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RESUMO

A nicotinamida e o &cido nicotinico, representantes da vitamina Bjs, foram
identificados como os precursores de NAD" e NADP*, coenzimas que participam do
metabolismo celular. Além da funcdo nutricional, estes compostos apresentam
diferentes atividades farmacoldogicas. Como foram demonstradas atividades
antinociceptiva e anti-inflamatéria de outras vitaminas do complexo B (tiamina,
riboflavina, piridoxina e cianocobalamina), foram investigados os efeitos induzidos
pela nicotinamida e pelo acido nicotinico em modelos de nocicepgéo e inflamacgéo.
Além disso, foram investigados os efeitos induzidos pelos isbmeros de posicdo da
nicotinamida, a picolinamida e a isonicotinamida, e pelos isbmeros de posi¢cao do
acido nicotinico, o acido picolinico e o &cido isonicotinico, sobre a resposta
nociceptiva induzida por formaldeido e edema de pata induzido por carragenina. Os
resultados obtidos nos modelos experimentais de dor foram validados por meio da
avaliagdo da atividade motora dos animais na haste girante (14 rpm, 120 s). A
nicotinamida (1000 mg/kg, p.o., -1 h) inibiu a primeira e a segunda fase da resposta
nociceptiva induzida por formaldeido (1%, 20 pl, s.c.) em camundongos. A
isonicotinamida (500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 h) e a picolinamida (125 mg/kg, p.o., -1
h) inibiram apenas a segunda fase da resposta nociceptiva. A nicotinamida (1000
mg/kg, p.o., -1 e 3 h), a isonicotinamida (500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 h) e a
picolinamida (125 mg/kg, p.o., -1 e 3 h) inibiram o edema de pata induzido por
carragenina (600 pg, 30 ul, i.pl.) em camundongos. A maior dose (1000 mg/kg, p.o., -
1 e 3 h) de nicotinamida inibiu o edema de pata e a menor dose (500 mg/kg, p.o., -1
e 3 h) inibiu a alodinia mecénica induzidos por carragenina (500 ug, 50 pl, i.pl.) em
ratos. Na avaliacdo da resposta nociceptiva induzida por duas intensidades de
estimulo térmico (50° ou 54°C), a nicotinamida (1000 mg/kg, p.o., -1 h) inibiu a
resposta nociceptiva induzida apenas pelo estimulo térmico de menor intensidade. O
acido nicotinico (250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 h) e o acido picolinico (125 mg/kg,
p.o., -1 h) inibiram a primeira e a segunda fase da resposta nociceptiva induzida por
formaldeido em camundongos. O acido isonicotinico n&o inibiu a resposta
nociceptiva. O acido nicotinico (500 mg/kg, p.o., -1 e 3 h) inibiu 0 edema de pata
induzido por carragenina em camundongos. O acido picolinico e o é&cido
isonicotinico nao inibiram o edema. O acido nicotinico (250 ou 500 mg/kg, p.o., -1 e
3 h) também inibiu 0 edema e a alodinia mecanica induzidos por carragenina em
ratos. Concluindo, os resultados demonstraram os efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatorio induzidos pela nicotinamida e pelo acido nicotinico. Além disso, foram
demonstradas, pela primeira vez, nos modelos experimentais de dor e inflamacéo,
as diferentes respostas obtidas pelos isbmeros de posicdo da nicotinamida e do
acido nicotinico. A caracterizacdo dessas novas funcbes para a vitamina Bz é
importante antes da realizacdo de estudos clinicos que avaliem o seu uso em
condi¢cBes patologicas que ndo estdo associadas a sua deficiéncia.

PALAVRAS-CHAVE: nicotinamida, picolinamida, isonicotinamida, acido nicotinico,
acido picolinico, acido isonicotinico, inflamacéo, dor, nocicepcéo e edema.



ABSTRACT

Nicotinamide and nicotinic acid are the two forms of vitamin Bs. In addition to being a
nutrient, they have also been used in the management of some pathological
conditions, including hiperlipoproteinemias. It has been demonstrated that other
compounds of the vitamin B complex (thiamine, riboflavin, pyridoxine and
cyanocobalamin) have antinociceptive and anti-inflammatory activities. Thus, we
investigated the effects induced by nicotinamide and nicotinic acid in models of
nociceptive and inflammatory pain and inflammatory edema. In addition, we
investigated the effects induced by the position isomers of nicotinamide (picolinamide
and isonicotinamide) and nicotinic acid (picolinic and isonicotinic acids), in models of
inflammatory pain and edema, as these effects are not now as yet. The results
obtained in the experimental models of pain were validated by determining the motor
activity of the animals in the the rota-rod test (14 rpm, 120 s). Nicotinamide (1000
mg/kg, p.o., -1 h) inhibited the first and second phases of the nociceptive response
induced by formaldehyde (1%, 20 pl, s.c.). Picolinamide (125 mg/kg, p.o., -1 h) and
isonicotinamide (500 or 1000 mg/kg, p.o., -1 h) inhibited only the second phase of the
nociceptive response. Nicotinamide (500 or 1000 mg/kg, p.o., -1 and 3 h) and
isonicotinamide (500 or 1000 mg/kg, p.o., -1 h) inhibited the paw edema induced by
carrageenan (600 ug, 30 pl, i.pl.). Only the highest dose of picolinamide (125 mg/kg,
p.o., -1 h and 3 h) inhibited the edema. In the model of nociceptive response induced
by exposure of the animals to a hot-plate (50° or 54°C), nicotinamide inhibited only
the nociceptive response induced by the low temperature. In addition, nicotinamide
(500 mg/kg, p.o. -1 and 3 h) inhibited the mechanical allodynia and only the highest
dose (1000 mg/kg, p.o. -1 and 3 h) inhibited the paw edema induced by carrageenan
(500 ug, 50 pl) in rats. Nicotinic acid (250 or 500 mg/kg, p.o., -1 h) inhibited the first
and the second phases of the nociceptive response induced by formaldehyde. Only
the highest dose of picolinic acid (125 mg/kg, p.o.,-1 h) inhibited the first and the
second phases of the nociceptive response. Isonicotinic acid did not inhibit the
nociceptive response. Nicotinic acid (250 or 500 mg/kg, p.o., -1 and 3 h), but not
picolinic and isonicotinic acids, inhibited the paw edema induced by carrageenan in
mice. In addition, both doses of nicotinic acid (250 or 500 mg/kg, p.o., -1 and 3 h)
inhibited mechanical allodynia and paw edema induced by carrageenan in rats.
Concluding, the results demonstrated the antinoceptive and anti-inflammatory
activities of nicotinamide and nicotinic acid. In addition, the different responses
induced by the position isomers of nicotinamide and nicotinic acid in experimental
models of pain and inflammation were demonstrated for the first time. The
characterization of new activities for vitamin B3 is important before the conduction of
clinical studies to evaluate its use in the management of pathological conditions that
are not associated with its deficiency.

KEYWORDS: nicotinamide, picolinamide, isonicotinamide, nicotinic acid, picolinic
acid, isonicotinic acid, inflammation, pain, nociception, edema.
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1 INTRODUCAO

1.1 Histéria

As vitaminas sdo substancias organicas essenciais para reac¢fes metabdlicas
especificas, sendo que ndo podem ser sintetizadas pelas células a partir de simples
metabdlitos. O termo vitamina foi criado em 1911, por Casimir Funk, para designar
uma nova classe de substancias presente nos alimentos (MARCUS & COULSTON,
2001). Muitas vitaminas agem como coenzimas ou como partes de enzimas que
catalisam reacdes bioquimicas essenciais. Devido ao fato de que a existéncia de
muitas vitaminas foi reconhecida antes que sua natureza quimica fosse identificada,
muitas foram designadas por letras e, por vezes, por nomenclatura descritiva de

suas funcgoes.

As vitaminas do complexo B exercem funcdes em diferentes processos metabdlicos.
Esse complexo € formado por onze vitaminas: tiamina, riboflavina, piridoxina,
niacina, cianocobalamina, acido félico, acido pantoténico, biotina, inositol, colina e
acido para-aminobenzoico. Apesar de possuirem estruturas quimicas distintas e
apresentarem atividades bioldgicas diversas, essas vitaminas foram agrupadas em
um complexo por terem sido, inicialmente, isoladas das mesmas fontes,
principalmente figado e leveduras (MARCUS & COULSTON, 2001).

Os sinais e sintomas associados a deficiéncia de vitaminas do complexo B podem
variar dependendo de qual vitamina esta insuficiente e do grau de privacdo. Por
exemplo, a deficiéncia da vitamina B3 pode causar uma doenca conhecida como
pelagra que se caracteriza por dermatite, deméncia e diarréia (doenca dos trés D’s).
Outros sinais e sintomas incluem fraqueza, perda do apetite, eritema, Ulcera, dor
generalizada, tremor, ataxia, alucinacdo, depresséao, fotofobia, perda de memodria,

neurite, glossite, estomatite e faléncia multipla dos 6rgaos (HEGYI et al., 2004).

Em 1735, Don Gasper Casal descreveu pela primeira vez a pelagra como o “mal de
la rose”, presente no norte da Espanha, em camponeses pobres que apresentavam
erupcdes avermelhadas nas maos e pés. Goldberger (1975), por meio de

observacdes epidemiolégicas em varios hospitais nos Estados Unidos, observou que
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a doenca sempre se manifestava nos pacientes e raramente ocorria entre 0S
enfermeiros e empregados. No periodo de 1° de outubro de 1909 a 1° de julho de
1913, no Hospital do Estado de Mississipi, houve a morte de 98 pacientes. Nos
outros estados, como Carolina do Sul e Georgia, também foi detectado o
aparecimento da doenca apenas nos pacientes internados. O fato da doenca néo
ser contagiosa levou Goldberger a observar a diferenca na dieta entre os individuos
presentes no hospital. Ele percebeu que enfermeiros e empregados escolhiam os
graos de melhor qualidade e variavam a dieta. Outro fator importante era que a
doenca era essencialmente rural e estava associada a pobreza. Dificilmente nos
moradores de centros urbanos havia a manifestacdo dessa doenca. Essas
evidéncias levaram Goldberger a propor que a alimentacdo limitada poderia ser a
principal causa do desenvolvimento da doenga. O médico, entdo, sugeriu diminuir o
consumo de cereais, vegetais e comidas enlatadas e aumentar o consumo de leite,

OVOsS € carnes.

Em um livro escrito por Goldberger, intitulado Goldberger on Pellagra, esta descrita a
parte experimental do desenvolvimento de pelagra em humanos, pela mudanca na
dieta realizada em voluntarios da Penitenciaria do Estado do Mississipi. Na
primavera de 1914 e no ano seguinte, dois grupos foram formados de acordo com a
dieta recebida durante o periodo de seis meses. O grupo controle foi formado por
108 condenados que receberam aproximadamente 3.500 a 4.500 kcal compostas de
90 a 110 g de proteinas, 95 a 135 g de lipidios e 540 a 580 g de carboidratos. Em
torno de 20 a 35% da proteina era de origem animal. Em relacdo ao grupo
experimental para o desenvolvimento da doenca, 11 voluntarios receberam
aproximadamente 2.500 a 3.500 kcal compostas de 41 a 54 g de proteinas, 91 a 134
g de lipidios e 387 a 513 g de carboidratos. Cerca de 80 a 90% da proteina era de
origem vegetal (trigo, arroz e milho). Durante todo o periodo, os participantes do
estudo foram monitorados, as condi¢cdes de higiene e trabalho foram equivalentes de
acordo com as condi¢cdes e condenacdo de cada participante. O resultado final
mostrou que ndo houve nenhuma evidéncia do desenvolvimento de pelagra no
grupo controle e, seis dos 11 voluntarios que receberam a dieta deficiente,
desenvolveram sinais e sintomas caracteristicos de pelagra apdés dois meses do
inicio do experimento. Os sinais e sintomas incluiam fraqueza, desconforto

abdominal, cefaléia, perda de massa corporal e o aparecimento de erupc¢des no
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escroto, maos e pescoco. A partir dos resultados deste protocolo experimental e das
evidéncias epidemiolégicas de outros estudos, Goldberger tentou demonstrar que
realmente existiam diferengcas essenciais na composi¢do da dieta, sendo o fator
etiolégico primario para o aparecimento dos sinais e sintomas da pelagra
(GOLDBERGER & WHEELER, 1964).

Em 1926, McCollum e Kennedy isolaram do farelo de arroz um composto
denominado vitamina B, capaz de curar o beribéri, uma sindrome apresentada por
pacientes cuja base alimentar era o arroz polido. Estudos mais detalhados sobre a
vitamina B demonstraram que a atividade antiberibéri encontrava-se na fracédo
termolabil do extrato do farelo de arroz, que foi denominada vitamina B; (GYORGY,
1967; MARCUS & COULSTON, 2001). Os sinais e sintomas da deficiéncia dessa
vitamina incluem confusdo mental, fraqgueza muscular, edema e paralisia periférica
(MARCUS & COULSTON, 2001). Alem disso, a deficiéncia dessa vitamina tem sido
associada a ocorréncia de neuropatias (KOIKE et al., 2004).

Em 1927, o British Committee on Accessory Food Factors separou os componentes
do complexo B em dois grupos: vitamina B;, separada da fracdo termolabil,
denominada também como fator antineuritico, e a vitamina B, presente na fracéo
termorresistente. Pelas observacdes de Goldberger, a vitamina B, foi denominada
também como fator PP (pellagra preventive). Em 1929, a estrutura quimica dessa
vitamina foi elucidada e denominada como riboflavina, que quando metabolizada,
origina as coenzimas flavina mononucleotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo
(FAD). Essas coenzimas participam das reacfes de oxirreducdo em diversas vias
metabdlicas essenciais ao metabolismo celular. Em 1933, a estrutura quimica da

vitamina B; também foi elucidada e denominada como tiamina (GYORGY, 1967).

Na época, foi realizado um experimento em ratos fornecendo uma dieta que
continha apenas a tiamina e a riboflavina isoladas. Apds algumas semanas, os ratos
apresentaram diminuicdo da taxa de crescimento e lesdes cutaneas que pareciam
com as lesdes de pele, caracteristicas de pelagra, em humanos. Essa observacéo
permitiu concluir que ndo existiam apenas a tiamina e a riboflavina, mas havia outros
compostos presentes no complexo da vitamina B que eram responsaveis pela

prevencao da pelagra. Devido ao aparecimento desses sinais nos ratos, o ‘“rat
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pellagra factor” foi denominado como vitamina Bg para diferenciar da riboflavina que

continuou a ser denominada como vitamina B, (GYORGY, 1967).

Em junho de 1935, Lepkovsky e Jukes demonstraram em pintinhos a necessidade
de outro composto presente no complexo da vitamina B para o tratamento dos sinais
de pelagra, ap6s o fornecimento de uma dieta contendo basicamente milho, farelo
de trigo e caseina (LEPKOVSKY & JUKES, 1935). Em julho do mesmo ano, Stare
também demonstrou o desenvolvimento dos sinais de pelagra em ratos e em
pintinhos, apos receberem uma dieta diferenciada. Ap0s quatro semanas, esses
animais receberam diferentes dietas que continham extrato seco de figado de cavalo
ou a riboflavina isolada. Os resultados mostraram que os ratos e os pintinhos que
receberam o extrato seco de figado tiveram um desenvolvimento normal, sem
nenhum sinal caracteristico de pelagra, diferentemente do grupo que recebeu

apenas a riboflavina, que continuou a apresentar a doenca (STARE, 1935).

Lepkovsky, durante suas pesquisas de identificacdo de vitaminas, conseguiu isolar
um novo composto que era derivado da piridina e foi denominado como piridoxina,
gue passaria a ser a vitamina Bs. Outras formas deste composto, piridoxal e
piridoxamina foram também identificadas (GYORGY, 1967). Essas substancias déo
origem a coenzima piridoxal-fosfato, que estd envolvida no metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipidios. A deficiéncia da piridoxina pode provocar dermatite
seborréica na regido dos olhos, nariz e labios, além de glossite e estomatite
(MARCUS & COULSTON, 2001). Entretanto, em 1936, foi demonstrado que além
das vitaminas tiamina, riboflavina e piridoxina, os ratos que apresentavam 0s sinais
caracteristicos de pelagra precisavam de um terceiro composto que foi denominada
de “filtrate factor” (GYORGY, 1967).

Em fevereiro de 1937, Koehn e Elvehjem purificaram o composto antipelagra a partir
de extratos de figado. Além disso, demonstraram os sinais de pelagra em cées que
apresentavam a lingua preta ao receber, por um periodo de tempo, a dieta pobre
preconizada por Goldberger. A administracdo da fracdo do extrato de figado nos
animais foi eficaz no tratamento da doenca (KOEHN & ELVEHJEM, 1937). Depois
de 10 meses, Elvehjem e colaboradores isolaram e identificaram os dois compostos,

acido nicotinico e nicotinamida, responsaveis pela cura dos caes que apresentavam
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os sinais de pelagra (Figura 1). Além disso, a administracdo do acido nicotinico ou
da nicotinamida nos cdes comprovou a eficacia dos compostos na reversdo das
lesbes em menos de dois dias. Esses dois compostos passaram a compor a
vitamina Bz ou fator PP, de acordo com a idéia inicial proposta por Goldberger
(ELVEHJEM et al., 1937).

O 0
= NH- s OH
-
M Nf
Nicotinamida Acido Nicotinico

Figura 1 - Estruturas quimicas dos compostos da vitamina Bs.

1.2 Sintese de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD")

O acido nicotinico e a nicotinamida foram identificados como 0s precursores na
sintese de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD™) e o seu analogo nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADP®), que possui um grupo fosfato no lugar de
uma hidroxila no carbono da ribose (Figura 2). Axelrod et al. (1940) demonstraram
em pacientes com sinais e sintomas de pelagra, selecionados no Hospital Hillman
em Alabama, o aumento da sintese dessas coenzimas ao realizar o tratamento com

0 acido nicotinico.
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Figura 2 - Estruturas quimicas das coenzimas NAD" (A) e NADP" (B).

A identificacdo do acido nicotinico mononucleotideo (NAMN) e do acido nicotinico
adenina dinucleotideo (NAAD) em eritrécitos humanos, incubados com acido
nicotinico, sugeriu para Preiss & Handler (1958) que esses compostos seriam
intermediarios na sintese de NAD". Os dois pesquisadores também demonstraram
gue a administracdo de acido nicotinico in vivo aumentava as concentracdes desses
compostos intermediarios e, em seguida, a formacdo de NAD®. Essa nova rota
proposta para a formagdo de NAD® recebeu a denominacdo de mecanismo de

Preiss-Handler.

A formacdo de NAAD também foi demonstrada por meio da administracdo com a
nicotinamida. Petrack et al. (1965) demonstraram a presenca da enzima
nicotinamidase no trato gastrointestinal e no figado de ratos e coelhos, que seria
responsavel pela conversdo da nicotinamida em acido nicotinico e, assim, ocorreria
a formacdo de NAMN, seguida de NAAD e NAD" de acordo com o mecanismo de
Preiss-Handler (PETRACK et al., 1966).

Embora tanto o acido nicotinico quanto a nicotinamida sejam precursores de NAD",
o tratamento com o &cido nicotinico resulta em menor formacdo dessa coenzima
comparado com a nicotinamida (LANGAN et al., 1959). Uma vez que a nicotinamida
faz parte da estrutura quimica de NAD", foi identificada outra via para a sua sintese.

Por meio das enzimas nicotinamida fosforibosilltransferase (NAMPT) e nicotinamida
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mononucleotideo adenililtransferase (NMNAT) ocorre formacdo de nicotinamida
mononucleotideo (NMN) e NAD", respectivamente, a partir da nicotinamida (Figura
3) (BOGAN & BRENNER, 2008).
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H*
Pribo
NICOTINARMIDA SE R uo
HMHATl
O
ACIDO NICOTINICD ||
” = NH.
-
e
| NAD"
ADPribo
HAPRTl NADSIN T
o
“‘xh-f hIFtK ,, | P
| MNAR " HAMN HI."IHAT N o
Ribo Pribo ADPribo

Figura 3 — Vias de sintese de NAD" e seus precursores. Nicotinamida fosforibosiltransferase
(NAMPT), nicotinamida mononucleotideo (NMN), nicotinamida ou acido nicotinico ribosideo
guinase (NRK), nicotinamida ribosideo (NR), &cido nicotinico ribosideo (NAR), nicotinamida

nucleotideo adenililtransferase (NMNAT), nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD"),
NAD'sintetase (NADSIN), a&cido nicotinico adenina dinucleotideo (NAAD), acido nicotinico
mononucleotideo (NAMN) e nicotinatofosforibosiltransferase (NAPRT).
Fonte: BOGAN & BRENNER, 2008.

1.3 Funcdes de NAD" e NADP*

As coenzimas NAD" e NADP™ participam das reacdes de oxirredugdo essenciais ao
metabolismo celular, por exemplo, glicélise, biossintese de pentoses, metabolismo
de proteinas, amino&cidos e acidos graxos. A forma oxidada do nucleotideo (NAD”
ou NADPY), ao receber um hidreto (: H-, o equivalente de um préton e dois elétrons),

é transformada na sua forma reduzida (NADH ou NADPH). Isso reflete os papéis
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metabdlicos especializados das duas coenzimas por meio da captacdo de elétrons

resultantes da oxidacao de moléculas (POLLAK et al., 2007).

Outra funcdo de NAD" é funcionar como substrato para enzimas especificas que
clivam a ligacdo glicosidica entre a nicotinamida e ADP-ribose. As enzimas ADP-
ribose transferases, PARPs (poli(ADP-ribose) polimerases), cADP-ribose sintases e
sirtuinas utilizam NAD®, transferindo as unidades de ADP-ribose para diversas
proteinas que irdo atuar em vdrias vias metabdlicas e sinalizacdo celular. O
consumo de NAD" por essas enzimas ocorre, principalmente, em situacdes de
estresse celular (BOGAN & BRENNER, 2008; POLLAK et al., 2007).

Destacando as PARPs, existem mais de 16 tipos encontrados no genoma humano.
Por exemplo, a enzima nuclear PARP-1 catalisa a reacdo de transferéncia de
unidades de ADP-ribose do NAD® para proteinas nucleares aceptoras como
histonas, topoisomerases | e Il e DNA polimerases, gerando sinais para diversos
processos celulares como expressdo génica, replicacdo, reparo, apoptose,
recombinacdo, proliferacdo e diferenciacdo de DNA. Além disso, a ativacao
excessiva dessa enzima estda implicada no desenvolvimento de processos
inflamatérios (HASSA & HOTTIGER, 2002; SZABO, 1998).

1.4 Fontes e quantidades diarias recomendadas de vitamina B3

A vitamina Bz € encontrada em carnes vermelhas, ovos, peixes, aves, cereais e
outros vegetais (GOLDBERGER, 1975; HEYGI et al.,, 2004). No leite de vaca é
encontrada a nicotinamida ribosideo (NR) (BIEGANOWSKI & BRENNER, 2004) que
também é precursora de NAD". Além disso, alimentos de origem vegetal ou animal
que contém NAD®, NADH, NADP, NADPH, NR ou &acido nicotinico ribosideo (NAR)
sdo considerados fontes de vitamina B3 (BOGAN & BRENNER, 2008).

De acordo com a World Health Organization (2004), a quantidade diaria
recomendada da vitamina B; € 14 e 16 mg para homens e mulheres,
respectivamente. O consumo de triptofano também é classificado como equivalente

a ingestdo de vitamina Bs. A ingestdo de 60 mg de triptofano fornece 1 mg da
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vitamina. O tratamento de pacientes que apresentam sinais e sintomas de pelagra é
realizado com a administracdo exdégena de nicotinamida. Dependendo da gravidade
do quadro da doenca, por exemplo, em casos de adultos com pelagra aguda, a dose
€ em torno de 100 mg, administrada a cada 6 h, para a reversdo dos sinais e
sintomas da doenca (HEGY!I et al., 2004).

1.5 Atividades farmacolégicas do acido nicotinico

Além da funcdo nutricional da nicotinamida ou do acido nicotinico, Hoffer (1959)
relatou a eficdcia de altas doses desses compostos no tratamento de artrite
reumatéide. Doses entre 900 a 4000 mg/dia da nicotinamida ou 1000 mg/dia do
acido nicotinico induziram melhora clinica de alguns pacientes que apresentavam a

doenca.

Altschul et al. (1955) demonstraram pela primeira vez que altas doses do acido
nicotinico, mas ndo da nicotinamida, diminuem as concentracdes plasmaticas de
colesterol. O acido nicotinico é o mais antigo dos farmacos utilizados no tratamento
de dislipidemias e o mais versatil, induzindo alteracbes favoraveis de alguns
parametros lipidicos: reducdo total da concentracdo de colesterol, triglicerideos,
lipoproteina de muita baixa densidade (VLDL), lipoproteina de baixa densidade
(LDL), moléculas de adeséao vascular e aumento das concentracdes de lipoproteina
de alta densidade (HDL) (CARLSON, 2005; KAMANNA & KASHYAP, 2007; 2008).

Os receptores HM 74 (GPR 109B) e HM 74a (GPR 109A) presentes em adipocitos
humanos, foram identificados como os alvos do acido nicotinico. Em camundongos,
esse receptor é designado como PUMA G (OFFERMANNS, 2006). O &cido
nicotinico modifica o perfil lipoprotéico por meio da interacdo direta com esses
receptores acoplados a proteina G inibitéria (Gi), presentes em adipdcitos. A
interacdo resulta em diminuicdo das concentracdes de adenosina monofosfato
ciclica (AMPc), via inibicao da atividade da adenilil ciclase, resultando na inibicdo da
lipolise nos adipdcitos (BENYO et al., 2006; BODOR & OFFERMANNS, 2008).
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O &cido nicotinico, além de induzir modificagbes no metabolismo lipidico, apresenta
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias que justificam a sua eficacia no
tratamento de doencas cardiovasculares ateroscleréticas. O acido nicotinico inibe a
producdo de espécies reativas de oxigénio induzida por angiotensina Il e a producéo
de mediadores inflamatérios induzida por fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que
promovem a quimiotaxia e a adesédo de mondcitos envolvidos na formacéo da placa
aterosclerdtica. Além disso, inibe a oxidagdo de LDL, diminui a ativacdo do fator
nuclear kappa B (NF-kB) que regula a producé@o de varias citocinas inflamatoérias e
aumenta as concentracfes de NADPH e glutationa (GSH), que inibem a producéo
de radicais livres (GANJI et al., 2009).

Uma das reacdes adversas induzidas pelo acido nicotinico € o rubor cutaneo.
Entretanto, o uso prolongado pode resultar no desenvolvimento de tolerancia a
vasodilatacdo cutanea, enquanto a eficacia na alteracdo dos parametros lipidicos
nao é modificada. Formulacfes de liberacdo prolongada ja foram propostas com o
objetivo de diminuir esse efeito (ALSHEIKH-ALI & KARAS, 2008).

A vasodilatacdo cutanea € dependente da ativacdo de GPR109A, pois
camundongos deficientes desse receptor ndo desenvolvem essa resposta. Além
disso, foi demonstrado que esse efeito € mediado por células do sistema imune
(BENYO et al., 2005), especificamente as células de Langerhans, células dentriticas
presentes na epiderme, via liberacéo de prostaglandina (PG) D2 e PGE2 (BENYO et
al., 2005; 2006; CHENG et al., 2006). Em camundongos, a vasodilatacdo cutanea
induzida pelo acido nicotinico tem duracdo aproximada de 50 minutos (BENYO et
al., 2005).

1.6 Atividades farmacoldgicas da nicotinamida

Em relacdo a nicotinamida, foi demonstrado que doses elevadas protegem células 3
pancreaticas (HOORENS & PIPELEERS, 1999) e previnem diabetes induzido por
estreptozotocina em ratos (JUNOD et al., 1969). Entretanto, um amplo estudo clinico
realizado na Europa mostrou que a nicotinamida, nas doses utilizadas, nao reduziu o

desenvolvimento do diabetes mellitus tipo | (GALE et al., 2004).
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A partir da demonstracéo inicial da prevencado de diabetes em estudos pré-clinicos,
outros estudos mostraram varias atividades da nicotinamida. A nicotinamida previne
as alteracdes cardiovasculares e a lesdo hepatica em modelo de endotoxemia
induzida pela endotoxina da Salmonella typhosa em ovelhas (SCHARTE et al.,
2003). Outro grupo de pesquisadores demonstrou a atividade anti-inflamatoéria da
nicotinamida em modelo de artrite induzida por peréxido cromato de potassio em
camundongos (MIESEL et al., 1995). Além disso, foi observada a atividade anti-
inflamatéria da nicotinamida em modelo de pleurite induzida por carragenina em
ratos (CUZZOCREA et al., 1999b).

A eficicia da nicotinamida na prevencao de lesdes resultantes de trauma cerebral
em modelos experimentais também foi investigada. Ratos submetidos a contusdo
cortical bilateral e tratados com a nicotinamida apresentaram melhora significativa
em relacdo a parametros comportamentais e foram mais bem sucedidos em testes
de memoria. Além disso, a nicotinamida reduziu o tamanho da leséo cerebral nos
animais (HOANE et al., 2003). Em modelo de lesdo por percussao fluida, a
nicotinamida reduziu os comprometimentos motor, sensorimotor e cognitivo (HOANE
et al., 2006b). Em outro modelo de contuséo cortical, a nicotinamida reduziu a morte

neuronial e o edema cerebral (HOANE et al., 2006a).

N e

PARP-1. A inibicdo dessa enzima pode ser benéfica em varias doencas em que
ocorre sua ativacdo excessiva, resultando na deplecéo dos niveis de NAD". A falta
dessa coenzima, essencial ao metabolismo celular, pode gerar alteracdes funcionais
e morte celular (SZABO, 1998). Assim, a nicotinamida, um inibidor de PARP-1 e
também um precursor de NAD", conservaria as concentracbes dessa coenzima e

evitaria as alteracdes celulares decorrentes da ativacao excessiva de PARP-1.

1.7Novas funcdes para farmacos em uso

A troca da pesquisa e do desenvolvimento de novos farmacos pela caracterizacao

de novas fungbes para farmacos em uso mostra vantagens para a industria

farmacéutica, uma vez que a seguranca e a farmacocinética dos ultimos ja estédo
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estabelecidas. Nos ultimos anos, a investigacdo farmacol6gica de novos compostos
mostrou resultados que ainda nao foram suficientes para compensar os grandes
investimentos, resultando numa relacdo extremamente desfavoravel entre custo e
beneficio (CHONG & SULLIVAN, 2007).

Na investigacdo de novas funcBes para farmacos em uso, podemos citar as
vitaminas do complexo B que tém seu principal uso terapéutico na correcao de
deficiéncias e, consequentemente, na eliminagdo dos sinais e sintomas provocados
pela ingestdo insuficiente desses nutrientes. Esses compostos também tém
apresentado atividades farmacolégicas, levando a perspectiva do seu uso no
tratamento de pacientes que apresentam diferentes condi¢cdes inflamatorias e

dolorosas.

1.8 Inflamacéo e dor

Varios estimulos exdégenos e enddgenos que causam lesdo tecidual podem provocar
uma reacao complexa, chamada de inflamacao, no tecido conjuntivo vascularizado.
Essa reacao envolve o plasma, as células circulantes, os vasos sanguineos e 0s
constituintes celulares e extracelulares desse tecido. A inflamacé&o manifesta-se pelo
aumento do suprimento sanguineo para a area afetada, aumento da permeabilidade
capilar, permitindo a difusdo dos mediadores inflamatorios e migracdo dos leucocitos
dos capilares para os tecidos circulantes e seu acumulo local. Esse processo é uma
resposta fundamentalmente protetora com o objetivo de destruir, diluir ou isolar o
agente lesivo e, também, induzir uma série de eventos que contribuem para a
cicatrizacao e reconstituicdo do tecido lesado. Entretanto, essa cascata de eventos
pode prolongar e induzir lesdo tecidual pela liberacdo exarcebada de enzimas,
mediadores inflamatérios e radicais livres de oxigénio. Por isso, a utilizacdo de anti-
inflamatorios faz-se necessario para limitar o desenvolvimento acentuado e a

cronificacdo desse processo (COLLINS, 1999).

A inflamacdo pode ocorrer como um processo agudo ou cronico. A inflamacgéo
aguda é relativamente de curta duracéo, pode permanecer por minutos, horas ou
alguns dias, e suas principais caracteristicas sdo exsudacao de liquidos e proteinas

plasmaticas (edema) e migracdo de leucdcitos. Na fase inicial da inflamacédo, os
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neutrofilos sdo particularmente prevalentes. A inflamagédo crbénica € de longa
duracdo e esta associada histologicamente com a presenca de linfécitos e
macrofagos, proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual. Muitos
fatores modificam o curso e a aparéncia histolégica durante o desenvolvimento
inflamatério. Existe uma ampla variedade de moléculas envolvidas no
desenvolvimento das respostas imunolégicas e inflamatérias. Essas moléculas
compreendem 0s anticorpos e as citocinas, produzidos pelos linfécitos, e uma ampla
variedade de outras moléculas, conhecidas como proteinas de fase aguda, cujas
concentragdes se elevam rapidamente durante a infecgdo (COLLINS, 1999).

As citocinas sdao um grupo diversificado de peptideos e glicopeptideos que
coordenam e ativam as respostas das células do sistema imune. Interleucinas (ILS),
interferons (IFNs), fatores estimuladores de colonia (CSFs), quimiocinas, fatores de
necrose tumoral (TNFs) e o fator de transformacéo do crescimento beta (TGFp)
fazem parte desse grupo. Cada uma € secretada por tipos celulares especificos em
resposta a uma variedade de estimulos e induz efeitos caracteristicos sobre o
crescimento, a motilidade, a diferenciacdo ou a funcdo das células-alvo. Essas
substancias também atuam em varios processos como cicatrizacdo, hematopoese e
angiogénese. Uma determinada citocina pode ser secretada individualmente ou
como parte de uma resposta coordenada, juntamente com outras citocinas nao
relacionadas. Além disso, uma citocina pode induzir a expressao de outras citocinas
ou mediadores, produzindo, assim, uma cascata de efeitos biolégicos (COLLINS,
1999).

A dor é uma das modalidades sensoriais resultante da integracdo de varios niveis
neurais, compreendendo desde a deteccdo do estimulo na periferia até o
processamento em areas superiores do sistema nervoso central (SNC). Existem
guatro categorias principais de dor. A dor nociceptiva € induzida por estimulos
térmicos, quimicos ou mecanicos que ativam diretamente os neurénios de diametro
médio e levemente mielinizados, denominados nociceptores Ad, € 0s neurdnios de
menor diametro e nao mielinizados, denominados de nociceptores C. A dor
inflamatoria esta associada a producdo de mediadores inflamatérios que ativam ou
sensibilizam os nociceptores, levando a altera¢des funcionais de neurdnios do SNC.

A dor neuropatica decorre de lesdes ou disfuncdo no SNC ou periférico. Condi¢cbes
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como sindrome do tunel do carpo, lesdo da medula espinhal ou acidente vascular
cerebral podem causar dor neuropatica, que é caracterizada por uma combinacgao
de déficits neuroldgicos e dor. A dor funcional esta vinculada com o funcionamento
e/ou reatividade anormal do sistema nervoso e pode ser exemplificada pela cefaléia
tensional (JULIUS & BASBAUM, 2001; SCHOLZ & WOOLF, 2002).

Varios mediadores inflamatérios, como bradicinina, PGs, leucotrienos, serotonina,
histamina, substancia P, tromboxanos, fator de ativacao plaquetaria, adenosina e
ATP, prétons e radicais livres atuam no desenvolvimento da resposta inflamatoria.
Citocinas, como ILs e TNFs, e neurotrofinas, especialmente fator de crescimento de
nervo (NGF), podem diretamente ou indiretamente ativar os nociceptores. Outros
mediadores podem sensibilizar os nociceptores para estimulos ndo nocivos e, ainda,

exercer um papel crucial na hiperalgesia primaria (MEYER, 2006).

1.9Atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria de algumas vitaminas

As atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria de algumas vitaminas do complexo
B foram demonstradas em alguns estudos. Por exemplo, foi demonstrada a
atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria da riboflavina em diferentes modelos
experimentais de nocicepcdo, edema, febre e formacdo de tecido fibrovascular
(BERTOLLO et al., 2006). Estudos demonstraram também a atividade
antinociceptiva da associacado de tiamina, piridoxina e cianocobalamina nos modelos
de contorcdo abdominal, formaldeido (FRANCA et al., 2001) e dor neuropéatica
(WANG et al., 2005). Além disso, a associacdo de vitaminas do complexo B aumenta
o efeito antinociceptivo induzido por anti-inflamatorios ndo esteroides (BARTOSZYK
& WILD, 1989; REYES-GARCIA et al., 1999).
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1.10 Relagéo estrutura-atividade

De acordo com a NC-IUPHAR (The International Union of Pharmacology Commitee
on Receptor Nomenclature and Drug Classification), o receptor € designado como
uma macromolécula celular que estabelece diretamente e especificamente as
alteracbes bioquimicas e fisiolégicas que caracterizam a resposta ao ligante.
Modificacdes relativamente pequenas no ligante podem provocar alteracdes
significativas em suas propriedades farmacolégicas em decorréncia da alteracao da
afinidade por um ou mais receptores (JENKINSON et al., 1998). Como as alterac¢des
da configuragdo molecular ndo alteram necessariamente todas as atividades do
mesmo modo, essa estratégia pode resultar na caracterizacdo de um composto com
relacdo mais favoravel entre efeitos terapéuticos e adversos, maior poténcia ou a

demonstracao de novas fung¢des farmacolégicas (BUXTON, 2005).

Por exemplo, o acido nicotinico ativa sinalizagdes diferentes por meio do receptor
GPR109A. A alteracdo nos parametros lipidicos ocorre via proteina Gi e 0
aparecimento de vasodilatacdo cutanea ocorre via proteina B-arrestinal, que ativa a
fosfolipase A2 (PLA2), resultando na producao da PGD2 (WALTERS et al., 2009). O
desenvolvimento de compostos relacionados ao acido nicotinico mostrou que €
possivel ativar a proteina Gi e ndo a proteina B-arrestinal, resultando em efeito
terapéutico sem ocorréncia de rubor cutdaneo como reacédo adversa (RICHMAN et al.,
2007; SEMPLE et al., 2008; SHEN et al., 2007). Esses resultados mostraram a
capacidade de ativar diferentes sinalizacdes celulares por meio das modificacdes

guimicas dos ligantes.

Em muitos casos, pequenas modificacbes quimicas no composto original
estabelecem novas interacdes farmacologicas. Por exemplo, a mudanca da posicéo
da cadeia lateral ligada ao anel piridinico na posicdo meta (nicotinamida ou acido
nicotinico) para as posi¢cdes orto (picolinamida ou &cido picolinico) e para
(isonicotinamida ou &cido isonicotinico) pode resultar em compostos com diferentes

atividades farmacoldgicas (Figura 4).
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Figura 4 - Isomeros da nicotinamida e do &cido nicotinico.

Alguns estudos realizados em preparacdoes isoladas demonstraram que a
picolinamida ou a isonicotinamida (LI et al., 2009), mas nao a nicotinamida (OGATA
et al., 2000a; 2000b) induzem apoptose em células leucémicas. Outro estudo
demonstrou que a nicotinamida inibe a enzima deacetilase Sirtl/Sir2 (silent
information regulator 2), envolvida na formacdo da heterocromatina e transcricao
génica, enquanto a isonicotinamida ativa essa enzima (LI et al., 2009; SAUVE et al.,
2005). Em relacdo aos isdmeros do acido nicotinico, foram demonstrados que o
acido picolinico e o acido isonicotinico diminuem a morte de neurdnios colinérgicos
do cértex frontoparietal de ratos induzida por acido quinolinico. Essa diminuicdo da
neurotoxicidade nao foi observada com o &cido nicotinico (COCKHILL et al., 1992).
Outro estudo demonstrou que o acido nicotinico e seus isbmeros inibem a liberacéo
de glutamato induzida por acido cainico em cortes de estriato de ratos (VROOMAN
et al., 1993).

Embora véarios estudos tenham investigado a atividade anti-inflamatéria da

nicotinamida, ndo ha estudos que tenham avaliado a atividade desse composto em
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modelos experimentais de dor. Em relacdo ao acido nicotinico e seus isdmeros, bem
como os isbmeros da nicotinamida, ndo ha estudos que tenham investigado suas

atividades em modelos de dor e inflamagéo.

Em sintese, resultados de diferentes estudos sugerem que a nicotinamida e o &cido
nicotinico podem apresentar eficacia em diferentes condi¢cbes dolorosas e
inflamatorias. Portanto, a caracterizacao do efeito induzido pela nicotinamida e pelo
acido nicotinico em diferentes modelos de nocicepcdo e inflamacdo seriam
importantes para a determinacdo da possivel utilidade desses compostos no
tratamento de pacientes em diferentes condicbes patoldgicas. Além disso, a
caracterizacao dos efeitos induzidos pelos seus isbmeros de posicdo nos mesmos
modelos de nocicepcéo e inflamacéao permitiria avaliar a relacdo estrutura-atividade

dessa classe de substancias.
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2 JUSTIFICATIVA

A investigacdo dos efeitos induzidos pela nicotinamida e pelo &cido nicotinico nos
modelos de nocicepgdo e inflamacdo é relevante para verificar se as atividades
antinociceptiva e anti-inflamatéria se estendem aos varios representantes do grupo
das vitaminas do complexo B. Além disso, também é importante investigar se a
mudanca da posi¢ao da cadeia lateral ligada ao anel piridinico altera tais atividades.
A identificacdo de novas atividades para farmacos em uso representa uma estratégia
importante para a farmacoterapia, uma vez que parametros farmacocinéticos

importantes e a seguranca dos mesmos ja sao conhecidos.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos induzidos pela nicotinamida, pelo &cido nicotinico e pelos seus

isdmeros em diferentes modelos experimentais de nocicepgéo e inflamagao.

3.1 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos induzidos pela nicotinamida e pelo &cido nicotinico sobre as
respostas nociceptivas induzidas por formaldeido, calor (placa quente) e

carragenina (alodinia mecéanica);

e Avaliar os efeitos induzidos pela nicotinamida e pelo acido nicotinico sobre o

edema de pata induzido por carragenina;

e Avaliar os efeitos induzidos pelos isdmeros da nicotinamida e do acido
nicotinico sobre a resposta nociceptiva induzida por formaldeido e edema de

pata induzido por carragenina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar (250-300 g) e camundongos Swiss (24-29 g) fémeas.
Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 h e racdo e agua foram
fornecidas ad libitum. Todos os experimentos foram realizados em temperatura de
27 + 1 °C, correspondente a zona de termoneutralidade para roedores (GORDON,
1990). Os animais foram ambientados na sala de experimentacédo por pelo menos
trés dias antes da conducao dos experimentos. ApGs o término dos experimentos,
0os animais foram submetidos a eutanasia em camara de CO,. Todos o0s
experimentos foram realizados de acordo com as recomendac¢des para avaliacdo de
dor experimental em animais (ZIMMERMANN, 1983). O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacéo Animal (CETEA - UFMG, protocolo 146/2007).

4.2 Drogas

e Nicotinamida (Sigma, EUA) — Composto da vitamina B3

e |sonicotinamida (Sigma-Aldrich, Franga) — Isbmero da nicotinamida

¢ Picolinamida (Sigma-Aldrich, Alemanha) — Isbmero da nicotinamida

e Acido nicotinico (Galena, Brasil) — Composto da vitamina B3

e Acido isonicotinico (Fluka, Alemanha) — Ismero do acido nicotinico

e Acido picolinico (Sigma-Aldrich, Alemanha) — Isdmero do &cido nicotinico

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

e Formaldeido (Sigma, EUA) - Estimulo nociceptivo

e Dexametasona 21-fosfato dissodico (Sigma, EUA) — Anti-inflamatério
esteroide

e Dipirona sédica (Sanofi Aventis, Brasil) - Analgésico

e Fenobarbital (Aventis Pharma, Brasil) — Anticonvulsivante

e Solucéo fisiolégica (Sanobiol, Brasil) — Veiculo

e Carboximetilcelulose (Galena, Brasil) - Veiculo
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4.3 Preparo das solucdes e suspensdes, doses e vias de administracao

e Preparo das suspensfes da nicotinamida, do &cido nicotinico ou dos seus

isbmeros

As suspensfes da nicotinamida, da isonicotinamida, da picolinamida, do &cido
nicotinico, do &cido isonicotinico ou do &cido picolinico e dos controles positivos
(dexametasona, dipirona ou fenobarbital) foram preparadas em suspensédo de
carboximetilcelulose 0,5% p/v  em solucdo de cloreto de sédio 0,9% pl/v
imediatamente antes de cada administracdo. A administracdo foi realizada per os
(p.0.) em volume de 12 mil/kg. As doses padronizadas foram: nicotinamida ou
isonicotinamida - 500 e 1000 mg/kg; acido nicotinico ou acido isonicotinico - 250 e

500 mg/kg e picolinamida ou acido picolinico - 62,5 e 125 mg/kg.

e Preparo da solucao de formaldeido

A solucdo de formaldeido foi preparada em solucdo de cloreto de sédio a 0,9% p/v
na concentracdo de 1%, imediatamente antes de cada experimento. Foram injetados
20 pul dessa solucdo por via subcutanea (s.c.) na superficie dorsal da pata posterior

direita dos camundongos.

e Preparo da suspenséao de carragenina

A suspensdao de carragenina 1% foi preparada em solucéo de cloreto de sédio 0,9%
p/v. Foram injetados 50 pl (500 ug de carragenina) dessa suspensdo por via

intraplantar (i.pl.) na pata posterior esquerda dos ratos.

Para avaliacdo do edema de pata em camundongos, foi preparada uma suspensao
de carragenina 2% em solugéo de cloreto de sodio 0,9% p/v. Foram injetados 30 pl
(600 ng de carragenina) dessa suspensdo por via i.pl. na pata posterior esquerda

dos camundongos.
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4.4 Avaliagdo da resposta nociceptiva induzida por formaldeido em

camundongos

No dia do experimento, os animais foram colocados sob funis de vidro (18 cm de
didametro e 14 cm de altura) cerca de 10 min antes da administracdo de formaldeido,
para ambientacdo (Figura 5). A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi
feita de forma que as massas corporais médias dos diferentes grupos experimentais
fossem semelhantes. A duracdo do comportamento de lambida apds a injecdo s.c.
de formaldeido foi determinada nos periodos de 0-5 min e de 15-30 min, que
correspondem a primeira e a segunda fase 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 (TJgLSEN et al.,
1992). Os resultados foram expressos como o0 tempo durante o qual 0s animais
apresentaram o comportamento de lambida da pata injetada, durante a primeira e a

segunda fase da resposta nociceptiva.

Figura 5 - Aparato utilizado para a avaliagio da resposta nociceptiva induzida por

formaldeido.
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e Intervalo de administragéo
A nicotinamida, a isonicotinamida, a picolinamida, o acido nicotinico, o &cido
picolinico ou o &cido isonicotinico foram administrados 60 min antes da injecdo de

formaldeido (Figura 6).

Administragdo de
nicotinamida,

acido nicotinico Injegdo de
ou seus isdmeros  formalderdo
11 ﬂﬂl‘ase 2 fase
- 60 0 5 10 15 min

Figura 6 - Escalatemporal de avaliagdo dos efeitos induzidos pela nicotinamida, pelo acido
nicotinico ou pelos seus isdmeros sobre aresposta nociceptiva induzida por formaldeido.

4.5 Avaliacao da resposta nociceptiva induzida por calor em camundongos

O modelo de placa quente foi originalmente descrito por Woolfe & MacDonald
(1944). Entretanto, no presente estudo, foi usada uma modificacdo do modelo
original que foi descrita por Eddy & Leimbach (1953). No dia anterior a realizacéo do
experimento, os camundongos foram colocados sobre a superficie ndo aquecida da
placa para ambientacédo (Figura 7). A divisdo dos grupos para posterior tratamento
foi feita de forma que as massas corporais meédias dos diferentes grupos
experimentais fossem semelhantes. No momento do teste, os camundongos foram
colocados, individualmente, sobre a placa metalica aquecida na temperatura
estabelecida. O tempo para que o0s animais lambessem as patas ou saltassem,
comportamentos indicativos de desconforto, foi determinado e considerado como a
laténcia para a resposta nociceptiva. Um experimento prévio foi realizado nas
temperaturas de 50°, 52°, 54° e 56°C para avaliar a laténcia basal dos
camundongos (Figura 27). A partir desse protocolo, foram escolhidas as
temperaturas de 50° e 54°C para a avaliacdo dos efeitos induzidos pelos compostos
sobre a resposta nociceptiva. Os tempos de corte foram 30 ou 50 s quando foram
utilizadas as temperaturas de 54° ou 50°C, respectivamente, a fim de evitar a

ocorréncia de lesao tecidual.
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Figura 7 - Aparato utilizado para a avaliag&o da resposta nociceptiva induzida por calor.

e Intervalo de administracéo

A nicotinamida ou o acido nicotinico foram administrados 60 min antes de colocar os
camundongos sobre a superficie aquecida nas temperaturas de 50° ou 54°C
(Figura 8).

Administragio de
nicotinamida ou
acido nicotinico

Avaliagio da resposta Tempo de corte
nociceptiva na placa quente T=50°C

I I

- 60 min 0 50 s

Administragio de _—
nicotinamida ou Avaliagao da resposta Tempo de corte

P e nociceptiva na placa quente _
dcido nicotinico P P a T=hH*C

I 1 I

- 60 min 0 30 s

Figura 8 - Escalatemporal de avaliagdo dos efeitos induzidos pela nicotinamida ou pelo
acido nicotinico sobre aresposta nociceptiva induzida por calor.
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4.6 Avaliacdo da alodinia mecéanica induzida por carragenina em ratos

O modelo usado foi descrito por Souza et al. (2002). Os ratos foram colocados em
compartimentos de acrilico (22 x 18 x 14 cm) dispostos sobre um suporte que tem
como base uma tela metalica (Figura 9). Antes de qualquer tratamento, a pata
direita posterior foi estimulada 10 vezes com um filamento de nylon (EstesiGmetro,
Sorri, Brasil) que exerce for¢ca de 100 mN quando tocado na pata do animal até que
se curve. A duragcdo desse estimulo foi de aproximadamente 1 s. O numero de
vezes que o animal retirou a pata aos dez toques foi considerado como a frequéncia
basal de resposta induzida pela estimulacdo mecéanica. Animais com uma frequéncia
de retirada basal igual ou superior a trés ndo foram submetidos as etapas
posteriores do experimento. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita
de forma que as frequéncias basais médias dos diferentes grupos experimentais
fossem semelhantes. A frequéncia de retirada da pata foi novamente determinada
em diferentes tempos apos a injecdo do estimulo inflamatorio.

T T
q:...,f—i!..:
Y :i-‘ kﬂ:‘

-

Figura 9 — Aparato utilizado para a avaliagdo da alodinia mecanica.
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e Intervalo de administragéo

Considerando que (a) a alodinia mecénica foi avaliada ao longo de 6 h; (b) os
tempos de meia-vida de eliminagdo da nicotinamida e do acido nicotinico situam-se
entre 1 e 5 h (PETRACK et al.,, 1966; ROJAS et al.,, 1993) e (c) resultados de
protocolos preliminares indicaram que apenas uma dose da nicotinamida ou do
acido nicotinico ndo inibiram de forma marcante a resposta avaliada, foram feitas
duas administragfes, 1 h antes e 3 h apds a administracdo de carragenina (Figura
10).

Administragio de . Administragio de

nicotinamida ou Inje¢ao de nicotinamida ou

acido nicotinico Carragenina 4 leitura  jcido nicotinice 22 leitura 3 leitura
! 0 0 [ ! 0
-1 0 2 3 4 6 horas

Figura 10 - Escala temporal de avaliagdo dos efeitos induzidos pela nicotinamida ou pelo
acido nicotinico sobre a alodinia mecéanica induzida por carragenina.

4.7 Avaliacdo do edema de pata induzido por carragenina em ratos ou

camundongos

Para a avaliacdo do volume de pata, foi usado um pletismémetro (Modelo 7140, Ugo
Basile, Italia). Esse aparelho contém uma célula cilindrica para a medida do volume
de pata, preenchida com uma solucéo de baixa concentracéo eletrolitica, conectada
a outra célula, dentro da qual existe um eletrodo (Figura 11). Um sistema de vasos
comunicantes faz com que o deslocamento da solucéo eletrolitica na célula onde a
pata do animal € mergulhada resulte em um deslocamento da solucéo na célula que
contém o eletrodo. Apds ter sido calibrado, o aparelho converte o deslocamento do
liquido em volume, que é indicado em um visor digital. Quando a pata do animal é
introduzida na célula de medida até a articulacdo tibio-tarsal, um pedal é
pressionado pelo experimentador, que fixa, dessa forma, o valor do volume
observado. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que os
volumes basais médios dos diferentes grupos experimentais fossem semelhantes. A
injecdo i.pl. de carragenina foi realizada com o auxilio de outro experimentador. O

volume de pata foi novamente determinado em diferentes tempos apdés a injecdo do
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estimulo inflamatoério. As medi¢cBes foram feitas em triplicata, sendo o resultado final

obtido pela média das duas leituras mais proximas.

Figura 11 - Aparato utilizado para a avaliagido do edema de pata.

e Intervalo de administracdo da nicotinamida ou do acido nicotinico em ratos

Considerando que (a) o edema foi avaliado ao longo de 6 h; (b) os tempos de meia-
vida de eliminacao da nicotinamida e do acido nicotinico situam-se entre 1 e 5 h
(PETRACK et al.,, 1966; ROJAS et al., 1993) e (c) resultados de protocolos
preliminares indicaram que apenas uma dose da nicotinamida ou do acido nicotinico
nao inibiram de forma marcante a resposta avaliada, foram feitas duas

administracdes, 1 h antes e 3 h apds a administracdo de carragenina (Figura 12).

Administragio de . Administragio de
nicotinamida ou Injegao de nicotinamida ou
acido nicotinico Carragening 42 leitura  4cido nicotinico  2° leitura 3 leitura
-1 0 2 3 4 6 horas

Figura 12 - Escala temporal de avaliagio dos efeitos induzidos pela nicotinamida ou pelo
acido nicotinico sobre o edema de pata induzida por carragenina em ratos.
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e Intervalo de administrac@o da nicotinamida, do acido nicotinico ou dos seus
isdbmeros em camundongos

A nicotinamida, a picolinamida, o &cido nicotinico, o acido isonicotinico ou o acido

picolinico foram administrados duas vezes: uma 1 h antes e 3 h apés o estimulo

inflamatério. Unica administracéo, 1 h antes, foi realizada com a isonicotinamida e o

controle positivo dexametasona (Figura 13). Nao foram encontrados dados na

literatura sobre a farmacocinética dos isbmeros da nicotinamida ou do acido

nicotinico.

Administragao de
nicotinamida, picolinamida,
isonicotinamida, acido nicotinico,
acido picolinico, acido isonicotinico Injecao de

Administracgao de
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acido nicotinico ou
acido isonicotinico

ou dexametasona carragenina  1° leitura 2 leitura 32 leitura
g J 0 J ! !
-1 0 2 3 4 6 horas

Figura 13 - Escala temporal de avaliagio dos efeitos induzidos pela nicotinamida, pelo acido
nicotinico e pelos seus isdbmeros sobre o edema de patainduzido por carragenina em
camundongos.

4.8 Avaliacao da atividade motora em camundongos

A atividade motora foi avaliada na haste girante (2,3 cm de diametro, 14 rpm), de
acordo com o procedimento proposto por Vaz et al. (1996), que representa uma
modificacdo daquele originalmente descrito por Dunham & Miya (1957). Em trés
ocasifes antes do experimento, cada animal foi treinado no aparato durante 120 s
(Figura 14). No dia do experimento, os animais foram colocados sobre a haste e o
tempo basal de permanéncia foi determinado. A divisdo dos grupos para posterior
tratamento foi feita de forma que os tempos basais médios dos diferentes grupos
experimentais fossem semelhantes. Os animais foram tratados com os compostos e

depois, foram reavaliados no aparato.
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Figura 14 - Aparato utilizado para a avaliagéo da atividade motora de camundongos.

e Intervalo de administracéo

A nicotinamida, a picolinamida, a isonicotinamida, o acido nicotinico, o acido
picolinico ou o controle positivo fenobarbital foram administrados 60 min antes de
colocar os camundongos sobre a haste girante. Em outro protocolo, foi avaliado o
efeito induzido por duas administracbes da nicotinamida ou do acido nicotinico. A
primeira administracao foi feita 3 h antes da primeira avaliagdo motora. A segunda
administracao foi feita 1 h apds a primeira avaliacdo da atividade motora. Apés a
segunda administracao, a atividade motora foi avaliada 1 e 3 h (Figura 15).

Administragio de

nicotinamida, picolinamida, A:-::;I?gﬂﬂ da
isonicotinamida, dcido nicotinico, idade Tembo de corte
acido picolinico ou fenobarbital ﬁ"mﬂfﬂ po

-60 0 2 min
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ou fenobarbital na haste na haste na haste
1 0 2 3 4 6 horas

Figura 15 - (A) Escala temporal de avaliagdo dos efeitos induzidos pela nicotinamida, pelo
acido nicotinico ou pelos seus isdbmeros sobre a coordenagéo motora. (B) Escala temporal de
avaliacao dos efeitos induzidos pela nicotinamida ou pelo acido nicotinico sobre a
coordenagdo motora em varios intervalos de tempo.

4.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia = erro padrdo da média. Alguns
resultados foram expostos nas formas de curso temporal e area sob a curva. Os
dados foram analisados por meio da analise de variancia simples, seguida pelo
teste Newman-Keuls, que compara todos os grupos experimentais entre si. Adotou-

se um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito induzido pela nicotinamida ou pelos seus isbmeros sobre a resposta

nociceptiva induzida por formaldeido

A nicotinamida, nas doses de 125 ou 250 mg/kg, nao inibiu a resposta nociceptiva
induzido por formaldeido em camundongos (Figura 16). Entretanto, quando foi
avaliado o efeito induzido pelas doses de 500 ou 1000 mg/kg, foi observado que a
maior dose inibiu as duas fases da resposta nociceptiva (Figura 17). Mantendo-se
essas doses padronizadas, foram realizados varios protocolos para avaliar os
efeitos induzidos pelos isbmeros da nicotinamida. A isonicotinamida, nas doses de
500 ou 1000 mg/kg, inibiu a segunda fase da resposta nociceptiva (Figura 18).
Entretanto, a picolinamida, nas doses de 500 ou 1000 mg/kg, induziu letalidade. Por
isso, as doses foram reduzidas para 62,5 ou 125 mg/kg. Nao foram encontrados
dados na literatura sobre a dose letal da picolinamida. Na dose de 125 mg/kg, a
picolinamida inibiu a segunda fase da resposta nociceptiva induzida por formaldeido
(Figura 19).

Com o objetivo de validar os resultados obtidos nos protocolos de nocicepcéo,
foram avaliados os efeitos induzidos pela nicotinamida e seus isbmeros sobre a
coordenacdo motora dos animais. A nicotinamida (Figura 20), a picolinamida
(Figura 21) ou a isonicotinamida (Figura 22) nao alteraram o tempo de
permanéncia dos animais na haste girante. Os protocolos experimentais foram

validados pelo controle positivo, fenobarbital.
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Figura 16 - Efeito induzido pela nicotinamida (125 ou 250 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
comportamento de lambida de pata induzido por formaldeido em camundongos. n=6.
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Figure 17 - Efeito induzido pela nicotinamida (500 ou 1000 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
comportamento de lambida de pata induzido por formaldeido em camundongos. * e ***
indicam diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,05 e
p<0,001, respectivamente). n=8.

2501
3 Veiculo

E3 Isonicotinamida 500

2004 . . .
E= Isonicotinamida 1000

1504 T

1004

a1
e

Comportamento de lambida (s)

12 fase 22 fase

Figura 18 - Efeito induzido pela isonicotinamida (500 ou 1000 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
comportamento de lambida de pata induzido por formaldeido em camundongos. * e ** indicam
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01,
respectivamente). n=7-8.
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Figura 19 - Efeito induzido pela picolinamida (62,5 ou 125 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
comportamento de lambida de pata induzido por formaldeido em camundongos. * indica
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05). n=8.
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Figura 20 - Efeito induzido pela nicotinamida (1000 mg/kg, p.o., - 1 h) ou pelo fenobarbital (50
mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o tempo de permanéncia dos camundongos na haste girante. ***
indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,001). n=7.
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Figura 21 - Efeito induzido pela isonicotinamida (500 ou 1000 mg/kg, p.o., — 1 h) ou pelo
fenobarbital (50 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=8.
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Figura 22 - Efeito induzido pela picolinamida (125 mg/kg, p.o., —1 h ) ou pelo fenobarbital (50
mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o tempo de permanéncia dos camundongos na haste girante. ***
indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,001). n=8.



50

5.2 Efeito induzido pela nicotinamida ou pelos seus isdbmeros sobre o edema

de pata induzido por carragenina em camundongos

A maior dose (1000 mg/kg) da nicotinamida ou da isonicotinamida inibiu o edema 2,
4 e 6 h apos a injecdo de carragenina (Figuras 23 e 24). A menor dose (500 mg/kg)
da isonicotinamida inibiu 0 edema somente na segunda hora. A inibigdo induzida
pela maior dose (125 mg/kg) da picolinamida s6 foi observada na sexta hora (Figura
25).
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Figura 23 - Efeito induzido pela nicotinamida (500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 e 3 h) sobre o
edema de pata induzido por carragenina em camundongos. (A) Curso temporal e (B) &rea sob a
curva (ASC). Volumes basais: Veiculo, nicotinamida 500 e nicotinamida 1000 = 102+4, 102+2 e
10343 pl, respectivamente. *, ** e ** jndicam diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=8.
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Figura 24 - Efeito induzido pela isonicotinamida (500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 h) sobre o
edema de pata induzido por carragenina em camundongos. (A) Curso temporal e (B) &rea sob a
curva (ASC). Volumes basais: Veiculo, isonicotinamida 500 e isonicotinamida 1000 = 89+2,
88+2 e 87+2 pl, respectivamente. * e ** indicam diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). n=8.
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Figura 25 - Efeito induzido pela picolinamida (62,5 ou 125 mg/kg, p.o., -1 e 3 h) sobre o edema
de pata induzido por carragenina em camundongos. (A) Curso temporal e (B) &rea sob a curva
(ASC). Volumes basais: Veiculo, picolinamida 62,5, picolinamida 125 = 105+3, 103+4 e 10543 pl,
respectivamente. ** indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo

controle (p<0,01). n=8.



53

5.3 Efeito induzido pela nicotinamida sobre o edema de pata induzido por

carragenina em ratos

Conforme mostrado na figura 23, a nicotinamida inibiu 0 edema de pata induzido por
carragenina em camundongos. Com o objetivo de verificar se essa inibicdo também
ocorre em outras espécies, foi investigado o efeito induzido pela nicotinamida em
ratos. A maior dose (1000 mg/kg) da nicotinamida inibiu o edema na quarta e na
sexta hora (Figura 26).
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Figura 26 - Efeito induzido pela nicotinamida (500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 e 3 h) sobre o
edema de pata induzido por carragenina em ratos. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva
(ASC). Volumes basais: Veiculo, nicotinamida 500 e nicotinamida 1000 = 1162478, 1155+56 e
1145+40 pl, respectivamente. * e ** indicam diferenca estatisticamente significativa em relagcéo
ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). n=6.
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5.4 Laténcia para a resposta nociceptiva induzida por diferentes temperaturas

no modelo da placa quente

Na temperatura de 50° C, observou-se que a laténcia para a resposta nociceptiva foi
aproximadamente 15 s. Com o aumento da temperatura, houve reducao da laténcia,
sendo que na temperatura de 56° C, a laténcia foi aproximadamente 8 s (Figura 27).
Nos protocolos para a avaliacdo dos efeitos induzidos pelos compostos sobre a
resposta nociceptiva, foram usados estimulos térmicos de diferentes intensidades
(50° e 54° C).
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Figura 27 - Efeito induzido por diferentes temperaturas (50°, 52°, 54° ou 56° C) sobre o tempo
de permanéncia dos camundongos na placa quente. *** Diferenca estatisticamente
significativa em relacé@o ao grupo avaliado em 50°C (p<0,001). n = 10.

5.5 Efeito induzido pela nicotinamida sobre a resposta nociceptiva no modelo

da placa quente

A maior dose (1000 mg/kg) da nicotinamida inibiu a resposta nociceptiva induzida
pelo estimulo térmico de menor intensidade (Figura 28), mas nado pelo estimulo
térmico de maior intensidade (Figura 29). Os protocolos experimentais foram

validados pelo controle positivo, dipirona.
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Figura 28 - Efeito induzido pela nicotinamida (500 ou 1000 mg/kg, p.o., - 1 h) ou pela dipirona
(500 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o tempo de permanéncia dos camundongos na placa quente (50°
C). ** indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,001).
n=_8.
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Figura 29 - Efeito induzido pela nicotinamida (500 ou 1000 mg/kg, p.o., - 1 h) ou pela dipirona
(500 mg/kg, p.o., -1 h) sobre o tempo de permanéncia dos camundongos nha placa quente (54°
C). ** indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,001). n
=8.

5.6 Efeito induzido pela nicotinamida sobre a alodinia mecéanica induzida por

carragenina

A nicotinamida (500 ou 1000 mg/kg) inibiu a alodinia mecéanica. A inibicdo foi mais
marcante na quarta hora apds a administracdo de carragenina (Figura 30). Como
foram realizadas duas administracdes de nicotinamida nesse protocolo, foi realizado
um protocolo adicional no qual se investigou o efeito induzido pelas duas doses do

composto sobre a coordenacdo motora de camundongos. Esse protocolo teve como
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objetivo avaliar se o tratamento com a nicotinamida, em horarios correspondentes
aqueles usados no protocolo de alodinia mecénica, alteraria a atividade motora dos
animais. A maior dose da nicotinamida inibiu a coordenacdo motora. O protocolo
experimental foi validado pelo controle positivo, fenobarbital (Figura 31). Assim, os
resultados obtidos no modelo de alodinia mecénica s6 foram validados para a dose
de 500 mg/kg.
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Figura 30 - Efeito induzido pela nicotinamida (500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 e 3 h) sobre a
alodinia mecéanica induzida por carragenina em ratos. (A) Curso temporal e (B) &rea sob a
curva (ASC). * e ** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
controle (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). n=7-8.
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Figura 31 - Efeito induzido pela nicotinamida (500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 € 3 h) ou pelo
fenobarbital (50 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= 8.

5.7 Efeito induzido pelo acido nicotinico ou pelos seus isémeros sobre a

resposta nociceptiva induzida por formaldeido

O acido nicotinico, nas doses de 250, 500 ou 1000 mg/kg, inibiu as duas fases da
resposta nociceptiva induzida por formaldeido em camundongos (Figura 32). Como
as doses de 500 ou 1000 mg/kg induziram efeitos semelhantes, foram escolhidas as
doses de 250 ou 500 mg/kg para experimentos subsequentes. Mantendo-se essas
doses padronizadas, foram realizados varios protocolos para avaliar os efeitos
induzidos pelos isdbmeros do &cido nicotinico. O acido isonicotinico, nas doses de
250 ou 500 mg/kg, nao inibiu a resposta nociceptiva (Figura 33). O acido picolinico,
na dose de 500 mg/kg, induziu letalidade. Por isso, as doses foram reduzidas para
62,5 ou 125 mg/kg. Nao foram encontrados dados na literatura sobre a dose letal do
acido picolinico. Na dose de 125 mg/kg, o acido picolinico inibiu as duas fases da

resposta nociceptiva induzida por formaldeido (Figura 34).

Com o objetivo de validar os resultados obtidos nos protocolos de nocicepcéo,
foram avaliados os efeitos induzidos pelo acido nicotinico e pelo acido picolinico
sobre a coordenacdo motora dos animais. O acido nicotinico (Figura 35) ou o &cido
picolinico (Figura 36) ndo alteraram o tempo de permanéncia dos animais na haste

girante. O protocolo experimental foi validado pelo controle positivo, fenobarbital.
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Figure 32 - Efeito induzido pelo &cido nicotinico (250, 500 ou 1000 mg/kg, p.o., -1 h) sobre o
comportamento de lambida de pata induzido por formaldeido em camundongos. * ** e ***
indicam diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,05, p<0,01 e
p<0,001, respectivamente). n= 6.
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Figura 33 - Efeito induzido pelo acido isonicotinico (250 ou 500 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
comportamento de lambida de pata induzido por formaldeido em camundongos. n=8-9.
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Figura 34 - Efeito induzido pelo acido picolinico (62,5 ou 125 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o
comportamento de lambida de pata induzido por formaldeido em camundongos. * e ** indicam
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01,
respectivamente). n=9.
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Figura 35 - Efeito induzido pelo acido nicotinico (250 ou 500 mg/kg, p.o., - 1 h) ou pelo
fenobarbital (50 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o tempo de permanéncia dos animais na haste
girante. *** indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle
(p<0,001). n=7.
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Figura 36 - Efeito induzido pelo acido picolinico (125 mg/kg, p.o., - 1 h) ou pelo fenobarbital
(50 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o tempo de permanéncia dos animais na haste girante. *** indica
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,001). n = 8.

5.8 Efeito induzido pelo acido nicotinico ou pelos seus isémeros sobre o

edema de pata induzido por carragenina em camundongos

A maior dose (500 mg/kg) do acido nicotinico inibiu 0 edema de pata apés 4 e 6 h
da injecdo de carragenina. A menor dose (250 mg/kg) do acido nicotinico inibiu o
edema somente na sexta hora (Figura 37). O acido picolinico (Figura 38) ou o
acido isonicotinico (Figura 39), nas doses usadas, nao inibiram o edema nos
intervalos avaliados. Esses dois ultimos protocolos foram validados pelo controle

positivo, dexametasona.
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Figura 37 - Efeito induzido pelo &acido nicotinico (250 ou 500 mg/kg, p.o., - 1 e 3h) sobre o
edema de pata induzido por carragenina em camundongos. (A) Curso temporal e (B) area sob
a curva (ASC). Volumes basais: Veiculo, acido nicotinico 250 e acido nicotinico 500 = 114+2,
11142 e 108+2 pl, respectivamente. * e ** indicam diferenca estatisticamente significativa em
relacdo do grupo controle (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). n=8.
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Figura 38 - Efeito induzido pelo &cido isonicotinico (250 ou 500 mg/kg, p.o., -1 e 3 h) ou pela
dexametasona (10 mg/kg, p.o., -1 h) sobre o edema de pata induzido por carragenina em
camundongos. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva (ASC). Volumes basais: Veiculo,
acido isonicotinico 250, acido isonicotinico 500 e dexametasona 10 = 9443, 9545, 97+4 e 9315
pl, respectivamente. * indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
controle (p<0,05). n=8.
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Figura 39 - Efeito induzido pelo acido picolinico (62,5 ou 125 mg/kg, p.o., -1 e 3 h) ou pela
dexametasona (10 mg/kg, p.o., -1 h) sobre o edema de pata induzido por carragenina em
camundongos. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva (ASC). Volumes basais: Veiculo,
acido picolinico 62,5, &cido picolinico 125 e dexametasona 10 = 10643, 104+3, 105+2, 10714 pl,
respectivamente. *, ** e *** jndicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
grupo controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). n=8.
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5.9 Efeito induzido pelo &cido nicotinico sobre a resposta nociceptiva no
modelo da placa quente

O acido nicotinico, nas doses usadas, nao inibiu a resposta nociceptiva induzida
pelo estimulo térmico de menor (Figura 40) ou de maior (Figura 41) intensidade. Os

protocolos experimentais foram validados pelo controle positivo, dipirona.
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Figura 40 - Efeito induzido pelo &cido nicotinico (250 ou 500 mg/kg, p.o., - 1 h) ou pela
dipirona (500 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o tempo de permanéncia dos animais na placa quente

(50°C) . *** indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle
(p<0,001). n=8.
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Figura 41 - Efeito induzido pelo &acido nicotinico (250 ou 500 mg/kg, p.o., - 1 h) ou pela
dipirona (500 mg/kg, p.o., - 1 h) sobre o tempo de permanéncia dos animais na placa quente

(54°C). *indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p<0,05).
n=8.
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5.10 Efeito induzido pelo &cido nicotinico sobre o edema de pata induzido por

carragenina em ratos

Conforme mostrado na figura 37, o &cido nicotinico inibiu o edema de pata induzido
por carragenina em camundongos. Com o objetivo de verificar se essa inibicao
também ocorre em outras espécies de animais, foi investigado o efeito induzido pelo
acido nicotinico em ratos. O acido nicotinico (250 ou 500 mg/kg) inibiu o edema 4 e
6 h ap0s a injecdo de carragenina (Figura 42).
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Figura 42 - Efeito induzido pelo &cido nicotinico (250 ou 500 mg/kg, p.o., -1 e 3 h) sobre o
edema de pata induzido por carragenina em ratos. (A) Curso temporal e (B) area sob a curva
(ASC). Volumes basais: Veiculo, acido nicotinico 250 e acido nicotinico 500 = 1177+70,
1183+53 e 1180+36 pl, respectivamente. * e ** indicam diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao grupo controle (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). n= 6.
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5.11 Efeito induzido pelo acido nicotinico sobre a alodinia mecéanica induzida

por carragenina

O &cido nicotinico (250 ou 500 mg/kg) inibiu a alodinia mecéanica na quarta e sexta
hora (Figura 43). Como foram realizadas duas administragdes do acido nicotinico
nesse protocolo, foi realizado um protocolo adicional no qual se investigou o efeito
induzido pelas duas doses do composto sobre a coordenacdo motora de
camundongos. Esse protocolo teve como objetivo avaliar se o tratamento com o
acido nicotinico, em horéarios correspondentes aqueles usados no protocolo de
alodinia mecanica, alteraria a atividade motora dos animais. O acido nicotinico ndo
inibiu a coordenagdo motora. O protocolo experimental foi validado pelo controle
positivo, fenobarbital (Figura 44). Assim, os resultados obtidos no modelo de

alodinia mecéanica foram validados para as duas doses do acido nicotinico.
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Figura 43 - Efeito induzido pelo acido nicotinico (250 ou 500 mg/kg, p.o., -1 e 3 h) sobre a
alodinia mecénica induzida por carragenina em ratos. (A) Curso temporal e (B) area sob a
curva (ASC). * e ** indicam diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
controle (p<0,05 e p<0,001, respectivamente). n= 7-8.
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Figura 44 - Efeito induzido pelo acido nicotinico (250 ou 500 mg/kg, p.o., -1 e 3 h) ou pelo
fenobarbital (50 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=7.



5.12 SINTESE DOS RESULTADOS

Nas tabelas 1 e 2 estdo apresentados de forma esquemética os resultados do

estudo.

TABELA 1 - Sintese dos resultados da nicotinamida, da isonicotinamida e da

picolinamida.

MODELO NICOTINAMIDA | ISONICOTINAMIDA PICOLINAMIDA
Nocicepcéao: Inibicdo: 12 e 22 Inibicdo: 22 fase Inibicdo: 22 fase
Formaldeido fases Doses eficazes: Dose eficaz:
Camundongos Dose eficaz: 500 e 1000 mg/kg 125 mg/kg

1000 mg/kg
Incoordenacéo Auséncia de Auséncia de Auséncia de efeito
motora: efeito efeito
Haste girante
Camundongos
Edema: Inibig&o: Inibigéo: Inibigao:
Carragenina 22, 42 e 62 hora 22 hora 62 hora
Camundongos Dose eficaz: Dose eficaz: Dose eficaz:

1000 mg/kg 500 mg/kg 125 mg/kg

22, 42 e 62 hora
Dose eficaz:
1000 mg/kg

Edema: Inibicao: - -
Carragenina 42 e 62 hora
Ratos Dose eficaz:

1000 mg/kg
Alodinia Inibicado: - -
Mecanica: 42 hora
Carragenina Dose eficaz:
Ratos 500 mg/kg
Incoordenacéao Efeito - -
motora nos apresentado:
intervalos da 42 hora
alodinia Dose eficaz:
mecanica: Haste 1000 mg/kg
girante
Camundongos
Nocicepcéo: Inibicdo: - -
Placa Quente Dose eficaz:
50°C 1000 mg/kg
Camundongos
Nocicepcéo: Auséncia de - -
Placa Quente efeito

54°C
Camundongos




TABELA 2 - Sintese dos resultados do acido nicotinico, do acido isonicotinico

e do acido picolinico.

MODELO ACIDO ACIDO ACIDO
NICOTINICO ISONICOTINICO PICOLINICO
Nocicepcao: Inibicdo: 12 e 22 Auséncia de Inibicdo: 12 e 22
Formaldeido fases efeito fase
Camundongos Doses eficazes: Dose eficaz:
250, 500 e 1000 125 mg/kg
mg/kg
Incoordenacéo Auséncia de Protocolo nao Auséncia de efeito
motora: efeito realizado
Haste girante
Camundongos
Edema: Inibig&o: Auséncia de Auséncia de efeito
Carragenina 62 hora efeito
Camundongos Dose eficaz:
250 mg/kg
42 e 62 hora
Doses eficazes:
250 e 500 mg/kg
Edema: Inibicao: - -
Carragenina 42 e 62 hora
Ratos Doses eficazes:
250 e 500 mg/kg
Alodinia Inibicao: - -
Mecanica: 42 e 6 2 hora
Carragenina Doses eficazes:
Ratos 250 e 500 mg/kg
Incoordenacéao Auséncia de - -
motora nos efeito
intervalos da
alodinia
mecanica: Haste
girante
Camundongos
Nocicepcéo: Auséncia de - -
Placa Quente efeito
50°C
Camundongos
Nocicepcéo: Auséncia de - -
Placa Quente efeito

54°C
Camundongos
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a nicotinamida e o acido nicotinico apresentam
atividades em diferentes modelos experimentais de dor nociceptiva, dor inflamatoria
e edema. Foi observado também que os isdbmeros da nicotinamida, a
isonicotinamida e a picolinamida, apresentam atividade antinociceptiva e anti-
inflamatoria e apenas um isémero do &cido nicotinico, o acido picolinico, apresenta

atividade no modelo de dor nociceptiva.

Modelos experimentais de dor nociceptiva (placa quente) e de dor inflamatéria
(formaldeido e carragenina) foram usados para avaliar a atividade antinociceptiva
dos compostos. A resposta nociceptiva induzida por formaldeido € composta por
duas fases. A primeira fase comeca imediatamente apds a injecdo, envolve a
ativacao direta de fibras nociceptivas tipo C e tem duracdo aproximada de 5 min
(TIALSEN et al., 1992). Diferentes estudos indicam que a interacdo de formaldeido
com receptores pertencentes a familia TRP (transient receptor potential), TRPAL
(MCNAMARA et al., 2007; KERSTEIN et al., 2009) e TRPV1 (TIAN et al., 2009) pode
estar envolvida na ativacdo dessas fibras nociceptivas. A primeira fase pode ser
inibida por analgésicos opidides (SEVOSTIANOVA et al.,, 2003), farmacos que

induzem esse efeito por meio de uma acao predominantemente no SNC.

A segunda fase da resposta nociceptiva comeca 15 a 20 min apds a injecdo de
formaldeido e tem duracdo aproximada de 30 a 60 min, dependendo da espécie do
animal usado e da concentracdo de formaldeido. Essa fase compreende
mecanismos centrais, uma vez que ocorre a sensibilizacdo de neurdnios localizados
no corno dorsal da medula espinhal. Além disso, ha o desenvolvimento de resposta
inflamatoria no local da inje¢cdo, com producdo de varios mediadores inflamatorios
gue contribuem para a ativacdo ou sensibilizacdo das fibras nociceptivas. A
segunda fase é inibida por drogas de acdo central e também por drogas anti-
inflamatorias (TJJLSEN et al., 1992).

A nicotinamida e o acido nicotinico inibiram a resposta nociceptiva induzida por
formaldeido. Embora esses dois compostos tenham inibido ambas as fases, a

inibicdo da segunda fase ocorreu em maior extensdo. Além disso, esses compostos
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inibiram o edema de pata e a alodinia mecénica induzidos por carragenina,
indicando que o seu perfil assemelha-se mais aquele das drogas anti-inflamatérias.
Esses dois ultimos modelos séo tradicionalmente utilizados para a avaliagcdo dessa

classe de drogas.

A carragenina induz uma reacdo inflamatéria local que envolve mediadores
inflamatdérios como bradicinina, histamina, serotonina, eicosanoides, citocinas e
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, entre outros (CRUNKHORN &
MEACOCK, 1971; FERREIRA et al., 1993; IANARO et al., 1994; SALVEMINI et al.,
1996a; SALVEMINI et al., 1996b). Esse estimulo inflamatério também induz a
migracdo de neutréfilos para o local (SALVEMINI et al., 1996a) . Essas células, uma
vez ativadas, produzem e secretam quimiocinas, citocinas, NO e espécies reativas
de oxigénio. No sitio inflamatorio, ha o aumento da atividade de ciclooxigenase 2
(COX-2) e consequente aumento da producdo de PGs (SEIBERT et al., 1994). Na
medula espinhal, ha a maior expresséo de sintase microssomal de PGE; (mMPGES-
1) e COX-2. No cérebro, ha o aumento da producdo de mediadores como 6-keto-
PGF., PGD,, TXB;, PGF,, e PGE; que podem contribuir para a resposta
nociceptiva induzida por carragenina (GUAY et al.,, 2004). Esses mediadores
liberados contribuem para o desenvolvimento do edema e da alodinia mecéanica

induzidos por esse estimulo inflamatorio.

Embora os mecanismos bioquimicos responsaveis pelas atividades antinociceptiva e
anti-inflamatoéria da nicotinamida ndo tenham sido diretamente investigados nesse
estudo, varios resultados na literatura permitem sugerir mecanismos ou alvos

moleculares relevantes para tais atividades.

A nicotinamida inibe a PARP-1 (UCHIGATA et al., 1982; RADONS et al., 1994), uma
enzima envolvida em varios processos inflamatérios (SZABO, 1998). A atividade
anti-inflamatéria de inibidores de PARP-1 provavelmente esta relacionada com a
manutencdo de concentragbes adequadas de NAD®, uma coenzima cuja
concentracdo é bastante reduzida apos a ativacdo exarcebada da PARP-1 durante
condicdes inflamatérias ou apds lesdes de DNA. A deplecdo de NAD" pode causar
vérias alteracdes funcionais e eventual morte celular. Outro fator importante € que

a nicotinamida também é precursora de NAD®, o que contribui ainda mais para o
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aumento das concentracdes dessa coenzima. O acido nicotinico, embora néo seja
inibidor de PARP-1, pode induzir um efeito anti-inflamatério por um mecanismo que
também envolve aumento da concentracdo de NAD". O &cido nicotinico, assim como
a nicotinamida, também é precursor dessa coenzima. Estudos demonstraram que a
manutencdo de concentracdo adequada de NAD®, por meio da utilizacdo da
nicotinamida (RADONS et al., 1994; LIU et al., 2008) ou do acido nicotinico (NAGAI
et al., 1994), atenua a leséo celular.

A PARP-1 também atua como coativador do NF-kB, um fator de transcricdo que
regula a producao de NO, citocinas e proteases inflamatdrias. Esse fator pode estar
envolvido na génese de varias desordens, entre elas o diabetes mellitus tipo 1
(HASSA & HOTTIGER, 2002; SZABO, 2005) e lesdes neuroniais (KAUPPINEN &
SWANSON, 2007). Animais deficientes de PARP-1 apresentam menor expressao de
NF-kB, reducdo na producdo de citocinas e de outros mediadores inflamatorios
como NO, TNF-a e IFN-y (OLIVER et al., 1999).

Estudos demonstraram que a nicotinamida diminui a ativacdo de NF-kB (CROWLEY
et al., 2000; GRANGE et al., 2009; PERO et al., 1999) e a producéao de citocinas
inflamatorias como IL-1B, TNF- a (FUKUZAWA et al., 1997), IL-6, IL-8
(UNGERSTEDT et al., 2003) e, também, eicosanoides como PGE,; (CUZZOCREA et
al.,, 1999b). A nicotinamida, possivelmente, por meio de um ou mais dos
mecanismos acima citados, diminui a hipotensdo sistémica e a infiltracdo de
leucocitos induzidas por lipopolissacarideo (LPS) (KAO et al., 2007). Outros
compostos similares a nicotinamida e que também inibem a PARP-1 apresentam
atividade anti-inflamatéria. Por exemplo, a 3-aminobenzamida inibe a migracéo
celular, a inflamacdo sistémica e a faléncia mdultipla de o6rgdos induzidos por
zimosan, além de inibir o edema de pata induzido por carragenina em ratos (SZABO
et al., 1997).

E provavel que as atividades antiedematogénica e antinociceptiva da nicotinamida
sejam decorrentes, em parte, da inibicio da migracdo de neutrofilos. Foi
demonstrado que a nicotinamida inibe a migracédo de neutrofilos em edema de pata
induzido por zimosan (CUZZOCREA et al., 1999a). Os neutréfilos exercem um papel

crucial na resposta imune inata, amplificando o processo inflamatério agudo pela



73

maior producéo e liberacdo de mediadores inflamatérios. Portanto, a diminuigdo do
namero de neutrofilos reduz a duragdo e a intensidade da resposta inflamatdria,
como observado no modelo de leséo pulmonar induzida por LPS em ratos (NAGAI et
al., 1994). Também ha evidéncias de que os neutrofilos sdo importantes para a
resposta nociceptiva induzida por estimulos inflamatérios, uma vez que a
hiperalgesia mecéanica induzida pela injecéo i.pl. de citocinas em ratos depende da
presenca dessas células (CUNHA et al., 2008).

A reducdo do numero de neutrdfilos no sitio inflamatorio também poderia contribuir
para a atividade anti-inflamatéria do &cido nicotinico. Foi demonstrado que essas
células expressam o receptor GPR109A, um alvo molecular do acido nicotinico, e
gue a sua longevidade € aumentada por estimulos inflamatérios que elevam a
producédo de AMPc (ROSSI et al., 1995). Por sua vez, o acido nicotinico induz
apoptose de neutrdfilos, sendo que essa resposta estd associada a reducdo do
contetdo de AMPc (KOSTYLINA et al., 2008). A expressao de GPR109A também foi
demonstrada em mondocitos e macréfagos, indicando que essas células também
podem ser alvos do acido nicotinico (KNOWLES et al., 2006; SCHAUB et al., 2001).
De forma semelhante a nicotinamida, o acido nicotinico diminui a ativacdo de NF-kB
(CROWLEY et al., 2000; GANJI et al., 2009), o que também poderia contribuir para a

sua atividade anti-inflamatoria.

As atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva do acido nicotinico também podem
ser dependentes dos receptores de ativadores da proliferacdo de peroxissomos
gama (PPARYy). O acido nicotinico aumenta a expressao de PPARYy e a secrecao de
15-desoxi-A prostaglandina J2 (15d-PGJ2), um agonista enddgeno desse receptor
(KNOWLES et al., 2006; ZHAO et al., 2008). Essa classe de receptores pertence a
uma familia de receptores nucleares que regulam a expressédo de genes envolvidos
em diferentes fendbmenos como metabolismo, diferenciacdo celular e inflamacao
(CUNARD et al., 2002; MORAES et al., 2006). Foi demonstrado que a ativacao
desse receptor por 15d-PGJ2 (JIANG et al., 1998; NAPIMOGA et al., 2008; PENA-
DOS-SANTOS et al., 2009) ou por agonistas sintéticos induz efeitos anti-inflamatério
e antinociceptivo (CUZZOCREA et al., 2003; JIANG et al., 1998; OLIVEIRA et al.,
2007).
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Apesar da nicotinamida e do acido nicotinico apresentarem um perfil mais
semelhante aquele dos farmacos anti-inflamatorios, a inibicdo da primeira fase da
resposta nociceptiva induzida por formaldeido indica também que os dois
compostos podem agir por mecanismos nédo relacionados a inibicdo do processo
inflamatdrio. Foi demonstrado que a ativacdo de NF-kB na medula espinhal facilita o
processamento nociceptivo e que animais deficientes de NF-kB apresentam a
primeira e a segunda fases da resposta nociceptiva induzida por formaldeido
inibidas (NIEDERBERGER et al., 2007). Assim, a inibicdo da primeira fase da
resposta nociceptiva induzida por formaldeido em animais tratados com a
nicotinamida ou com o acido nicotinico pode envolver a diminuicdo da ativacao de

NF-kB por esses compostos (GANJI et al., 2009; PERO et al., 1999).

Uma vez que a nicotinamida e o acido nicotinico inibiram a primeira fase da
resposta nociceptiva induzida por formaldeido, indicando que esses compostos
também podem apresentar uma atividade antinoceptiva ndo relacionada a inibigao
do processo inflamatorio, foi investigado se esses compostos também apresentam
esse efeito em um modelo experimental de dor nociceptiva no qual o
comportamento nociceptivo induzido por calor ocorre em poucos segundos (LE
BARS et al., 2001). Diferentes estudos indicam que a interacdo do estimulo térmico
com receptores pertencentes a familia TRP (PATAPOUTIAN et al.,, 2009) como
TRPV1 (CATERINA et al., 1997), TRPV2 (CATERINA et al., 1999) e TRPV3 (XU et

al., 2002) pode estar envolvida na ativacdo das fibras nociceptivas.

Analgésicos que atuam, principalmente, por meio de mecanismos centrais, como 0s
opioides, inibem a resposta nociceptiva induzida por calor. A magnitude do efeito
antinociceptiva pode variar conforme a droga utilizada, a sua dose e a intensidade
do estimulo térmico. Assim, foi demonstrado que o efeito induzido pela morfina,
embora em magnitudes diferentes, é observado em temperaturas variando de 49° a
56°C (FISCHER et al., 2008; MORGAN et al.,, 2006; VERMEIRSCH & MEERT,
2004). Por outro lado, o efeito induzido por outros analgésicos opioides, como a
buprenorfina e a dezocina, é observado em protocolos nos quais foi usado a
temperatura de 53°, mas ndo de 56°C (FISCHER et al.,, 2008). A nicotinamida
também apresentou esse perfil, uma vez que induziu o aumento da laténcia da

resposta nociceptiva dos camundongos quando submetidos ao estimulo térmico de
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baixa (50°C), mas nao de alta (54°C) intensidade. Esses resultados, avaliados de
forma conjunta, indicam que h& maior probabilidade de demonstrar a atividade
antinociceptiva de uma droga em um modelo experimental de dor nociceptiva

guando se usa um estimulo térmico de baixa intensidade (PLONE et al., 1996).

Embora a nicotinamida e o &cido nicotinico tenham apresentado perfis
qualitativamente semelhantes nos modelos de dor e edema inflamatérios, esses
compostos diferiram quando avaliados no modelo da resposta nociceptiva induzida
por calor. Assim, outros mecanismos nao relacionados a inibicdo do processo
inflamatério poderiam contribuir para a atividade antinociceptiva dos compostos
investigados em modelos de dor nociceptiva. Outros farmacos, como o meloxicano
e o diclofenaco, apresentam o mesmo perfil do acido nicotinico, ou seja, inibem a
primeira e a segunda fases da resposta nociceptiva induzida por formaldeido, mas
nao por calor (SANTOS et al., 1998).

A avaliacdo dos efeitos induzidos pelos isbmeros da nicotinamida e do acido
nicotinico sobre a resposta nociceptiva induzida por formaldeido e sobre o edema de
pata induzido por carragenina estabeleceu como a posicdo da cadeia lateral ligada
ao anel piridinico pode influenciar as atividades desses compostos. Varias analises
fisico-quimicas demonstraram que esses compostos diferem em suas interacdes
eletrostaticas e estéricas (BORBA et al., 2008; SELIGER et al., 2006; 2008), o que
pode resultar também em diferentes respostas no meio biolégico. Tais diferencas
foram claramente demonstradas pela letalidade induzida por doses mais elevadas
da picolinamida e do &cido picolinico, ambos possuindo a cadeia lateral na posicéo
orto ligada ao anel piridinico, mas néo por doses equivalentes da nicotinamida e do

acido nicotinico.

Os isbmeros da nicotinamida, a picolinamida e a isonicotinamida, também sao
inibidores de PARP-1 (GRIFFIN et al.,, 1995). A inibicio de PARP-1 pela
picolinamida (UCHIGATA et al., 1982) e pela isonicotinamida (ITOH et al., 1984) é
maior quando comparada com aquela induzida pela nicotinamida. Possivelmente,
essa diferenca contribui para a observacdo de que a picolinamida inibe a resposta
nociceptiva e o edema de pata em dose menor do que aquelas de nicotinamida e

isonicotinamida. Essa diferenca também pode contribuir para a observacdo de que
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menor dose da isonicotinamida, quando comparada com aquelas de nicotinamida,

inibiu a resposta nociceptiva e o edema de pata.

Embora os isbmeros da nicotinamida, a picolinamida e a isonicotinamida, ndo sejam
precursores de NAD", a inibicdo da PARP induzida por esses compostos (ITOH et
al., 1984; UCHIGATA et al., 1982) pode resultar na manutencao de concentracoes
adequadas da coenzima. Assim, a nicotinamida e os seus isomeros podem diferir
em relacdo aos mecanismos que contribuem para a manutencao das concentragdes
adequadas de NAD", ou seja, a nicotinamida poderia agir de formas direta e indireta,
enquanto os isdbmeros agiriam de forma indireta. E possivel também que o efeito
induzido pela nicotinamida e pelos seus isdbmeros nédo seja dependente de NAD".
Essa possibilidade é reforcada pela observacdo de que o acido picolinico, um
isdbmero do acido nicotinico, também induz antinocicepc¢do, sendo que entre esses

dois compostos, apenas o acido nicotinico é precursor de NAD".

N&o se sabe se os isdmeros do acido nicotinico, o acido picolinico e o acido
isonicotinico, interagem com o receptor GPR 109A. Entretanto, foi demonstrado que
0 acido picolinico inibiu a ativacdo de interneurénios espinhais induzida por
glutamato (TONOHIRO et al., 1990) e induziu efeito antinociceptivo nos modelos de
placa quente e retirada de cauda (HEYLIGER et al., 1998). E possivel que o efeito
inibitério induzido pelo acido picolinico sobre as duas fases da resposta nociceptiva
induzida por formaldeido esteja associada a inibicdo do processamento nociceptivo
em estruturas do SNC. O perfil apresentado pelo acido picolinico assemelha-se mais
aquele de farmacos de acdo central, uma vez que esse composto nao inibiu o

edema de pata induzido por carragenina.

Foi demonstrado que a nicotinamida e o acido nicotinico inibem convulsdes
induzidas por pentilenetetrazol e quinurenina, sugerindo possivel efeito depressor
central (LAPIN, 1981). Entretanto, esses compostos, juntamente com a
picolinamida, a isonicotinamida e o &cido picolinico ndo induziram incoordenacao
motora ou diminuicdo do tbnus muscular que pudesse comprometer a expressao do
comportamento nociceptivo nos modelos utilizados, o que valida a atividade
antinociceptiva atribuida aos mesmos. Farmacos como 0s analgésicos opioides
(MEERT & VERMEIRSCH, 2005) e os antiepilépticos (KAYSER & CHRISTENSEN,
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2000), que induzem efeito depressor central, também podem apresentar atividade

antinociceptiva sem associagdo com comprometimento motor.

Concluindo, o0s resultados do presente estudo mostraram as atividades
antinociceptiva e anti-inflamatoria da vitamina Bs. Além disso, diferentes perfis de
atividade foram demonstrados pela primeira vez nos modelos experimentais de dor e
inflamacédo para os isbmeros de posi¢cdo da nicotinamida e do acido nicotinico. A
caracterizacdo dessas novas fungbes para a vitamina B3z é promissora para a
realizacdo de estudos clinicos que avaliem o seu uso em condi¢des patolégicas que
nao estao associadas a sua deficiéncia e a investigacdo dos mecanismos de acao
envolvidos, principalmente, pelos diferentes perfis de atividade apresentados pelos
seus isOmeros. Os resultados do presente estudo também contribuem para a
validacéo da abordagem em que envolve a busca de novas fun¢des para farmacos

ja aprovados para uso clinico.
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