atividades anti-inflamatdria e imunossupressora dessa classe de farmacos.

Embora os AIEs sejam farmacos anti-inflamatorios eficazes, a sua administracéo
cronica frequentemente resulta em reacfes adversas graves como reducdo da
densidade 6ssea, desequilibrio de fluidos e eletrélitos, elevacdo da glicemia,
imunossupressdo, aumento da pressao intraocular e da pressao arterial, entre outras.
Essas reacOes adversas sdo fatores limitantes do uso dos AIEs no tratamento de
pacientes com doencas inflamatorias articulares, principalmente quando o uso é

prolongado.

1.6.3 Farmacoterapia da AR

A farmacoterapia da AR, representada segundo o algoritmo da Figura 4, envolve o0 uso

de varios farmacos do grupo dos AINEs e dos AIEs, bem como do grupo dos FMCDs.
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Apés 3 meses de uso de FMCDs

Obs: A terapia de primeira linha esta indicada em verde, a de segunda linha em azul e a de terceira, em
vermelho. Recomenda-se um periodo minimo de trés meses e maximo de seis meses de avaliagédo
clinica para realizar a troca de esguema terapéutico. ABAT = abatacepte; FMCD = farmaco modificador

do curso da doencga; MTX = metotrexato; SSZ = Sulfassalazina; TOCI = tocilizumabe.

Figura 4 - Fluxograma para o tratamento dos pacientes com AR
(Adaptado de MOTA et al., 2012).
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O consenso mais recente do American College of Rheumatology (ACR; SINGH et al.,
2016) trouxe mudancas em relagdo ao manejo de pacientes com AR, recomendando
outros anti-TNF ou o tofacitinibe associados ao metotrexato como terapia de segunda
linha para pacientes que ainda apresentam a doenga com atividade moderada ou alta
apos trés meses de terapia com FMCD (preferencialmente MTX). No Brasil, a

Sociedade Brasileira de Reumatologia (SBR) recomenda apenas os farmacos anti-TNF

Os FMCDs incluem um diversificado grupo de moléculas, podendo ser agentes nao-
biolégicos e biolégicos (Tabela 1). O objetivo priméario das terapias com FMCDs é
preservar as funcgdes das articulacdes, reduzindo ou prevenindo danos (BLUMBERG &
FOX, 2001).
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Tabela 1 — FMCDs e suas respectivas classes
(Adaptado de GROSSER et al., 2011)

Farmaco Classe ou agao
Moléculas pequenas
Metotrexato Anti-folato
Leflunomida Inibidor de Pirimidina sintase
Hidroxicloroquina Anti-malarico

Minociclina Antimicrobiano do grupo das tetraciclinas, inibidor da 5-lipooxigenase
Sulfassalazina Salicilato

Azatioprina Inibidor de Purina sintase

Ciclosporina Inibidor de calcioneurina
Ciclofosfamida Agente alquilante

Bioldgicas

Adalimumabe Fab, antagonista TNF-a
Golimumabe Fab, antagonista TNF-a

Infliximabe Anticorpo tipo IgG anti- TNF-a
Certolizumabe Fragmento Fab que se liga ao TNF-a

Etanercepte Fragmento proteico que se liga ao TNF-a

Abatacepte Inibidor da co-estimulagdo de células (liga a proteina B7 na célula

apresentadora de antigeno)
Rituximabe Fab direcionado ao CD20 de células B citotdxicas
Anakinra Antagonista de receptor de IL-1

Tocilizumabe Anticorpo monoclonal tipo IgG anti- IL-6

O metotrexato € um dos FMCDs mais frequentemente usado no tratamento de
pacientes com AR (CHOI et al., 2002). Estudos indicaram que tal farmaco pode
promover ainda um beneficio consideravel na sobrevida de pacientes com AR,
possivelmente por reduzir o processo inflamatério e a disfuncdo endotelial na
aterosclerose e, consequentemente, o risco de complicacdes cardiovasculares
(TURIEL et al., 2010; VAN PALM et al., 2006). As reacdes adversas induzidas por esse

farmaco, principalmente em regime de doses diarias por varios anos, incluem
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hepatotoxicidade com fibrose e cirrose (PISETSKY & St CLAIR, 2001). O risco de
desenvolvimento de infecgcbes graves em pacientes tratados com FMCDs e AlEs
sugere cautela no uso dessa associacao (BERNATSKY et al., 2007).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS; 2015), os FMCDs essenciais sédo
cloroquina, azatioprina, hidroxicloroquina, metotrexato, penicilamina e sulfassalazina.
Na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME; Ministério da Saude) de
2014 pertencem a lista dos FMCDs a cloroquina e a hidroxicloroquina, o0 metotrexato, a
azatioprina, a prednisolona, a penicilamina, a sulfassalazina, além do &cido félico, que

pode ser utilizado para minimizar as rea¢gOes adversas do tratamento.

Pesquisas tém direcionado ao desenvolvimento de estratégias terapéuticas capazes de
inibir ou bloquear a funcédo do TNF-a, uma citocina que possui um papel importante na
patogénese da AR. Considerados um avanc¢o da reumatologia, os inibidores de TNF-q,
citados como principais representantes das terapéuticas biologicas, apresentam-se
como resultados do acumulo de informacdes etioldégicas adquiridas nas ultimas
décadas. O TNF-a é uma citocina inflamatdria produzida por monécitos e macréfagos.
As acdes do TNF-a incluem amplificagdo de multiplas citocinas nas articulagdes,
guimiotaxia linfocitica, aumento da angiogénese, estimulacdo de células sinoviais para
liberacdo de metaloproteinases, causando destruicdo tecidual (COSTELLO &
HALVERSON, 2003).

A maior razdo para se empregar terapias que inibam a producdo de TNF-a ou a sua
interacdo com os receptores, deriva da capacidade de reducédo da eroséo articular, a
gual representa condicdo que causa extremo sofrimento aos pacientes com AR. Muitos
destes, com graus moderado ou grave da doenca, apresentam-se refratarios ao
tratamento com os FMCDs, mas apresentam boas respostas aos farmacos anti-TNF-a
(COSTELLO & HALVERSON, 2003). Observadas as contraindicacdes, o alto custo e
as vias de administracdo empregadas caracterizam-se como fatores limitantes
adicionais para ampliacdo de seu emprego. O maior impacto no uso desses agentes

bloqueadores de TNF-a é a ocorréncia de imunossupressao, que pode resultar em
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infecgcbes graves e ndo-graves, neoplasias, doencgas imunes ou reativagao de infeccbes
latentes (HAROON & INMAN, 2009; LISTING et al., 2005; VASSILOPOULOS &

CALABRESE, 2007). As reacdes adversas graves, embora relativamente raras, podem
ocorrer e de maneira imprevisivel e com custos consideraveis (KUKAR et al., 2009). O
uso clinico desses agentes biolégicos deve ser cautelosamente avaliado, pois, além de
serem de custo elevado, uma populacao significativa de pacientes com AR é refrataria
a terapia anti-TNF-a. Sugere-se, que nessas populacBes, possivelmente outras
moléculas inflamatérias ou vias imunoldgicas que conduzem a sindrome clinica

apresentam maior relevancia (FINGER, 2001).

1.6.4 Farmacoterapia da OA

O tratamento de pacientes com OA, inicialmente baseia-se em abordagens néo-
farmacologicas como reducdo da massa corporal, exercicios fisicos e sessdes de
fisioterapia (SMITH et al., 2016; WANG et al., 2009). Entretanto, essas medidas
promovem alivio parcial e insuficiente da dor e, assim, frequentemente, a
farmacoterapia € empregada ainda em estagios iniciais. Muitas sociedades
profissionais — como a ACR, a European League Against Rheumatism (EULAR) e a
Osteoarthritis Research Society International (OARSI) — recomendam o uso de AINEs
ou tramadol, um opioide de atividade reduzida, para o manejo primario da dor de
pacientes com OA (HOCHBERG et al., 2012; SMITH et al., 2016). As recomendacdes

farmacoterapéuticas do ACR encontram-se resumidas na tabela 2.

Tabela 2 — Recomendacgdes farmacoldgicas para o manejo inicial de pacientes com OA de joelho,

segundo a ACR

Recomendado N&o recomendado Sem recomendagéao
Paracetamol Hialuronato intra-articular
AINEs oral Glucosamina Duloxetina
AINEs tépico Analgésicos opioides
Tramadol
AlEs intra-articular

(Fonte: Adaptado de HOCHBERG et al., 2012)
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1.6.5 Farmacoterapia da AG

O manejo de pacientes com AG inclui a farmacoterapia e o controle da dieta,
objetivando aliviar a dor, abreviar a duragdo do processo inflamatdrio durante um
episodio agudo, prevenir episédios futuros e evitar les6es nas articulagbes (SBR, sem
data). O tratamento deve ser individualizado e pode requerer ajustes periodicos. E
preciso considerar comorbidades (hipertensédo, diabetes mellitus tipo Il, obesidade,
ingesta excessiva de alcool, fatores dietéticos, histérico de urolitiase ou uso de
medicamentos que elevem o urato sérico) para elaborar um plano terapéutico
apropriado (KHANNA et al, 2012). Pacientes que apresentam hiperuricemia, mas sem
outras queixas, ndo necessitam de tratamento medicamentoso. A SBR recomenda o
uso de AINEs (seletivos ou nao-seletivos), AIEs (triancinolona por via intra-articular ou
prednisona por via oral) e colchicina para alivio da dor e da tumefacdo durante os
episodios agudos. O alopurinol (um inibidor de xantina oxidase) é o principal farmaco
recomendado para evitar os episodios agudos e, ocasionalmente, a probenecida, a
sulfinpirazona e a benzobromarona séo usadas para reduzir as concentracdes de acido
arico no sangue por meio do aumento da excrecao renal, evitando assim, a formacao
dos depositos de acido urico nas articulagbes. O ACR recomenda inibidores de xantina
oxidase (alopurinol ou febuxostate) como terapia de primeira linha para pacientes com
AG e a probenecida (agente uricosurico) como alternativa (KHANNA et al, 2012). A
figura 5 representa o algoritmo de tratamento de pacientes com AG durante episodios

agudos.
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Crise aguda de AG: Avaliar

severidade

Dor severa com
acometimento de multiplas
articulagdes: Terapia
combinada (Colchicine +

AINEs ou AIEs)

Dor leve a moderada:
Monoterapia

AINEs AlEs sistémicos Colchicina

A A

OBS: Aplicacao de gelo na articulagdo acometida é recomendada enquanto durar a crise, quantas vezes
forem necessarias. Paciente deve ser orientado a mudancas no estilo de vida, principalmente, dietéticas,

independente da severidade da crise de AG.

Figura 5 — Algoritmo de tratamento de pacientes com episédio agudo de AG segundo
recomendacdes do ACR (Adaptado de KHANNA et al., 2012)

1.7 Modelos experimentais de inflamacao articular

No desenvolvimento de novas estratégias que ultimamente possam contribuir para o
tratamento de pacientes com processos inflamatérios articulares, sdo comumente
utilizados modelos experimentais para fornecer subsidios que permitam aumentar o
conhecimento sobre o0os mecanismos da doenca, identificacdo de novos alvos
moleculares, investigacdes de novos agentes terapéuticos ou identificacao de atividade
de interesse em farmacos conhecidos. A inducdo de inflamacéo articular tem sido
realizada por meio da administracdo de agentes artritogénicos, entre 0s quais o
pristane (VINGSBO et al., 1996; ZHENG et al., 2002), o zimozano (GUERREIRO et al.,
2006), o adjuvante incompleto de Freund (CANNON et al., 1993; ZHANG et al., 1999),
o adjuvante completo de Freund (CFA) (BARTON et al., 2007; BILLIAU & MATTHYS,
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2001; CAl et al., 2006; COOK & MOORE, 2006; YU et al., 2002) e 0 MSU (AMARAL et
al., 2016; TORRES et al., 2009).

Os modelos experimentais de artrite induzida por adjuvante sao justificados pelas
caracteristicas que se assemelham aquelas da doenca humana (BILLIAU & MATTHYS,
2001; CAl et al., 2006; COOK & MOORE, 2006; NAGAKURA et al., 2003). Entre as
semelhancas, incluem-se a hipersensibilidade, o edema de articulacéo e as alteracdes
histopatolégicas (DONALDSON et al., 1993; WILSON et al.,, 2006). Apesar das
limitagcGes inerentes aos modelos experimentais, os modelos em roedores forneceram
enorme contribuicdo para o entendimento de mecanismos envolvidos na patogénese e,
dessa forma, permitiram grandes avancos na farmacoterapia da AR (ASQUITH et al.,
20009).

A artrite induzida por adjuvante (AlA) é um modelo experimental de doenca autoimune
mediada por células T que possui semelhancas com a AR humana (YOSHINO &
CLELAND, 1992; ZHANG et al., 1999). A AIA em ratos foi o primeiro modelo animal a
ser descrito e ainda é largamente utilizado em testes pré-clinicos de novos agentes
antiartriticos, especialmente os AINEs. Além disso, a AIA em ratos tem sido um modelo
ha muito empregado para estudar o processo inflamatério (COSTA et al.,, 1981,
PEARSON et al., 1956). O método classico consiste em injecdo intradérmica (i.d.) de
CFA em ratos, principalmente os da linhagem Lewis. O CFA é composto por Oleo de
parafina contendo monooleato de manitol como um surfactante em suspensao
contendo bactérias mortas do género Mycobacterium. Esse modelo apresenta
caracteristicas como inicio rapido do processo inflamatorio e progressdo robusta,
inflamacédo poliarticular e intensa reabsorcdo 0ssea. Os sinais clinicos da poliartrite
grave aparecem, geralmente, cerca de dez dias apos inje¢cdo do CFA, porém raramente
mantém-se apdés um més. Preferencialmente, utiliza-se a via de imunizacédo i.d., na
base da cauda (WAUBEN, 1994). No 14° dia ap6s a imunizacdo, além da destruicdo
articular, torna-se mais evidente o infiltrado celular, particularmente o neutrofilico. A
resposta inflamatéria nesse modelo é dependente de células T e compartilha algumas

caracteristicas com a AR como edema das extremidades, destruicdo das cartilagens,
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infiltracdo de linfocitos, perda de funcdo das articulacdes e reabsorcao 6ssea (BILLIAU
& MATTHYS, 2001).

A injecao intra-articular (i.a.) de agentes indutores de inflamacdo também pode ser
realizada de modo a simular processos inflamatérios semelhantes aos da OA e AG. O
proprio CFA pode ser administrado por via i.a., promovendo processo inflamatorio local
e nocicepcao (LOPES et al., 2016). Outro modelo experimental utiliza zimozano, um
polissacéride extraido da membrana de Saccharomyces cerevisae. O zimozano se liga
a TLR-2 em macrofagos, levando a liberagcdo de citocinas inflamatorias, mobilizacéo de
acido araquiddnico e ativacdo da cascata do complemento. A injecdo de zimozano
diretamente no joelho de camundongos de diferentes linhagens resulta em inflamacao
articular, infiltracdo de células mononucleadas, hipertrofia de sindvia e formacéo de
pannus, com pico da doenga em torno do 7° dia. Ainda, esse modelo foi descrito como
bifasico, sendo a fase precoce em torno de sete dias e uma outra, tardia, com pico em
torno de 14 dias e persistindo até o 25° dia (FRASNELLI et al., 2005). Nestes modelos,
o TNF-a destaca-se como citocina importante para estabelecimento da dor e do
edema. A principal limitacdo deste modelo consiste na natureza monoartritica da
doenca. A injecdo i.a. de MSU também foi previamente descrita por diversos autores
(AMARAL et al.,, 2016; TORRES et al., 2009) como um modelo experimental
reprodutivel de AG, resultando em nocicepcdo e processo inflamatorio local com

elevacao principalmente das concentracdes de IL-p.

1.8 Novas func¢des para farmacos em uso

Nos ultimos anos, a pesquisa visando o desenvolvimento de novos farmacos mostrou
resultados insuficientes para compensar os grandes investimentos, resultando numa
relacdo extremamente desfavoravel entre custo e beneficio. Em virtude disso, no
campo da pesquisa de novas abordagens farmacoterapéuticas, houve uma
concentracdo de esforcos e investimentos na caracterizacdo de novas funcdes para
farmacos em uso como uma alternativa ao processo longo e dispendioso de

desenvolvimento de novos farmacos. Essas abordagens tém se mostrado vantajosas
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para a industria farmacéutica, uma vez que parédmetros como seguranca e perfil
farmacocinético de farmacos em uso clinico estdo previamente estabelecidos
(BASTOS & COELHO, 2014; CHONG & SULLIVAN, 2007).

1.8.1 Vitaminas do complexo B e o nicorandil

Nesse contexto, podemos citar derivados da vitamina B, complexo formado por 11
vitaminas (tiamina, riboflavina, nicotinamida, &cido pantoténico, piridoxina, biotina,
cianocobalamina, acido fdlico, inositol, colina e acido para-aminobenzoico). A correcéo
de deficiéncias € seu principal uso terapéutico, mas esses derivados tém sido alvos de
investigacdo de novas atividades farmacoldgicas. Essas novas func¢des sdo relatadas
na literatura e suportam a ideia de que algumas destas vitaminas apresentam
atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva. Estudos clinicos demonstraram que altas
doses da riboflavina (vitamina B2) sdo Uteis na profilaxia da enxaqueca, reduzindo a
frequéncia e a duracdo das crises (BOEHNKE et al., 2004; SCHOENEN et al., 1998).
Além disso, foi demonstrado que a deficiéncia de uma ou mais vitaminas do complexo
B esta, muitas vezes, associada a ocorréncia de neuropatias e dor, como no caso da
sindrome do tunel do carpo, caracterizada pela perda de forca e sensibilidade das
maos, parestesia e dor que pode se estender do punho ao ombro. Ellis e colaboradores
(1982) detectaram deficiéncia da piridoxina em pacientes que desenvolveram essa
sindrome, sendo que os sintomas foram aliviados pela correcdo da deficiéncia. Por sua
vez, Folkers e colaboradores (1984) descreveram um caso clinico no qual a STC
estava associada a deficiéncia da piridoxina e da riboflavina. O tratamento desse
paciente com essas vitaminas reduziu os sinais e sintomas de forma rapida e eficaz e

eliminou a necessidade de intervencéo cirargica.

A maioria das vitaminas do complexo B ndo é produzida pelo organismo humano, e,
por serem moléculas hidrossoluveis, o organismo tem dificuldade para armazena-las,
devendo, portanto, serem ingeridas diariamente. A deficiéncia de vitaminas do
complexo B resulta em varios sinais e sintomas dependentes da (s) vitamina(s)

envolvida (s) e do grau de privacdo. Pacientes com deficiéncia de riboflavina,
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nicotinamida, piridoxina ou biotina podem desenvolver dermatites em regides corporais
diversas, como extremidades, face e couro cabeludo. Deficiéncias graves ou cronicas
de vitaminas do complexo B podem levar a alteragcbes morfolégicas e
comprometimento funcional do sistema nervoso (MARCUS & COULSTON, 2001). Um
representante do grupo, o acido félico (vitamina Bg) € recomendado pelo Ministério da
Saude (RENAME, 2014) para o tratamento de pacientes com AR, principalmente em

combinagdo com metotrexato, por minimizar as reagoes adversas.

A deficiéncia crbénica de vitamina B: (tiamina) desencadeia uma sindrome conhecida
como beribéri, que compreende uma multiplicidade de sinais e sintomas que afetam
diferentes sistemas e incluem fadiga muscular, mialgia, parestesia e insuficiéncia
cardiaca (KOIKE et al., 2004). A deficiéncia mais grave da tiamina pode resultar em
uma alteracdo psiquiatrica conhecida como sindrome de Wernicke-Korsakoff,
caracterizada por encefalopatia grave e aguda que se manifesta como confuséo
mental, disturbios 6culo-motores e ataxia (MURATA et al., 1999). Ha evidéncias que
demonstram a importancia da vitamina Be ou piridoxina para o funcionamento do
sistema nervoso central, sendo uma delas, o controle pela piridoxina de um tipo raro de
crises convulsivas recorrentes que nao sado atenuadas por antiepiléticos convencionais.
Porém, ainda nao se identificou a alteracdo bioquimica responsavel por esse tipo de
crise convulsiva (BAXTER, 2003). A deficiéncia da vitamina B12 ou cianocobalamina,
por sua vez, pode levar ao desenvolvimento da anemia megaloblastica como um dos
sinais iniciais. A cianocobalamina participa tanto do metabolismo do aminoéacido
metionina e do acido folico quanto da sintese de acidos nucleicos. Observa-se que sua
deficiéncia interfere na mitose e, assim, afeta de forma marcante os tecidos nos quais

h& altas taxas de renovacéo celular, como o tecido hematopoiético (HILLMAN, 2001).

Outra vitamina do complexo B que vem sendo estudada é a vitamina Bs, que possui
duas substancias como representantes: a nicotinamida (ou niacinamida) e o acido

nicotinico (ou niacina), representadas a seguir:



41

N X" “NH, N X" “OH

o o

Nicotinamida Acido nicotinico
Figura 6 - Estruturas quimicas dos compostos da vitamina Bs.

Essas vitaminas atuam no organismo como precursoras das coenzimas nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD") e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP™)
gue, por sua vez, atuam conjuntamente com varias outras enzimas, catalisando
reacdes de oxirreducdo envolvendo acepcdo e doacdo de elétrons e hidrogénio,
essenciais para o processo respiratério de mamiferos (MARCUS & COULSTON, 2001).

Vitaminas do complexo B se inserem nesse contexto de investigacdo de novas funcoes
para farmacos ja existentes, uma vez que, embora possuam estruturas bastante
semelhantes e atuem de maneira idéntica como vitaminas, o acido nicotinico e a
nicotinamida tém diferentes fungbes farmacologicas e perfis toxicolégicos. O acido
nicotinico, por exemplo, € 0 mais antigo dos farmacos utilizados no tratamento de
pacientes com dislipidemias e o mais versétil, induzindo alteracdes favoraveis de todos
os parametros lipidicos (ALTSCHUL et al., 1955; KNOPP, 1998), aumento da sintese e
da secrecdo de apolipoproteina A1 e aumento do catabolismo da lipoproteina (a)
(FORTI, 2000). Embora ja tenha sido considerado farmaco de escolha para o
tratamento de pacientes com hipercolesterolemia grave (CLEMENTZ, 1987), uma
revisdo mais recente, demonstrou que o acido nicotinico ndo reduz a mortalidade e que
o beneficio em desfechos secundarios (infarto do miocardio e acidente vascular
cerebral ndo-fatais) é reduzido quando utilizado em monoterapia (KEENE, et al., 2014).
As doses utilizadas na farmacoterapia para dislipidemias sao altas, podendo chegar a 6

g por dia, sendo que a necessidade diaria dessa vitamina é de aproximadamente 50
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mg por dia. Foi demonstrado que a nicotinamida, embora n&o seja eficaz no tratamento
das dislipidemias, pode ser util na prevencdo do diabetes mellitus tipo 1. Este
tratamento foi proposto a partir da observacdo de que altas doses de nicotinamida
previnem o diabetes induzido por estreptozotocina em ratos. Além disso, a nicotinamida
possui atividade protetora de células 3 pancreaticas (MASIELLO et al., 1990). Apesar
dos resultados positivos obtidos em ensaios pré-clinicos, a eficacia da nicotinamida na
prevencdo do diabetes mellitus tipo 1 em humanos ainda n&o foi bem estabelecida
(GALE et al., 2004).

Outros estudos investigaram o efeito induzido pela nicotinamida em modelos
experimentais de dor e inflamag&o. Foi demonstrada a atividade anti-inflamatéria da
nicotinamida em modelos de artrite induzida por peréxido cromato de potassio (MIESEL
et al., 1995), pleurite (CUZZOCREA et al., 1999) e edema de pata (GODIN et al., 2011)
induzidos por carragenina. E possivel que essa atividade esteja associada a inibicéo da
producdo de mediadores inflamatorios, da infiltracdo leucocitaria e da expressao do
gene da COX-2 (PERO et al., 1999; GRANGE, et al., 2008; UNGERTSTEDT et al.,
2003). A nicotinamida e o &cido nicotinico também inibem a resposta nociceptiva
induzida por formaldeido e a alodinia mecanica induzida por carragenina (GODIN et al.,
2011, 2012).

O nicorandil, ou nitrato de 2-nicotinamidoetil (Figura 7), € um doador de éxido nitrico
(NO), amplamente aceito como um agente efetivo para o tratamento de pacientes com
doencas cardiacas isquémicas, em especial, a angina pectoris, com eficacia similar
aquela do dinitrato de isossorbida e uma opc¢ao terapéutica para pacientes refratarios
ao tratamento convencional (EL-MOSELBY et al., 2009; FRAMPTON et al., 1992). A
estrutura quimica do nicorandil demonstra que se trata da nicotinamida acoplada a um
doador de NO. A ligacédo de um radical doador de NO a estrutura quimica de farmacos,
em especial a AINEs e AIEs, pode melhorar o seu perfil farmacologico, seja por meio
do aumento da eficacia terapéutica ou da reducdo de ocorréncia de reacfes adversas.

Como exemplos, temos o acido acetilsalicilico (AAS), o paracetamol, 0 naproxeno e a
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prednisona. Os NO-AINEs ndo somente exibem baixa toxicidade gastrointestinal, como
podem apresentar beneficios adicionais como no caso do NO-paracetamol, que
apresenta um perfil hepatoprotetor, diferentemente do paracetamol que, em elevadas
doses, pode causar toxicidade ao figado (KEEBLE & MOORE, 2002). Nitrodiclofenaco
(WALLACE et al., 1994) e nitronaproxeno (DAVIES et al., 1997) também induzem
lesdes gastrointestinais reduzidas quando comparados aos farmacos originais.
Recentemente, um novo hibrido do AAS acoplado mutuamente a um doador de NO e
de &cido sulfidrico (H2S) apresentou atividade superior aquela do AAS em modelos de
dor e inflamacdo (contor¢cdo induzida por &cido acético, hiperalgesia induzida por
carragenina e induzida por CFA; FONSECA et al., 2015).

A B
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Figura 7 — Estruturas quimicas do nicorandil (A) e da nicotinamida (B).

O nicorandil esta disponivel no Japdo desde 1984 e, atualmente, esta licenciado
também na Europa e na Australia, aprovado para o uso ha prevencao e no tratamento
de pacientes com angina pectoris crénica. O maior ensaio clinico ja realizado com o
nicorandil demonstrou reducdo de ocorréncia de infarto ndo-fatal, hospitalizacdo nao
planejada por dores no peito e morte por doenca cardiovascular em 5126 pacientes
com angina no Reino Unido (IONA Study Group, 2002). O seu amplo uso clinico em
alguns paises possibilitou que informac¢des sobre a sua seguranca sejam conhecidas e
gue, caso haja alguma nova indicacéo terapéutica, sua implantacédo efetiva na clinica
seja uma etapa relativamente mais rapida e simples. Previamente, foi demonstrada a

atividade antinociceptiva do nicorandil em modelo experimental de dor induzida por
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formaldeido em camundongos (DUTRA et al, 2013), o que estimula maiores
investigaces das atividades desse farmaco em outros modelos de dor e inflamagéo.

Na literatura cientifica, ndo existem estudos que tenham investigado os efeitos
induzidos por nicotinamida, &cido nicotinico ou nicorandil em modelos experimentais de
inflamacgéo articular. Entre os poucos estudos na area, podemos citar o de Hoffer
(1959), em que foram descritos relatos de seis casos nos quais altas doses de
nicotinamida (900 a 4000 mg/dia) ou &cido nicotinico (1000 mg/dia) induziram melhora
clinica de pacientes com diversos tipos de artrite. Jonas e colaboradores (1996), por sua
vez, realizaram um estudo envolvendo 70 pacientes com osteoartrite e relataram que
nicotinamida induziu melhora clinica por promover aumento da flexibilidade articular,
reduzir a inflamacdo e possibilitar diminuicdo da dose de outros medicamentos
utilizados nessa doenca. No entanto, ndo foram encontrados outros estudos que
investigaram a possibilidade de uso dessas substancias no tratamento de pacientes
com AR, OA ou AG, nem 0s mecanismos que poderiam contribuir para o efeito benéfico

induzido por tal tratamento.
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2 JUSTIFICATIVA

AR, OA e AG séao doencas de elevada prevaléncia na populacéo, cuja importancia vem
crescendo junto ao fendbmeno de envelhecimento da populacdo e o0 conseguente
aumento das doencas cronicas. O tratamento de pacientes com condi¢cdes
inflamatérias articulares é realizado com farmacos cuja finalidade € o alivio sintoméatico,
como no caso dos anti-inflamatérios e analgésicos, e com outros farmacos que podem
modificar o curso da doenca (FMCDs) de modo a preservar a funcéo articular.
Entretanto, a farmacoterapia atual ainda apresenta falhas no alivio dos episédios de
dor durante as crises e, muitas vezes, ndo evita a progressdo da doenca para a
destruicdo dos tecidos cartilaginoso e 6sseo. Vitaminas do complexo B, como a
nicotinamida e o acido nicotinico, bem como o nicorandil se inserem em um contexto
de investigacdo de novas funcbes para farmacos ja existentes, que apresenta
vantagens do ponto de vista da seguranca e investimentos. O interesse na avaliacao
da atividade do acido nicotinico, da nicotinamida e do nicorandil em modelos de
inflamacéo articular deriva da constatacdo da auséncia de estudos que investigaram
este aspecto, da evidéncia da atividade desses farmacos em outros modelos de dor e
inflamacéo, do bom perfil de seguranca desses farmacos e também da necessidade
ainda evidente da identificacdo de novas alternativas farmacoterapéuticas para

pacientes com AR, AO e AG.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar as atividades do &cido nicotinico, da

nicotinamida e do nicorandil em modelos experimentais de inflamacgéao articular.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar os efeitos induzidos pelos tratamentos com acido nicotinico, nicotinamida
ou nicorandil sobre a alodinia mecanica e o edema em modelos experimentais de

inflamac&o articular induzidos por diferentes estimulos.

2. Avaliar os mecanismos envolvidos nas atividades dos compostos em
investigacdo, principalmente os efeitos sobre o recrutamento celular, a producéo

de citocinas e quimiocinas e a ativacdo de mecanismos opioides.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados machos de camundongos da linhagem Swiss (25 — 30 g) e fémeas de
ratos da linhagem Holtzman (140 — 170 g). Os animais experimentais foram fornecidos
pelo biotério da Faculdade de Farmacia e pelo Biotério Central, ambos da UFMG.
Racéo e agua foram fornecidas ad libitum. A temperatura da sala de experimentacéo
foi mantida em 27 + 1 °C, correspondente a zona de termoneutralidade de roedores
(GORDON, 1990). Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 h e
ambientados na sala de experimento por pelo menos trés dias antes da realizagéo de
todos os protocolos. Durante o0s experimentos, 0s animais foram manipulados
cuidadosamente, de forma a resultar no menor estresse comportamental possivel.
Todos os experimentos foram realizados de acordo com as recomendacdes para
experimentacdo em animais (ZIMMERMANN, 1983). O projeto foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA/UFMG — Protocolo 179/2013).

4.2 Drogas e reagentes

¢ Nicotinamida (Sigma, EUA) — Composto da vitamina Bs.

e Acido nicotinico (Sigma, EUA) — Composto da vitamina Bsa.

e Nicorandil — Nitrato de 2-nicotinamidoetil (sintetizado pelo Prof. Angelo de
Fatima, Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, UFMG) —
Farmaco antianginoso.

e CFA - Adjuvante completo de Freund (Sigma, EUA) — Suspensédo contendo
Mycobacterium tuberculosis (1 mg/mL) inatividade por calor e emulsificada
em Oleo mineral — Indutor de inflamacé&o articular

e Zimozano (Sigma, EUA) — Indutor de inflamacéo articular.

e Acido urico (Sigma, EUA) — Composto usado para producéo de cristais de
urato monossaodico (MSU), indutor de inflamac&o articular.

e Naltrexona (Sigma, EUA) — Antagonista de receptores opioides.
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Solucdo fisiologica (Sanobiol, Brasil), carboximetilcelulose (CMC; Galena,
Brasil) — Veiculos.

Heparina 5000 Ul/mL (Blau, Brasil) — Anticoagulante.

Kits comerciais de ELISA para quantificacdo de TNF-a e IL-6 de ratos (R&D
Systems, EUA).

Kits comerciais de ELISA para quantificacdo de TNF-q, IL-13 e CXCL-1 de
camundongos (R&D Systems, EUA).

Cloretos de sodio (Synth, Brasil) e de potassio (Synth, Brasil) — Reagente
para solucdes de ELISA e solugéo extracdo de citocinas.

Fosfatos de sodio (Vetec, Brasil) e potassio (Synth, Brasil) monobéasicos —
Reagentes para solucdes de ELISA.

Tween 20 (Sigma, EUA) — Regente para o tampéo de lavagem e solucao
extracao de citocinas.

Albumina de soro bovina (BSA; Sigma, EUA) — Proteina usada para preparo
do tampéao de bloqueio e da solucéo diluente das amostras nos ensaios por
ELISA.

Ortofenilenodiamina (OPD; Sigma, EUA) — Reagente para solucdes de
ELISA.

Peréxido de hidrogénio (Synth, Brasil) — Reagente para solucfes de ELISA.
Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA; Sigma, EUA) — Reagente para
preparo de solucdo de extracdo de citocinas.

Aprotinina (Sigma, EUA) — Inibidor de protease utilizado no preparo de
solucéo de extracdo de citocinas.

Cloreto de benzalconio (Sigma, EUA) — Reagente para preparo de solucéo
de extracao de citocinas.

Fluoreto de fenilmetilsufonila (PMSF; Sigma, EUA) — Reagente para preparo

de solucao de extracdo de citocinas.
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4.3 Preparo das solucdes e suspensdes

Acido nicotinico, nicotinamida e nicorandil foram suspensos em solu¢do de CMC 1%.
Zimozano e MSU foram suspensos em solucdo salina estéril. A solucdo de naltrexona
foi preparada em solugcdo salina estéril. Todas as solugcbes e suspensdes foram

preparadas imediatamente antes das administragoes.

As solucdes utilizadas para os ensaios por ELISA estao descritas a seguir:
e Solucéo tampéo fosfato (PBS):

Reagentes: 12 g de NacCl; 0,302 g de KCI; 1,725 g de fosfato de sodio monobasico
(NaH2PO4); 0,306 g de fosfato de potassio monobasico (KH2PO4). Os reagentes foram
dissolvidos em 1500 ml de agua destilada e o pH foi ajustado para 7,4.

e Solucao tampéao de lavagem:
Reagente: tween 20 0,1% em tampao fosfato salino (PBS).
e Solucao tampao de bloqueio (BSA 1%):

Reagente: 200 mg de BSA dissolvidos em 20 ml de PBS.

e Solucao diluente das amostras (BSA 0,1%):
Reagente: 40 mg de BSA dissolvidos em 40 ml de PBS.

e Solucao tampao citrato:
Reagentes: 13,41 g de NaH2PO4 e 5,19 g de acido citrico. Os reagentes foram
dissolvidos em 1000 ml de agua destilada e o pH foi ajustado para 5,0.

e Solucao do substrato OPD:
Reagentes: 4 mg de OPD e 2 pl de H20> 30%. Os reagentes foram dissolvidos em 10

ml de solucdo tampao citrato.
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e Solucao STOP:
Reagente: acido sulfurico (H2S04,1 M)

e Solucao diluente para a extragcao de citocinas:
Regentes: 8 g de NaCl, 0,2 g de KCIl, 2,89 g de fosfato de sodio bibasico
dodecahidratado (Na2HPO4.12H20). Os reagentes foram dissolvidos em 1000 mL de

agua destilada.

e Solucao para extracao de citocinas:
Reagentes: 2,34 g de NaCl, 50 pl de Tween 20, 500 mg de BSA, 4,48 mg de cloreto de
benzalcbnio, 37,2 mg de EDTA, 2 pl de aprotinina, 1,7 mg de PMSF (dissolvidos em
100 pl de DMSO). Os reagentes foram dissolvidos em 100 ml da solugao diluente.

4.4 Avaliacéao da alodinia mecéanica

Os animais foram colocados em compartimentos de acrilico (22 x 18 x 14 cm)
dispostos sobre um suporte que possui como base uma tela metalica. A alodinia
mecanica foi avaliada por meio de um analgesimetro digital (Insight Ltda, Ribeirdo
Preto, Brasil; Figura 8a), o qual permite determinar o limiar nociceptivo de retirada da
pata, cujo resultado é expresso em gramas (g). Uma ponteira de polietileno acoplada a
um transdutor de forca (escala de 0,1 a 1000 g — ou 0,1 a 10 N) foi pressionada no
centro da superficie plantar da pata posterior direita de cada animal. Um gradiente
crescente de pressédo, controlado por um experimentador treinado, foi realizado até
gue o animal retirasse a pata e esse limiar de retirada foi registrado pelo aparelho
automaticamente (Figura 8b). Foram realizadas cinco leituras por animal para cada
momento de avaliacdo, os valores extremos foram excluidos e a média foi calculada
com os trés valores intermediarios. No dia anterior ao inicio de cada protocolo
experimental, o limiar nociceptivo basal e a massa corporal de cada animal foram
determinados. A divisdo dos animais nos grupos experimentais foi feita de forma que
as médias do limiar nociceptivo e da massa corporal dos diferentes grupos fossem

estatisticamente semelhantes. Para os protocolos cujos tratamentos farmacolégicos
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foram realizados ou iniciados no 12° dia, o limiar nociceptivo basal foi novamente
determinado, ap0s a sensibilizacdo dos animais pelo CFA, sendo este o utilizado para

a divisdo dos grupos experimentais.

Figura 8 — Analgesimetro digital utilizado para avaliacdo da alodinia mecanica (a); aparato e forma
da avaliacdo da alodinia em ratos (b).

4.5 Avaliacdo do edema de pata

A avaliacdo do volume de pata foi realizada com uso de um pletismémetro (Modelo
7140, Ugo Basile, Italia; Figura 9). Esse aparelho contém uma célula cilindrica para a
medida do volume de pata, preenchida com uma solu¢cdo de baixa concentracao
eletrolitica, conectada a outra célula, dentro da qual existe um eletrodo. Um sistema de
vasos comunicantes faz com que o deslocamento da solucéo eletrolitica na célula na
gual a pata do animal é mergulhada resulte em um deslocamento da solucdo na célula
gue contém o eletrodo. Apés ter sido calibrado, o aparelho converte o deslocamento do
liquido em volume, que € indicado em um visor digital. Quando a pata do animal &
introduzida na célula de medida até a articulacéo tibio-tarsal, um pedal é pressionado

pelo experimentador, que fixa, dessa forma, o valor do volume observado.
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Figura 9 — Aparato utilizado para avaliar edema de pata em ratos.

4.6 Avaliacao do diametro articular

Para avaliacdo do diametro articular dos camundongos nos protocolos de inflamacéo
articular induzida por CFA, zimozano ou MSU, foi utilizado um paquimetro digital
(Mitutoyo, modelo 200 mm, resolucédo 0,01 mm, escala Absolute; Figura 10). A medida
é feita com o animal imobilizado manualmente e o didmetro € medido com leve
extensdo da articulagcdo do joelho esquerdo, que recebeu a injecdo intra-articular do

estimulo inflamatério ou controle.
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Figura 10 — Paquimetro digital utilizado para medida do diametro articular.

4.7 Modelos experimentais

4.7.1 Modelo experimental de inflamacéo articular induzida por CFA em ratos

A inflamacéo em ratos foi induzida por meio de trés injecdes i.d. de CFA (1 mg/mL) em
sitios distintos nos dois primeiros dias de cada protocolo experimental (Figura 11). No
primeiro dia, a injecdo de CFA foi por via i.d. na base da cauda (100 pL) e na pata
posterior direita (100 pL). No segundo dia, houve um refor¢co, com nova injecéao de i.d.
de CFA somente na base da cauda (100 uL). Os animais foram acompanhados por 21
dias apds a primeira injecdo de CFA (BAUEROVA et al., 2010). As avaliacbes da

alodinia mecéanica e do edema de pata ocorreram a cada trés dias.



54

Figura 11 — Inducédo de inflamacdo por meio de injecdo de CFA (1 mg/mL) na pata e na base da

cauda de ratos.

4.7.2 Modelo experimental de inflamacédo articular induzida por zimozano em

camundongos

A inducéo de inflamacéo articular em camundongos machos seguiu 0 método descrito
por Guerrero e colaboradores (2006), que consistiu na injecao intra-articular (i.a.) no
joelho esquerdo de zimozano (50 pug em 10 pL de solucédo salina estéril), utilizando
uma agulha adaptada (Figura 12). A injecao foi feita em animais anestesiados com
solucdo contendo cetamina (80 mg/Kg) e xilazina (8 mg/Kg), por via intraperitoneal
(i.p.). O protocolo de padronizacdo teve duracdo de 96 h, ocorrendo avaliacfes da
alodinia mecénica e do edema articular imediatamente antes e 3, 6, 24, 48, 72 e 96 h

apos a inducao da inflamacéo.
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Figura 12 — Inducédo de inflamacéo articular por meio de injecdo i.a. de zimozano, CFA ou MSU.

4.7.3 Modelo experimental de inflamacédo articular induzida por CFA em

camundongos

A inducédo de inflamacé&o articular em camundongos machos seguiu o0 método descrito
por Lopes e colaboradores (2016), que consistiu na injecdo i.a. no joelho esquerdo de
CFA (100 pg em 10 pL em solucéo salina estéril), utilizando uma agulha adaptada
(Figura 12). A injecdo foi feita em animais anestesiados com solucdo contendo
cetamina (80 mg/Kg) e xilazina (8 mg/Kg), por via i.p.. O protocolo de padronizacao
teve duracdo de 96 h, ocorrendo avaliacdes da alodinia mecéanica e do edema articular

imediatamente antes e 3, 6, 24, 48, 72, 96 e 168 h apds a inducdo da inflamacao.

4.7.4 Modelo experimental de inflamagdo articular induzida por MSU em

camundongos

A inducéo de inflamacéo articular em camundongos machos seguiu 0 método descrito

por Amaral e colaboradores (2016), Vieira e colaboradores (2015) e Torres e
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colaboradores (2009), que consistiu na administracéo i.a. no joelho esquerdo de MSU
(100 pg em 10 pL de solugdo salina estéril), utilizando uma agulha adaptada (Figura
12). Os cristais de MSU foram previamente preparados conforme descrito na literatura
(AMARAL et al., 2016). Brevemente, foram dissolvidos 5 mg de acido urico em 1 mL de
solucdo de NaOH 0,01 M (pH da solucéo final=7,1). A solucao saturada de &cido Urico
foi filtrada (0,45 pum) e mantida em temperatura ambiente por 48 h. Em seguida, 0s
cristais de MSU foram lavados com etanol (100%) e sonicados para redugao do
tamanho das particulas. As condicdes de preparo sao livres de pirogénio (método
validado apresenta, para o volume de MSU injetado, quantidade de endotoxina inferior
a 5 pg). A injecdo foi feita em animais levemente anestesiados com a mistura de
cetamina e xilazina, na proporcao de 2:1. O protocolo de padronizacdo teve duracéo
de 96 h, ocorrendo avaliacbes da alodinia mecanica e do diametro articular
imediatamente antes e 3, 6, 24, 48 e 72 h ap0s a inducao da inflamacéo.

4.8 Protocolos experimentais

4.8.1 Padronizacdo do modelo de inflamacéo induzida por CFA em ratos

Para padronizacdo do modelo experimental utilizando ratos, CFA ou solucédo salina (n=
6) foram injetados na base da cauda e na pata posterior direita dos animais nos dias 0
e 1 do protocolo experimental (Figura 13). As avaliacdes do limiar nociceptivo e do

volume de pata ocorreram a cada trés dias, até o 21° dia.
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Figura 13 — Escala temporal da avaliacdo do edema de pata e da alodinia mecanica induzidos por
CFA em ratos.

4.8.2 Padroniza¢cdo do modelo de inflamacé&o articular em camundongos

Para padronizacdo dos modelos experimentais de inflamacédo articular induzida por
zimozano, CFA ou MSU em camundongos, esses estimulos inflamatorios ou solucao
salina (n= 8-10) foram administrados (i.a.) no joelho esquerdo (Figura 14). As
avaliacbes do limiar nociceptivo e do volume de pata ocorreram nos tempos

previamente estabelecidos.
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Figura 14 — Escala temporal da avaliacdo do edema de pata e da alodinia mecanica induzidos por
zimozano, CFA ou MSU em camundongos.

4.8.3 Efeitos induzidos por nicotinamida e &acido nicotinico em modelo

experimental de inflamacéao induzida por CFA em ratos

Nicotinamida ou acido nicotinico (doses entre 75 a 1000 mg/Kg) foram administrados
per os (p.0.) aos animais (n=6), duas vezes ao dia, a partir do dia 1 do protocolo
experimental, correspondente ao segundo dia da inducdo da inflamacdo. Ao longo do
periodo experimental, a primeira dose foi administrada entre 8 e 9 h e a segunda dose
entre 16 e 17 h. O edema de pata e a alodinia mecéanica foram avaliados a cada trés
dias, até o 21° dia, sempre 1 h apdés a primeira administracdo do dia. Nesses
protocolos, as doses iniciais de acido nicotinico foram estabelecidas entre 250 a 1000
mg/kg, mas reduzidas para 75 — 250 mg/kg devido a mortalidade dos animais tratados
com doses mais elevadas. Os protocolos com nicotinamida foram iniciados com doses
entre 75 — 250 mg/Kg, com justificativa dos efeitos induzidos previamente pelo acido
nicotinico. As doses de nicotinamida foram aumentadas até 1000 mg/Kg nos protocolos

subsequentes, tendo em vista o melhor perfil de seguranca desse composto.

Em outro protocolo, nicotinamida foi administrada duas vezes por dia a partir do 12° dia

do protocolo experimental, mantendo-se a avaliacédo a cada trés dias até o 21° dia.
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4.8.4 Efeitos induzidos por dose Unica de nicotinamida ou nicorandil em modelo
experimental de inflamagé&o induzida por CFA em ratos

Nicotinamida (250, 500 ou 1000 mg/Kg) ou nicorandil (50, 100 ou 200 mg/Kg) foram
administrados p.o. aos animais (n=6) no 12° apds as injecdes de CFA. Edema de pata
e alodinia mecéanica foram avaliados 1, 3 e 5 h apés o tratamento.

4.8.,5 Efeitos induzidos por acido nicotinico, nicotinamida ou nicorandil em
modelos experimentais de inflamacao articular induzida por zimozano, CFA ou

MSU em camundongos

Os compostos foram administrados p.o. 1 h antes da indugédo da inflamagéo articular
(tratamento denominado “PRE”) ou 1 h antes e 2 h apds a indugdo da inflamagao
articular (tratamento denominado “PRE+POS”). Inicialmente, foram realizados apenas
0s pré-tratamentos para os trés compostos, sendo que aqueles que nao apresentaram
atividade antialodinica ou antiedema com esse esquema de tratamento foram avaliados
em um esquema de pré+pds-tratamentos. Os resultados obtidos nos modelos de
inflamacéo induzida por zimozano e CFA foram considerados para definir os protocolos
experimentais no modelo de inflamacéo articular induzida por MSU. Nesse modelo, o
esquema de tratamento com nicorandil foi PRE e os esquemas de tratamento com
acido nicotinico e nicotinamida foram apenas PRE+POS. O quadro a seguir sumariza

0S esquemas de tratamento.
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Quadro 1 — Esquemas de tratamento com acido nicotinico, nicotinamida ou nicorandil nos

diferentes modelos experimentais de inflamacéo articular em camundongos.

MODELO EXPERIMENTAL ESQUEMAS DE TRATAMENTO

ZIMOZANO

Acido nicotinico

PRE e PRE+POS

Nicotinamida PRE e PRE+POS
Nicorandil PRE
CEA

Acido nicotinico

PRE e PRE+POS

Nicotinamida PRE
Nicorandil PRE
MSU

Acido nicotinico PRE+POS
Nicotinamida PRE+POS
Nicorandil PRE

No modelo de inflamacdo articular induzida por zimozano, ainda foi investigado a
participacdo de receptores opioides por meio da administracdo naltrexona (5 ou 10
mg/Kg, i.p., 1,5 h antes da injecéo i.a. de zimozano) sobre a atividade antialodinica do
nicorandil, substancia que apresentou melhor atividade na reducdo da alodinia
mecanica em todos os protocolos avaliados. A escolha deste modelo se deveu ao perfil
de resposta do farmaco nos trés modelos i.a., sendo o de zimozano aquele no qual o

nicorandil apresentou melhor atividade.
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4.9 Quantificacao de citocinas

A definicdo das citocinas a serem quantificadas em cada modelo e o0 momento de
coleta das amostras foram determinados com base nos resultados de alodinia
mecanica e edema. Desse modo, foram escolhidos:

- Modelo de artrite induzida por CFA em ratas Holtzman - Coleta de sangue total
e tecido de pata no 14° dia apés a primeira inje¢cdo de CFA dos animais tratados com
nicotinamida (250, 500 ou 1000 mg/Kg, 2x/dia, p.0.) ou veiculo. As citocinas
guantificadas foram TNF-a e IL-6.

- Modelo de inflamacéo articular induzida por zimozano, CFA ou MSU, i.a., em
camundongos Swiss — Coleta de tecido periarticular 6 h apos a injecao i.a. do
respectivo estimulo inflamatério. A quantificagdo de citocinas ocorreu somente se
houvesse diferenca na contagem total de células no lavado articular. As citocinas
qguantificadas foram TNF-a e CXCL-1 no modelo de inflamagéo induzida por zimozano
e IL-18 e CXCL-1 no modelo de inflamacéao induzida por MSU.

4.9.1 Coleta e preparo das amostras

Para determinar a concentracdo das citocinas TNF-a, IL-6, IL-18 ou CXCL-1, foram
coletadas amostras de sangue total obtidas da artéria abdominal, em tubos contendo
heparina e amostras do tecido da pata em ratos ou tecido periarticular do joelho
esquerdo em camundongos. As amostras de sangue foram centrifugadas (3000 rpm,
15 min a 4° C) e o plasma foi coletado. Os materiais coletados foram estocados a -70 °
C até o dia da analise. O tecido das patas ou periarticular foi devidamente
homogeneizado (Ultrastirrer, modelo ULTRA 80-l) em solucdo de extracdo de
citocinas, seguido de centrifugacéo para utilizacdo do sobrenadante (3000 rpm, 10 min
a 4° C). O sedimento do homogeneizado foi usado para a determinacdo da atividade da

enzima mieloperoxidase (MPO).
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4.9.2 Concentracdes de TNF-a, IL-6 IL-18 e CXCL-1.

Os sobrenadantes resultantes da homogeneizagéo e da centrifugacdo das amostras
foram recolhidos e armazenados no freezer -70 °C. Para o modelo utilizando ratos, a
guantificacédo inicial foi feita em tecido da pata. A quantificacdo em sangue total
também foi feito quando houve aumento das concentragfes no tecido da pata. Para os
modelos utilizando camundongos, a quantificacédo foi realizada diretamente no tecido
periarticular. As concentragdes de TNF-q, IL-6, IL-13 e CXCL-1 foram determinadas de
acordo com as instru¢des do fabricante R&D Systems. O ensaio foi realizado em placa
de microtitulacdo de 96 pocos. O anticorpo de captura foi diluido em PBS e foram
adicionados 100 pl desse anticorpo em cada poco. A placa foi mantida na geladeira (4
°C) durante 12 h.

Apoés esse periodo, a placa foi lavada com tampao de lavagem e blogueada com
tampéo de bloqueio (BSA 1%). Ap6s 1 h, a placa foi lavada novamente e foram
adicionados 100 pl do TNF-a, IL-6, IL-1B ou CXCL-1 (duplicata), em diluicdo seriada,
correspondentes a curva-padrdo, nas duas primeiras colunas da placa. Nos outros
pocos, foram adicionados 100 ul dos sobrenadantes diluidos (1:3) em BSA 0,1% e nos
ultimos dois pogos, foram adicionados 100 yl de PBS (branco). A placa foi mantida na
geladeira (4 °C) durante 12 h.

Em seguida, a placa foi lavada e foram adicionados 100 ul do anticorpo de deteccéo
em cada poco e, durante 2 h, a placa foi mantida no agitador para microplaca de
ELISA. Apds esse periodo, a placa foi lavada e foram adicionados 100 pl do revelador
estreptavidina em cada poco e, durante 20 min, a placa foi mantida novamente no
agitador. Por ultimo, foram adicionados 100 pl da solucdo do substrato (OPD) em cada
poco. A reacédo foi monitorada de acordo com o aparecimento de coloracdo amarelada
(5 a 15 min) e foi interrompida com a adicdo de 50 pl de H2SOa. A leitura foi feita no
leitor de ELISA, usando comprimento de onda de 490 nm. Os resultados foram
expressos em quantidade da respetiva citocina presente no tecido (pg/mg de tecido

para ratos e pg/100 mg de tecido para camundongos) ou plasma (pg/mL de plasma).
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4.9.3 Atividade da MPO

Ao sedimento resultante, foi adicionado 750 pl de solugédo de NaCl 0,2% gelado para
cada 50 mg de tecido, 30 segundos. Em seguida, foi adicionado NaCl 1,6% com
glicose 5% gelado (750 pL para cada 50 mg de tecido). Uma nova homogeneizacao foi
realizada e o homogenato foi armazenado a -70 °C até a realizagdo do ensaio. Os
homogenatos foram inicialmente descongelados em temperatura ambiente e
novamente congelados em nitrogénio liquido, por trés vezes. Em seguida, foram
descongelados em &gua corrente. Os congelamentos e descongelamentos foram
repetidos por trés vezes. Apés esses ciclos, os homogenatos foram centrifugadas por
15 min a 10.000 rpm a 4 °C e os sobrenadantes obtidos foram coletados para a
realizacdo do ensaio enzimatico. O ensaio foi realizado em placa de microtitulacédo de
96 pocos. Nos primeiros dois pogos, foram adicionados 25 ul de tampao PBS (branco).
Nos outros pocgos, foram adicionados, em duplicata, 25 ul dos sobrenadantes diluidos
(1:3). Apos o preenchimento da placa com todas as amostras, foram adicionados 25 pl
da solugao de 3,3’,5,5',-tetrametilbenzidina (TMB; 3,8 mg/mL em DMSQO) em cada po¢o
e a placa foi incubada a 37 °C por 5 min. Apos esse intervalo, foram adicionados 100 pl
da solugdo de H>02 em cada poco e a placa foi incubada novamente a 37 °C por 5 min.
Para finalizar, foram adicionados 100 pl de H2SO4 em cada pocgo. A atividade da MPO
foi calculada de acordo com a alteracdo da densidade Optica (D.O.), avaliada em leitor

de ELISA, usando comprimento de onda de 450 nm.

4.10 Contagem total e diferencial dos leucdcitos no lavado articular

Para a determinacdo do numero total de leucdcitos, uma aliquota de 20 ul do lavado
articular foi diluida duas vezes em solucéo de lise de hemacias Turk e a contagem foi
feita em camara de Neubauer. A partir da aliquota remanescente (80 ul) do lavado
articular, foram acrescentados 50 pyl de mBSA 3% e citocentrifugagdo para
confeccionar as laminas da contagem diferencial. As laminas foram coradas em
corante panético e a contagem diferencial de células (mononucleares e neutréfilos) foi

feita em microscoépio 6ptico em aumento de 100 vezes. Foram contadas 100 células
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por um experimentador treinado. A porcentagem dos tipos celulares investigados foi
baseada na contagem total por meio de uma regra de trés simples. O numero de
células foi determinado considerando o valor obtido multiplicado pela diluicdo e pelo
fator de corregcdo da cémara de Neubauer. Os resultados foram expressos como
numero de neutréfilos ou mononucleares x 10* /cavidade articular. O tempo de coleta
do lavado foi estabelecido em 6 h com base nos perfis temporal e pico de resposta dos
modelos experimentais, e nos efeitos induzidos por nicotinamida e nicorandil nas

avaliacOes de alodinia mecanica e edema articular.

4.10 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da média. Os dados foram
analisados no programa GraphPad Prism® (versdo 5.0), por meio da analise de
variancia simples de uma via (ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls, que
realiza a comparacéo de todos 0s grupos entre si, ou teste t quando a comparacao foi

feita para dois grupos experimentais. Adotou-se nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo das atividades do &cido nicotinico, da nicotinamida e do

nicorandil em modelos de inflamacao articular

Todos os modelos experimentais selecionados para o presente estudo — inflamacgao
articular induzida por CFA em ratos e inflamacé&o articular induzida por zimozano, CFA
ou MSU em camundongos — foram padronizados durante o desenvolvimento deste
estudo. As respostas observadas nos protocolos iniciais de padronizagdo foram
consideradas para definir os protocolos subsequentes nos quais foram avaliados o0s
efeitos induzidos pelos compostos em investigacdo sobre a alodinia mecéanica e o

edema de pata ou o edema articular.

5.1.1 Artrite induzida por CFA em ratos

As injecdes de CFA induziram reducao do limiar nociceptivo e aumento significativo do
volume da pata durante todo o periodo de observacéo. O grupo controle, que recebeu
injecbes de solucdo salina estéril, apresentou alteracées nao significativas, do volume
da pata e da sensibilidade ao estimulo mecéanico durante os 21 dias de observacao
(Figura 15). Ao longo do periodo de observacdo e avaliacdo, 0os animais que
receberam CFA desenvolveram edema e eritema facilmente visualizados na pata

posterior direita (Figura 16).
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Figura 15 — Limiar nociceptivo (a) e volume da pata (b) em ratos apds administracéo i.d. de salina
ou CFA (100 pL porinjecdo; 1 mg/mL) na pata posterior direita e na base da cauda. * e *** indicam
diferenca estatisticamente significativa em relac&o ao grupo controle e p<0,05 e p<0,001,

respectivamente. n=6.
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Figura 16 — Edema e eritema na pata posterior ipsilateral observados 21 dias ap6s as injec8es de
CFA.

5.1.2 Efeitos induzidos pelo acido nicotinico sobre alodinia mecanica e edema de
pata em modelo de artrite induzida por CFA em ratos

Acido nicotinico (250, 500 e 750 mg/Kg), em duas administracfes diarias iniciadas a
partir do dia seguinte a ultima injecdo de CFA, induziu efeito antinociceptivo nos 9° e
12° dias. Nao houve reducdo do edema de pata durante o periodo de avaliacédo
(resultados ndo demonstrados). Entretanto, a administracdo repetida de doses mais
elevadas de acido nicotinico (500 e 750 mg/Kg) induziu mortalidade a partir do 6° dia
de tratamento. Desse modo, optou-se pela exclusdo dos grupos tratados com essas
doses e inicio de outro protocolo no qual foram usadas doses menores (75, 125 e 250
mg/kg), também administradas duas vezes ao dia, a partir do dia seguinte a ultima
injecdo de CFA. Nesse protocolo, o acido nicotinico (250 mg/Kg), de maneira pontual,
mas significativa, evitou que o limiar nociceptivo dos animais reduzisse, no 15° dia. Nao

houve reducdo do edema de pata durante o periodo de avaliagdo (Figura 17).
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Figura 17 — Limiar nociceptivo (a) e volume de pata (b) de ratos tratados com acido nicotinico (75,
125 ou 250 mg/kg, p.o., 2x/dia) ou veiculo (CMC 1%) em modelo de artrite induzida por CFA (100
ML porinjecdo; 1 mg/mL). *indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo

controle e p<0,05. n=6.
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5.1.3 Efeitos induzidos pela nicotinamida sobre alodinia mecénica e edema de

pata em modelo de artrite induzida por CFA em ratos

Nicotinamida (75, 125 e 250 mg/Kg) reduziu a alodinia mecéanica entre o 9° e 18° dias
apos a inducéo da artrite com CFA (Figura 18a). Entretanto, nicotinamida n&o alterou o

edema de pata durante o periodo de avaliagéo (Figura 18b).
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Figura 18 — Limiar nociceptivo (a) e volume de pata (b) de ratos tratados com nicotinamida (75,
125 ou 250 mg/kg, p.o., 2x/dia) ou veiculo (CMC 1%) em modelo de artrite induzida por CFA (100
ML porinjecdo; 1 mg/mL). * e ** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
grupo controle e p<0,05 e p<0,01, respectivamente. n=6.
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Uma vez que a nicotinamida, ao contrario do acido nicotinico, n&o induziu mortalidade,
em protocolo subsequente, as doses desse composto foram elevadas para 250, 500 e
1000 mg/Kg, a fim de se avaliar se haveria aumento de magnitude do efeito
antinociceptivo observado e/ou detecc¢éo de efeito antiedematogénico. De fato, doses
de nicotinamida entre 250 e 1000 mg/Kg induziram efeito antinociceptivo a partir do 9°
dia até o final do protocolo experimental. Entretanto, doses mais elevadas de
nicotinamida néo reduziram o edema induzido pela administragédo de CFA (Figura 19).
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Figura 19 — Limiar nociceptivo (a) e volume de pata (b) de ratos tratados com nicotinamida (250,
500 ou 1000 mg/kg, p.o., 2x/dia) ou veiculo (CMC 0,5%) em modelo de artrite induzida por CFA
(100 pL porinjecdo; 1 mg/mL). *, ** e * indicam diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle e p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente. n=6.
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Em seguida, foi realizado um protocolo no qual a nicotinamida foi administrada em
dose Unica no 12° dia, momento no qual a alodinia mecanica estava estabelecida de
maneira consistente e coincidente com a observancia de efeito antinociceptivo no
protocolo anterior. O limiar nociceptivo e o volume de pata foram avaliados 1, 3 e 5 h
apos a administracdo da nicotinamida. Uma reducéo significativa da alodinia mecanica
somente foi observada apdés 5 h da administracdo da dose intermediaria de
nicotinamida (500 mg/Kg). Ndo houve reducdo do edema de pata durante o periodo de

avaliagéo (Figura 20).
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Figura 20 — Limiar nociceptivo (a) e volume de pata (b) de ratos tratados com nicotinamida (250,
500 ou 1000 mg/kg, p.o.) ou veiculo (CMC 1%) no 12° dia ap0s as injecOes de CFA e avaliados 1, 3
e 5 h apd6s o tratamento, em modelo de artrite induzida por CFA (100 pL por injegcédo; 1 mg/mL). *
indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle e p<0,05. n=5-6.



72

Apesar da auséncia de efeito antinociceptivo persistente com administragdo Unica,
verificou-se a possibilidade da existéncia desse efeito com a administracdo cronica,
duas vezes ao dia, a partir do 12° dia, também com a finalidade de investigar o efeito
induzido pela nicotinamida quando a sensibilizagdo nociceptiva esta estabelecida. A
maior dose (1000 mg/kg) induziu efeito antinociceptivo no 15° de avaliacao (Figura 21).
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Figura 21 — Limiar nociceptivo de ratos tratados com nicotinamida (250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o,
2x/dia) ou veiculo (CMC 1%) a partir 12° dia apés as injecdes de CFA (100 L por injecdo; 1
mg/mL), em modelo de artrite induzida por CFA. * indica diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao grupo controle e p<0,05. n=5-6.

5.1.4 Efeitos induzidos pelo nicorandil sobre alodinia mecanica e edema de pata

em modelo de artrite induzida por CFA em ratos

Uma vez que nicotinamida inibiu a alodinia mecanica no modelo de artrite induzida por
CFA, elaborou-se um protocolo no qual o nicorandil, farmaco que apresentou maior
poténcia em outro modelo experimental de dor nociceptiva e inflamatoria (formalina;
DUTRA et al., 2013), foi administrado em dose Unica, também no 12° dia apos a
inducdo da artrite por CFA. Assim como observado para a nicotinamida, o nicorandil
nao apresentou atividade antiedematogénica (Figura 22b). Entretanto, na 32 hora da
avaliacdo da alodinia mecéanica foi verificado efeito antinociceptivo para todas as trés

doses do farmaco, mesmo com Unica administracdo (Figura 22a).
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Figura 22 — Limiar nociceptivo (a) e volume de pata (b) de ratos tratados com nicorandil (50, 100
ou 200 mg/kg, p.o.) ou veiculo (CMC 1%) no 12° dia apd8s as inje¢cBes de CFA (100 pL por injecéo;
1 mg/mL) e avaliados 1, 3 e 5h apds o tratamento, em modelo de artrite induzida por CFA. ** g ***

indicam diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao grupo controle e p<0,01 e p<0,001,
respectivamente. n=5-6.

Os resultados encontrados para a nicotinamida e, principalmente, para o nicorandil,
estimularam investigacdes adicionais sobre as atividades desses compostos e sobre o0s
mecanismos envolvidos. No entanto, as longas duracdes dos protocolos de inflamacgéo
articular induzida por CFA em ratos e a disponibilidade reduzida de nicorandil,

justamente o composto com maior atividade, limitaram investigacdes adicionais com
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esse modelo. Assim, modelos de inflamagé&o articular induzida pela injegéo i.a. de CFA,
zimozano e MSU em camundongos foram selecionados, pois permitiram investigagoes
mais amplas das atividades do &cido nicotinico, da nicotinamida e do nicorandil

utilizando quantidades menores desses compostos e em protocolos menos laboriosos.

5.1.5 Inflamacgéo articular induzida por injegéo i.a. de zimozano em camundongos

A injecéo i.a. de zimozano induziu alodinia mecénica e edema articular durante todo o
periodo de observacdo — até a 722 hora. O grupo controle, que recebeu injecdes de
solucdo salina estéril, apresentou minimas altera¢des, ndo significativas, do diametro
da articulacdo do joelho e da sensibilidade ao estimulo mecénico durante os trés dias

de observagéo (Figura 23).
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Figura 23 — Limiar nociceptivo (a) e didmetro articular (b) em camundongos, apds administracéo
i.a. de salina ou zimozano (30 ou 50 pg em injecéo de 10 pL). *, **e ** indicam diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle e p<0,05, p<0,01 e p<0,001,

respectivamente. n=8-9.

5.1.6 Efeitos induzidos por acido nicotinico, nicotinamida e nicorandil em modelo

de artrite induzido por zimozano

Inicialmente, o &cido nicotinico (75, 125 ou 250 mg/Kg), a nicotinamida (250, 500 ou
1000 mg/Kg) ou o nicorandil (50, 100 ou 200 mg/Kg), foram administrados p.o. 1 h

antes da inducdo de inflamagcdo articular induzida por zimozano. Em protocolo
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subsequente, o acido nicotinico e a nicotinamida foram administrados em previamente

(1 h) e posteriormente (2 h) a injecao i.a. de zimozano.

Acido nicotinico reduziu o edema articular com os dois esquemas de tratamento, de
maneira mais tardia, na 242 e 482 hora, para as trés doses avaliadas (Figuras 24b e

25b). Entretanto, ndo induziu efeito antinociceptivo (Figuras 24a e 25a).
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Figura 24 — Limiar nociceptivo (a) e didametro articular (b) de camundongos tratados com acido
nicotinico (75, 125 ou 250 mg/kg, p.0., -1 h), apés administragéo i.a. de zimozano (50 pg em
injecdo de 10 uL). ** indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle e
p<0,01. n=8-9.
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Figura 25 — Limiar nociceptivo (a) e diametro articular (b) de camundongos tratados com acido
nicotinico (75, 125 ou 250 mg/kg, p.o., -1h e +2 h), ap6s administracéo i.a. de zimozano (50 pg em
injecdo de 10 puL). ** indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle e

p<0,01. n=8-9.

A nicotinamida inibiu o edema articular quando administrada previamente e quando
administrada previamente e posteriormente a injecdo i.a. de zimozano (Figuras 26b e

27b). Entretanto, o efeito antialodinico foi detectado apenas com o esquema de dupla
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administracao de nicotinamida nas 32 (250, 500 e 1000 mg/Kg) e 62 h (1000 mg/Kg)
apos a inducao da inflamacéo articular (Figura 26a e 27a).
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Figura 26 — Limiar nociceptivo (a) e diametro articular (b) de camundongos tratados com
nicotinamida (250, 500 ou 1000 mg/kg, p.0., -1 h), apds administracéo i.a. de zimozano (50 pg em
injecdo de 10 uL). * e ** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
controle e p<0,05 e p<0,01, respectivamente. n=8-9.
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Figura 27 — Limiar nociceptivo (a) e diametro articular (b) de camundongos tratados com
nicotinamida 250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1h e +2 h), ap6s administracéo i.a. de zimozano (50 pug
em injecdo de 10 pL). *, **e indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
controle e p<0,05 e p<0,01, respectivamente. n=8-9.

Nicorandil, com uma Unica administracdo no esquema de pré-tratamento, induziu efeito
antialodinico nas 32, 62 e 242 h, mas nao reducdo de edema articular, apés a inducao

de inflamacéo articular nas trés doses avaliadas (50, 100 e 200 mg/Kg), (Figura 28).
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Figura 28 — Limiar nociceptivo (a) e diametro articular (b) de camundongos tratados com
nicorandil (50, 100 ou 200 mg/kg, p.o., -1h), apés administracédo i.a. de zimozano (50 pg eminjec¢ao
de 10 uL). *, **e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle e

p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente. n=5-8.

5.1.7 Inflamacgé&o articular induzida por injecéo i.a. de CFA em camundongos

A injecdo i.a. de CFA induziu alodinia mecanica e edema articular durante todo o

periodo de observacédo — até a 722 h — com respostas maximas entre 24 e 48 h. O
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grupo controle, que recebeu injecdo de solugcdo salina estéril, apresentou minimas
alteracbes, ndo significativas, do didmetro articular e da sensibilidade ao estimulo

mecanico durante os trés dias de observacao (Figura 29).
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Figura 29 — Limiar nociceptivo (a) e didmetro articular (b) em camundongos, apés administracao
i.a. de salina ou CFA (100 pg em injecdo de 10 pL). **e *** indicam diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao grupo controle p<0,01 e p<0,001, respectivamente. n=8-9.
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5.1.8 Efeitos induzidos por acido nicotinico, nicotinamida e nicorandil em modelo

de artrite induzido por CFA i.a.

O &cido nicotinico ndo induziu efeito antinociceptivo ou antiedematogénico tanto no
protocolo com tratamento Unico quanto no protocolo com tratamento duplo (Figuras 30
e 31). No protocolo com dupla administracdo de acido nicotinico, houve deteccao, de
maneira pontual, mas significativa, de aumento do limiar nociceptivo, na 242 h, apenas

para a dose de 125 mg/Kg.
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Figura 30 — Limiar nociceptivo (a) e didametro articular (b) de camundongos tratados com acido
nicotinico (75, 125 ou 250 mg/kg, p.o., -1 h), apds administracdo i.a. de CFA (100 ug em injecéo de
10 pL). n=8-9.
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Figura 31 — Limiar nociceptivo (a) e diametro articular (b) de camundongos tratados com acido
nicotinico (75, 125 ou 250 mg/kg, p.o., -1 h e +2h), apés administracdo i.a. de CFA (100 pg em
injecdo de 10 pL). *indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle e
p<0,05. n=8-9.

Nicotinamida e nicorandil foram administrados apenas no esquema de pré-tratamento
no modelo de inflamacdo articular induzida por CFA i.a., pois, com esse esquema
inicial foi possivel detectar, de maneira mais consistente, atividade antialodinica.

Reducédo do edema articular também foi detectada, mas de maneira menos evidente.
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Nicotinamida, nas doses de 250 ou 500 mg/Kg, induziu efeito antialodinico na 62 h apés

a injecéo i.a de CFA, e na dose de 1000 mg/Kg induziu tal efeito nas 32 e 62 h. A dose

de 500 mg/Kg reduziu edema articular na 32 hora e a de 250 mg/Kg, nas 62 e 242 h

(Figura 32)
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Figura 32 — Limiar nociceptivo (a) e didmetro articular (b) de camundongos tratados com
nicotinamida (250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 h), apds administracao i.a. de CFA (100 pg em
injecdo de 10 uL). *, e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
controle e p<0,05 e p<0,001, respectivamente. n=8-9.
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O nicorandil foi o farmaco que, mais uma vez, induziu efeito antialodinico de maior
magnitude, ainda que administrado em doses menores comparadas as de
nicotinamida, que também induziu tal efeito. A reducdo de edema articular foi detectada
apenas com a dose de 50 mg/Kg, na 62 h apés a inducdo da inflamacao articular
(Figura 33b). O nicorandil reduziu a alodinia mecanica na 32 (200 mg/Kg), 62 (100 e
200 mg/Kg) e 242 h (nas trés doses avaliadas) apds a injecao i.a. de CFA (Figura 33a).
A atividade antinociceptiva do nicorandil, muito superior a sua atividade
antiedematogéncia, estd de acordo resultados observados nos modelos de inflamacao
articular induzido por CFA em ratos (Figura 22) e de inflamacao articular induzida por

zimozano em camundongos (Figura 28).
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Figura 33 — Limiar nociceptivo (a) e diametro articular (b) de camundongos tratados com
nicorandil (50, 100 ou 200 mg/kg, p.o., -1h), apés administracao i.a. de CFA (100 pg em injecéo de
10 uL). *, **e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle e
p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente. n=6-9.

5.1.9 Inflamacé&o articular induzida por injecédo i.a. MSU em camundongos

Ainjecdo i.a. de MSU induziu alodinia mecanica e edema articular. A alodinia mecéanica
foi observada até 72 h e o edema articular até 24 h apos a inje¢cdo de MSU. O grupo

controle, que recebeu injecédo de solugdo salina estéril, apresentou minimas alteracoes,
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ndo significativas, do didmetro articular e da sensibilidade ao estimulo mecénico

durante todo o periodo de observacgéo (Figura 34).
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Figura 34 — Limiar nociceptivo (a) e didmetro articular (b) de camundongos, apds administracéo
i.a. de salina ou MSU (100 pg em injecdo de 10 pL). *, **e *** indicam diferenca estatisticamente
significativa em relagcdo ao grupo controle e p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente. n=9-10.
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5.1.10 Efeitos induzidos por &cido nicotinico, nicotinamida e nicorandil em
modelo de artrite induzido por MSU

A escolha pelo protocolo com dupla administracao (pré+p6és) do acido nicotinico e da
nicotinamida se deveu aos resultados nos outros modelos, visando obtencdo de
resultados mais consistentes e redugcdo do nimero de animais experimentais a serem
usados. N&o obstante, o acido nicotinico, a nicotinamida e o nicorandil mantiveram o
padrdo de atividade observado nos outros dois modelos de inflamacéo articular, isto €,
o efeito mais marcante foi o antialodinico e o nicorandil foi 0 composto que apresentou
atividade mais consistente, quando se leva em consideracdo as menores doses usadas

e o efeito mais duradouro.

Neste modelo, acido nicotinico (p.o., -lh e +2h) foi desprovido de atividade
antialodinica, nas doses entre 75-250 mg/Kg (Figura 35). Nicotinamida induziu efeito
antialodinico, mas nao antiedematogénico, nas 32 e 62 h ap0s a inducéo de inflamacao

articular com MSU nas doses de 500 ou 1000 mg/Kg (Figura 36).
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Figura 35 — Limiar nociceptivo (a) e diametro articular (b) de camundongos tratados com acido
nicotinico (75, 125 ou 250 mg/Kg, p.0., -1 h e +2 h), apds administragéo i.a. MSU (100 pg em

injecdo de 10 pL). n=8-9.
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Figura 36 — Limiar nociceptivo (a) e diametro articular (b) de camundongos tratados com
nicotinamida (250, 500 ou 1000 mg/Kg, p.o., -1 h e +2 h), apds administracdo i.a. MSU (100 pg em
injecdo de 10 pL).*, **e *** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacéo ao grupo
controle e p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente. n=8-9.

O nicorandil induziu reducédo da alodinia mecanica, mas ndo de edema articular, nas 62

e 242 hora apos a injecdo de MSU, apenas para a maior dose (200 mg/Kg; Figura 37).
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Figura 37 — Limiar nociceptivo (a) e diametro articular (b) de camundongos tratados com
nicorandil (50, 100 ou 200 mg/Kg, p.o., -1 h), ap6s administracéo i.a. MSU (100 pg em injecéo de 10
pL). ** indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle e p<0,01; #
indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo nicorandil 50 mg/Kg. n=7-9.
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5.2 Mecanismos envolvidos nas atividades antialodinicas e/ou antiedematogénica
da nicotinamida ou do nicorandil em modelos experimentais de inflamacé&o

articular

De modo a compreender mecanismos envolvidos nas atividades verificadas para
nicotinamida e nicorandil nos diferentes modelos experimentais selecionados,
procedeu-se a quantificacao de citocinas (em ratos e camundongos) e/ou contagem de
células no lavado i.a. de camundongos. Ainda, o envolvimento de receptores opioides
foi investigado para a atividade do nicorandil no modelo de inflamagdo articular
induzida por zimozano, modelo no qual a atividade antialodinica do farmaco foi

verificada nas 32, 62 e 242 horas, para todas as doses administradas.

5.2.1 Nicotinamida em modelo de artrite em ratas Holtzman

As concentracdes de TNF-a, mas ndo de IL-6, na pata encontraram-se elevadas no
grupo CFA, em comparacao ao grupo controle, nos dias 7, 14 ou 21 (Figuras 38a e
39). O grupo CFA, quando comparado ao grupo controle, também apresentou

concentracéo plasmatica de TNF-a aumentada no 14° dia (Figura 38b).
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Figura 38 — Concentra¢gdes de TNF-a no tecido da pata (a) e no plasma (b) 7, 14 e 21 dias apods a
administracdo de salina ou CFA (100 pL por injecdo; 1 mg/mL) na pata posterior direita e na base
da cauda. *, ** e *** jndicam diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle

e p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente. n=6.
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Figura 39 — Concentragdes de IL-6 no tecido da pata 7, 14 e 21 dias ap0s a administracao de
salina ou CFA (100 pL por injecdo; 1 mg/mL) na pata posterior direita e base da cauda. n=6.

Por fim, com base no padrdo do efeito antialodinico observado nos protocolos
anteriores e também no perfil das concentragcbes de TNF-a nos dias 7, 14 e 21,
selecionou-se o0 14° dia para quantificacdo desta citocina por método imunoenzimatico
Conforme demonstrado na Figura 21, observamos que a administracao de nicotinamida
(1000 mg/Kg) reduziu a concentracdo de TNF-a em tecido de pata dos animais quando
comparado ao grupo controle. Nao foi observado diferenca estatistica significativa para
as doses de 250 ou 500 mg/Kg, embora seja possivel constatar uma tendéncia de
reducdo da concentracdo de TNF-a de maneira dose-dependente (Figura 40). A
guantificacdo de TNF-a em sangue periférico dos grupos tratados com nicotinamida ou
veiculo também foi realizada, mas nédo houve diferenca estatistica entre 0s grupos

(resultados ndo demonstrados).
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Figura 40 — Efeitos induzidos por nicotinamida sobre as concentracdes de TNF-a no tecido da

pata no 14° dia apds a administracdo de CFA (100 pL por injecdo; 1 mg/mL) na pata posterior

direita e base da cauda. * indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
controle e p<0,05. n=6.

5.2.2 Efeitos induzidos por nicotinamida ou nicorandil sobre a contagem total,
diferencial e atividade de MPO no lavado articular e na producéo de citocinas em

modelos experimentais de inflamacéao articular

De modo a compreender possiveis mecanismos envolvidos nos efeitos induzidos por
nicotinamida e nicorandil nos modelos de inflamacao articular induzidos por zimozano,
CFA ou MSU, foi realizada a contagem total e diferencial de células no lavado articular
dos camundongos, coletado 6 h apdés a injecdo de cada um destes estimulos
inflamatorios, bem como a quantificagéo de citocinas no tecido periarticular. A atividade
de MPO também foi realizada para os modelos que utilizaram zimozano ou MSU como

estimulos inflamatérios.

No modelo utilizando zimozano, nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o., -1 e 2 h) e nicorandil
(200 mg/Kg, p.o., -1h) reduziram o numero total de células na cavidade articular

(Figura 41a), principalmente de neutréfilos (Figura 41b), que consiste na maior parte



96

das células inflamatérias recrutadas no intervalo de tempo avaliado. Os dois farmacos
também reduziram a atividade de MPO, confirmando o menor recrutamento neutrofilico

para o local da inflamacgao (Figura 42).
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Figura 41 — Efeitos induzidos pela nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o., -1 h e 2 h) ou pelo nicorandil
(200 mg/Kg, p.o., -1 h) sobre sobre o namero total de células (a), neutréfilos (b) e mononucleares
(c) no lavado obtido da cavidade articular apds 6 h dainjecdo i.a. de zimozano. * e ** indicam
diferencas estatisticamente significativas em relagcdo ao grupo tratado com veiculo e p<0,05 e
p<0,01, respectivamente. ## indica diferenca estatisticamente significativa ao grupo controle e
p<0.001. n=6.
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Figura 42 — Efeitos induzidos pela nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o., -1 h e 2 h) ou pelo nicorandil
(200 mg/Kg, p.o., -1 h) sobre a atividade de MPO no tecido periarticular. ap6és 6 h dainjecdo i.a. de
zimozano. *indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado com
veiculo e p<0,05. ### indica diferenca estatisticamente significativa ao grupo controle e p<0,01.
n=5-6.

No modelo de inflamacéo articular induzida pela injecao i.a. de CFA, nao foi verificado
aumento do numero de células totais no lavado articular coletado 6 h apds a injecao de
CFA ou salina estéril (controle; Figura 43a). Embora o numero de neutrofilos no grupo
tratado com CFA tenha aumentado de maneira estatisticamente significativa quando
comparado ao grupo que recebeu injecdo i.a. de salina (Figura 43b), o valor foi
considerado ainda muito baixo, uma vez que o numero total de células ndo apresentou
diferenca entre os grupos avaliados neste momento de coleta. O numero de células
mononucleadas também nao variou entre 0s grupos controle ou tratados com veiculo,
nicotinamida ou nicorandil 1 h antes da injecdo de CFA i.a. (Figura 43c). Tendo em
vista esses resultados, ndo foram realizados os protocolos para quantificacdo de
citocinas e quimiocinas, bem como o protocolo para avaliacdo da atividade da MPO, no

modelo de inflamacéao articular induzida pela injecdo i.a. de CFA.
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Figura 43 — Efeitos induzidos pela nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o., -1 h e 2h) ou pelo nicorandil
(200 mg/Kg, p.o., -1 h) sobre o nimero total de células (a), neutréfilos (b) e mononucleares (c) no
lavado obtido da cavidade articular ap6s 6 h da injecéo i.a. de CFA. * e ** indicam diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle e p<0,05 e p<0,01, respectivamente.
n=5-6.

No modelo de inflamacao articular induzida por MSU, a nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o.,
-1 e 2 h) e o nicorandil (200 mg/Kg, p.o., -1h) reduziram o numero total de células na
cavidade articular (Figura 44a), sendo esta reducdo associada principalmente a
reducdo do recrutamento de neutréfilos (Figura 44b), mas ndo de células
mononucleadas (Figura 44c). Assim como no modelo de zimozano, a nicotinamida e o
nicorandil reduziram a atividade da MPO (Figura 45), confirmando o menor

recrutamento de neutréfilos detectado na contagem de células do lavado articular.
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Figura 44 — Efeitos induzidos pela nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o., -1 h e 2h) ou pelo nicorandil
(200 mg/Kg, p.o., -1 h) sobre sobre o nimero total de células (a), neutréfilos (b) e mononucleares
(c) no lavado obtido da cavidade articular apds 6 h dainjecéo i.a. de MSU. ** indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado com veiculo e p<0,01. ## e ### indicam
diferenca estatisticamente significativa ao grupo controle e p<0,01 e p<0,001, respectivamente.
n=6.
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Figura 45 — Efeitos induzidos pela nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o., -1 h e 2 h) ou pelo nicorandil
(200 mg/Kg, p.o., -1 h) sobre a atividade de MPO no tecido periarticular apds 6 h dainjecdo i.a. de
MSU. *indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado com veiculo e

p<0,05. ## indica diferenca estatisticamente significativa ao grupo controle e p<0,01. n=5-6.

Para melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos nas atividades antialodinica e
antiedematogénica da nicotinamida e do nicorandil nos modelos experimentais de
inflamacdo articular induzida por zimozano e MSU (modelos nos quais houve
recrutamento celular marcante; Figuras 41 e 44), foram determinadas as
concentracfes de CXCL-1 em tecido periarticular de animais com inflamacé&o articular
induzida por zimozano ou MSU, de TNF-a em tecido periarticular de animais com
inflamacéo articular induzida por zimozano e de IL-B em tecido periarticular de animais
com inflamacédo articular induzida por MSU. A escolha das citocinas reflete os
resultados encontrados por Vieira e colaboradores (2015), nos quais o papel de IL-1
mostrou-se mais significativo que o TNF-a no modelo de inflamacéo articular induzida
por injecdo i.a. de MSU. O tratamento com nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o., pré+pés
tratamento) ou nicorandil (200 mg/Kg, p.o., pré-tratamento) ndo reduziu as

concentracfes de TNF-a ou CXCL-1 6 h apds a injecdo de zimozano (Figura 46),
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Entretanto, no modelo de inflamacgé&o articular induzida por MSU, os dois compostos
reduziram as concentragoes tanto de IL-183 quanto de CXCL-1 (Figura 47).
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Figura 46 — Efeito induzido pela nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o., -1 h e +2 h) ou nicorandil (200
mg/kg, p.o., -1 h) sobre as concentragdes de TNF-a (a) ou CXCL-1 (b) no tecido periarticular
coletado 6 h apds a injecdo i.a. de zimozano. n=5-6.
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Figura 47 — Efeito induzido pela nicotinamida (1000 mg/Kg, p.o., -1 h e +2 h) ou nicorandil (200
mg/kg, p.o., -1 h) sobre as concentracdes de IL-1p (@) ou CXCL-1 (b) no tecido periarticular
coletado 6 h apés ainjecdo i.a. de MSU. * e ** indicam diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo tratado com veiculo e p<0,05 e p<0,01, respectivamente. ## e ### indicam
diferenca estatisticamente significativa ao grupo controle e p<0,01 e p<0,001, respectivamente.
n=5-6.

5.2.3 Efeito induzido por naltrexona sobre a atividade antialodinica do nicorandil
modelo experimental de inflamacédo articular induzida por zimozano em

camundongos

O modelo de inflamacgéo articular induzida por zimozano foi escolhido para a avaliacédo
do papel da ativacdo de mecanismos opioides enddégenos na atividade antialodinica do
nicorandil. A escolha do nicorandil deveu-se a sua atividade antinociceptiva mais
marcante, como observada no presente estudo, e também a observacdo de que
mecanismos opioides medeiam a atividade desse composto em outro modelo de dor
(DUTRA et al., 2015). Assim, elaborou-se um protocolo no qual os animais foram pré-
tratados com naltrexona (5 ou 10 mg/Kg, i.p., 1,5 h antes da injecéo i.a. de zimozano e

0,5 h antes da administracao de nicorandil). Os animais foram avaliados até a 62 h
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apos a injecdo de zimozano. Neste protocolo, a naltrexona, nas doses de 5 e 10
mg/Kg, reverteu o efeito antialodinico induzido pelo nicorandil nos dois momentos de

avaliagéo (Figura 48).

Salina - CMC 1%

Salina - Nicorandil 200
Naltrexona 5 - Nicorandil 200
Naltrexona 10 - Nicorandil 200
Naltrexona 10 - CMC 1%

BNOED

Limiar nociceptivo (g)

Basal 3h 6 h

Tempo apds a inducao

Figura 48 — Limiar nociceptivo de camundongos pré-tratados com naltrexona (5 ou 10 mg/Kg, i.p.,
-1,5 h) ou salina, seguido do tratamento com nicorandil (200 mg/kg, p.o., -1 h), em modelo de
inflamacdao articular induzida por zimozano i.a. (50 pg em injecdo de 10 pL). *** indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo tratado com salina + veiculo e p<0,001. ## e
### indicam diferenca estatisticamente significativa ao grupo salina + nicorandil e p <0,01
p<0,001, respectivamente. n=7-8.

O quadro 2 todos os resultados obtidos no presente estudo.
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Modelo experimental de artrite reumatoide induzida por CFA em ratas Holtzman

Redugdo da alodinia mecanica

Redugdo do edema de pata

Efeito sobre produgdo de

citocinas
Acido nicotinico Sim. Apenas no 152 dia (250) Ndo. NSA.
Nicotinamida Sim. 92 ao 182 dia (75/125/250); 92 ao 212 dia N3o. Reduz TNF-a no tecido.
(250/500/1000); administragdo Unica 122 dia: 5h
(500); a partir 122 dia: 152 dia (1000).
Nicorandil Sim. 3h apds administragdo Unica no 122 dia Ndo. NSA.

(50/100/200).

Modelo experimental de inflamagdo articular induzida por zimozano i.a. em camundongos Swiss

Redugdo da alodinia

Redugdo do edema

Efeito sobre contagem de

Efeitos sobre a produgdo

mecanica articular células no lavado articular de citocinas no tecido
Acido nicotinico N3o. Pré e pré+pds: Sim. 24 h NSA. NSA.
(125), 48 h (75/125/250)

Nicotinamida Pré: Ndo. N3o. Reduz células totais, N&o reduz TNF-a ou

Pré+pds: Sim. 3 h neutrofilos e CXCL-1.

(250/500/1000). mononucleados; reduz

atividade de MPO.

Nicorandil Sim.3h,6h,24h Nao. Reduz células totais e N&o reduz TNF-a ou

(50/100/200). Efeito

revertido por naltrexona.

neutrdfilos; reduz atividade

de MPO.

CXCL-1.

Modelo experimental de inflamagéo articular induzida por CF

A i.a. em camundongos Swiss

Redugdo da alodinia

Redugdo do edema

Efeito sobre contagem de

Efeitos sobre a produgdo

mecanica articular células no lavado articular de citocinas no tecido
Acido nicotinico N3o. Pré: N3o. NSA. NSA.
Pré+pds: 24 h (250).
Nicotinamida Sim. 3 h (1000), 6 h Sim. 3 h (500), 6 h (250). NSA. NSA.
(250/500/1000).
Nicorandil Sim. 3 h (200), 6 h (100/200), Sim. 6 h (500). NSA. NSA.

24 h (50/100/200).

Modelo de inflamagao articular induzida por MSU i.a. em camundongos Swiss

Redugdo da alodinia

Redugdo do edema

Efeito sobre contagem de

Efeitos sobre a produgdo

mecanica articular células no lavado articular de citocinas no tecido
Acido nicotinico N3o. N3o. NSA. NSA.
Nicotinamida Sim. 3 h, 6 h (500/1000). Néo. Reduz células totais e Reduz IL-1B e CXCL-1.
neutrdfilos; reduz atividade
de MPO.
Nicorandil Sim. 6 h, 24 h (100/200). Nao. Reduz células totais e Reduz IL-1B e CXCL-1.

neutrdfilos; reduz atividade

de MPO.

Legenda: NSA — Nao se aplica/Nao realizado.
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6 DISCUSSAO

A inflamacdo articular que acomete pacientes com AR, OA e AG geralmente esta
associada ao relato de dor moderada a intensa e edema da sindvia e das estruturas
periarticulares. A dor e o edema periarticular interferem de forma negativa na mecanica
normal da articulagdo e podem resultar em comprometimento da atividade motora e
reducdo da qualidade de vida. A dor é o sintoma mais frequente e relevante relatado
por pacientes com inflamacéo articular (YU et al., 2002; WALSH & McWILLIANS,
2014), sendo caracterizada por hiperalgesia e dor espontanea (SHAIBLE & GRUBB,
1993). Embora o maior objetivo da farmacoterapia seja reduzir a destruicéo tecidual e a
progressao da doenca, farmacos com atividade analgésica sao frequentemente usados
por pacientes com AR, OA e AG. Assim, a busca por novas alternativas
farmacoterapéuticas que induzem analgesia e que tenham bom perfil de seguranca é

justificada.

O presente estudo investigou as atividades do acido nicotinico, da nicotinamida e do
nicorandil em modelos de inflamacé&o articular induzida por diferentes estimulos. Esses
estimulos, a saber, CFA, zimozano e MSU, sdo usados para induzir alteracdes
bioquimicas e celulares que simulam aquelas que ocorrem durante a AR, a OA e a AG,
respectivamente. A investigacao das atividades do &cido nicotinico, da nicotinamida e
do nicorandil nesses modelos € justificada pela inexisténcia de estudos que tenham

avaliado essas atividades.

A inflamacédo articular induzido por meio de multiplas injecbes de CFA em ratas da
linhagem Holtzman simula as alteracbes bioquimicas e celulares da AR e foi
inicialmente usada como modelo para avaliacdo das atividades do acido nicotinico, da
nicotinamida e do nicorandil. Esse modelo € amplamente utilizado em pesquisa de
candidatos a farmacos e para melhor compreensdo da patogénese da AR. Esse
modelo mostrou-se reprodutivel com desenvolvimento de alodinia mecanica e edema

de pata durante todo o periodo de avaliacao.
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No modelo de inflamacgdo articular induzida por CFA em ratas, o acido nicotinico,
administrado ao longo de vérios dias, induziu efeito antinociceptivo muito reduzido e
ndo induziu efeito antiedematogénico. Em um protocolo inicial, o &cido nicotinico foi
administrado repetidamente em doses que variaram entre 250 e 1000 mg/Kg.
Entretanto, as doses de 750 e 1000 mg/Kg induziram mortalidade, um resultado
inesperado, uma vez que a dose administrada por via oral que induz toxicidade aguda
em ratos é >7000 mg/Kg (LABSYNTH, 2016). Ainda, em estudo anterior de nosso
grupo de pesquisa no qual a atividade do acido nicotinico foi avaliada em outros
modelos experimentais de dor e inflamacéo (GODIN et al., 2012), foram utilizadas as
mesmas doses e vias de administragdo que aquelas do presente estudo sem
observacdo de mortalidade, embora o composto tenha sido administrado de forma
aguda. A mortalidade verificada no presente estudo, em contrapartida, esta de acordo
com observacdes de outros autores como Lunaderlli e colaboradores (2004), que
relataram mortalidade de 25 e 100% ap0s administracao de acido nicotinico nas doses
de 800 e 1000 mg/Kg, respectivamente. Embora a comparacao entre efeitos induzidos
por doses unicas e por doses repetidas ndo seja apropriada, os protocolos de
administracdo aguda orientam os estudos de administracdes repetidas — estes ultimos
sujeitos ao efeito cumulativo da substancia avaliada. A mortalidade observada no
presente estudo mostrou-se dose-dependente e de ocorréncia tardia, 0 que reforca a

possibilidade de toxicidade.

A administracdo repetida de nicotinamida ndo inibiu o edema, mas induziu efeito
antinociceptivo mais marcante do que aquele induzido pelo acido nicotinico no modelo
de inflamacdo articular induzida pelo CFA em ratas. O efeito antinociceptivo foi
observado apd6s a administracdo de varias doses e em diferentes dias. Deve ser
destacado que o tratamento prolongado com doses elevadas de nicotinamida, de forma
diferente do que foi observado para o &cido nicotinico, ndo induziu mortalidade.
Também, ndo sdo encontradas informacdes na literatura indicando toxicidade da
nicotinamida em ensaios pré-clinicos nos quais foram usadas doses semelhantes
aguelas usadas no presente estudo. Assim, em uma analise preliminar, o perfil de

seguranca da nicotinamida é superior aguele do acido nicotinico, o que justifica uma
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atencdo maior ao primeiro composto. Uma vez que a nicotinamida reduziu a alodinia
mecéanica quando o tratamento prolongado foi iniciado logo ap6s a indugdo da
inflamac&o articular, em protocolos seguintes foi investigado se esse composto inibe a
alodinia mecénica quando a sensibilizacdo ja esta estabelecida. Entretanto, a
administracdo de nicotinamida, seja em dose Unica ou em doses repetidas, apés o 12°

dia da inducao da inflamac&o articular, ndo induziu efeito antinociceptivo.

No modelo de inflamacéo articular induzida por CFA em ratas também foi avaliada a
atividade do nicorandil. Tendo em vista a disponibilidade reduzida do nicorandil, foi
avaliado o efeito induzido por esse composto em administracdo Unica apds o
estabelecimento da inflamacgéo articular (12° dia). Embora tenha sido administrado em
doses menores que a nicotinamida e apés o estabelecimento da alodinia mecanica, o
nicorandil induziu efeito antinociceptivo. Esses resultados, bem como outros resultados
do nosso grupo (DUTRA et al., 2013; DUTRA et al., 2015), indicam que o nicorandil
apresenta maior poténcia que a nicotinamida em modelos experimentais de dor e um
perfil de maior eficacia, uma vez que induz efeito antinociceptivo mesmo quando a

sensibilizacao ja esta estabelecida.

O modelo de inflamacéo articular induzida por CFA em ratas ndo se mostrou adequado
para uma investigacdo ampla das atividades dos compostos selecionados. A conducéo
dos protocolos é laboriosa, uma vez que avaliacdo dos parametros inflamatérios ocorre
durante varios dias. Além do mais, ha necessidade de quantidades mais elevadas dos
compostos em investigacdo devido as administracdes repetidas e ao uso de um animal
experimental de maior porte em relacdo ao camundongo. Essa segunda limitacao
inviabilizaria a investigacdo do composto que inicialmente apresentava-se como 0 mais
promissor, o nicorandil, disponivel em quantidade reduzida. Assim, houve uma
mudanca dos modelos experimentais, que passaram a ser conduzidos em
camundongos e envolvendo tratamentos com apenas uma ou duas doses dos

compostos em investigacao .
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A injecdo i.a. de CFA, zimozano e MSU induz altera¢gb6es bioquimicas e celulares que
simulam aquelas encontradas na AR, na OA e na AG (AMARAL et al., 2016;
GUERRERO et al., 2006; LOPES et al., 2015; TORRES et al., 2009). No presente
estudo, a injecdo i.a. desses estimulos em camundongos induziu edema articular e
alodinia mecénica que durou entre 3 e 72 h, aproximadamente. O tratamento dos
animais com acido nicotinico, nicotinamida ou nicorandil, seja em esquema de dose
Unica ou esquema de dose dupla, variando de acordo com 0 modelo experimental, ndo
inibiu ou inibiu de forma muito reduzida o edema articular induzido por CFA e MSU. O
acido nicotinico e a nicotinamida, mas ndo o nicorandil, inibiram em pequena extensao
e de forma tardia o edema articular induzido por zimozano. Assim, em uma avaliacéo
geral, a atividade antiedematogénica dos compostos em investigacao foi reduzida nos

modelos de inflamacé&o articular usados no presente estudo.

Em relacdo a atividade antinociceptiva, houve diferenca marcante entre as atividades
dos compostos investigados. O acido nicotinico, seja em tratamento com dose Unica ou
com dose dupla, ndo alterou a alodinia mecanica induzida pelo CFA, zimozano e MSU.
A nicotinamida, em tratamento com dose dupla, inibiu a alodinia mecanica induzida
pelo zimozano e pelo MSU e mesmo em tratamento com dose Unica inibiu a alodinia
mecanica induzida pelo CFA. A duracdo do efeito antialodinico induzido pela
nicotinamida foi de aproximadamente 6 h. Por outro lado, o nicorandil, mesmo em
doses menores que aquelas da nicotinamida e em Unica administracéo, inibiu de forma
marcante e duradoura (até 24 h) a alodinia mecanica induzida pelos trés estimulos
inflamatorios. Geralmente, farmacos analgésicos ndo induzem efeito tdo prolongado
em modelos experimentais de dor (LOPEZ et al., 2006; KREKELS et al., 2011). O efeito
antinociceptivo de longa duracéo induzido pelo nicorandil nos modelos de inflamacao
articular também surpreende tendo em vista que tempo de meia-vida de eliminacédo do
nicorandil em camundongos ser de aproximadamente 1,1 h (DUTRA et al., 2012). No
entanto, ha estudos indicando que outras drogas ou farmacos que apresentam tempo
de meia vida de eliminacdo curto podem induzir efeito antinociceptivo de longa
duracdo, mesmo apods a administracdo de dose Unica. Ferreira e colaboradores (1990)

e Reis & Rocha (2006) demonstraram que a atividade anti-hiperalgésica da dipirona em
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modelos experimentais de dor neuropética e hiperalgesia induzida por PGE2 ou
dopamina é de longa duragcdo, mesmo apds administracdo Unica. Esse efeito de longa
duracdo, de até duas semanas, também foi observado apds a infusdo regional de
dipirona em pacientes com dores cronicas (MARQUEZ & FERREIRA, 1987). Assim
como a dipirona, o nicorandil pode promover um efeito antinociceptivo de longa
duracdo, bastante superior ao tempo de meia-vida de eliminacdo do farmaco, um

resultado que justifica investigacdes adicionais.

Em modelos experimentais de dor e inflamacdo agudas induzidas pela injecdo
intraplantar de carragenina ou formaldeido, o acido nicotinico, a nicotinamida e o
nicorandil apresentaram atividades antinociceptiva e antiedemetogénica (DUTRA et al.,
2013; GODIN et al., 2011; GODIN et al., 2012), sendo que o nicorandil apresentou
maior poténcia e induziu efeitos marcantes com dose Unica. Apesar de pequenas
diferencas entre os resultados desses estudos e resultados do presente estudo, a
analise conjunta dos mesmos indica que o nicorandil apresenta maior poténcia que a
nicotinamida e uma atividade antinociceptiva mais consistente, caracterizada por uma
duracédo maior. O nicorandil, 0 composto que apresentou atividade mais consistente, é
uma molécula cuja estrutura € representada pelo acoplamento de um grupo doador de
NO a nicotinamida e teve sua atividade antinociceptiva demonstrada por nosso grupo
(DUTRA et al., 2013). A analise conjunta dos resultados também indica, por outro lado,
gue dos trés compostos avaliados, o acido nicotinico é aquele que apresenta a menor

atividade em modelos de inflamacéo.

A demonstracdo da atividade antialodinica da nicotinamida e do nicorandil em modelos
de inflamacao articular é relevante, pois a dor € um componente importante no curso
da AR, da OA e da AG, sendo justificada a investigacdo de novos farmacos
analgésicos para tratamento de pacientes acometidos por essas doencas (YU et al.,
2002). Essa investigacdo se insere na estratégia de identificacdo de novas funcbes
para farmacos conhecidos e em uso (BASTOS & COELHO, 2014; CHONG &
SULLIVAN, 2007), uma vez que a nicotinamida é tradicionalmente usada por pacientes

com deficiéncias vitaminicas e apresenta um perfil de seguranca positivo (MARCUS &
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COULSTON, 2001) e bem estabelecido e o nicorandil € farmaco aprovado em varios
paises para o tratamento de pacientes com doenca cardiaca isquémica (EL-MOSELBY
et al., 2009; FRAMPTON et al., 1992).

Uma vez demonstrada a atividade antinociceptiva da nicotinamida e do nicorandil em
modelos de inflamagdo articular induzida por CFA, zimozano e MSU, foram
investigados 0s mecanismos que poderiam estar envolvidos nessa atividade. Foram
avaliados os efeitos induzidos por esses compostos sobre o recrutamento celular, de
forma direta ou indireta, a produc¢éo de citocinas e quimiocinas e a atividade do sistema

opioidérgico enddgeno.

No modelo de inflamacéo articular induzida por CFA em ratas, o tratamento prolongado
com a nicotinamida reduziu a concentracdo de TNF-a no tecido da pata. Tendo em
vista que esse modelo de inflamacéo articular mostrou-se inadequado para uma
investigacdo ampla das atividades dos compostos selecionados, a investigacdo dos
mecanismos que poderiam mediar a atividade antialodinica da nicotinamida e do
nicorandil também foi realizada nos modelos de inflamacao induzida pela injecdo i.a. de

CFA, zimozano ou MSU em camundongos.

A injecdo i.a. de zimozano ou MSU induziu recrutamento celular marcante, avaliado de
forma direta no lavado articular 6 h apds. O recrutamento foi representado
majoritariamente por neutrofilos, assim como demonstrado em outros estudos
(AMARAL et al., 2016; FRASNELLI et al., 2005; GUERRERO et al., 2006), embora
também tenha ocorrido recrutamento de células mononucleares. A atividade da MPO
no tecido periarticular, um indicador do recrutamento de neutrofilos para o tecido
(KLEBANOFF, 1999; KLEBANOFF et al., 2013; LANZA, 1998) também foi aumentada
apos a injecdo i.a. de zimozano e MSU. Por outro lado, o recrutamento de neutrofilos
induzido pelo CFA foi de magnitude muito menor que aquele induzido por zimozano ou
MSU. Alguns estudos demonstram que um recrutamento celular mais marcante
induzido pelo CFA geralmente ocorre mais tardiamente (KEEBLE et al., 2005).

Entretanto, a avaliagdo do recrutamento na 62 h apos a injecdo de CFA foi mantida por
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gue a nicotinamida e o nicorandil induziram efeito antinociceptivo marcante nesse

momento.

O tratamento com dose Unica de nicorandil ou com dose dupla de nicotinamida inibiu
de forma marcante o recrutamento celular no lavado articular, seja de leucdcitos totais
ou de neutrdfilos, induzido por zimozano ou MSU, avaliado na 6% h apés a injecdo dos
estimulos inflamatérios. A atividade da MPO no tecido periarticular também foi reduzida
pelo tratamento com nicorandil ou nicotinamida, um resultado que reforca as
observacbes anteriores. Os resultados indicam que a nicotinamida e o nicorandil
induzem efeito marcante sobre o recrutamento celular para a articulagcdo onde ocorre 0
processo inflamatorio, resultando em menor acumulo de neutrdfilos no liquido sinovial e

no tecido periarticular.

A inibicdo do recrutamento de neutréfilos para o sitio inflamatorio pode representar um
mecanismo importante que contribui para a atividade antinociceptiva do nicorandil e da
nicotinamida nos modelos de inflamacéo articular induzida por zimozano e MSU.
Resultados obtidos por outros pesquisadores corroboram os resultados do presente
estudo. A nicotinamida (CUZZOCREA et al., 1999) e o nicorandil (FERREIRA et al.
2012; MATSUI et al., 2015) inibem a migracado de neutrofilos induzida por zimozano,
carragenina, IL-8 e leucotrieno B4 em outros modelos de inflamacéo. Os neutroéfilos séo
células que tém papel relevante na resposta imune inata, amplificando a inflamacéo
aguda por meio da producédo e liberacdo de mdultiplos mediadores inflamatérios. Ha
demonstracao de que a diminuicdo do numero de neutrdfilos esta associada a reducao
da duracédo e da intensidade da resposta inflamatoria, como observado em modelo de
lesdo pulmonar induzida por endotoxina em ratos (NAGAI et al., 1994). Entretanto,
deve ser salientado que a inibicdo do recrutamento de neutrofilos ndo € um mecanismo
essencial para a atividade da nicotinamida e do nicorandil em qualquer modelo de dor.
No modelo de inflamacéo articular induzida por CFA, modelo no qual ndo houve
recrutamento expressivo de neutrofilos no momento analisado, tanto a nicotinamida

guanto o nicorandil induziram efeito antinociceptivo.
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Também héa evidéncias de que os neutréfilos exercem papel crucial na sensibilizacdo
de nociceptores em diferentes modelos de dor. Em modelos de dor neuropatica
induzida por leséo de nervos, os neutréfilos se acumulam no local da lesdo (PERKINS
& TRACEY, 2000), bem como no ganglio da raiz dorsal (MORIN et al., 2007). A
sensibilizacdo observada nesses modelos € atenuada por meio do bloqueio da
migracdo de neutrofilos (OLIVEIRA et al., 2008) ou por deplecao dessas células
precedendo a lesdo do nervo (PERKINS & TRACEY, 2000). Ha evidéncias do papel de
neutréfilos na sensibilizacdo observada em outros modelos de dor. A hiperalgesia
mecéanica em modelo de dor incisional em ratos é atenuada pela deplecdo dessas
células precedendo a lesdo (CARREIRA et al., 2013). Em um modelo de dor articular
induzida por zimozano, a hiperalgesia mecanica é atenuada pela administracdo de
anticorpos anti-neutréfilos (GUERRERO et al.,, 2008). Em um modelo de dor
inflamatoria induzida por carragenina, a hiperalgesia mecanica é atenuada pelo
tratamento prévio com fucoidina, um inibidor da adeséao de leucdcitos (CUNHA et al.,
2008).

Em seguida, foi investigado o efeito induzido pela nicotinamida e pelo nicorandil sobre
a producdao de citocinas e quimiocinas que tém papel importante na inflamacéao articular
induzida por diferentes estimulos inflamatérios. Muitos mediadores, incluindo incluindo
TNF-a, IL-1, IL-6, GM-CSF e CXCL-1 (FUGGLE et al., 2014; TAYLOR et al., 2010) bem
como mediadores de natureza lipidica como os eicosanoides, tém suas producfes
aumentadas durante a inflamacao articular. Em conjunto, essas mediadores induzem
alodinia e hiperalgesia, promovem a migracao celular, edema e destruicao tecidual. No
presente estudo, foram selecionados os modelos de inflamacé&o articular induzida por
zimozano e MSU, uma vez que nesses modelos a inflamacdo foi associada a um
recrutamento celular mais marcante. A injecdo i.a. de zimozano induziu um aumento
marcante das concentracdes de TNF-a e CXCL-1 no tecido periarticular. No modelo de
inflamacdo articular induzida por MSU, houve um aumento marcante das
concentracfes de IL-1B e CXCL-1. Esses mediadores foram escolhidos uma vez que
outros estudos demonstraram que TNF-a e IL-1B tém papel importante nas inflamacgdes

induzidas por zimozano e MSU, respectivamente, enquanto a quimiocina CXCL-1 tem
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papel importante nas inflamac¢des induzidas por ambos os estimulos (AMARAL et al.,
2016; GUERRERO et al., 2012).

O tratamento dos animais com a nicotinamida ou o nicorandil, embora ndo tenha
reduzido as concentragbes de TNF-a e CXCL-1 no modelo de inflamag&o articular
induzida por zimozano, reduziu de forma marcante as concentragoes de IL-13 e CXCL-
1 no modelo de inflamacgéo articular induzida por MSU. Um aspecto inesperado foi o
efeito diferencial induzido pela nicotinamida e pelo nicorandil sobre a producao de
CXCL-1 nos modelos de inflamagé&o articular induzida por zimozano e MSU. Entretanto,
h& resultados de outros estudos indicando que outros compostos podem afetar de
formas diferentes a producdo da mesma citocina quando héa variacao do estimulo ou da
célula/tecido que produz essa citocina (DI SANTO et al., 1997; ROCHFORD et al.,
2004; ROCKWELL E QURESHI, 2010; SCHANDENE et al., 1992;).

A inibicdo da producéo de IL-1B8 e CXCL-1 pode representar um mecanismo importante
gue contribui para a atividade antinociceptiva do nicorandil e da nicotinamida no
modelo de inflamacgéo articular induzida por MSU. Nesse modelo, a IL-1p tem papel
importante na sensibilizacdo a um estimulo mecéanico, uma vez que essa resposta é
atenuada em animais deficientes para esta citocina (AMARAL et al., 2012). A IL-1
também tem papel importante na facilitacdo da resposta nociceptiva induzida por outros
estimulos inflamatorios. Esse papel tem sido demonstrado por meio do uso de
anticorpos ou antagonista de receptores para essa citocina, intervencdo que inibe a
alodinia mecénica em modelos de dor inflamatéria (BIANCHI et al., 1998; CUNHA et
al., 2000; SCHAFER, 2003; LI et al., 2007). A inibicdo da producédo de CXCL-1 também
pode contribuir para o efeito inibitorio induzido pela nicotinamida e pelo nicorandil sobre
o recrutamento de neutréfilos no modelo de inflamacgéo articular induzida por MSU. Ha
estudos demonstrando o papel dessa quimiocina no recrutamento de neutrofilos
induzido por diferentes estimulos inflamatérios (AMARAL et al., 2016; GUERRERO et
al., 2012). Embora o papel da CXCL-1 na alodinia mecéanica ndo tenha sido
demonstrado, € possivel que a inibicdo da producédo dessa quimiocina no modelo de

inflamacéo articular contribua para a atividade antinociceptiva da nicotinamida e do
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nicorandil. Ha evidéncias de que a CXCL-1 facilita o processamento nociceptivo em
modelos de dor neuropatica (ZHANG et al., 2013) e também em modelos de dor
inflamatéria (CAO et al., 2014).

Tendo em vista que o nicorandil foi 0 composto que apresentou a atividade
antinociceptiva mais marcante e também que ha resultados indicando que a ativacao
de mecanismos opioides € relevante para a sua atividade no modelo de resposta
nociceptiva induzida pelo formaldeido (DUTRA et al., 2015), foi investigado se a
ativacao de mecanismos opioides também mediaria a atividade do nicorandil em um
modelo de inflamacéo articular. A base racional para essa investigacdo deriva da
demonstracdo de que o nicorandil (BARBATO, 2000; KUKOVETZ et al., 1992;
SIMPSON & WELLINGTON, 2004; YASUDA et al.,, 2001), bem como agonistas de
diferentes receptores opioides (AMARANTE et al, 2004; DUARTE & FERREIRA, 1991),
ativam a guanilato ciclase, enquanto inibidores dessa enzima atenuam a atividade
antinociceptiva de analgésicos opioides (DUARTE et al, 1992; FERREIRA et al., 1991)
e também do nicorandil (DUTRA et al., 2015).

De forma semelhante ao que foi observado no modelo de resposta nociceptiva induzida
pelo formaldeido, a atividade antinociceptiva do nicorandil no modelo de inflamacao
articular induzida por zimozano foi atenuada pelo tratamento prévio dos animais com
naltrexona, um antagonista opioide nao seletivo. Uma revisao da literatura ndo fornece
informacdes sobre o efeito induzido pelo nicorandil sobre a producao e a liberacdo de
peptideos opioides enddégenos. Embora outros doadores de NO possam estimular a
liberacdo desses peptideos (JOHNSTON & MORRIS, 1994; ARMSTEAD, 1998), ndo é
possivel associar imediatamente esse efeito ao nicorandil. H4 evidéncias de que o
nicorandil, apesar de ser um farmaco que libera NO, apresenta muitas diferencas em
relacdo a outros farmacos ou drogas que também liberam NO, particularmente os
nitratos organicos. A avaliacdo da atividade antinociceptiva do nicorandil no modelo de
resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido indica que o NO ndo parece ser um
mediador absolutamente necessario para essa atividade (DUTRA et al., 2013). Em

estudos nos quais se investigou os efeitos induzidos pelo nicorandil sobre o sistema



115

cardiovascular, foi demonstrado que esse farmaco também apresenta diferencas
evidentes em relagdo aos nitratos organicos mais conhecidos (nitroglicerina,
nitroprussiato de sodio, mono e dinitrato de isossorbida), possivelmente por sua
capacidade de também proporcionar a abertura de canais para potassio, uma atividade
que parece estar ligada a por¢ao nicotinamida da molécula do farmaco (EDWARDS &
WESTON, 1990; TAIRA, 1987). Esses resultados, analisados de forma conjunta,
indicam a complexidade dos mecanismos associados aos efeitos induzidos pelo
nicorandil, um farmaco que, apesar de ser um doador de NO, ndo tem comportamento

idéntico aquele dos nitratos organicos tradicionais.

Em conclusédo, foi observado que a nicotinamida e o nicorandil, principalmente,
apresentam atividade antinociceptiva em modelos de inflamacgéo articular induzida por
CFA, zimozano e MSU. A atividade antinociceptiva pode estar associada a reducao do
recrutamento celular e da producéo de citocinas e quimiocinas, bem como a ativacéo
de mecanismos opioidérgicos enddgenos. Deve ser destacado o efeito antinociceptivo
de longa duracé&o induzido por administracdo Unica do nicorandil em todos os modelos
de inflamacéo articular, um efeito que nao € usualmente observado para outros

farmacos analgésicos.

PERSPECTIVAS

Os resultados do presente estudo indicam que a nicotinamida e, principalmente, o
nicorandil sdo farmacos que podem ser investigados visando ao alivio da dor em
pacientes com doencas articulares como AR, OA e AG. Embora ndo tenha sido
investigado o efeito induzido por esses farmacos sobre a destruicdo tecidual e a
progressdo da inflamacéo articular, a atividade antinociceptiva marcante, associada a
uma reducdo do recrutamento celular e da producdo de citocinas e quimiocinas no
modelo de inflamacéo articular induzida por MSU, levam a sugestdo de que a
nicotinamida e o nicorandil podem ser particularmente Uteis no tratamento de pacientes
com AG. Assim, investigacbes mais amplas das atividades desses farmacos em

modelos de AG, incluindo os efeitos sobre as alteracdes histoldgicas e a progressao da
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doenca, sdo justificadas. Mesmo que ndo sejam demonstrados efeitos sobre a
destruicdo tecidual e a progressdo das doencgas, a expectativa de uma analgesia
prolongada, como no caso do nicorandil, bem como o bom perfil de seguranca desse
farmaco, justifica a realizacdo de estudos clinicos em pacientes com AR, OA e AG,

tendo em vista que a dor € o sintoma que mais causa desconforto a esses pacientes.
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