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RESUMO

Recentemente, os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatorio induzidos pela
nicotinamida e por outros derivados de vitaminas do complexo B foram
demonstrados em modelos experimentais de dor e inflamacé&o. Estruturalmente, o
nicorandil (nitrato de 2-nicotinamidoetil) € um composto caracterizado pela
nicotinamida acoplada a um radical doador de 6xido nitrico (NO). O nicorandil é
clinicamente usado no tratamento de pacientes com angina pectoris e tem a
capacidade de liberar NO e abrir canais para K* ATP-dependentes. O interesse
em investigar os efeitos induzidos pelo nicorandil em modelos experimentais de
dor e inflamacé&o resulta da observacdo de que a nicotinamida, bem como
compostos que liberam NO, apresentam atividades antinociceptiva e anti-
inflamatéria. Assim, os efeitos induzidos por nicorandil (50, 100 ou 150 mg/Kg,
p.o., -1 h), doses equimolares de N-(2-hidroxietil) nicotinamida (NHN), o seu
principal metabolito oxidado, ou nicotinamida, foram avaliados no modelo de
nocicepcdo induzida por formaldeido (0,92%, 20 pL, s.c.) em camundongos
Swiss machos (25-30 g). Somente o primeiro induziu efeito antinociceptivo,
atenuando a segunda fase da resposta nociceptiva, nas doses avaliadas. Tal
efeito ndo foi observado apds a administracéo local de nicorandil (125, 250 ou
500 pg/pata, i.pl., -20 min). A atividade antinociceptiva do nicorandil n&o foi
associada a comprometimento da atividade motora avaliada na haste girante (14
rpm, 2 min). A administragdo prévia ao nicorandil de glibenclamida (30 ou 60
mg/Kg, p.o., -1 h), naltrexona (2 ou 5 mg/Kg, i.p., -30 min) ou ODQ (0,5; 1 ou 2
mg/Kg, i.p. -30 min) foi realizada para investigar possiveis mecanismos
envolvidos na atividade antinociceptiva do farmaco. Os resultados indicam a
participacdo de receptores opioides, mas ndo de canais para potassio ATP-
dependentes. Para avaliar a duracdo do efeito antinociceptivo induzido pelo
nicorandil, o farmaco foi administrado p.o. 0,5; 1; 2; 3 ou 4 h antes da injecéo de
formaldeido. A atividade antinociceptiva do nicorandil foi observada quando o
farmaco foi administrado entre 0,5 e 2 h antes da injecdo de formaldeido. Apos a
administracdo p.o. do nicorandil (50 mg/kg), as concentracbes plasmaticas
maximas desse farmaco (30.916 ng/mL) e do seu principal metabdlito (NHN;
16.8181 ng/mL) foram observadas 0,63 e 4 h, respectivamente, mas as
concentracfes plasmaticas da nicotinamida oscilaram entre 1.400 e 3.300 ng/mL
e nao diferiram daquela encontrada no plasma de animais nao tratados.
Concluindo, os resultados indicam que o nicorandil apresenta atividade
antinociceptiva no modelo de nocicep¢do induzida por formaldeido em
camundongos. Essa atividade ndo é mediada pela nicotinamida ou pelo NHN.
Receptores opioides medeiam a atividade antinociceptiva do nicorandil, mas o
papel da via NO-cGMP parece ter importancia parcial e requer mais estudos. Os
resultados indicam que o nicorandil, farmaco em uso clinico em alguns paises,
pode representar uma alternativa importante na farmacoterapia de pacientes que
apresentam condicdes dolorosas diversas e servem de estimulo a realizacdo de
ensaios pré-clinicos e clinicos adicionais para investigar o potencial uso desse
farmaco como analgésico.

Palavras-chave: Nicorandil, nicotinamida, NO, formalina, dor, nocicepcéo.



ABSTRACT

Recently, the antinociceptive and anti-inflammatory activities of nicotinamide and
other derivatives of the vitamin B complex have been demonstrated in
experimental models of pain and inflammation. Structurally, nicorandil (2-
nicotinamidoetil nitrate) is a compound characterized by nicotinamide coupled to a
nitric oxide (NO) donor. Nicorandil, which is clinically used to treat patients with
angina pectoris, releases NO and opens ATP-dependent K' channels. The
interest in investigating the effects induced by nicorandil in experimental models
of pain and inflammation results from the observation that nicotinamide, as well as
compounds that release NO, exhibit antinociceptive and anti-inflammatory
activities. Thus, the effects induced by nicorandil (50, 100 and 150 mg/Kg, p.o., -1
h) or by equimolar doses of N-(2-hydroxyethyl) nicotinamide (NHN), its principal
oxidized metabolite, or nicotinamide, were evaluated in the model of nociception
induced by formaldehyde (0.92%, 20 pl, s.c.) in male Swiss mice (25-30 g). Only
the first one induced antinociceptive effect, reducing the second phase of
nociceptive response Such effect was not observed after the local administration
of nicorandil (125, 250 or 500 pg/paw, i.pl., -20 min). The antinociceptive effect of
nicorandil was not associated with motor activity impairment evaluated in the rota-
rod apparatus (14 rpm, 2 min). The prior administration to nicorandil of
glibenclamide (30 or 60 mg/Kg, p.o., -1 h), naltrexone (2 or 5 mg/Kg, ip, -30 min)
or ODQ (0.5; 1 or 2 mg /Kg, i.p. -30 min) was performed to investigate possible
mechanisms involved in the antinociceptive activity of the drug. The results
indicate the participation of opioid receptors, but not of ATP-dependent K*
channels. To evaluate the duration of antinociceptive effect induced by nicorandil,
the drug was administered p.o. 0.5, 1, 2, 3 or 4 h before formaldehyde. The
antinociceptive activity of nicorandil was observed when the drug was
administered between 0.5 and 2 h before the injection of formaldehyde. After
p.o. administration of nicorandil (50 mg/kg), peak plasma concentrations of this
drug (30,916 ng/mL) and its primary metabolite (NHN; 16,181 ng/mL) were
observed 0.63 and 4 h, respectively, but plasma concentrations of nicotinamide
oscillated between 1,400 and 3,300 ng/mL and did not differ from that found in the
plasma of untreated animals. In conclusion, the results indicate that nicorandil
exhibits antinociceptive activity in the model of nociception induced by
formaldehyde in mice. This activity is not mediated by nicotinamide or by NHN.
Opioid receptors mediate the antinociceptive activity of nicorandil, but the role of
NO-cGMP pathway seems partially important and requires more studies. The
results indicate that nicorandil, a drug in clinical use in some countries, may
represent an important alternative in the pharmacotherapy of patients with various
painful conditions and serve as a stimulus for performing pre-clinical and clinical
studies to investigate its potential use as an analgesic.

Keywords: Nicorandil, nicotinamide, NO, formalin, pain, nociception.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor e inflamagéo

Hipdcrates, fildsofo grego, no século IV A.C., afirmava que o alivio da dor era
uma obra divina. A dor, o sintoma associado a processos patoldgicos que mais
causa sofrimento ao ser humano, é definida pela “International Association for the
Study of Pain” (IASP) como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a uma les3o tecidual real ou potencial’. E uma modalidade sensorial,
sempre subjetiva, resultante da integracdo de varios niveis neurais — desde a
deteccéo do estimulo pelos receptores periféricos até o seu processamento no
sistema nervoso central (SNC). Em geral, a dor é acompanhada por um desejo
instintivo de que o estimulo nocivo seja interrompido e evitado. A interacao entre
inimeros fatores sensoriais, afetivos e cognitivos e o objetivo da manutencao da
integridade fisica do individuo distinguem a dor de outras experiéncias sensoriais
(RAINVILLE, 2002). Segundo Scholz e Woolf (2002), a dor pode ser dividida em
guatro categorias. Uma delas € a dor nociceptiva, resultante da ativacdo de
nociceptores do tipo Ad e C por estimulos nocivos térmicos, quimicos ou
mecanicos. Outra categoria € a dor inflamatoria que, em geral, se relaciona a
lesao tecidual. Mediadores inflamatérios, tais como aminas, cininas, prostanoides,
purinas e citocinas podem ativar ou sensibilizar nociceptores, levando a
alteracdes funcionais de neurdénios no SNC. A terceira categoria € a dor
neuropatica, que decorre de lesBes ou disfuncdes do sistema nervoso, tanto
central quanto periférico. Condi¢cdes como sindrome do tunel do carpo (STC),
lesdo da medula espinhal ou acidente vascular cerebral podem causar dor
neuropatica, que é uma combinacdo de déficits neuroldgicos. Por fim, a ultima
categoria é a dor funcional, menos compreendida que as demais, que tem como

exemplos a fibromialgia e a cefaleia tensional.

Entre as quatro categorias de dor, a inflamatéria é a mais comum e a que leva o
maior nimero de pacientes a buscar alternativas para o seu alivio. A inflamacao
€ uma reacdo complexa no sistema conjuntivo vascularizado que envolve

plasma, células e proteinas do sangue circulante, vasos sanguineos e
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constituintes da matriz extracelular. A inflamac&o manifesta-se pelo aumento do
suprimento sanguineo para a éarea afetada e aumento da permeabilidade
vascular, o que permite a difusdo dos mediadores inflamatérios e migracéo de
leucécitos dos capilares para os tecidos circulantes e o seu acumulo local. Esse
processo é, essencialmente, uma resposta defensiva e protetora com o objetivo
de eliminar ou isolar o agente causador da lesdo e, também, conduzir a uma
série de eventos que contribuem para a regenerac¢do ou cicatrizacdo do tecido
lesionado. Dependendo da intensidade e persisténcia do estimulo inflamatorio,
essa cascata de eventos pode prolongar e induzir lesdo tecidual pela liberagéo
exacerbada de enzimas, mediadores inflamatorios e radicais livres de oxigénio
(COLLINS, 1999). A utilizacdo de anti-inflamatérios, nesses casos, € util para
limitar o desenvolvimento acentuado da inflamacdo e a cronificacdo desse

processo.

A inflamacdo pode ocorrer como um processo agudo ou cronico. A inflamacao
aguda é de duracéo relativamente curta, pode permanecer por minutos, horas ou
poucos dias, e suas principais caracteristicas sdo exsudacdo de liquidos e
proteinas plasmaticas — ocasionando o edema — e migracdo de leucécitos. Na
fase inicial da inflamacdo, os neutrdfilos sdo os leucécitos prevalentes. A
inflamac&o crénica é de longa duracéo e esta intimamente associada a presenca
de linfécitos e macréfagos, proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose
tecidual. Muitos fatores modificam o curso temporal e o aspecto histolégico da
resposta inflamatdria. Existe uma ampla variedade de moléculas, entre essas
eicosanoides, citocinas, cininas, proteinas de fase aguda e anticorpos,
produzidas por varios tipos de células ou derivadas de precursores plasmaticos,
gue tém suas concentracdes elevadas rapidamente durante 0 processo
inflamatorio (COLLINS, 1999). Algumas delas, como a proteina C reativa, tém

aplicacao diagnostica em medicina laboratorial.
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1.2 Impacto da dor sobre a qualidade de vida

Uma vez que a dor associada a inflamacdo ou a outras condi¢cBes patolégicas
representa o sintoma que mais causa desconforto aos pacientes, ndo €
surpreendente constatar que esse sintoma representa o principal motivo para a
procura por servicos de saude. Nesse contexto, diferentes abordagens
terapéuticas, dentro da medicina tradicional ou ndo, tém sido usadas com o
objetivo de eliminar ou minimizar o sofrimento decorrente da dor. Uma das
abordagens mais comuns € a farmacoterapia. Entre as diferentes classes
farmacoldgicas ou grupos terapéuticos que tém sido usados com o objetivo de
aliviar a dor, as alternativas mais convencionais sdo os anti-inflamatérios néo-
esteroides (AINEsS) e os analgésicos opioides. Entretanto, para diversas
condicdes dolorosas, esses farmacos sao ineficazes e, por isso, alguns farmacos,
originalmente aprovados para outras finalidades terapéuticas, tém sido usados
para o alivio da dor associada ou ndao a condi¢cOes inflamatérias. Antidepressivos
triciclicos (principalmente a amitriptilina), anticonvulsivantes (carbamazepina,
fenitoina, gabapentina, topiramato), agonistas alfa-2 adrenérgicos (clonidina) e
antagonistas de receptores NMDA tém sido utilizados para o alivio de dores
neuropaticas (BROWER, 2000; GALVAO, 2005; KAMIBAYASHI & MAZE, 2000;
PARK & MOON, 2010). A clonidina também tem aplicacdo como adjuvante
anestésico (CHIZH & HEADLEY, 2005; KAMIBAYASHI & MAZE, 2000; SMANIA
& GARCIA, 2005) e antidepressivos triciclicos sdo usados na profilaxia de
enxaqueca, fibromialgia, neuropatia diabética e lombalgia persistente por mais de
trés meses (CHAN et al., 2009; SILVA et al., 2008).

O manejo adequado de pacientes com condi¢cbes dolorosas tem um papel
importante em todo sistema de saude, tendo em vista a elevada prevaléncia da
dor na populagcédo. Nos EUA, 15 — 30% dos individuos relatam algum tipo de dor
crbnica e a quase totalidade dos pds-operados sofre com dores agudas
(BONOMI et al., 2000). No Brasil, uma das estimativas é de que entre 5 — 30% da
populacdo seja afetada por lombalgia (MALATEAUX et al., 2011). Outro fator
preocupante € gque nem sempre o paciente com condicbes dolorosas recebe

tratamento, e quando o recebe, ndo quer dizer que esse seja eficaz. Lipton e
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colaboradores (2001) relataram que 41% dos individuos com enxaqueca na
populacdo norte-americana foram tratados com medicamentos prescritos, mas

gue apenas 29% dos pacientes relataram alguma melhora com o tratamento.

Para se imaginar a magnitude dos gastos associados a farmacoterapia da dor,
apenas as vendas de analgésicos livres de prescricdo somam mais de trés
bilhbes de dolares e os prescritos acrescentam outros 100 bilhdes por ano
somente nos Estados Unidos (BROWER, 2000). Nesse pais, outros 61 bilhdes de
dolares sdo perdidos anualmente devido a reducdo da produtividade dos
trabalhadores, decorrente principalmente de cefaleia, artrite, lombalgia e dores
musculo-esqueléticas diversas (STEWART, 2003).

1.3 Novas func¢des para farmacos em uso

Nos ultimos anos, a investigacdo farmacologica de novos compostos 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 farmacos e medicamentos, 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. Essa abordagem tem se mostrado
vantajosa para a industria farmacéutica, uma vez que parametros como
seguranca e perfil farmacocinético de farmacos em uso clinico ja estdo
previamente estabelecidos (CHONG & SULLIVAN, 2007).

Nesse contexto, podemos citar derivados da vitamina B, complexo formado por
11 vitaminas (tiamina, riboflavina, nicotinamida, acido pantoténico, piridoxina,
biotina, cianocobalamina, &cido fdlico, inositol, colina e acido para-
aminobenzoico; Figura 1). A correcdo de deficiéncias é seu principal uso
terapéutico, mas esses derivados tém sido alvos de investigacdo de novas

atividades farmacologicas. Essas novas fungfes sdo relatadas na literatura e
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suportam a ideia de que algumas destas vitaminas apresentam atividades anti-
inflamatdria e antinociceptiva. Estudos clinicos demonstraram que altas doses da
riboflavina (vitamina B;) s&o Uteis na profilaxia da enxaqueca, reduzindo a
freqiéncia e a duracédo 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.
E o caso da STC, caracterizada pela perda de forca e sensibilidade das méaos,
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 intervengéo

cirdrgica.
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Figura 1 — Estruturas quimicas de algumas vitaminas do complexo B.
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Estudos pré-clinicos suportam resultados obtidos em estudos clinicos. Assim,
foram demonstradas as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria da
riboflavina em diferentes modelos experimentais de nocicep¢ao, edema, febre e
formacédo de tecido fibrovascular (BERTOLLO et al., 2006). A associagdo de
tiamina, piridoxina e cianocobalamina também induz efeito antinociceptivo nos
modelos da placa quente, das contor¢des abdominais induzidas por acido acético
e benzoquinona e da resposta nociceptiva induzida por formaldeido
(BARTOSZYK & WILD, 1990; FRANCA et al., 2001; ZIMMERMANN et al., 1990),
bem como em modelos experimentais de dor neuropatica induzida por constricao
de nervos (WANG et al., 2005) e por diabetes (JOLIVALT et al., 2009). Além
disso, as associacbes de vitaminas do complexo B aumentam o efeito
antinociceptivo induzido por AINEs (BARTOSZYK & WILD, 1989; REYES-
GARCIA et al., 1999; ZIMMERMANN et al., 1990). Esses estudos indicam que o
uso concomitante de vitaminas do complexo B e AINEs poderia permitir a
reducdo das doses desses anti-inflamatorios e, consequentemente, da incidéncia

de reacOes adversas.

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

0 acido nicotinico (ou niacina), representadas na Figura 2.

N7 NH, I\ll\ OH
l/ =

Nicotinamida Acido nicotinico

Figura 2 — Estruturas quimicas dos compostos da vitamina Bs.
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Essas vitaminas atuam no organismo como precursoras das coenzimas
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") e nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADP®) que, por sua vez, atuam conjuntamente com varias outras
enzimas, catalisando reacdes de oxirreducéo envolvendo acepcdo e doacao de
elétrons e hidrogénio, essenciais para o processo respiratério de mamiferos
(MARCUS & COULSTON, 2001).

Embora possuam estruturas bastante semelhantes e atuem de maneira idéntica
como vitaminas, o acido nicotinico e a nicotinamida tém diferentes funcdes
farmacoldgicas e perfis toxicolégicos. O acido nicotinico, por exemplo, € 0 mais
antigo dos farmacos utilizados no tratamento de pacientes com dislipidemias e o
mais versatil, induzindo alteracdes favoraveis de todos os parametros lipidicos
(ALTSCHUL et al., 1955; KNOPP, 1998). As doses utilizadas para o tratamento
de pacientes com dislipidemias séo altas, podendo chegar a 6 g por dia, sendo
gue a necessidade diaria dessa vitamina é de aproximadamente 50 mg por dia.
Foi demonstrado que a nicotinamida, embora ndo seja eficaz no tratamento de
pacientes dislipidémicos, pode ser til na prevencao 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 B pancreaticas
(MASIELLO et al., 1990). Apesar dos resultados positivos obtidos em estudos
pré-clinicos, a eficacia da nicotinamida na prevencéao do diabetes mellitus tipo 1

em humanos ainda nao foi bem estabelecida (GALE et al., 2004).

Outros estudos investigaram o efeito induzido pela nicotinamida em modelos
experimentais de dor e inflamacao. Foi demonstrada a atividade anti-inflamatoria
da nicotinamida em modelos de artrite induzida por perdoxido 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 inibicdo da producédo de mediadores inflamatérios, a infiltracdo

leucocitaria e a expressdo do gene da ciclooxigenase-2 (COX-2) (PERO et al.,
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1999). A nicotinamida também inibe a resposta nociceptiva induzida por
formaldeido e por calor e a alodinia mecéanica induzida por carragenina (GODIN
et al., 2011).

1.4 Oxido nitrico (NO) e o nicorandil

Ha muito tempo o NO foi conhecido e estudado pelos quimicos por se tratar de
um gas poluente atmosférico, mas recentemente ganhou grande importancia
fisiologica. O NO é uma molécula pequena e instavel, responsavel por
sinalizag&o celular nos sistemas cardiovascular e nervoso e por ser efetor da
citotoxicidade no sistema imune, além de um dos mediadores da inflamacéo. O
NO enddgeno € produzido a partir da L-arginina pela familia enzimatica das NO
sintases e ativa a guanilato ciclase soluvel, aumentando o conteudo de GMPc
intracelular (FIGURA 3). Na vasculatura promove o relaxamento da musculatura
lisa, sendo que a liberacao basal de NO pelas células endoteliais € determinante
primario do ténus vascular em repouso. Além disso, a sintese aumentada do NO
em resposta ao estresse de cisalhamento ou em resposta a outros agentes,
resulta em vasodilatacdo. Furchgott e Zawadzki, em 1980, demonstraram que a
integridade do endotélio era essencial para o relaxamento induzido pela
acetilcolina em anéis de aorta pré-contraidos por norepinefrina e, poucos anos
depois, descobriu-se que o NO era o responsavel por esse efeito vasodilatador.
Entretanto, muito antes, ainda no inicio do século XIX, a nitroglicerina (molécula
doadora de NO) ja era utilizada empiricamente no tratamento de pacientes com
angina. No sistema nervoso, o NO atua como facilitador da transmissao neuronal
(no encéfalo e na medula espinhal) e da citotoxicidade mediada por aminoacidos
excitatérios. Também ha demonstracéo clara de que o NO tem papel importante

no processamento nociceptivo no SNC (MICHEL, 2006).
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Figura 3 — Reacédo catalisada pela NO sintase (A) e formagdo da guanosina monofosfato
ciclica (GMPc), a partir da guanosina trifosfato, estimulada pelo NO (B). GC = guanilato
ciclase; GCa = guanilato ciclase ativada (DUSSE et al., 2003)

O NO tem aplicacdes terapéuticas diretas (inalacdo do gas) ou indiretas
(administracdo de moléculas doadoras de NO). A inalacdo de NO pode dilatar a
vasculatura pulmonar de modo seletivo, com efeitos cardiovasculares
despreziveis, mas possui aplicacdo clinica bastante limitada, sendo usado
somente em recém-nascidos com hipertensdo pulmonar resistente. Moléculas
como nitroglicerina, nitroprussiato de sédio, mono e dinitrato de isossorbida sao
clivadas in vivo liberando o NO. Esses farmacos s&o, ha varias décadas, os

medicamentos mais extensamente utilizados no tratamento de pacientes com



26

condicdes cardiacas isquémicas, como a angina pectoris, emergéncias
hipertensivas em geral e insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) (MICHEL, 2006;
SIMON et al., 2006).

O NO contribui para o desenvolvimento de manifestacbes da resposta
inflamatdria, por promover a vasodilatacdo, o aumento da permeabilidade
vascular, a producdo de prostaglandinas (PGs) inflamatdrias e a sensibilizacéo
de nociceptores. A NO sintase indutivel (iNOS) é a principal isoforma da enzima
envolvida em reacdes inflamatdrias, sendo a expressédo do seu gene aumentada
por diferentes estimulos inflamatorios, incluindo vérias citocinas (MONCADA et
al., 1991; RAWLINGSON, 2003).

Embora tenha um papel conhecido para o desenvolvimento da resposta
inflamatoria, diversos autores ja demonstraram a atividade antinociceptiva de
drogas doadoras de NO em inumeros modelos experimentais de dor e
inflamacé&o. Dois grupos demonstraram que o nitroprussiato de sédio induz efeito
anti-hiperalgésico em ratos no teste Randall-Selitto modificado (DUARTE et al.,
1990; SOARES et al., 2000); outro grupo de pesquisadores demonstrou que uma
outra droga doadora de NO, o SIN-1, induz efeito antinociceptivo em testes de
alodinia mecanica e de retirada de cauda. Além disso, a ativacdo da via NO-
GMPc é importante para a resposta nociceptiva de opioides como a morfina
(DUARTE & FERREIRA, 1991; NOZAKI-TAGUSHI & YAMAMOTO, 1998).
Entretanto, deve-se ressaltar que o papel especifico desta molécula no
processamento periférico da resposta nociceptiva ndo é completamente claro,
uma vez que ha estudos indicando que esse mediador, dependendo da sua
concentracdo local ou do seu local de acdo, pode induzir efeitos pré6 ou
antinociceptivo (DUARTE et al., 1992; DUARTE & FERREIRA, 1991; PRADO et
al., 2002).
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A ligacdo de um radical doador de NO a estruturas quimicas de farmacos anti-
inflamatorios esteroides e AINEs (por meio de uma ligacao éster) pode melhorar
o seu perfil farmacoldgico, seja por meio do aumento da eficicia terapéutica ou
da reducdo da ocorréncia de reacdes adversas. Entre os farmacos que tém sido
ligados a um doador de NO podem ser mencionados o &acido acetilsalicilico
(AAS), o paracetamol, o naproxeno e a prednisolona. Os AINEs ligados a um
radical doador de NO (NO-AINES) ndo somente exibem baixa toxicidade gastrica
— reacdo indesejada e bastante frequente entre pacientes que fazem uso desses
farmacos — como também reduzem a ulceracéo induzida por causas diversas em
modelos experimentais. O NO-paracetamol exibe 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 lesGes gastrointestinais
reduzidas quando comparadas aos farmacos originais. NO-AINES apresentam
essa vantagem quanto a reducao de efeitos adversos no trato gastrointestinal por
reduzir a adeséo de leucdcitos e inibir caspases, o que diminui a producéo de
citocinas pro-inflamatérias no local. Além disso, a propria molécula de NO,
liberada ao longo do trato digestivo quando o farmaco é administrado via oral,
promove a vasodilatacdo direta da mucosa, melhorando o fluxo sanguineo, o que
também contribui para evitar lesées no local (KEEBLE & MOORE, 2002).

Nessa linha, o nicorandil, ou nitrato de 2-nicotinamidoetil (Figura 4), € um doador
de NO, amplamente aceito como um agente efetivo no tratamento de pacientes
com doencas cardiacas isquémicas, em especial, a angina pectoris. O nicorandil
apresenta eficacia similar aquela do dinitrato de isossorbida e € uma opcéo
terapéutica para pacientes refratarios ao tratamento convencional (EL-MOSELBY
et al.,, 2009; FRAMPTON et al.,, 1992). A estrutura quimica do nicorandil
demonstra claramente que se trata da nicotinamida acoplada a um doador de
NO. O nicorandil induz seus efeitos vasodilatadores por meio de dois
mecanismos distintos. Um dos mecanismos envolve a estimulacdo da guanilato
ciclase, que por sua vez aumenta as concentracfes de GMPc na célula, que leva

ao relaxamento do muasculo liso vascular — mecanismo semelhante ao dos
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nitratos classicos. Outro mecanismo resulta da ativacdo de correntes para K* e
consequente hiperpolarizacdo da musculatura vascular, o que resulta em
relaxamento de vasos (BARBATO, 2000; KUKOVETZ et al., 1992; YASUDA et
al., 2001). Assim, o nicorandil tem duas grandes a¢des hemodinamicas: causa
dilatacao venosa, reduzindo a pré-carga devido a uma atividade similar aquela de
outros nitratos, e dilatacdo sistémica, reduzindo a resisténcia vascular periférica e
a pos-carga pela capacidade de promover a abertura de canais para K" ATP-
dependentes (ARONSON, 2006).
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Figura 4 — Estruturas quimicas do nicorandil (A) e da nicotinamida (B).

O nicorandil possui perfil farmacocinético relativamente simples, com absorcao
rapida e pico de concentracdo plasmatica em torno de 30 min, sem se ligar a
proteinas plasmaticas ou sofrer efeito de primeira passagem hepéatica. Ha dois
caminhos possiveis em sua biotransformacdo: denitracdo a seu metabdlito
principal N-(2-hidroxietil) nicotinamida (NHN; Figura 5) ou degradacdo de sua
cadeia lateral, formando nicotinamida e seus posteriores metabdlitos, que séo
eliminados majoritariamente pela urina (FRYDMAN, 1992; MARKHAM et al.,
2000). Cerca de 60% dos metabolitos de nicorandil sdo eliminados na urina até
24 horas apés a administracdo e apenas 1% do farmaco é eliminado na urina na
sua forma inalterada (FRYDMAN et al., 1989; SIMPSON & WELLINGTON, 2004).
A farmacocinética do nicorandil ndo é influenciada pela idade ou

comprometimento da funcdo renal. Apesar da extensdo da absorcdo em
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pacientes com funcdo hepatica deficiente ter sido inferior e a meia-vida de
eliminacdo maior comparadas aquelas observadas em pacientes com funcéo
hepética normal, a relevancia clinica ndo é significativa e ajustes da dose séo
considerados desnecessarios (MARKHAM et al., 2000).
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Figura 5 — Metabdélitos do nicorandil identificados na urina de humanos e animais

experimentais (Adaptado de Frydman et al., 1989).

As reacdes adversas induzidas pelo nicorandil sdo, na grande maioria, de baixa
gravidade, sendo que a cefaleia é a reacdo mais frequentemente relatada,
atingindo 30% dos pacientes, nos primeiros dias de tratamento, mas pode ser
minimizada iniciando-se o tratamento com doses menores. Outras reacdes
adversas ocorrem em menos de 5% dos pacientes, incluindo manifestacdes
gastrointestinais, fadiga, mal-estar e tonturas (EGRED, 2007). Comparado a
outros farmacos como propranolol, anlodipino e diltiazem, o nicorandil induz
reacbes adversas em uma extensdo semelhante (29,8; 31,7 e 35,1%,
respectivamente). Rubor e hipotensdo postural também séo relatados devido as

suas propriedades vasodilatadoras (ARONSON, 2006). Entretanto, multiplos
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relatos na literatura ainda demonstram que ocorre, em um ndmero pequeno de
casos, ulceracfes anal, oral, gastrointestinal e genital, cujas lesbes sdo grandes,
profundas, persistentes e n&o responsivas a nenhum tratamento, mas que
cicatrizam rapidamente apo6s suspensdo do medicamento (ARONSON, 2006;
EGRED, 2007; BHATTI et al., 2009). As doses usuais do nicorandil variam de 10
a 20 mg, duas vezes ao dia, mas podem ser aumentadas até 30 mg para
obtencdo do efeito terapéutico ou reduzidas para 5 mg quando o paciente se
gueixa de cefaleia.

O nicorandil esté disponivel no Japdo desde 1984 e, atualmente, esta licenciado
também na Europa e na Australia, aprovado para 0 uso na prevencao de angina
pectoris cronica e no tratamento de pacientes com essa doenca. O maior ensaio
clinico ja realizado com o nicorandil demonstrou reducao de ocorréncia de infarto
nao-fatal, hospitalizacdo néo 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
informacdes sobre a sua seguranca sejam conhecidas e que, caso haja alguma
nova indicagcao terapéutica, sua implantacdo efetiva na clinica seja uma etapa

relativamente mais rapida e simples.

Os resultados de estudos clinicos e experimentais indicam que a nicotinamida
pode ser um farmaco util no tratamento de pacientes apresentando processos
inflamatorios e pode apresentar eficacia em condi¢cdes dolorosas. Além disso, a
modificacdo molecular de farmacos de modo a transforma-los em doadores de
NO, pode resultar em aumento das atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva.
Entretanto, estudos comparativos entre nicotinamida e seu correspondente
doador de NO, o nicorandil, ainda ndo foram realizados at¢é o momento. Tais
estudos podem proporcionar resultados que contribuam para uma nova aplicacao

do nicorandil na terapéutica de condi¢des patoldgicas inflamatdrias ou dolorosas.
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2 JUSTIFICATIVA

A investigacdo de novas aplicacdes terapéuticas para farmacos em uso clinico,
com eficacia e seguranca conhecidas, € uma vertente recente da pesquisa
cientifica. Além disso, o acoplamento de um radical doador de NO a moléculas de
farmacos pode melhorar seus perfis farmacocinético e farmacodinamico. Estudos
preliminares em nosso laboratério demonstraram as atividades antinociceptiva e
anti-inflamatoria de altas doses de nicotinamida. O acoplamento de um doador de
NO a nicotinamida resulta em um farmaco conhecido, o nicorandil, que é utilizado
em varios paises had mais de uma década. A investigacdo das atividades do
nicorandil em modelos experimentais de dor é importante para avaliar o potencial
uso desse farmaco no tratamento de pacientes que apresentam condi¢des

inflamatorias e dolorosas.
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3 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o efeito induzido pelo nicorandil em
um modelo experimental de dor nociceptiva e inflamatéria, bem como os

possiveis mecanismos que contribuem para tal efeito.

3.1 Objetivos especificos

3.1.1 Avaliar os efeitos induzidos pelo nicorandil, pelo seu principal produto de
biotransformagdo (NHN) e pela nicotinamida no modelo experimental de dor

nociceptiva e inflamatéria em camundongos.

3.1.2 Avaliar se os efeitos induzidos pelo nicorandil sGo mediados pela ativacéo
da via NO-cGMP-canais para K*- ATP-dependentes ou dos receptores opioides.

3.1.3 Determinar as concentracdes plasmaticas do nicorandil, do seu principal
produto de biotransformacdo e da nicotinamida apdés a administragcdo do
nicorandil em camundongos e correlacionar esses parametros com a duracao do

efeito antinociceptivo induzido pelo nicorandil.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

Camundongos Swiss machos (25 a 30 g) provenientes do Biotério da Faculdade
de Farmacia da UFMG foram utilizados neste estudo. Racdo e agua foram
fornecidas ad libitum, exceto quando o protocolo exigia administracdo per 0s
(p.0.). Nesse caso, os animais foram submetidos a restricdo alimentar de, no
minimo, 6 h. A temperatura da sala de experimentacdo 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 realizacdo de todos os protocolos.
Durante os experimentos, os animais foram manipulados cuidadosamente, de
forma a resultar no menor estresse comportamental possivel. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG (Protocolo
131/11). Todos os experimentos foram realizados de acordo com as
recomendacdes para experimentacdo relacionada a dor em animais
(ZIMMERMANN, 1986).

4.2 Drogas

e Nicorandil — Nitrato de 2-nicotinamidoetil; sintetizado pelo Prof. Angelo
de Fatima — Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas,
UFMG - Farmaco antianginoso em uso clinico.

e Nicotinamida (Sigma, EUA) — Vitamina do complexo B.

e N-(2-hidroxietil) nicotinamida (NHN) — sintetizado pelo Prof. Angelo de
Fatima — Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas,
UFMG — Metabdlito denitrado do nicorandil.

e Glibenclamida (Sigma, EUA) — Bloqueador de canais para potassio
ATP-dependentes.

e 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ ) (Sigma, EUA). —
Inibidor da enzima guanilato ciclase.

e Cloridrato de naltrexona (Sigma, EUA) — Antagonista opioidérgico.
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e Diclofenaco sédico (Sigma, EUA) — Anti-inflamatério ndo-esteroide.

e Dipirona sédica (Sigma, EUA) — Analgésico e antipirético.

e Fenobarbital (Aventis Pharma, Brasil) — Depressor do SNC, controle
positivo no teste da haste girante.

e Formaldeido (Carlo Erba, Italia) — Estimulo inflamatdorio.

e Solucao fisiol6gica (Sanobiol, Brasil) — Veiculo.

e Carboximetilcelulose (CMC; Galena, Brasil) — Veiculo para nicorandil e
glibenclamida.

e Dimetilsulfoxido (DMSO; Synth, Brasil) — Veiculo para nicorandil e
ODQ.

e Heparina (Eurofarma, Brasil) — Anticoagulante

o Halotano (Cristalia, Brasil) — Anestésico inalatério

4.3 Preparo das solucdes e suspensdes

As solucdes de nicotinamida, diclofenaco, naltrexona e dipirona foram preparadas
em solucdo de cloreto de sédio 0,9% p/v. As suspensdes de nicorandil, NHN e
fenobarbital, para administracdo p.o., foram preparadas em suspensdo de
carboximetilcelulose 0,5% p/v em solucdo de cloreto de sédio 0,9% pl/v, e a
suspensao de glibenclamida foi preparada em CMC 1% em solucéo de cloreto de
sédio 0,9% p/v. A suspensao de ODQ foi preparada em solugédo de DMSO 4%. A
suspensao para administracéo local (intraplantar, i.pl.) de nicorandil foi preparada
em DMSO 2%. As solucdes de formaldeido (0,92 ou 1,84%) foram preparadas em
solucéo de cloreto de sédio 0,9% p/v. Todas as solu¢cdes ou suspensdes foram

preparadas imediatamente antes dos experimentos.



35

4.4 Avaliacdo da resposta nociceptiva induzida por formaldeido em

camundongos

No dia do experimento, os animais foram colocados sob funis de vidro (18 cm de
didmetro e 14 cm de altura) cerca de 30 min antes da injecdo de formaldeido,
para ambientacdo. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de
forma que as médias de massa corporal dos diferentes grupos experimentais
fossem semelhantes. Foram injetados 20 pL da solucdo de formaldeido 0,92%
por via subcutanea (s.c.) na superficie dorsal da pata posterior direita dos
animais, exceto nos protocolos para investigacao do possivel efeito local induzido
pelo nicorandil, nos quais foram injetados 10 uL da solucdo de formaldeido
1,84%.

O tempo durante o qual o animal apresentou o comportamento de lambida apos
a injecado s.c. de formaldeido foi cronometrado nos periodos de 0-5 min e de 15-
30 min, que correspondem a primeira e a segunda fases da resposta nociceptiva,
respectivamente. Nesse modelo, o controle da temperatura ambiente (27-28°C) é
importante, pois a segunda fase da resposta nociceptiva € bastante reduzida
guando o experimento € realizado em temperatura inferior a 23 °C (TJJLSEN et
al., 1992). Os resultados foram expressos como o tempo, em segundos, durante
0 qual os animais apresentaram o comportamento de lamber a superficie da pata
injetada, durante a primeira e a segunda fase da resposta nociceptiva. A figura 6

mostra o aparato utilizado para esta avaliacao.



Figura 6 — Aparato utilizado para avaliagcdo da resposta nociceptiva induzida por
formaldeido.

e Intervalo de administracao

Nicorandil, NHN ou nicotinamida foram administrados p.o. 60 min antes da
injecéo s.c. de formaldeido.

Administracéo de nicorandil, seu . .
metabélito denitrado ou nicotinamida Injec&o de formaldeido

| | 12 Fase | 22 Fase

- 60 0

15
5 30 min

Figura 7 - Escala temporal de avaliacdo dos efeitos induzidos pelo nicorandil, pelo seu

metabdlito denitrado (NHN) ou pela nicotinamida sobre a resposta nociceptiva induzida por
formaldeido.

36
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Os antagonistas ou inibidores utilizados foram administrados 30 (naltrexona ou
ODQ) ou 60 (glibenclamida) min antes do nicorandil, dependendo da via de
administracdo. Naltrexona e ODQ foram administrados por via i.p. e
glibenclamida foi administrada p.o.. Em outro protocolo, glibenclamida foi

administrada 1 h antes da administracéo p.o. do diclofenaco.

Administracéo de Administracdo de nicorandil ou

glibenclamida diclofenaco Injecéo de formaldeido
‘ 1* Fase 2*Fase
-120 - 60 0 5 15 30 min

Figura 8 — Escala temporal de avaliacdo dos efeitos induzidos pelo nicorandil ou pelo
diclofenaco, apds tratamento prévio com glibenclamida, sobre a resposta nociceptiva

induzida por formaldeido.

Administracéo de Administracéio de nicorandil
naltrexona ou ODQ Injecéo de formaldeido

¢ v 0

‘ 1* Fase 2% Fase

-30 -60 0 5 15 30 min

Figura 9 — Escala temporal de avaliagdo dos efeitos induzidos pelo nicorandil ou pelo
diclofenaco, ap6s tratamento prévio com naltrexona ou ODQ, sobre a resposta nociceptiva

induzida por formaldeido.

Na investigacdo do possivel efeito local induzido pelo nicorandil ou pela dipirona,
esses farmacos foram administrados por via i.pl. 20 min antes da injecdo da
solucdo de formaldeido. Os animais foram cuidadosamente monitorados no
intervalo entre a administracdo do nicorandil ou do veiculo e a injecdo de
formaldeido para verificar se a injecdo da solucdo de nicorandil causava

comportamento indicativo de desconforto aos animais.
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Administracéio de

nicorandil ou dipirona InjecAo de formaldeido
1* Fase 2% Fase
-20 0 5 15 30 min

Figura 10 - Escala temporal de avaliacdo dos efeitos locais induzidos pelo nicorandil ou

pela dipirona sobre a resposta nociceptiva induzida por formaldeido.

4.5 Avaliagdo da atividade motora de camundongos no modelo da haste

girante

A atividade motora foi avaliada na haste girante (Figura 11), de acordo com o
procedimento proposto por Vaz e colaboradores (1996), que representa uma
modificacdo daquele originalmente descrito por Dunham & Miya (1957). Durante
trés dias antes do experimento, em uma sessao diaria, cada animal foi treinado
no aparato durante 2 min. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita
de forma que as médias dos tempos de permanéncia basais fossem
semelhantes. No dia do experimento, os animais foram tratados com o0s
compostos e reavaliados no aparato a 14 rpm, determinando-se o tempo de

permanéncia. O tempo de corte foi de 2 min.
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Figura 11 — Haste girante utilizada para avaliar a atividade motora de camundongos.

e Intervalo de administracao

O nicorandil ou o controle positivo fenobarbital (40 mg/kg) foram administrados 60

min antes de colocar os camundongos sobre a haste girante.

Administracdo de nicorandil ou fenobarbital Avaliacéio da atividade motora Tempo de corte

g { J

2 min

Figura 12 — Escala temporal de avaliacdo dos efeitos induzidos pelo nicorandil ou pelo
fenobarbital sobre a coordenagdo motora.



40

4.6 Quantificacdo do nicorandil, do NHN e da nicotinamida no plasma de

camundongos por LC-MS/MS

Os meétodos utilizados para a quantificacdo do nicorandil, do NHN e da
nicotinamida foram desenvolvidos e validados por César e colaboradores (2011),
por meio de espectrometria de massas acoplado a dispositivo de ion-eletro-spray
(LC-ESI-MS/MS). A fase movel consistiu de metanol e uma solugdo aquosa de
acetato de amonio 2 mM contendo acido férmico 0,03% (v/v) (33:67 v/v), sob o

fluxo de 1 mL/min. O volume de injegé&o foi 50 pL.

As faixas lineares de concentracdo para cada um dos compostos estdo

especificadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Faixas de concentracao linear dos compostos avaliados

Composto Faixa de concentracdo (ng/mL)
Nicorandil 25 a 75000
NHN 25 a 50000
Nicotinamida 25 a 10000

Para o estudo farmacocinético, o nicorandil foi administrado p.o. na dose de 50
mg/kg em 44 animais previamente submetidos a restricdo alimentar de 6 h. Em
diferentes momentos (5, 15, 30 e 45 min; 1, 2, 3, 4, 6, 8 e 10 h) apés a
administracdo do nicorandil, um grupo de quatro animais foi eutanasiado por
meio de decaptacdo, apds anestesia com halotano. Doze animais (controle ou
“branco”) receberam uma injecao de veiculo e, em grupos de quatro, foram
eutanasiados 0; 0,5 e 1 h ap6s. Uma amostra de sangue de cada animal foi

coletada em tubo heparinizado. As amostras de sangue foram imediatamente
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centrifugadas a 14000 rpm por 10 min e, em seguida, amostras de plasma foram

transferidas para tubos, que foram armazenados a -70 °C até a andlise.

4.7 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Os dados
foram analisados por meio da andlise de variancia simples, seguida pelo teste de
Newman-Keuls — que realiza a comparagdo de todos 0s grupos entre si — ou
teste t de Student — que compara isoladamente cada grupo com o controle.

Adotou-se o nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito induzido pelo nicorandil ou por doses equimolares do seu
principal metabdlito ou da nicotinamida sobre a resposta nociceptiva
induzida por formaldeido

O nicorandil, administrado p.o., inibiu a segunda fase da resposta nociceptiva nas
trés doses avaliadas (50, 100 e 150 mg/kg). Entretanto, doses equimolares da
nicotinamida ou do metabdlito denitrado do nicorandil ndo inibiram essa resposta
(Figuras 13A e 14). Os efeitos induzidos por doses menores do nicorandil (12,5
ou 25 mg/kg) também foram avaliados (Figura 13B). Apesar da dose de 25 mg/kg
inibir parcialmente a resposta nociceptiva, essa reducédo nao alcancou diferenca
estatisticamente significativa. As magnitudes dos efeitos antinociceptivos
induzidos pelas trés maiores doses do nicorandil ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa. Assim, para os protocolos subsequentes, a menor dose

do nicorandil (50 mg/kg) que induziu efeito antinociceptivo foi selecionada.

A
250+ ,
- [ Veiculo CMC 0,5%
< 200- 3 Nicotinamida 50
3 @@ Nicotinamida 100
£ 150 @@ Nicotinamida 150
» 3 Nicorandil 50
o 3 Nicorandil 100
2 50 @ Nicorandil 150
(]
l_
0

12 Fase 22 Fase
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(B)
2501 ;

> ] Veiculo
s 200- 3 Nicorandil 12,5 mg/kg
g T _T_ 3 Nicorandil 25 mg/kg
% 150+ 3 Nicorandil 50 mg/kg
S 100 *H
o
o
% 501
|_

0

12 Fase 22 Fase

Figura 13 — (A) Efeitos induzidos pelo nicorandil ou por doses equimolares nicotinamida
(50, 100 ou 150 mg/kg, p.o., -1 h); n=8; e (B) Efeitos induzidos pelo nicorandil 12,5, 25 ou 50
mg/kg, p.o., -1 h) sobre a resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido. * e ** indicam
diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01,

respectivamente) e # em relacdo ao grupo nicorandil 12,5 mg/kg (p<0,05). n=8

250+ ,

> 3 Veiculo CMC 0,5%
= 200- 3 NHN 50
S T
S &3 NHN 100
£ 1507 @@ NHN 150
S 100-
(@]
o
GE) 50+
|_

0-

12 Fase 22 Fase

Figura 14 — Efeito induzido pelo NHN (doses correspondentes a 50, 100 ou 150 mg/kg do

nicorandil) sobre a resposta nociceptiva induzida por formaldeido. n=6 - 8.

Com a finalidade de validar as conclusdes obtidas a partir da analise dos efeitos
induzidos pelo nicorandil sobre a resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido,

foram avaliados os efeitos induzidos por esse farmaco sobre a coordenacdo
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motora dos animais. O nicorandil ndo alterou o tempo de permanéncia dos
animais na haste girante. Por outro lado, o fenobarbital, utilizado como controle
positivo neste protocolo experimental, reduziu de forma marcante esse parametro
(Figura 15).

- 150~ ]
TU' 3 Veiculo CMC 0,5%
S R S —_— 3 Nicorandil 50

L 100 3 Nicorandil 100

g =3 Nicorandil 150

o ++x [ Fenobarbital 40
L 504

(@]

o

e

(]

~ 0

Basal 1h

Figura 15 — Efeitos induzidos pelo nicorandil (50, 100 ou 150 mg/kg, p.o., - 1 h) ou pelo
fenobarbital (40 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o tempo de permanéncia dos camundongos na
haste girante. *** indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
controle (p<0,001). n=6.

Com o objetivo de avaliar a duracéo do efeito induzido pelo nicorandil no modelo
experimental utilizado, foi realizado um protocolo no qual o farmaco foi
administrado em diferentes momentos antes da administracdo de formaldeido. O
nicorandil inibiu a primeira fase da resposta nociceptiva apenas quando
administrado 0,5 h antes da administracdo de estimulo nociceptivo. Entretanto, a
segunda fase da resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido foi inibida
guando o nicorandil foi administrado 0,5, 1, ou 2 h antes. A administracdo do
nicorandil 3 ou 4 h antes da administracdo do formaldeido néo inibiu a resposta

nociceptiva (Figura 16).
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2501 . .
. [ Veiculo 30 min
% 200- B3 Nicorandil 30 min
_-g [ Veiculo1h
% 150- | Nicorandil 1 h
P * [ Veiculo 2 h
< 1004 . )
5 * Ba Nicorandil 2 h
g— 504 ] Veiculo 3 h
A @@ Nicorandil 3 h
0- =1 Veiculo 4 h
12 Fase 23 Fase @8 Nicorandil 4 h

Figura 16 — Efeitos induzidos pelo nicorandil (50 mg/kg, p.0.), administrado em diferentes
momentos (0,5; 1; 2; 3 ou 4 h antes), sobre a resposta nociceptiva induzida pelo
formaldeido. * e ** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo

controle no respectivo tempo (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). n= 8 — 10.

5.2 Concentracbes plasmaticas do nicorandil, do seu principal metabdlito

(NHN) e da nicotinamida ap0s a administracdo do nicorandil

Apés a administracdo p.o. do nicorandil (50 mg/kg), as concentracdes
plasmaticas maximas desse farmaco e do seu principal metabdlito foram
observadas 0,63 e 4 h, respectivamente (Figura 16). As concentracdes de
nicorandil nos periodos nos quais se identificou a inducdo de efeito
antinociceptivo — isto é, entre 0,5 e 2 h — oscilaram entre 20.000 e 25.000 ng/mL.
As concentracBes do NHN, por sua vez, atingiram valores maximos proximos de
15.000 ng/mL depois da segunda hora ap6s a administracdo do nicorandil. Por
outro lado, as concentracdes plasmaticas da nicotinamida oscilaram entre 1.400
e 3.300 ng/mL ap6s a administracdo do nicorandil e ndo diferiram daquela

encontrada no plasma de animais nao tratados.



46

25000~
_EI 20000+
> —e— Nicorandil
[
o 15000 —= NHN
’% —— Nicotinamida
S 10000-
()]
o
[
(@)
O  5000-

0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tempo (h)

Figura 17 — Concentragdes plasmaticas do nicorandil, do NHN e da nicotinamida

observadas ap6s a administragdo do nicorandil (50 mg/kg, p.0.). n=4 para cada ponto.

A partir da andlise dos resultados apresentados na Figura 17, foram calculados
alguns parametros farmacocinéticos para o nicorandil e para o NHN. Esses

parametros (concentracdo plasmatica maxima, T yax € T 112) estdo indicados na
Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros farmacocinéticos calculados para o nicorandil e para o NHN.

Concentragdo méaxima T max (h) T 10 (h)
(ng/mL)
Nicorandil 30.916 0,63 1,1

NHN 16.818 4,00 15
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5.3 Efeitos induzidos pela glibenclamida, pela naltrexona e pelo ODQ sobre
o efeito antinociceptivo induzido pelo nicorandil

A administracdo p.o. da glibenclamida (30 ou 60 mg/kg), 1 h antes da
administracao do nicorandil, n&o alterou o efeito antinociceptivo induzido por esse
farmaco (Figura 18). Os resultados obtidos nesse protocolo foram validados por
meio da demonstracdo de que as doses usadas da glibenclamida inibiram o
efeito antinociceptivo induzido pelo diclofenaco (50 mg/kg, p.0.) no mesmo
modelo experimental (Figura 19).

2501 3 Veiculo - Veiculo

D - 3 Glibenclamida 60 - Veiculo
g ’ I I @@ Glibenclamida 30 - Nicorandil
g 150- @l Glibenclamida 60 - Nicorandil
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Figura 18 — Efeito induzido pela glibenclamida (30 ou 60 mg/kg, p.o.) sobre o efeito
antinociceptivo induzido pelo nicorandil (50 mg/kg, p.o.). A glibenclamida foi administrada
1 h antes do nicorandil e esse foi administrado 1 h antes do formaldeido. ** e *** indicam
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,01 e p<0,001,

respectivamente). n=7 — 8.
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Figura 19 — Efeito induzido pela glibenclamida (30 ou 60 mg/kg, p.o.) sobre o efeito
antinociceptivo induzido pelo diclofenaco (50 mg/kg, p.o.). A glibenclamida foi
administrada 1 h antes do diclofenaco e esse foi administrado 1 h antes do formaldeido. *
indica diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo controle (p<0,05). n=6 —
8.

A administracao i.p. da naltrexona (2 ou 5 mg/kg), 0,5 h antes da administracao
do nicorandil, reverteu o efeito antinociceptivo induzido por esse farmaco (Figura
20).
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Figura 20 - Efeito induzido pela naltrexona (2 ou 5 mg/kg, i.p.) sobre o efeito
antinociceptivo induzido pelo nicorandil (50 mg/kg, p.o.). A naltrexona foi administrada 0,5
h antes do nicorandil e esse foi administrado 1 h antes do formaldeido. ** indica diferenca

estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,01). n=7 -9.
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A administragdo i.p. do ODQ (0,5; 1 ou 2 mg/kg), 0,5 h antes da administracdo do
nicorandil, atenuou o efeito antinociceptivo induzido por esse farmaco (Figura 21).
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Figura 21 — Efeito induzido pelo ODQ (0,5; 1 ou 2 mg/kg, i.p.) sobre o efeito antinociceptivo
induzido pelo nicorandil (50 mg/kg, p.0.). O ODQ foi administrado 0,5 h antes do nicorandil
e esse foi administrado 1 h antes do formaldeido. * e ** indicam diferenca estatisticamente

significativa em relagé@o ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). n=7 — 8.
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5.4 Efeito induzido pela administracdo intraplantar do nicorandil sobre a
resposta nociceptiva induzida por formaldeido

Com o objetivo de avaliar se o efeito antinociceptivo induzido pelo nicorandil pode
ser resultado de uma acéo local, ou seja, na pata onde foi injetado o formaldeido
(10 L, 1,84%), esse farmaco foi administrado por via i.pl. nas doses de 125, 250
ou 500 pg/pata, 20 min antes do estimulo nocivo. O nicorandil, administrado
diretamente na pata, néo inibiu a resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido
(Figura 23). Os animais foram cuidadosamente monitorados no intervalo entre a
administracdo do nicorandil ou veiculo e a injecdo de formaldeido para verificar
se a injecao de nicorandil diretamente na pata induzia manifestacdes de
desconforto. Os comportamentos dos diferentes grupos experimentais nestes 15
min nao diferiram entre si. Os resultados obtidos nesse protocolo foram validados
por meio da demonstracdo de que a resposta nociceptiva induzida pelo
formaldeido pode ser inibida pela acéo local de drogas. Assim, a injecao i.pl. de
dipirona (200 pg/pata) na pata ipsilateral, mas ndo na pata contralateral, 20 min

antes da injecéo de formaldeido, inibiu a resposta nociceptiva (Figura 24).
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Figura 22 - Efeito induzido pela administrac&o i.pl. ipsi ou contrlateral do nicorandil (125,
250 ou 500 pg/pata, -20 min) sobre a resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido. n= 6 -
7.
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Figura 23 - Efeito induzido pela administracdo i.pl. ipsi ou contrlateral da dipirona (50, 100

ou 150 pg/pata, -20 min) sobre a resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido. ** indica

diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,01). n=6 - 7.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo representam a primeira demonstracao de que
a administragdo sistémica de nicorandil induz efeito antinociceptivo em um
modelo experimental que apresenta caracteristicas tanto de um modelo de dor
nociceptiva quanto de um modelo de dor inflamatéria. Em outro estudo, foi
demonstrado que a administracéo intratecal (i.t.) de nicorandil exacerba o efeito
antinociceptivo induzido por fentanila (agonista p-opioide), betanecol (agonista
muscarinico) e clonidina (agonista a,-adrenérgico) no modelo de retirada de
cauda induzida por calor em ratos (YAMAZUNI et al., 2001). Por sua vez, Asano
e colaboradores (2000) demonstraram que a administracao epidural de nicorandil
exacerba a analgesia induzida por morfina em ratos no teste de retirada de
cauda. Entretanto, em ambos os estudos, ndo foi demonstrado efeito

antinociceptivo induzido unicamente pelo nicorandil.

O modelo experimental de dor usado no presente estudo, a resposta nociceptiva
induzida por formaldeido, é caracterizado pela expressao de um comportamento
nociceptivo continuo pelos animais e que resulta de leséo tecidual e consequente
inflamacéo e também da ativacao pelo formaldeido de receptores da familia TRP
(transient receptor potential), principalmente TRPA1 (McNAMARA et al., 2007) e
TRPV1 (TIAN et al., 2009), em nociceptores. O modelo de resposta nociceptiva
induzida por formaldeido € bastante Gtil para a investigacdo de potenciais drogas

analgésicas, pois envolve componentes inflamatdrios, neurogénicos e centrais da

resposta nociceptiva (TJOLSEN et al., 1992).

A resposta nociceptiva induzida por formaldeido tem um perfil bifasico: a primeira
fase se inicia imediatamente apos a injecdo de formaldeido e dura cerca de 5
min. Essa fase envolve a ativacdo direta de nociceptores, particularmente do tipo
C (TJOLSEN et al.,, 1992). A primeira fase pode ser inibida por analgésicos
opioides (SEVOSTIANOVA et al., 2003), que inibem diretamente a transmissao
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ascendente da informagdo nociceptiva a partir do corno dorsal da medula
espinhal, possivelmente por ativacdo de correntes de potassio e supressao de
correntes de calcio (GUTSTEIN & AKIL, 2006). Outras drogas, incluindo
antidepressivos triciclicos (SAWYNOK et al., 1999; ZARRINDAST et al., 2004) e
anticonvulsivantes (PAUDEL et al., 2011; SHANNON et al., 2005), também
inibem a primeira fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido.

Por sua vez, a segunda fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido
comeca entre 15 a 20 min apés a injecdo e tem duracdo de 20 a 60 min,
dependendo da espécie animal e da concentracdo da solucdo de formaldeido
usadas. Essa fase compreende mecanismos centrais e periféricos, uma vez que
ocorre a sensibilizagdo de neurdnios do corno dorsal da medula espinhal e
também a producdo de multiplos mediadores inflamatorios no local da injecao,
tais como histamina, serotonina e prostaglandinas, o que leva a sensibilizacéo
dos nociceptores. A segunda fase pode ser inibida por tanto por drogas de acao
central como anti-inflamatérias, como os AINEs (BISPO JUNIOR et al., 2011;
HUNSKAAR & HOLE, 1987; LEON-REYES et al., 2009; MORGAN et al., 1992;
ORTIZ, 2012; ROSLAND et al., 1988).

Os resultados do presente estudo demonstram que o nicorandil apresenta
atividade antinociceptiva que se assemelha aquela das drogas ou dos farmacos
com atividade anti-inflamatéria, como os AINES indometacina (BISPO JUNIOR et
al., 2011; MORGAN et al., 1992) e diclofenaco (LEON-REYES et al., 2009;
ORTIZ, 2012), uma vez que inibe predominantemente a segunda fase da
resposta nociceptiva induzida por formaldeido. Entretanto, quando o nicorandil foi
administrado 30 min antes da injecdo de formaldeido, houve também inibicédo
parcial da primeira fase da resposta nociceptiva. Uma vez que o nicorandil ndo
alterou o tempo de permanéncia dos animais na haste girante, € muito pouco
provavel que atenuacdo do comportamento nociceptivo induzida por esse
farmaco seja resultado de comprometimento da atividade motora ou de

relaxamento muscular.
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Uma analise da estrutura quimica do nicorandil indica claramente que esse
farmaco é constituido por uma molécula de nicotinamida acoplada a um doador
de oxido nitrico, o que permite algumas consideracbes sobre possiveis
mecanismos que contribuem para a sua atividade antinociceptiva. Entre as
possibilidades, podem ser enumeradas: 1- atividade antinociceptiva indireta,
resultante da acdo da nicotinamida. Nicotinamida apresenta atividade
antinociceptiva (GODIN et al., 2011) e pode ser formada a partir do nicorandil in
vivo (FRYDMAN, 1989); 2- atividade antinociceptiva indireta, resultante da agéo
do NHN, que é o principal produto de biotransformacdo (BACHERT & FUNG,
1993; CESAR et al., 2011; FRYDMAN, 1989); 3- atividade antinociceptiva
indireta, resultante da acdo do NO. Drogas doadoras de NO apresentam
atividade antinociceptiva (DUARTE et al., 1990; ROMERO-SANDOVAL et al.,
2002; SOARES et al., 2000; SOUSA & PRADO, 2001) e nicorandil possui a
capacidade de liberar NO (LEFER & LEFER, 1988; SAKAI et al., 2000); 4-
atividade antinociceptiva direta, resultante da acdo do nicorandil, sem que seja
necessaria sua biotransformacao; 5- atividade antinociceptiva resultante de uma

combinacao de dois ou mais dos mecanismos citados.

Em relacdo a primeira possibilidade, ou seja, a atividade antinociceptiva do
nicorandil resultar da formacé&o de nicotinamida, os resultados do presente estudo
indicam que é improvavel. Essa conclusdo resulta de duas observacoes.
Primeiro, doses equimolares de nicotinamida nao induziram efeito antinociceptivo
no modelo experimental usado. Godin e colaboradores (2011), utilizando o
mesmo modelo experimental, demonstraram o efeito antinociceptivo induzido por
nicotinamida na dose de 1000 mg/Kg, sendo que doses de 125, 250 e 500 mg/Kg
nao induziram tal efeito. No presente estudo, a dose de 50 mg/Kg de nicorandil
induziu efeito antinociceptivo, indicando que esse farmaco apresenta poténcia
aproximadamente 20 vezes superior aquela da nicotinamida no modelo
experimental usado. Outra observacdo que contribui para a conclusao de que a
nicotinamida ndo deve mediar a atividade antinociceptiva do nicorandil é a
auséncia de um aumento da concentracdo plasmatica da nicotinamida apos a

administracdo do nicorandil. As concentraces plasmaticas de nicotinamida foram
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muito inferiores aquelas do nicorandil, praticamente ndo alteraram durante o
periodo avaliado e ndo diferiram das concentracbes plasméticas observadas
antes da administracao do nicorandil.

Em relacdo a segunda possibilidade, ou seja, a atividade antinociceptiva do
nicorandil resultar da formac&o do NHN, o principal produto de biotransformacéao,
os resultados do presente estudo também indicam que € improvavel. Essa
conclusédo também resulta de duas observacdes. Primeiro, doses equimolares de
NHN n&o induziram efeito antinociceptivo no modelo experimental usado.
Segundo, o periodo no qual se observam as concentracdes plasmaticas mais
elevadas do NHN apdés a administracdo do nicorandil (3 a 5 h) ndo se
correlaciona com a duragdo da atividade do nicorandil, que somente induziu
efeito antinociceptivo quando administrado entre 0,5 e 2 h antes da injecdo de

formaldeido.

Outra possibilidade mecanistica, como mencionado, seria a atividade
antinociceptiva do nicorandil resultar da formacdo e acdo do NO. Como o
nicorandil possui a capacidade de liberar NO e drogas doadoras de NO
apresentam atividade antinociceptiva, tal possibilidade n&do é implausivel.
Diversos autores demonstraram o efeito antinociceptivo induzido por drogas
doadoras de NO, apesar de algumas controvérsias. Duarte e colaboradores
(1990) demonstraram o efeito anti-hiperalgésico induzido pelo nitroprussiato de
sédio, um nitrato organico bastante Gtil em emergéncias hipertensivas, em ratos
no teste de Randall-Selitto modificado, resultado confirmado também por Soares
e colaboradores (2000) nos mesmos modelo e espécie. Por sua vez, Sousa &
Prado (2001) demonstraram que doses reduzidas (até 2 ug, i.t.) de SIN-1, outro
conhecido doador de NO muito usado em estudos em animais experimentais,
reduzem a alodinia mecanica induzida por constricdo do nervo ciatico e teste de
retirada de cauda em ratos. Entretanto, esse mesmo efeito ndo foi observado

guando foram usados em doses elevadas ou em outros modelos de nocicepc¢ao.



56

Além da demonstracdo do efeito antinociceptivo induzido por doadores de NO,
tem sido demonstrado que AINES acoplados a um doador de NO podem
apresentar atividade antinociceptiva mais marcante ou melhor perfil de
seguranca. Al-Swayeh e colaboradores (2000) compararam os perfis anti-
inflamatoério e antinociceptivo do acido acetilsalicilico (AAS) e do seu derivado
NO-AAS em varios modelos experimentais de dor e inflamagdo em ratos: edema
de pata e hiperalgesia induzidas por carragenina, nocicep¢do induzida por
formaldeido, constricbes abdominais induzidas por acido acético e teste de
retirada de cauda induzida por calor. Em termos qualitativos, ndo houve
diferencas entre os perfis das respostas induzidas pelas duas drogas, mas
guantitativamente, isto €, em termos equimolares, NO-AAS mostrou-se mais
potente, principalmente nos modelos de edema de pata e de constricoes
abdominais. Outro exemplo € o nitroparacetamol, que induz efeito antinociceptivo
em doses menores que aquelas do paracetamol em um modelo experimental de
dor induzida por estimulos mecénico ou elétrico em ratos (ROMERO-SANDOVAL
et al., 2002). Esses autores também demonstraram que 0 nitroparacetamol, mas
nao o paracetamol, apresenta atividade anti-inflamatoria genuina e induz efeito
antinociceptivo no modelo experimental de dor neuropatica induzida por
constricdo do nervo ciatico em ratos (ROMERO-SANDOVAL et al.,, 2007;
ROMERO-SANDOVAL et al., 2002).

Entretanto, os resultados do presente estudo ndo sdo suficientes para apontar a
formacdo de NO a partir do nicorandil como essencial para a atividade
antinociceptiva desse farmaco. Assumindo que o requisito simultaneo para a
formacdo de NHN é a clivagem da molécula do nicorandil com formacdo de NO,
observa-se que a liberacdo direta de NO pelo nicorandil deve ocorrer de forma
mais marcante apos algumas horas, uma vez que a concentracdo de NHN se
apresenta mais elevada entre 3 e 5 h. Assim, a producdo de NO, da mesma
forma que a producdo de NHN, ndo se correlacionaria com a duracdo da
atividade do nicorandil, que s6 induziu efeito antinociceptivo quando administrado

entre 0,5 e 2 h antes da injecdo de formaldeido.
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A quarta possibilidade seria a interagéo direta do nicorandil com um ou mais
alvos moleculares para ativar mecanismos que resultem no efeito antinociceptivo.
Essa possibilidade é bastante plausivel, ndo s6 por que os principais produtos de
biotransformacao do nicorandil ndo tém papel importante (NHN e nicotinamida)
ou tem papel menor (NO) nessa atividade, mas também por que h&a uma boa
relacdo entre a duragao do efeito antinociceptivo induzido pelo nicorandil e as
concentragcfes plasméaticas desse farmaco. O perfil farmacocinético do nicorandil
em camundongos se assemelha aquele observado em ratos. Os valores de Tmax
para camundongos (presente estudo) e ratos (César et al., 2011) foram 0,63 e
0,46 h, respectivamente. Por outro lado, os valores de ti, para camundongos
(presente estudo) e ratos (César et al., 2011) foram 1,1 e 1,9 h, respectivamente.
As concentragdes plasmaticas do nicorandil sdo maximas entre 1 e 2 h, decaindo
apos esse periodo. Coincidentemente, o nicorandil induziu efeito antinociceptivo
guando administrado entre 0,5 e 2 h antes da injecao de formaldeido, sendo que
esse efeito foi atenuado ou ausente quando o farmaco foi administrado 3 ou 4 h

antes, respectivamente.

Considerando os resultados do presente estudo, outra possibilidade é que a
atividade antinociceptiva do nicorandil seja resultado de uma acao direta e
também da liberacdo de NO. Tal proposta também se aplica a farmacos do grupo

dos AINES que sdo acoplados a doadores de NO.

Uma vez que o nicorandil induziu efeito antinociceptivo ap6s administracao
sistémica, foi investigado o efeito induzido por esse farmaco apos a
administracao i.pl. em camundongos. A base racional para essa investigacao
estd associada a tentativa de determinacdo do local de acdo do nicorandil e
também a observacdo de que drogas doadoras de NO podem induzir efeito
antinociceptivo devido a uma acéo local, ou seja, no sitio onde ocorre 0 processo
inflamatorio ou a aplicacdo de um estimulo nocivo. Estudo conduzido por Ferreira
e colaboradores (1992) demonstrou que a aplicacédo tépica na pata de um gel

contendo nitroglicerina atenua a hiperalgesia induzida pela injecéo i.pl. de PGE; e
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reduz o edema inflamatério neurogénico induzido por estimulacdo elétrica em
ratos. A administracdo local (intra-articular) de nitroprussiato de sédio ou SIN-1
induz efeito antinociceptivo em modelo de artrite induzido por zimosano em ratos
(ROCHA et al., 2002). A administracao i.pl. de nitroprussiato de sodio também
atenua a hiperalgesia induzida pela injecéo i.pl. de PGE; em ratos (ALVES et al.,
2004a).

Entretanto, no presente estudo, ndo foi observado efeito antinociceptivo induzido
pelo nicorandil apds a inje¢do i.pl. em camundongos. Embora diferengas quanto
as espécies animais e modelos experimentais usados nos estudos mencionados
possam contribuir para explicar os diferentes resultados encontrados, ha diversas
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.

Como discutido anteriormente, no caso do nicorandil, o NO ndo parece ser um
mediador absolutamente necessario para que esse farmaco induza o seu efeito
antinociceptivo. Em estudos no contexto cardiovascular, no qual o nicorandil é
mais extensamente investigado, ja foi demonstrado que esse farmaco também
apresenta diferencas evidentes em relagcdo 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 porcao
nicotinamida da molécula do farmaco (EDWARDS & WESTON, 1990; TAIRA,
1987).

Greenberg e colaboradores (1991) demonstraram que a ECso do nicorandil é
cinco vezes maior que as do mono ou dinitrato de isossorbida e 900 vezes maior
gue a da nitroglicerina, em relacéo a ativacdo da guanilato ciclase. Entretanto, o

relaxamento vascular induzido pelo nicorandil € semelhante aquele induzido
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pelos nitratos organicos, indicando que, mesmo sendo menos eficiente como
ativador da guanilato ciclase, a sua atividade vasodilatadora nédo é reduzida. Por
sua vez, Borg e colaboradores (1991) demonstraram que, dependendo do leito
vascular estudado, a atividade vasodilatadora do nicorandil estd associada a
mecanismos distintos: a ativacdo de canais para potassio com reversao parcial
do efeito por glibenclamida, como em segmentos de coronarias, ou a ativagédo da
guanilato ciclase em anéis de aorta de ratos. Ainda, em uma preparacao
contendo artéria suina, o efeito vasodilatador foi associado aos dois mecanismos
de forma simulténea. Esses resultados claramente indicam a complexidade de
vias mecanisticas associadas ao efeito vasodilatador induzido pelo nicorandil, um
farmaco que, apesar de ser um doador de NO, ndo tem comportamento idéntico

aguele dos nitratos organicos tradicionais.

No presente estudo, também foram investigados mecanismos bioquimicos que
poderiam contribuir para a atividade antinociceptiva do nicorandil. O nicorandil,
uma combinacdo entre a nicotinamida e um nitrato organico, possui um
mecanismo dual que pode explicar seu efeito antianginoso e que justifica seu uso
na farmacoterapia: a ativacdo da guanilato ciclase solavel, aumentando a
concentracao intracelular de GMPc, e a abertura de canais para potassio ATP-
dependentes, principalmente o0os mitocondriais (KUKOVETZ et al., 1992;
SIMPSON & WELLINGTON, 2004). Apesar de bem compreendidos no contexto
cardiovascular, esses mecanismos podem nao ser 0s principais responsaveis
pelo seu efeito antinociceptivo. Assim, a glibenclamida, um blogueador de canais
para potassio ATP-dependentes (ALVES et al., 2004b) e o ODQ, um inibidor
seletivo da enzima guanilato ciclase (BOULTON et al., 1995; GARTHWAITE et
al., 1995; ZHANG et al., 2011), foram usados com o objetivo de investigar se a
ativacdo da guanilato ciclase e a abertura de canais para potassio ATP-
dependentes poderiam mediar a atividade antinociceptiva do nicorandil. E
amplamente conhecido que a atividade antinociceptiva de varias drogas ou
farmacos, acoplados ou ndo a doadores de NO, é revertida por inibidores da

guanilato ciclase ou de canais para potassio ATP-dependentes (ALVES et al.,
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2004a; DUARTE e FERREIRA, 1992; DUARTE et. al., 1992; FERREIRA et al.,
1991; PRADO et al., 2002; SHIBUTA et al., 1996).

A administracdo prévia de ODQ atenuou em pequena extensdo o efeito
antinociceptivo induzido pelo nicorandil. Entretanto, o ODQ, um inibidor
irreversivel da enzima guanilato ciclase soluvel, reverte a atividade
antinociceptiva de varias drogas doadoras de NO em diferentes modelos
experimentais (PRADO et al., 2002). Os resultados do presente estudo indicam
gue a ativacdo da guanilato ciclase ndo parece ser um evento importante para a
inducdo do efeito antinociceptivo induzido pelo nicorandil. Esses resultados,
assim como outros mencionados anteriormente, representam uma evidéncia
adicional de que a atividade antinociceptiva do nicorandil ndo é essencialmente
mediada pela formacdo de NO e reforga as diferencas entre esse farmaco e os

nitratos organicos tradicionais.

A administracdo prévia de glibenclamida, por sua vez, ndo alterou a atividade
antinociceptiva do nicorandil. Esse farmaco ¢ amplamente usado no tratamento
de pacientes diabéticos e também representa uma ferramenta farmacologica
valiosa para a investigacao experimental da participacdo de canais para potassio
ATP-dependentes em diferentes fenbmenos biologicos. A demonstracdo de que
as doses de glibenclamida usadas no estudo atenuaram a atividade
antinociceptiva do diclofenaco no mesmo modelo experimental indicam que a
auséncia de reversdo da atividade antinociceptiva do nicorandil por esse
bloqueador de canais para potassio ATP-dependentes muito provavelmente néao
€ resultado do uso de doses inadequadas. Esses resultados, mais uma vez,
indicam diferencas importantes entre o nicorandil e os nitratos organicos, que
podem ter seus efeitos atenuados por glibenclamida. Soares e colaboradores
(2000) demonstraram que a atividade antinociceptiva do nitroprussiato de sodio
no modelo de hiperalgesia mecanica induzida por PGE, em ratos € atenuada por
glibenclamida. Esse mesmo inibidor atenua o efeito antinociceptivo induzido por

varias drogas em diferentes modelos experimentais (ALVES et al., 2004a; LIMA
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et al., 2010; YAMAZUMI et a., 2001), indicando que canais para potassio ATP-
dependentes, apesar de ndo serem importantes para a atividade antinociceptiva
do nicorandil, representam alvos moleculares essenciais para a acdo de varias

outras drogas.

Por outro lado, a administracdo prévia de naltrexona, um alcaloide sintético e
antagonista nao-seletivo de receptores opioides (GUTSTEIN & AKIL, 2006)
atenuou de forma marcante o efeito antinociceptivo induzido pelo nicorandil.
Esses resultados indicam que o nicorandil, apesar de apresentar um perfil que
mais se assemelha aquele de drogas com atividade anti-inflamat6ria no modelo
experimental usado no presente estudo, também pode ativar vias opioidérgicas.
Como a naltrexona é um antagonista ndo-seletivo, ndo é possivel inferir qual ou
quais receptores opioides (4, K, ou 8) medeia/medeiam a atividade
antinociceptiva do nicorandil. Entretanto, considerando outros resultados do
presente estudo, € possivel sugerir que receptores kK poderiam ser mais

relevantes para essa atividade e sua logica de raciocinio é discutida a seguir.

Varios estudos demonstraram que o efeito analgésico induzido por agonistas de
receptores opioides é atenuado de forma marcante por antagonistas de canal
para potassio ATP-dependentes, como a glibenclamida, em diversos modelos
experimentais de dor e inflamacdo (KHANNA et al., 2011; NARITA et al., 1992;
OCANA et al., 1990; OCANA et al., 1993; YANG et al., 1998). Considerando que
a atividade antinociceptiva do nicorandil é mediada por mecanismos
opioidérgicos, esperar-se-ia que fosse atenuada pelo tratamento prévio dos
animais com glibenclamida, o que ndo ocorreu. Resultados obtidos por Amarante
e Duarte (2004) podem ajudar na compreensdo dos resultados do presente
estudo. O efeito antinociceptivo induzido pela injecéo i.pl. de bremazocina, um
agonista seletivo de receptores k-opioides, nos modelos de hiperalgesia
mecanica induzida por carragenina ou prostaglandina E, em ratos, ndo €
revertido por bloqueadores de canais para potassio, incluindo glibenclamida e

tetraetilamdnio. Assim, é possivel que o efeito antinociceptivo induzido pelo
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nicorandil seja mediado pela ativacdo de mecanismos opioidérgicos via
receptores k-opioides, 0 que poderia explicar sua reversédo pela naltrexona, mas

nao pela glibenclamida.

Em concluséo, os resultados demonstram que a administracdo sistémica do
nicorandil induz efeito antinociceptivo. Esse efeito provavelmente resulta de uma
acao direta do nicorandil e ndo parece ser mediado pelo NHN, seu principal
produto de biotransformacéo, ou pela nicotinamida. A ativacdo de mecanismos
opioidérgicos medeia a atividade antinociceptiva do nicorandil. Os resultados
indicam que esse farmaco, usado na farmacoterapia de pacientes com doencas
cardiovasculares em alguns paises e com bom perfil de seguranca, pode
representar uma alternativa importante no tratamento de pacientes que
apresentam condi¢cdes dolorosas diversas. Essas observacdes preliminares
servem de estimulo a realizacdo de ensaios pré-clinicos adicionais em diferentes
modelos experimentais com objetivo de caracterizar de forma mais ampla a
atividade antinociceptiva do nicorandil e, assim, justificar a realizacdo de ensaios
clinicos com o objetivo de investigar o potencial uso desse farmaco como

analgeésico.
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