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Delineamento e caracterizacdo de lipossomas camtemdodipina para uso direcionado a
doencas neurodegenerativas. MORENO, L.C.G.A.l, ®@sluacdo em Ciéncias
Farmacéuticas. Dissertacdo de Mestrado. NTF/CCS/(2BR1).

RESUMO

A nimodipina € um bloqueador seletivo dos canaisaleio tipo L pertencente ao grupo das
diidropiridinas. Apresenta uma lipofilicidade eld@ae por isso, atravessa facilmente a
barreira hematoencefélica atingindo o sistema mservoentral (SNC). Devido a essa
facilidade de chegar ao cérebro, o referido vaatatibr € utilizado no tratamento de
espasmos cerebrovasculares, derrames, enxaquecasmento da capacidade cognitiva de
portadores da doenca de Alzheimer, no auxilio ape@c¢ado de pacientes com traumatismo
craniano, além de apresentar aplicabilidade naiterde transtornos do humor e mostrar
propriedades anticonvulsivantes. Contudo, a adiragi&o oral da nimodipina € limitada por
sua baixa solubilidade aquosa e alto metabolism@raeeira passagem hepatico, o que
resulta em uma biodisponibilidade diminuida. Essablpma pode ser solucionado pela
utilizacdo de carreadores farmacéuticos de esealamétrica. Desta forma, produzimos uma
formulacdo lipossomal contendo nimodipina e obsapsseus efeitos sobre o SNC. No
primeiro estudo houve a producédo e caracterizag@opdeparacdes lipossomais (LCNa e
LCNb) para posteriormente proceder-se a avaliacéds dfeitos da administracao
intraperitoneal aguda da formulacdo que apreseosomelhores resultados (LCNa) sobre
parametros bioquimicos e hematologicos em camumddBgissmachos. O tratamento n&o
causou nenhuma morte ou toxicidade nos animaiseagando estudo foram investigados os
efeitos da administracdo de LCNa em trés modelosas de ansiedade: teste do campo
aberto, do claro e escuro e do labirinto em crazaglo. Os resultados obtidos sugerem que a
formulagdo possivelmente exerce um efeito angioliém camundongos sem ocasionar
sedacdo ou relaxamento muscular. O terceiro estisddnvestigar o efeito da administracao
de LCNa em dois modelos animais de depresséo: desseispensao pela cauda e teste do
nado forgado. A diminuigao no tempo de imobilidads animais tratados com a formulagéo
em ambos os testes sugere um possivel efeito pragvo de LCNa. O quarto estudo visa
investigar o efeito da aplicacdo de LCNa em corbasdsinduzidas por pilocarpina. Os
resultados mostram que a administracdo da formula@aminutos antes da administracdo de
pilocarpina impediu as crises convulsivas e o estieimal epiléptico, sugerindo que LCNa

apresentou atividade anticonvulsivante nesse matietmnvulséo.

Palavras-chave: efeito ansiolitico, efeito antidepressivo, efeitontieonvulsivante,

lipossomas, nimodipina.



Design and characterization of liposomes containmmodipine for use targeted to
neurodegenerative diseases. MORENO, L.C.G.A.l, ®asluacdo em Ciéncias
Farmacéuticas. Dissertacdo de Mestrado. NTF/CCS/(2BR1).

ABSTRACT

The nimodipine is a selective blocker of L-typecaain channels belonging to the group of
dihydropyridines. It features a high lipophiliciaynd therefore readily crosses the blood brain
barrier reaching the central nervous system (CNie to this facility from reaching the
brain, this is a vasodilator used in the treatntérderebrovascular spasm, stroke, migraines,
increased cognitive ability of Alzheimer's diseaaig, in the recovery of patients with head
trauma, and presents applicability in the treatnoémhood disorders and show anticonvulsant
properties. However, oral administration of nimodg is limited by its low aqueous
solubility and high first pass liver metabolism, ialinresults in decreased bioavailability. This
problem can be solved by the use of nanometer-quademaceutical carriers. Thus, we
produce a liposomal formulation containing the nipme and observe its effects on the
CNS. In the first study we performed the productemd characterization of liposomal
preparations (LCNa and LCNDb) to later proceed tweate the effects of acute intraperitoneal
administration of the formulation that presented ltest results (LCNa) on biochemical and
hematological parameters in male Swiss mice. Téatrirent caused no deaths or toxicity in
animals. In the second study we investigated thecesf of administration of LCNa in three
animal models of anxiety: open-field test, lightladark and elevated plus maze. The results
obtained suggest that the formulation possibly tsxan anxiolytic effect in mice without
causing sedation or muscle relaxation. The thudysaimed to investigate the effect of LCNa
administration in two animal models of depressitime tail suspension test and forced
swimming. The decrease in the immobility time ofna@s treated with the formulation in
both tests suggests a possible effect of antidspn¢ésLCNa. The fourth study aims to
investigate the effect of LCNa seizures inducedpbgcarpine. The results show that the
administration of the formulation 30 minutes befadministration of pilocarpine prevented
seizures and status epilepticus, suggesting thatal §howed anticonvulsant activity in this

model of seizures.

Keywords: antidepressant, anticonvulsant, anxiolytic gffggosome, nimodipine.
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1 INTRODUCAO

A busca do ser humano por substancias que curesrsakestias é um
processo que vem de milhares de anos. A princjpieparados de base vegetal
tinham a sua eficacia estabelecida por experim@esagmpiricas que eram passadas
através das geragfes. Observando a aplicacdo elendetdas plantas na terapia de
patologias tornou-se possivel a obtencdo de inGBm@&mnacos como 0s opidides
extraidos d&Papaver somniferupo acido salicilico extraido da casca do caule de
arvores deSalix albae a quinina extraida dainchona ledgerianaNo entanto, a
indUstria farmacéutica propriamente dita s6 surgimi século XIX com o
desenvolvimento da quimica organica na Europa, spectal na Alemanha. Na
época, a pesquisa de tinturas e pigmentos fornewea excelente fonte de
compostos com potencial farmacéutico (HURKO, 2010).

A producado de farmacos sintéticos permitiu a cagéts de moléculas, em
seus diversos niveis de complexidade, possibiltandesenvolvimento de terapias
para uma série de doencas que permaneciam semmdrdata AsSSim, O
desenvolvimento da quimica fina ampliou considdragate o arsenal terapéutico
disponivel. No entanto, a procura por novas mo#scabm atividade farmacolégica
continua. Isso ocorre porque algumas patologiang@ecem sem cura conhecida e
outras sdo tratadas com medicamentos que apresdydaa eficiéncia e alta
toxicidade, fazendo-se necessario o desenvolvimgmtoompostos mais eficazes e
que apresentem menos efeitos colaterais. Como éxetaepdoencas que ainda sao
tratadas com medicamentos pouco eficientes e queseaypam varias reacoes
adversas pode-se citar as patologias do sistermaswecentral (SNC).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude indicam e ae 450 milhdes
de pessoas sdo acometidas por algum tipo de desauae envolva o SNC. Dentre
as alteracdes observadas, a ocorréncia dos esfedassiedade e depresséo, as
chamadas doencas do mundo moderno, vem se mostregsizentes. Esse fato é
alarmante, uma vez que os referidos distirbios oo@mentais diminuem
consideravelmente a qualidade de vida do individafetado e podem ser
incapacitantes (SILVAt al, 2007).

Outra patologia de prevaléncia mundial é a epiepsna disfuncéo cronica
do SNC que afeta mais de 50 milh6es de pessoasdomotmundo. Devido a sua
grande incidéncia, varios estudos vém sendo coddsizino sentido do
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desenvolvimento de terapias mais efetivas. Todagasar dos avancos realizados,
essa doenca ainda constitui um importante probensalde publica, uma vez que
aproximadamente um terco dos pacientes é refratdr® esquemas terapéuticos
atualmente adotados (BHUTADe al, 2010).

Uma alternativa viavel para melhorar as op¢cdesadlamento dos disturbios
do SNC é a utilizacdo de nanossistemas com adadsi de promoc¢éo da liberacdo
controlada do farmaco. Os carreadores de escalamérica apresentam a
propriedade de aumentar a biodisponibilidade eziedutoxicidade das moléculas,
melhorando a cinética, potencializando o efeita@rdiindo as reacdes adversas dos
medicamentos (PIMENTEEt al, 2007).

Nesse contexto, a insercdo de principios ativoipmasomas constitui uma
boa opcdo para aprimorar as terapias existentpesidmas sdo vesiculas aquosas
circundadas por bicamadas concéntricas de fodlelgsi Apresentam grande
flexibilidade estrutural, podendo haver alteraghas suas caracteristicas (tamanho,
composicao lipidica, carga de superficie, nimerdluedlez da bicamada de
fosfolipideos) de acordo com as necessidades fattmcas. Além disso, esses
nanossistemas podem encapsular tanto compostosfilitds (no interior do
compartimento aquoso), quanto hidrofébicos (narbéda lipidica), possibilitando a
vetorizagdo e a protegcdo do farmaco (BATISTA; DERVMALHO; SANTOS-
MAGALHAES, 2007; MACHADO; GNOATTO; KLUPPEL, 2004).

Estudos mostraram que moléculas encapsuladas essdimas podem ser
centenas de vezes mais eficazes que suas formasncdpsuladas, ja que esses
nanossistemas aumentam a biodisponibilidade dotegenapéutico (RIBEIRO,;
MOURA,; PIMENTEL, 2008). O uso de carreadores nartogs como sistemas de
liberacdo controlada também promove uma diminuigés efeitos colaterais da
terapia, aumentando a qualidade de vida do paciétéen disso, os altos custos
envolvidos nas técnicas de producdo dos liposspo@dasm ser compensados por um
menor tempo de tratamento, o que implica em menguastidades de principios
ativos usados, menor periodo de internacdo e mprmsedimentos realizados
(FREZARD et al, 2000). Assim, o uso da nanotecrialggpde proporcionar uma
reducao nos custos da terapia.

Com base nisso, o objetivo desse trabalho foi debesr e caracterizar

uma formulacéo lipossomal contendo o antagonistacdnais de calcio nimodipina,
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além de testar os seus efeitos em modelos expddimale patologias do SNC, em

especial na ansiedade, depresséo e convulsao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ansiedade

A ansiedade é um estado emocional, com compongsieslogicos e
fisioldgicos, naturalmente encontrado na existéhuimana. E caracterizada por uma
sensacao de desconforto, acompanhada por sintésiass f(mal-estar gastrico, dor
precordial, palpitacdes, sudorese excessiva eeéi@fatjue podem variar de um
individuo para outro. Esta presente em situacoesnddanca e possibilita uma
postura de maior ateng&o a um perigo eminentenBigerada uma emog&o que nos
protege do desconhecido (NARDI, 1998).

A ansiedade pode passar de uma ocorréncia normmal ya quadro
patolégico quando é desproporcional a circunstague a causa ou quando nao
existe um motivo aparente para a sua instalacasseNemomento, 0 que seria uma
reagcdo normal do organismo a uma experiéncia nbaaeada no instinto de
preservacao, passa a se tornar uma doenca (ANDRSODIRENSTEIN, 1998). A
forma patolégica contribui significativamente pam surgimento de outros
transtornos no paciente e se apresenta de difenerat@os, no entanto é provavel que
todos eles sejam ocasionados pelos mesmos circo@oldgicos (HANet al,
2009).

Esse disturbio € considerado uma das condi¢cOesi@gsigas mais comuns,
afetando de 10 a 30% da populacido. E debilitantedaz significativamente a
qualidade de vida do individuo afetado (SE® al 2007). O tratamento
farmacoldgico da ansiedade consiste no uso do®liiesis benzodiazepinicos,
buspirona e medicamentos antidepressivos. Apesafadmacos mostrarem grande
eficacia, a sua administracdo tem alguns inconaéseprovocados por uma vasta
gama de efeitos colaterais. Os mais comuns sacésamrinducao de dependéncia e
sedacdo (RAUPELt al, 2008).

Além dos medicamentos supracitados, outras forraaerdpia vém sendo
testadas no controle da ansiedade. Um modo alteynd¢ combater os sintomas
ansiosos baseia-se na administracdo de drogasistatininicas no paciente, em
especial a hidroxizina, um antagonista dos receptbf. Também existem varios
relatos sobre a aplicacdo de antipsicoticos em abaigdoses no tratamento
ambulatorial da patologia. Os resultados da admagdo desses medicamentos
nesses casos apontam para um efeito ansioliticboramas reacbes adversas
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relacionadas ao seu uso (discinesia tardia) rgstiseu emprego. A utilizacao de
fitoterapicos no tratamento da ansiedade tambémsesio extensamente estudada.
Entre eles, os que apresentaram melhores efeitasnfo Piper methysticuma
Valeriana officinallis e a Passiflora edulis (ANDREATINI; BOERNGEN-
LACERDA,; FILHO ZOERTTO, 2001).

Diante do exposto pode-se afirmar que a descoldgtanovos
compostos com atividade contra a ansiedade e meragHes adversas faz-se

necessaria.

2.2 Depressao
Os sentimentos de alegria e tristeza sdo de oocmarératural na

existéncia humana. A tristeza € uma resposta esperen situacdes de perda,
derrota, desapontamento e outras adversidadedequegalor adaptativo, do ponto
de vista evolucionario, uma vez que nos leva a geeter em retraimento e assim
economizar energia e recursos para empreitadassutuao mesmo tempo serve de
alerta para as pessoas do nosso convivio de gamasstprecisando de ajuda e
atencdo. No entanto, quando a tristeza ultrapassimiar da normalidade
observamos o desenvolvimento de uma patologia deaodis depressao (DEL
PORTO, 1999).

A depressao é um disturbio mental com alto grasademento psiquico.
Sabe-se que a doenca envolve inUmeros aspectososiretiopatogénicos e de
terapia e que, se ndo tratada precocemente e oe fadequada, pode levar a
incapacitacdo do paciente ou até mesmo a morteyicidio. Além da tristeza sem
motivo aparente, sintoma mais comum na patologi&ps sinais observados séo:
irritabilidade, desanimo, retraimento social, baiato-estima, humor disforico,
tendéncia autodepreciativa, alteracdo do sono epite, ideacdo parandide e
pensamento recorrente de suicidio. As causas dacaoginda ndo foram bem
elucidadas, mas acredita-se que elas possam enwohee predisposicdo genética e
influencias do meio, como morte de um parente adgpeo emprego (STELLA,
2002).

A referida patologia € caracterizada por prejuiiekos e sociais, com
episédios de longa duracdo, de carater cronico, teoas elevadas de recaidas e
altos indices de suicidio. Estima-se que a cadasam@am aproximadamente 2
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milhdes de novos casos, e s6 no Brasil sdo mai$0dmilhdes de ocorréncias
(COUTINHO et al, 2003).

O tratamento da depressdo € realizado principaimernilizando os
antidepressivos triciclicos (amitriptilina, clomgpnida, imipramina, maproptilina e
nortriptilina), inibidores seletivos da recaptacate serotonina (citalopram,
fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina e sertralina) imibidores da enzima
monoaminaoxidase (moclobemida e tranilcipromina)ir@ farmacos usados na
terapia da doenca sdo a mianserina (antidepresivalasse dos tetraciclicos
indicado para pessoas sensiveis aos efeitos @$atk outros antidepressivos), a
mirtazapina (antidepressivo tetraciclico que difdgos demais por agir aumentando
diretamente a quantidade de serotonina e noradrahala nefazodona (age
antagonizando e inibindo a recaptacéo da serotpainavenlafaxina (antidepressivo
que apresenta efeito sobre as aminas 5-hidrosimipa e noradrenalina) Esses
medicamentos produzem, em média, uma melhora dtsTas depressivos de 60 a

70%, enquanto a taxa de placebo é em torno de SGWZA, 1999).

Com a doenca em foco, o desenvolvimento de novapi&s mais eficazes

e que apresentem menos reacdes adversas torna-ske #hlmeras pesquisas
2.3 Convulséao

Convulsbes sao alteracdes no funcionamento do Sihi&cterizadas por
crises recorrentes originadas por descargas exasesdos neurdnios cerebrais que
ocorrem pela quebra de equilibrio entre os mecassme neurotransmissao
inibitérios e excitatorios, resultando em mudanpassistentes do funcionamento
cerebral normal e do estado cognitivo (ZOUHARal 1989). Podem apresentar
manifestacbes motoras, sensitivas, sensoriaisyipaigou neurodegenerativas. Sao
classificadas como tOnicas (contragcdes mantidaantkiralgum tempo), clonicas
(contracdes intermitentes, quando os musculos c@dimaédos e relaxados de forma
alternada) ou tbnico-clonicas (LOSCHER, 1998).

Podem ser divididas em parciais, quando tem irdoioum pequeno grupo
de neurdnios que constituem o foco da convulsgeneralizadas, quando envolvem
os dois hemisférios cerebrais desde o principiosi@®mas das crises convulsivas
parciais dependem da localizacdo da sua origengérebi®. Essas crises podem ser

do tipo parcial simples, quando ndo hé alterag&wdaciéncia, ou parcial complexa,
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qguando ha alteracdo da consciéncia. As crises @eraglas podem consistir apenas
de movimentos motores ou de uma rapida perda destdruscular. A forma mais
comum de convulsdo generalizada € a tonico-clomicahecida como grande mal
(MELDRUM; AKBAR; CHAPMAN, 1999).

Aproximadamente 50 milhdes de pessoas apresenis@s convulsivas em
todo o mundo e, apesar do distarbio responderaaantento em cerca de 70% dos
casos, apenas trés quartos dos afetados receberapa tadequada em paises em
desenvolvimento (ADEYEMet al, 2010).

O tratamento inicial da convulséo é realizado z#iido-se medicamentos
que irdo suprimir as crises. Os farmacos adminisgraatuam na estabilizacdo das
membranas celulares (reduzindo o fluxo exageradoiams), aumentando a
concentracdo de neurotransmissores inibitorios omindindo a acdo de
neurotransmissores excitatorios. Os compostosaaiggna terapia da patologia séo:
fenobarbital, fenitoina, carbamazepina, benzodiams, oxcarbazepina,
topiramato, gabapentina, lamotrigina e acido vatprdvalproato). Contudo, as
terapias apresentam algumas reacfes adversas anmigrgia, lentificacdo na
realizacdo de tarefas e desconcentracdo, 0 quecdiaz que alguns pacientes
abandonem total ou parcialmente o tratamento (FAKETLLE, 2001). Desta forma,
evidencia-se que a busca por novos compostos derdade anticonvulsivante e
menos efeitos colaterais € de vital importanciaa pardesenvolvimento de um

tratamento mais adequado para a patologia.

2.4 Aplicacdes de antagonistas dos canais de caloeterapia de doengas

do SNC
Estudos mostraram que durante algumas fases degiatodo SNC o fluxo

sanguineo cerebral esta diminuido enquanto o canslenoxigénio esta aumentado.
Isso causa um consideravel prejuizo no estado adiermia, uma vez que a
necessidade de nutrientes no cérebro é maior dispanibilidade encontrada. Desta
forma, evidencia-se que o tratamento da isquentiebca pode proporcionar uma
melhora efetiva no quadro clinico das doencas deiara o SNC (ASLANet al,
2010).

Os ions calcio entram nas células através dos catmitipo L, N e T

presentes nas membranas. Elevagfes nas concestrdedecélciointracelular
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ocasionam o aumento das contracbes das célulasastallatura e do musculo

cardiaco. Assim, a entrada desse ion nas célulasvakns sanguineos cerebrais
provoca uma vasoconstricdo, o que reduz o fluxgidaeo no 6rgdo. Além disso, a
penetracdo excessiva de calcio nos neurdnios txaure processo denominado
excitotoxicidade que causa danos neuronais e roeltar por necrose ou apoptose
(GUYTON; HALL 2002).

Alguns farmacos atuam se ligando aos canais degcghrticularmente nos
tecidos excitaveis, impedindo a entrada do ionétala por inibicdo competitiva.
Cada canal tem varias subunidades diferentes,aeataskse de farmacos atua em um
deles. O bloqueio de grande parte dos canais pesseam determinada célula
provoca a reducao da sua excitabilidade e contrdéile, uma vez que é o influxo
de célcio que ativa as proteinas contrativas eoswanais (BERNE; LEVY, 2004).
Desta forma, os bloqueadores dos canais de caltiam na promocao de
vasodilatacdo, além de impedir a entrada excesdgisse ion nas células nervosas e,

consequentemente, impedir a morte celular por @wsitcidade.

Alguns desses medicamentos mais comumente utibzadotencem ao
grupo das diidropiridinas. Essas moléculas mostatuacdo exclusiva nos canais
tipo L e, devido a uma elevada lipofilicidade, séssam com facilidade a barreira
hematoencefalica concentrando-se no cérebro e pedo uma vasodilatacdo mais

pronunciada nesse orgao (SILVA, 2006).

Sabe-se que 0 aumento de célairacelular também apresenta um
importante papel na atividade epileptiforme e quog,isso, antagonistas dos canais
de célcio constituem um alvo para o desenvolvimdetéormulagdes antiepilépticas
e neuroprotetoras. Nesse contexto a nimodipinahlogqueador dos canais de calcio
pertencente ao grupo das diidropiridinas, mostrovidade anticonvulsivante e
neuroprotetora em modelos de convulsdo induzidos pitocarpina e litio-
pilocarpina (MIKATI et al, 2004).

Estudos mostraram uma elevacdo das concentrac@@dctenas plaquetas
e linfécitos de pacientes depressivos e bipolaregiie sugere que o aumento das
concentracdes intracelulares desse ion pode particda fisiopatologia dos
transtornos afetivos. Esse achado foi fortaleciéta plescoberta de que alguns

antidepressivos triciclicos provocam um bloqueis canais de calcio, indicando que
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o referido mecanismo pode contribuir para os s&igs terapéuticos (GRUNZE&t

al, 1996). O blogueador dos canais de calcio nimodipmostrou efeito
antidepressivo em ensaios realizados em animage subsidia a hipétese de que o
aumento do influxo desse ion pode atuar no procedso instalacdo e
desenvolvimento de transtornos afetivos e que guigi® dos canais que permitem a
entrada de calcio nas células pode ser usado mamiato dessas patologias
(KATAGIRI et al, 2001).

Além da atuacdo na reperfusdo cerebral e na ted#pieonvulsdo e dos
transtornos afetivos, os bloqueadores dos canaigld® também sao utilizados no
tratamento de deméncias e doencas degenerativasorgldas a idade. Nesse
sentido, pesquisas realizadas com a nimodipinararast que o farmaco provoca
uma melhora na memoria de ratos idosos ou com deséeebrais, acelera a
aquisicao de aprendizagem associativa em coelhvathecidos e inibe a diminuicédo
no numero de sinapses no hipocampo de células Igrasurelacionada a idade
(KABUTO et al 1995), dados que demonstram uma possivel apidzde da

nimodipina na terapia de patologias como o Mal thhédimer.
2.5 Nimodipina

A nimodipina ou 2,6-dimetil-4-(3-nitofenil)-1,4-dhidropiridina-3-5-
dicarboxilato de 2-metoxietilo e de 1-metileno € bilmgueador dos canais de calcio
que apresenta formula molecul&@?°N’0’ e peso molecular de 418,4. Apresenta-
se na forma de po cristalino com coloracdo variardoe amarelo e amarelo claro, é
praticamente insolUvel em agua, facilmente soléuelcetato de etila e ligeiramente
solivel em etanol, apresenta polimorfismo e é fmosivel (FARMACOPEIA
PORTUGUESA, 2005).

O referido farmaco inibe a entrada dos ions ddéaak célula, diminuindo
as contracfes da musculatura vascular. Estudoganosjue a nimodipina produz
uma vasodilatacdo acentuada nas artérias cer¢B&is\N et al 2009). Esse efeito
€ provocado por sua elevada lipofilicidade, caréstiea que permite uma rapida

passagem da molécula pela barreira hematoencefalica

A nimodipina normalmente é administrada via orakdnae de 60 mg de 4

em 4 horas. E rapidamente absorvida, com um piccodeentracdo plasmatica em



27

torno de 1 hora apos sua administracdo. A meiagdedaliminacéo € de 8 a 9 horas.
Apresenta taxa de ligacdo com proteinas plasmatlie@5%. A eliminagéo é renal
(1%) e biliar/fecal (99%). A biodisponibilidade bé&baixa (13%), devido aos altos
indices de metabolismo de primeira passagem hep#&ienedicamento € indicado
em casos de hemorragia subaracnoidea associadi@i@ndé neuroldgica e contra-
indicado em casos de hipotensdo grave. Suas reaglyessas séo divididas em
reacbes ocasionais (cefaléia, tontura ou obnulojagduseas, reacdes alérgicas,
diarréia e edema nos membros inferiores) e reacdies (sensacdo de calor,
insuficiéncia cardiaca congestiva, hipotensao, itagdia e trombocitopenia).
Apresenta risco quando administrada durante adgavjpossivel efeito teratogénico
ou toxico para o embrido) (ZANINI; OGA, 1995).

A administracdo da nimodipina apresenta alguns eithps, constituidos
principalmente por seu metabolismo de primeira qgga® hepatico elevado, que
resulta em biodisponibilidade diminuida, baixa bdildade aquosa e
fotossensibilidade. Essas dificuldades podem slvidas pela produgédo de uma
formulacado lipossomal contendo nimodipina. Os lgomsas promovem a liberagcéao
controlada do farmaco, o que gera um aumento dhspionibilidade e uma reducéo

da toxicidade da molécula, além de proteger a nipialda degradacao pela luz.

2.6 Lipossomas

Lipossomas sdo estruturas compostas por uma ou frasmadas
concéntricas de fosfolipideos organizadas em tdexam compartimento aquoso
interno. Podem desempenhar a funcdo de carreader@&macos, biomoléculas ou
agentes de diagnostico. Formulagcdes lipossomaisnésirado a capacidade de
melhorar a farmacocinética e farmacodinamica ddéaulas encapsuladas, uma vez
que essas formulagdes podem induzir a rapida déas@getencdo do farmaco no
tecido-alvo (CAVALCANTIet al, 2011).

Esses nanocarreadores constituem um método alerngiara a
solubilizacdo de compostos que tenham alta toxdeidaejam fotossensiveis ou nao
apresentam solubilidade para a administracao naaftivre. Eles tém mostrado bons
resultados na encapsulacdo de farmacos insolUfaizssensiveis e citotoxicos
(SANTOS, 2005). Dessa forma, compostos hidross@(pedem ser veiculados no
compartimento aquoso e compostos lipossolUveisrmpaie carreados na bicamada

lipidica. Além disso, as vesiculas lipidicas naestalitam somente a vetorizacéo e
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protecdo do medicamento, permitindo também o dineenento dos compostos para
sitio especificos de células ou érgédos, propriedid®minada sitio-especificidade
(PIMENTEL et al, 2007).

Esses nanossistemas, também conhecidos como wassiigidlicas, podem
ser classificados em vesiculas grandes e pequésasn temos os lipossomas
multilamelares (Multilamellar Vesicles: MLV) que asaformados por varias
bicamadas concéntricas intercaladas por compar®eaquosos, lipossomas
pequenos unilamelares (Small Unilamellar Vesicl8blV) que s8o os menores
lipossomas possiveis de serem obtidos, constitygdosima Unica bicamada como
membrana e um pequeno compartimento aquoso e én&nos lipossomas grandes
unilamelares (Larger Unilamellar Vesicles: LUV) geéo constituidos por uma

bicamada com grande cavidade aquosa (LIMA, 1995).

2.7 Lipossomas contendo nimodipina (LCN)

7

Nimodipina é um bloqueador dos canais de calcio gtapo das
diidropiridinas utilizado no tratamento de espasc®gbrais, derrames, enxaguecas,
na terapia de pacientes com doenca de Alzheim@m de apresentar propriedades
antidepressivas e anticonvulsivantes. Todavia,agpli@acao terapéutica € limitada
por seu alto metabolismo de primeira passagem ihepque resulta em baixa
biodisponibilidade quando a molécula é administiaoiavia oral. A administracéo
endovenosa de nimodipina poderia ser uma altemapara melhorar sua
biosisponibilidade no entanto, como a molécula sgr@a baixissima solubilidade
em agua (2,31g/mL) ela deve ser solubilizada em etanol e a &gedo alcool
provoca irritacdo nos vasos sanguineos (YU; HE; GARO06). Soma-se a isso o
fato de que a cinética da nimodipina mostra-seagtesivel. Como apresenta meia-
vida de eliminacdo curta, a molécula permanece @dempo na circulacao,
impedindo a manutencdo de quantidades adequadasnu@mco no plasma para uma
terapia de sucesso (WANE? al, 2006).

Esses problemas podem ser solucionados com agébzde carreadores de
escala nanométrica. O uso da nanotecnologia plisséiprotecdo do medicamento
contra a degradacao extracelular, melhora a selatie em relacéo ao alvo, reduz a

frequéncia de administracdo e a duracdo do tratamen melhora o perfil
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farmacocinético e de solubilidade da molécula (S®STMAGALHAES, 2010).
Além disso, a liberacdo controlada do farmaco atanarnsua biodisponibilidade e
diminui a sua toxicidade, dessa forma o pacienteaidoses menores e sofre com

menos efeitos colaterais.

Lipossomas tém mostrado bons resultados na enegpsude farmacos
insollveis, fotossensiveis e citotoxicos. Nessetesto, a encapsulacdo da
nimodipina em lipossomas pode aumentar a biodipfmi@de da molécula,
diminuindo consideravelmente a quantidade de famnmecessaria para a obtencao
do efeito desejado, além de solucionar os problerdas solubilidade e
fotossensibilidade da molécula. Alguns pesquisadereapsularam o farmaco em
lipossomas e microesferas, todavia o efeito dasutacdes obtidas ndo foi estudado
(WANG et al, 2006; YU; HE; TANG, 2006). Com esgadfidade foi produzida uma
formulacdo lipossomal contendo nimodipina (LCN)eeiss efeitos sobre o sistema

nervoso central foram observados.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

» Desenvolver uma preparacédo lipossomal contendeodipina, bem como
avaliar a sua toxicidade e atividade farmacol6gmare o sistema nervoso central

de camundongos.

Objetivos Especificos

* Produzir uma formulacdo que contenha lipossonralmelares pequenos
(SUV), com tamanho, homogeneidade e carga de $cipeddequados para a
realizacdo de testem vivo, além de alto teor de farmaco e alta taxa de

encapsulacao;

* Avaliar a toxicidade aguda da formulacéo liposaboontendo nimodipina em

camundongos;

» Investigar a acdo farmacoldgica de lipossomastecdle nimodipina em

modelos experimentais de ansiedade, depressawelsamn
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Desenvolvimento, caracterizacao e estudos da toxlade aguda da formulacao

lipossomal contendo nimodipina

IMORENO, LCGAI: 2CAVALCANTI, IMF; 2SANTOS-MAGALHAES, NS:
IFREITAS, RM: SANTOS, HMLR

YL aboratério de Pesquisa em Neuroquimica Experirhetita Programa de Pés-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas do Centro&hei@s da Saude da Universidade
Federal do Piaui. Campus Ministro Petrénio Por@a)49-550, Teresina — P, Brasil.

?Laboratério de Imunopatologia Keizo-Asami da Unsigade Federal de Pernambuco.
Av. Prof. Moraes Rego, s/n, Cidade Universitar@ #-901,Recife-PE,Brasil.
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RESUMO

A nimodipina € um bloqueador dos canais de capmoencente ao grupo das
diidropiridinas que, por apresentar elevada lippflade, atravessa facilmente a barreira
hematoencefalica chegando ao Sistema Nervoso Cef8NC). Devido a essa
facilidade em atingir o cérebro, o referido farma&cosado no tratamento de inUmeras
patologias que afetam o SNC. No entanto, a admag&b oral da nimodipina é
limitada pela baixa solubilidade aquosa da moléeukdto metabolismo de primeira
passagem, o que resulta em uma biodisponibilidadéndida. Uma alternativa para
transpor esta limitacdo seria a encapsulacdo dadmma em lipossomas. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi prepararacterizar e estudar a toxicidade
aguda de uma preparacdo lipossomal convencionatercdm nimodipina. As
formulac6es (LCNa e LCNb) foram produzidos utilidaro método da hidratagdo do
filme lipidico. Posteriormente, avaliou-se a todamle aguda da formulacdo que
apresentou melhores resultados (LCNa) nos parasigitsquimicos e hematoldgicos de
camundongos, além de se promover a observacdo dseivpis alteracdes da
administracdo na massa corporea, no consumo de édgagdo e na producdo de
excretas dos animais. Os lipossomas neutros cantenidnodipina (LCNa)
apresentaram tamanho de particula de 107,17 £rh,58dice de polidisperséao 0,303 +
0,002, potencial zeta -5,32 + 1,29 mV, pH 7,4, w®rfarmaco de 100 + 0,21% e taxa
de encapsulacdo do 100 %= 0,21%. Enquanto que, msssbmas carregados
positivamente contendo nimodipina (LCNb) apresemtatamanho de particula de
113,13 £ 1,07 nm, indice de polidisperséo 0,299004, potencial zeta +10,17 + 1,99
mV, pH 7,4, 79,17 + 0,79% e taxa de encapsulagi@3j68 + 0,92%. Os exames
bioquimicos e hematolégicos dos camundongos tratadmn LCNa ndo mostraram
alteracdes significativas quando comparados acogecaptrole. Além disso, ndo houve
alteracdo no consumo de agua e racdo e na prodiec@acretas dos camundongos
tratados com a formulacdo, nem perda de peso. SDfa@os indicam que ambas as
formulacdes lipossomais contendo nimodipina (LCNaC&lb) s&o adequadas para a
realizacdo de testes vivo e apresentaram alto teor e taxa de encapsulagdeyia
LCNa apresentou melhores resultados. A adminisiragi@aperitoneal da formulacao
escolhida para os testes com animais (LCNa) nassdds 0,1, 1 e 10 mg/kg em

camundongos Swiss mostrou-se segura.

Palavras-chave:lipossomas, nimodipina, sistema nervoso centrgicidade aguda.
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ABSTRACT

The nimodipine is a calcium channel blocker beloggito the group of
dihydropyridines that, due to its high lipophiligiteasily crosses the blood brain barrier
reaching the central nervous system (CNS). Duéitofacility to reach the brain, this
drug is used to treat many diseases that affedCM®. However, oral administration of
nimodipine is limited by the low agueous solubildfthe molecule and high first pass
metabolism, resulting in decreased bioavailabilijn alternative to bridge this
limitation would be the encapsulation of nimodipineliposomes. In this context, the
objective of this work was to prepare, charactednel to study the toxicity of a
preparation containing conventional liposomal nifpote. The formulations (LCNa
and LCNb) were produced using the method of hydmatof the lipid film.
Subsequently, we evaluated the acute toxicity ef fdrmulation with better results
(LCNa) in biochemical and hematological parametgranice, and to promote the
observation of possible changes in body weight mament, water consumption and
food production and excreta of animals. The neufpalsomes containing nimodipine
(LCNa) had particle size of 107.17 + 1.53 nm, pdpeérsity index of 0.303 £ 0.002,
zeta potential -5.32 + 1.29 mV, pH 7.4, drug conteh 100 + 0.21% and the
encapsulation rate of 100 £ 0.21%. While the pesiyi charged liposomes containing
nimodipine (LCNb) had particle size of 113.13 +7L.rim, polydispersity index of 0.299
+ 0.004, zeta potential +10.17 £ 1.99 mV, pH 7917 + 0.79% and encapsulation rate
of 73.68 + 0.92%. The biochemical and hematolodi€zNa of treated mice showed no
significant changes when compared to controls. dditeon, no change in water
consumption and the production of feed and excudtamice treated with the
formulation or weight loss. The results indicatattiboth liposomal formulations
containing nimodipine (LCNa and LCNb) are suitafoletesting in vivo and had a high
content and encapsulation rate, however LCNa yieldeetter results. The
intraperitoneal administration of the formulatiomosen for the test animals (LCNa) at

doses of 0.1, 1 and 10 mg / kg in Swiss mice prawdzke safe.

Keywords: central nervous system, liposomes, nimodipindcity.
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INTRODUCAO

A nimodipina é um bloqueador dos canais de cdleitencente ao grupo das
diidropiridinas que, por apresentar elevada lippflade, atravessa facilmente a barreira
hematoencefélica chegando ao cérebro. Devido afasdidade em atingir o sitio de
acdo, esse vasodilatador € utilizado no tratameetespasmos cerebrovasculares,
derrames, enxaguecas, no aumento da capacidadévade portadores da doenca de
Alzheimer (WANGet al, 2006), no auxilio a recuperacao de pacientestzumatismo
craniano (ASLANet al 2009), além de apresentar propriedades antidepasse

anticonvulsivantes (PAZZAGLIA&t al, 1995; FRYEet al, 2003).

A administracdo oral da nimodipina é limitada pedéxa solubilidade aquosa
da molécula (2,3@g/mL) e alto metabolismo de primeira passagem,ergaulta em
uma biodisponibilidade diminuida. Por chegar emntjdades reduzidas na circulagéo,
este medicamento deve ser aplicado em doses etegddso provoca inumeros efeitos
colaterais. Uma alternativa a administragcdo oralasa aplicagdo endovenosa de
nimodipina, no entanto como o farmaco ndo € sol@rel agua, ele deveria ser
solubilizado em etanol e injecbes do alcool prowodaitacdes nos vasos sanguineos,
inviabilizando a técnica (YU; HE; TANG, 2006).

Outra opcédo para transpor esta limitagcdo seremcapsulacdo da nimodipina
em lipossomas. Lipossomas sao vesiculas aquosgsd@s por uma ou mais bicamada
de fosfolipideos. Funcionam como carreadores dedéws, biomoléculas e agentes
diagndsticos e apresentam a capacidade de mellordarmacocinética e a
farmacodindmica das moléculas encapsuladas (CAVAILOAet al 2011). Os
referidos sistemas apresentam grande flexibilidesteitural, podendo haver mudancas
em algumas de suas propriedades fisico-quimicamiao, composicéo lipidica, carga
de superficie, numero e fluidez da bicamada dddips) de acordo com a necessidade
farmacoldgica (PIMENTELlet al, 2007).

Esses nanossistemas, também conhecidos como wssiqidicas, podem
conter uma Unica bicamada lipidica ou bicamadasiptag em torno do compartimento
aquoso interno, sendo classificadas como unilaneelauultilamelar, respectivamente.
Em relacdo ao tamanho, as vesiculas unilamelardsnpser pequenas ou grandes,

assim sao observados lipossomas unilamelares pefjueBUV émall unilamellar
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vesicle} e lipossomas unilamelares grandes - LUNMrge unilamellar vesicle$
(BATISTA, 2007).

Os carreadores de escala nanométrica tém mostrads kesultados na
encapsulacdo de farmacos insolaveis, fotossensévaigotoxicos. Nos lipossomas,
compostos hidrossoluveis podem ser veiculados mpadimento aquoso e compostos
lipossoluveis podem ser carreados na bicamadad#piédlém disso, os nanossistemas
possibilitam também o direcionamento dos medicaoseptira sitios especificos de
células ou orgaos, propriedade denominada sitieedgpdade (MACHADO, 2007).

No presente trabalho, a nimodipina foi encapsulada lipossomas
convencionais, 0s quais foram caracterizados quasguas propriedades, estabilidade
e eficacia da encapsulagdo do farmaco. No entgmai@ que a sua aplicabilidade
terapéutica seja aceita foi necessario que sezasak uma investigacdo da sua
seguranca por meio de estudos de toxicidade. Cam iatuito, foram avaliados os
efeitos da administracdo aguda da formulacdo queeseptou as melhores
caracteristicas (LCNa) nos parametros bioquimichsmeatolégicos de camundongos,
bem como foi determinado se houveram alteracGamassa corporal, no consumo de

agua e racao e na producédo de excretas.

MATERIAL E METODOS
Preparacéo dos lipossomas contendo nimodipina (LCNaLCNb)

Os lipossomas contendo nimodipina foram preparage:do o método da
hidratac&o do filme lipidico (ANDRADIEt al,2004). Inicialmente foram produzidos os
lipossomas sem carga (LCNa), utilizando os lipideefatidilcolina de soja e colesterol
(proporcéo de 8:2) e 0,010 g de nimodipina parabtengdo de uma formulagéo
lipossomal com concentracdo lipidicas de 117,6 enddncentracdo do farmaco de 1,0
mg/mL. Esses constituintes foram solubilizados emmau mistura de
cloroformio:metanol (3:1 v/v), sob agitacdo magretiOs solventes foram removidos
por evaporacao a vacuo, utilizando o rotaevaporpdo60 min (37 £ 1 ° C, 80 rpm),
resultando em um filme lipidico. Este filme foit&n, hidratado com 10 mL de solugéo
tampao fosfato pH 7,4 produzindo assim vesiculdsilamaelares grandes. A suspensao
lipossomal foi entdo submetida a sonicacdo por asoukdrassénica (Vibra Cell,
BRANSON, EUA) a 200 W e 40 Hz para 300 s para eermj#o de lipossomas

unilamelares pequenos. Os lipossomas com carga ). Gdtam preparados como
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descrito acima, sendo na fase organica adicionaddearilamina (lipideo catiénico) a
fim de conferir carga positiva a formulacdo. A egao lipossomal carregada
positivamente continha, entéo fosfatidilcolina:estérol: estearilamina (7:2:1).

Caracterizacao das formulagdes

Apés sua producdo, as formulagfes lipossomais rmdoteimodipina (LCNa e
LCNb) foram caracterizadas. Os parametros avaliddi@sn: aspecto macroscopico,
pH, tamanho das particulas (TP), indice de polasio (PDI) e potencial zeta (PZ). O
pH dos lipossomas foi aferido utilizando um medidempH digital (bioblock Cientifico
99.622, Prolabo, Paris, Franca) a temperatura auebi® tamanho de particulas e
indice de polidispersdao dos lipossomas foi deteadunatravés da espectroscopia de
correlacéo de fétons (analisador de particula Beck@oulter Delsa ™ Nano S). Nesta
analise 300uL da suspenséo lipossomal foi diluidalemL de agua ultra-pura. O
potencial zeta dos lipossomas, que correspondega de superficie das vesiculas, foi
determinado diluindo 50 puL da suspensao liposs@mals mL de agua ultra-pura e

lendo a solucao resultante em aparelho Zetatrad#8JMicrotrac).

Avaliacéo da estabilidade acelerada e em longo prazlas formulacdes

Os testes de estabilidade acelerada avaliam ascéesdde estresse a que as
formulacdes sdo submetidas quando da sua fabricag@sporte e armazenamento.
Apos 24h da preparacao, as formulag@es lipossdoraim centrifugadas a 6000 rpm, 4
°C por 1 hora para simular a passagem aceleradterdpo, assim como foram
submetidas a agitacdo mecanica por 48 horas al37C; para simular condicbes de
transporte (LIRAet al, 2009).

Para monitoramento das formulagdes ao longo dodempestabilidade em
longo prazo foi iniciada logo apds as formulac@€3Na e LCNb) serem preparadas e o
ao longo dos dias. Os parametros avaliados forapecéo macroscopico, a variagcao do
pH, tamanho das particulas e indice de polidispdiRBI) (LIRA et al, 2009).

Determinacédo do teor da nimodipina nos lipossomas

Primeiramente foi construida curva de calibracda concentracdes de 0,5; 1;
2; 3; 4,5 e 6 pg/mL de nimodipina com o solventetanol. Posteriormente, uma
aliquota de amostra lipossomal (30 pL) foi diluésha metanol para uma concentragcéo

final tedrica de 3 pg/mL de nimodipina. Essa saiuicéi lida em espectrofotdmetro UV
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a 237 nm. As amostras foram analisadas para deiggéo do teor da nimodipina a 237
nm usando uma curva padrao de nimodipina com ctrag@es variando de 0,5 a 6
mg/mL (LIRA et al, 2009).

Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo da nimodipina foi mhetgada pela técnica de
ultrafiltracao/ultracentrifugacdo usando unidaddgaffee® (Millipore, EUA). Uma
aliquota de amostra lipossomal (400 pL) foi tramdée para unidades filtrantes
(Millipore®) com poros de 0,22 um de diametro e submetida acattrifugacdo em
10000 rpm por 1h. A quantidade de nimodipina endagsa foi obtida por diferenca
entre a quantidade total dosada na formulacdo elaqubtido no filtrado apds
centrifugacdo. As leituras foram realizadas poeegpfotometria UV nd. = 237 nm
(LIRA et al, 2009).

Estudos de toxicidade aguda de LCNa
Animais

Foram utilizados camundong@&wissmachos com 2 meses de idade e com
peso de 25 a 30 g, provenientes do Biotério CedtraCentro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Piaui. Os animais destmamoexperimento permaneceram
nas dependéncias do Laboratério de Pesquisa enodNgorica Experimental, por sete
dias, para a adequada aclimatacdo. As unidadesiraepéais receberam agua e dieta
(Labin®) ad libitum e foram mantidos sob condices controladas deirkagéo (ciclo
12 h claro/escuro) e temperatura (25 = 2 °C). Ostopplos experimentais e
procedimentos foram aprovados pelo Comité de FtmaExperimentacdo Animal da
Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI N° 014/11)

Tratamento dos animais

Quatro grupos de 16 camundongos cada foram trateaastraperitoneal com
solucéo salina 0,9% (grupo controle) e LCN nas slolee0,1, 1 e 10 mg/kg (LCN 0,1,
LCN 1 e LCN 10 respectivamente). Metade dos anindaiscada grupo (n=8) foi
observada durante 24 horas para posteriormente®eseder a coleta de sangue. A outra
metade (n=8) ficou sob observacdo por um period@Qelias para visualizacdo e

registro de possiveis sinais de toxicidade da ftag@wo. Durante esses 30 dias, o
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consumo de agua e racéo foi registrado diariamantegssa corporal dos camundongos
foi medida a cada dois dias durante o periodo dmrgbhcdo e os animais foram
avaliados quanto a sinais clinicos de toxicidade.

Screening Hipocratico

Nas 24 horas ap0s o tratamento procedeu-se a abderdos camundongos no
tempo de 30 minutos, 1, 2, 4, 8, 12 e 24 h dunamielia de observacdo, com o objetivo
de gquantificar-se os efeitos de LCN sobre os parasiea) Estado de consciéncia e
disposicédo (aparéncia geral, frénito vocal e iilidade); b) Coordenacdo motora
(atividade geral, resposta ao toque, resposta exdoage cauda, contor¢cdo abdominal,
marcha e reflexo de endireitamento); ¢) Tonus masqdnus das patas, tonus do
corpo, forca para agarrar e ataxia); d) Reflexosi¢alar e corneal); e) Atividade do
sistema nervoso central (tremores, convulsdesnelstcées, fendmeno deStrauld,
sedacdo, hipnose e anestesia); f) Atividade demsstnervoso autbnomo (lacrimacéo,

ptosis, mic¢ao, defecacao, piloerecéo, hipotermésgiracao).

Coleta de sangue para determinacdo dos parametroluimicos e hematolégicos

Ao final das 24 horas do periodo de observacaanmsais foram anestesiados
via intraperitoneal com pentobarbital sédico naedbs 40 mg/kg e se procedeu a coleta
de sangue por rompimento do plexo retro-orbital camilio de capilar de vidro
(WAYNFORTH, 1980). O sangue foi acondicionado ensdgos de tubo: um com
anticoagulante HB (Laborl&p para determinacdo dos parametros hematoldgicos, e
outro, sem anticoagulante, para obtencdo do sora p@aliacdo dos parametros

bioquimicos.

Determinacdes dos parametros bioquimicos

Para andlise bioquimica, o material foi centrifugad3500 rpm durante 10
minutos e, em seguida, determinados os niveisidaesgl uréia, creatinina, acido Urico,
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminsfesamse (ALT) colesterol total,
triglicerideos, fosfatase alcalina (ALP), proteitatais, bilirrubinas total e direta. Os
ensaios foram realizados em aparelho automaticonbat?40 (Labtest) com sistemas

comerciais da Labtedt
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Determinacdes dos parametros hematoldgicos

Os valores para eritrgcitos, leucocitos, plaqudiasjoglobina, hematdcrito e
os indices hematimétricos, volume corpuscular m@d@M), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentragcdo de hemoglobina corpascuiédia (CHCM) foram
determinados imediatamente apos a coleta por noeamalisador automatico de células
hematoldgicas Advia 120/Hematology Siemens. A aertadiferencial de leucocitos
foi realizada em extensdes coradas com May-Grun@adsa. Em cada ensaio, 100
células foram analisadas e contadas.

Analises estatisticas

Os valores foram expressos como média + erro pathdunédia (E.P.M.) dos
dados. As diferencas entre os grupos foram detadas através da Analise de
Variancia (ANOVA), seguida, quando detectada difeee pelo teste t-Student-
Newman-Keuls com post hoc teste. O nivel de sicfniitia para rejeicdo da hipdtese de

nulidade foi sempre a 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pesquisas recentes evidenciaram que a descobertdesenvolvimento de
novas moléculas com efeito terapéutico ndo é sufieipara assegurar um progresso na
terapia medicamentosa, uma vez que muitos dos iogoecém-desenvolvidos
apresentam limitagbes que diminuem a sua eficiéacamentam a sua toxicidade.
Uma estratégia promissora envolve o desenvolvimalgosistemas de liberacéo
controlada de farmacos. Assim, sistemas coloidais) tamanho variando entre 10 e
1000 nm, incluindo emulsbes, micro e nanoparticulagcro e nanocapsulas e
lipossomas sdo amplamente utilizados como sistéenapéuticos (LAOUINIAet al,
2011).

Nesse contexto, os lipossomas apresentam inumetasicées bioldgicas,
farmacéuticas e industriais, uma vez servem deileara regular a administracdo de
medicamentos, material genético, proteinas e outnatéculas. Tais aplicacoes,
conhecidas como sistemas de entrega de farmacgenexjue esses nanossistemas
apresentem tamanho e homogeneidade adequados (imgir aseus alvos
(YAMASHITA et al, 2010).
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As formulagdes lipossomais contendo nimodipina (BGNLCNb) exibiram
efeito Tyndall, caracteristico de particulas emaksmanométrica. Os resultados
indicam que os lipossomas séo do tipo unilamelpeggienos (SUV), com tamanho
(TP), homogeneidade (PDI) e carga de superficig¢ @mpativel com aplicacbes em
testesin vivo, aléem de alto rendimento e elevado teor de farnammapsulado. A
formulacdo neutra (LCNa) mostrou maior teor (100,21%) e taxa de encapsulacéo
(100 + 0,45%) que a formulacao de carga positiva\h) com teor de 79,17 + 0,79% e
taxa de encapsulacdo de 73,68 * 0,92% (Tabela 43esEdados sugerem que
provavelmente tenha ocorrido uma reacdo para indaziforma protonada de
nimodipina e assim, o farmaco tenha adquirido cpogdtiva quando em solucao, o que
gerou uma interacao eletrostatica que diminui eié&fcia de encapsulacdo (WANSB
al, 2006).

Tabela 1. Caracteristicas das formulag@es lipossomais ndotaimodipingLCNa €
LCND).

LCNa LCNb

TP 107,17 + 1,53 nm 113,13 + 1,07 nm
PDI 0,303 0,299

Pz 5,32 +1,20 mV +10,17 + 1,99 mV
oH 7.4 7.4

Teor de Farmaco 100 £ 0,21% 79,17 £ 0,79%
Taxa ge 100 + 0,45% 73,68 + 0,92%

Encapsulacao

TP: tamanho de particula, PDI: indice de polidisger PZ: potencial Zeta (carga de superficie).

As formulacbes lipossomais (LCNa e LCNb) resistiraaos testes de
estabilidade acelerada (centrifugacdo e estresseamee), mantendo suas
caracteristicas micro e macroscopicas iniciais,agrar exemplo, tamanho de particula

e indice de polidispersibilidade (Tabela 2)
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Tabela 2: Caracteristicas das formulagdes lipossomais coatemdodipina(LCNa €

LCNDb) ap0s os testes de estabilidade acelerada.

Centrifugacéao Agitacdo mecanica
LCNa
TP 125,47 = 5,65 nn 145,37 = 6,65 nm
PDI 0,333 0,298
pH 7,4 7,3
Aspecto macroscopicc Sem precipitado Sem precipitado
LCNb
TP 128,37 + 2,76 nn 109,03 £ 11,72 nm
PDI 0,304 0,558
pH 8,0 7.4
Aspecto macroscopicc Sem precipitado Sem precipitado

TP: tamanho de particula, PDI: indice de polidisper PZ: potencial Zeta (carga de superficie), LCNa
formulacdo lipossomal neutra contendo nimodipinaCNb: formulacdo lipossomal carregada
positivamente contendo nimodipina.

Os testes de estabilidade em longo prazo realizzmtosLCNa mostraram que
a formulacdo na forma de dispressao se manteweeptér um periodo de 15 dias, isto
€, ndo apresentou mudangas no seu aspecto madrooeadpico, assim como variacao
brusca de pH nesse intervalo de tempo. Apos eage,prbservou-se que a formulagcdo
nao estava mais homogénea e que ela apresentay@tpdos indicativos da formacgao
de cristais de nimodipina. Além disso, observoursglancas no pH, no tamanho de
particula e indice de polidispersdo de LCN, sugerique a formulagcéo havia tornado-
se instavel (Tabela 3).

Tabela 3: Caracteristicas de LCNa apoés os teste de estalslaéongo prazo

Tempo Aspectos macroscopicos  pH TP PDI
(dias) e microscopicos (nm)
0 Suv 74 107,17 £1,53 nn 0,303 + 0,02

(auséncia de cristal nimodipina)
7 SuUvV 74 112,15+ 3,44 nn 0,368 £+ 0,05

(auséncia de cristal de nimodipina)
15 SuUvV 7,4 115,12 + 6,36 nn 0,345 £ 0,08

(auséncia de cristal de nimodipina)
21 SUV 7,8 154,67 £ 7,4 nm 0,516 + 0,098

(presenca de cristal de nimodipina)
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TP: tamanho de particula, PDI: indice de polidisperSUV: lipossomas unilamelares pequenos.

Ja os testes de estabilidade em longo prazo rdaizeom LCNb indicaram
que a formulacdo se manteve estavel por um penmhmr (7 dias). Apds esse periodo
de tempo, observou-se a presenca de precipitadasio a formacdo de cristais de
nimodipina. Também houve mudancas no pH, tamanhgatdcula e indice de
polidispersado de LCNb, indicando que a formulag@aaperdido a estabilidade (tabela
4).

Os problemas com a estabilidade de LCNa e LCNf@alucionados com a
liofilizacdo das formulacbes, que passaram a seraznadas na forma de pé e

ressuspensos com tampao fosfato pH 7,4 somentemento da sua administracao.

Tabela 4:Caracteristicas de LCNb apdés os testes de estadeliem longo prazo

Tempo  Aspectos macroscopicos pH TP PDI
(dias) e microscopicos (nm)
0 SUV 7,4 113,13 +£1,07 nm 0,299 £ 0,004

(auséncia de cristal nimodipina)

7 SuVv 7,4 116,35+ 2,88 nm 0,320 + 0,009

(auséncia de cristal de nimodipina)

15 Suv 7,8 167,45+ 6,36 nm 0,675 + 0,067

(presenca de cristal de nimodipina)

21 SuUvV 8,2 178,67 £ 7,4 nm 0,578 + 0,086

(presenca de cristal de nimodipina)
TP: tamanho de particula, PDI: indice de polidisgerSUV: lipossomas unilamelares pequenos.

A administracao intraperitoneal de LCNa nao altedeuforma significativa o
estado de consciéncia, a disposi¢do, o sistema mobascular dos animais (Tabela 5).
Durante o periodo de observacédo de 30 dias ap@samento, ndo foram visualizados
sinais clinicos de toxicidade como: atividade dumda, anorexia, perda de peso,
tontura, hiperventilagdsincope, salivacéo e convulsdo (MUKINDA; SYCE, 2007

Nenhuma morte foi registrada. Ndo houve alteragdoomsumo de agua e racao
e na producao de excretas dos camundongos tratadpsCNa quando comparados ao

grupo controle.



43

Tabela 5: Parametros relativos ao “Screening Hipodtico”, apdés administracdo por

via intraperitoneal de LCNa nas doses de 0,1, md/kg.

Estado de Controle 4 4 4 4 4 4 4 4 16
Consciéncia €
Disposicdo  Atividade geral

LCNa 0,1 3 3 3 4 4 4 4 4 16
mg/kg
LCNa 1 3 3 3 3 4 4 4 4 16
mg/kg
LCNa10 3 2 3 2 4 4 4 4 16
mg/kg
Sistema Controle 4 4 4 4 4 4 4 4 16
Motor e Resposta ao
Muscular toque
LCNaO,1 3 3 3 4 4 4 4 4 16
mg/kg
LCNa 1 3 3 3 4 4 4 4 4 16
mg/kg
LCNa10 2 2 3 4 4 4 4 4 16
mg/kg
Reflexo de Controle 4 4 4 4 4 4 4 4 16
endireitamento
LCNaO,1 3 3 3 4 4 4 4 4 16
mg/kg
LCNa 1 3 2 3 4 4 4 4 4 16
mg/kg
LCNa10 3 2 2 4 4 4 4 4 16
mg/kg
Ténus do corpo Controle 4 4 4 4 4 4 4 4 16
LCNaO,1 3 3 3 4 4 4 4 4 16
mg/kg
LCNa 1 2 3 3 4 4 4 4 4 16
mg/kg
LCNa10 3 2 4 4 4 4 4 4 16

mg/kg
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“Scoré numérico da tabelaz: normal; 3: levemente reduzido?2: moderadamente reduzidd; intensamente

reduzido;0: ausenten - Nimero de animais por grupo.

Sabe-se que a diminuicdo da massa corpérea dosianédmum parametro
simples e sensivel de toxicidade apds a exposig@eates toxicantes, além de ser um
sinal de facil detec¢cdo (THANABHORSIL al, 2006). Nao houve alteracdo no peso dos
camundongos tratados com LCNa (Tabela 2), a exaigéon animal do grupo LCNa 1
que apresentou perda de peso no final da segundaaeA diminuicdo de 5 gramas na
massa corporea foi revertida ao final da tercedraaa, o que indica que ela nao foi
representativa de toxicidade. A manutencdo do pé@® camundongos apos a

administracéo da formulacdo € um indicativo da sega de LCNa.

Tabela 6 Média de Peso dos camundongos em gramaapos administracdo por via
intraperitoneal de LCNa nas doses de 0,1, 1 e YRgng

Grupos Dias apo6s o tratamento
Tratamentos (Peso médio dos animais)
0 7 15 21 30

Controle  29,38+0,62g 29,38+0,62g 29,38+0,62g 2938+0,62g 29,38+0,629
LCNa0,1 30,0+0g 30,0+0g 30,0+0g 30,0+0g 30,009
LCNa 1 300+0g 300+0g 29,38+0,62g 30,0+0g 30,0+0g

LCNa 10 29,38+0,629g 29,38+£0,62g 29,38+0,62g 29,38+0,62g 29,38+0,62¢g
Peso dos camundongos macBesgss tratados por via intraperitoneal com solug¢éo salif®% (grupo controle, n=8)
e com LCNnas doses de 0,1 mg/kg (LCN 0,1, n=8), 1 mg/kg (UCN=8), e 10 mg/kg (LCN 10, n=8). Os animais
foram observados durante 30 dias apds o tratam@stealores representam a média.P.M. do nimero de animais

usados nos experimentos. n — representa 0 nimenaimais em cada grupo

O tratamento agudo com LCNias doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg n&o ocasionou
alteracOes significativas no resultado dos exanmagubnicos realizados nos animais
(Tabela 3). Todos os parametros mantiveram-se alatdr faixa de referéncia para
camundongos (BRITO, 1994), o que mais uma vez sugee a administracao

intraperitoneal de LCNa € segura para camundongos.



Tabela 7:Parametros bioguimicos obtidos do soro de camundoog Swiss, tratados

por via intraperitoneal com LCNa nas doses del0gl10 mg/kg.
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Parametros Bioquimicos Controle LCN 0,1 mg/kg LCN 1 mg/kg LCN 10 mg/kg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Glicose (mg/dL) 93,44 +1,63 93,22 +1,62 93,89 +1,42 93,56 +1,41
Uréia (mg/dL) 50,99 +1,45 51,56 +1,71 51,67 +1,96 51,78 + 2,17
Creatinina (mg/dL) 0,36 +0,01 0,37 +0,01 0,38 +0,01 0,37 +0,01
Acido trico (mg/dL) 2,61 +0,04 2,60 +0,05 2,47 +0,06 2,54 +0,06
Triglicerideos (mg/dL) 105,6 +0,57 105,6 +1,69 106,6 +2,16 106,9 +1,93
CT (mg/dL) 86,07 +0,57 86,53 +0,26 86,59 +0,22 86,46 +0,21
Proteinas totais (mg/dL) 6,64 +0,03 6,36 +0,08 6,52 +0,06 6,70 +0,13
AST (U/mL) 91,67 +1,92 89,33.+3,44 90,56 +2,48 91,38 +4,14
ALT (U/mL) 53,25 +1,70 52,50 +2,91 53,63 +2,71 53,88 +3,21
Fosfatase alcalina (U/I) 157,4 +1,22 158,1 49,5 157,8 +6,50 157,1 48,92
Bilirrubina total (mg/dL) 0,16 +0,03 0,15 +0,04 0,16 +0,04 0,16 +0,03
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,13 +0,02 0,12 +0,01 0,13 +0,01 0,13 +0,02

Parametros bioquimicos obtidos do soro de camurodomgcho$wiss tratados por via intraperitoneal com solugao
salina 0,9% (grupo controle, n=8) e com L&&k doses de 0,1 mg/kg (LCN 0,1, n=8), 1 mg/kg (UCN=8), e 10
mg/kg (LCN 10, n=8). Os animais foram observadosualigr 24 horas apés o tratamento. Os valores repaesel

média_+E.P.M. do nimero de animais usados nos experimente representa o nimero de animais em cada.grupo

O estado de atividade da medula Ossea e os eféitivavascular
de LCNa foram monitorados através de exame hengatoloO tratamento agudo com a
formulacdonas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg ndo ocasionou @ asignificativas no
resultado dos exames hematolégicos realizadosmogs (Tabela 4), a exce¢cdo de um
pequeno aumento no numero de neutrofilos dos canmgod tratados com LCNa na
dose de 0,1 mg/kg e uma elevacdo discreta dos egalpercentuais referentes a
guantidade de eosindfilos dos animais tratadosldoNia na dose de 10 mg/kg.

Denomina-se neutrofilia 0 aumento de neutréfilossangue, considerando os
limites de referéncia. Sabe-se que descargas adiease mobilizam a liberacdo dessas

células na corrente sanguinea. A manipulacdo dosirtdongos durante o processo da
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coleta pode causar liberacdo de adrenalina hantersanguinea do animal, o que pode
ter ocasionado uma emissao de neutrofilos no sapepikérico, provocando neutrofilia.
Além disso, o aumento do numero de neutréfilos énditador sensivel e especifico da
ocorréncia de infeccdes bacterianas e que a aptica¢raperitoneal de LCNa 24 horas
antes da coleta pode causar uma pequena lesaeitdmipedo animal que pode servir de
porta de entrada para bactérias que naturalmetwaizam a pele dos camundongos.
Deste modo, a neutrofilia pode ser decorrente d& neésposta imune dos camundongos a
uma infeccao bacteriana discreta (FAILACE, 2003).

A ocorréncia de eosindfilos normalmente se restriagnucosa intestinal e o
sua presenca no sangue é modesta. A eosinofilimefsto das referidas células no
sangue) pode esté relacionada a ocorréncia deitpaessnas unidades experimentais,
uma vez que os eosinofilos participam da respastdetesa aos parasitas intestinais, ou a
reacdes alérgicas (HENRY, 2008). Como os animaigzados sdo de procedéncia
conhecida, o mais provavel € que algum dos camgudodo grupo LCNa 10 tenha
apresentado uma reacédo anafilatica a um dos lipigksdos na preparacao da formulacao

lipossomal, a nimodipina ou ao pentobarbital sod&ado na anestesia antes da coleta.

Tabela 8 Parametros hematoldgicos obtidos de camundong&eiiss, tratados por via

intraperitoneal com LCNa nas doses de 0,1, 1 ed/@gn

Parametros Controle LCN 0,1 mg/kg LCN 1 mg/kg LCN 10 mg/kg
hematolégicos
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Hemacias (mn) 8,0 +0,24 8,30 +0,42 8,250 +0,97 8,19 +0,96
Hemoglobina (g/dL) 14,0 +0,15 14,38 +0,99 14,63 +0,84 14,50 +0,63
Hematdcrito (%) 43,33+0,73 43,25 +0,84 43,75+1,28 43,88 +1,27
VCM (fL) 49,22 +0,46 49,76 +0,53 49,50 +0,62 49,78 +0,57
HCM (pg) 15,56 +0,34 15,74 +0,38 15,63 +0,33 15,67 +0,71
CHCM (g/dL) 34,22 +0,62 34,59 +0,40 34,23 +0,48 34,76 +0,45
RDW (%) 14,11 +0,26 14,76 +0,35 14,48 +0,56 14,22 +0,39
Plaquetas (mf) 292,4 +16,44 292,8 420,34  293,2.+19,12 292,2 +18,34
Leucécitos totais (mﬁ)l 7,33 +0,80 7,23 +0,45 7,48 +0,36 7,56 +0,48
Neutrofilos (%) 18,66 +0,04 20,00 +0,65 18,70.+0,30 18,80 +0,25
Eosindfilos (%) 0,36 +0,03 0,37_+0,02 0,36 +0,01 0,40 +0,15
Linfécitos (%) 78,12 +0,313 78,36_+0,66 78,25 +0,59 78,38 +0,82
Mondcitos (%) 2,4 +0,03 2,4 +0,04 2,4 +0,06 2,4 +0,03

Parametros hematoldgicos obtidos de camundongdsos@wiss tratados por via intraperitonela com solucémsali
0,9% (grupo controle, n=8) e com LGMs doses de 0,1 mg/kg (LCN 0,1, n=8), 1 mg/kg (UCK=8), e 10 mg/kg
(LCN 10, n=8). Os animais foram observados durafited®as apds o tratamento. Os valores representaétia_+

E.P.M. do nimero de animais usados nos experimemtesepresenta o nimero de animais em cada g 05,

quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teSteident—-Newman—Keuls comast hoc test
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CONCLUSOES

As formulacdes lipossomais derivadas de nimodip{b&€Na e LCNDb)
produzidas usando o método da hidratagdo de filpidido sdo adequadas para a
realizacdo de test@svivoe apresentaram alto teor e taxa de encapsulacao.

Os resultados demonstraram que é possivel a etagipside nimodipina em
lipossomas convencionais preparados a partir ddatidiécolina, colesterol e
estearilamina (7:2:1) obtendo taxa de encapsulag0l00% e as formulagbes

apresentaram estabilidade por tempo mais prolongaaiodo liofilizadas.

Conclui-se que a administracdo aguda de LCNa neesscibe 0,1, 1 e 10 mg/kg
nao produz efeitos toxicos em camundongos, umaquez ndao foram observados
alteracdes nos parametros bioquimicos e hemato®gstudados. A administracdo da
formulacdo também ndo alterou o peso dos animamsne o seu consumo de agua e
racdo e producdo de excretas. Além disso, duraperiodo de observacdo nao foram
visualizados sinais clinicos de toxicidade. Os ltados indicam que a utilizacdo de

LCNa nas doses testadas é segura.
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RESUMO

A ansiedade é um estado emocional naturalmentengado na existéncia humana,
entretanto pode passar a constituir um quadro qEata quando ocorre de forma
desproporcional ao evento que a causa ou quandexiste razdo aparente para a sua
instalagdo. A administracdo da nimodipina, um aoriaga seletivo dos canais de calcio
do tipo L, tem sido amplamente investigada no tnatao de inUmeras disfuncdes
cerebrais. Contudo, a administracdo oral da ninmodig limitada por sua baixa
solubilidade aquosa e alto metabolismo de primgitssagem hepético, o que resulta
em uma biodisponibilidade diminuida. Esse problepoale ser solucionado pela
utilizacdo de carreadores farmacéuticos de escatométrica. Desta forma, foi
produzida uma formulacdo lipossomal derivada de odipina e seus efeitos
ansioliticos foram testados em trés modelos anirdaisansiedade (teste do campo
aberto, do claro e escuro e do labirinto em crexaglo). Os modelos animais de
ansiedade sdo aplicados para se promover a awal@dgsi efeitos ansioliticos ou
ansiogénicos de compostos, assim como identificdgdoseus mecanismos de acgéo e
estudo da neurobiologia da doenca. Os resultades tdstes indicam que a
administracdo da formulacdo lipossomal contendoodipina ndo apresenta efeito
sedativo ou relaxante muscular nos animais, umaqueznao reduziu o numero de
cruzamentos, bem como nao alterou significativamentnimero degroomings e
rearings O aumento de permanéncia dos grupos LCN no catapo, assim como o
aumento no numero de entradas, porcentagem delastreempo de permanéncia e
porcentagem de tempo nos bracos abertos dos anirataslos com LCN também
sugerem uma possivel diminuicdo nos niveis de @adéeedos animais tratados com a

formulacao, confirmando os resultados observaddsste do campo aberto.

Palavras-chave:efeito ansiolitico, lipossomas, nimodipina.
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ABSTRACT

Anxiety is an emotional state naturally found inran existence, however it can also
become a pathological picture when there is sorojEptionate to the event that the
cause or when there is no apparent reason for ithstallation. The administration of
nimodipine, a selective antagonist of calcium cledsimn the L-type has been widely
investigated in the treatment of many brain distgdelowever, oral administration of
nimodipine is limited by its low aqueous solubilapnd high first pass liver metabolism,
which results in decreased bioavailability. Thi®lgem can be solved by the use of
nanometer-scale pharmaceutical carriers. This haduped a derivative of nimodipine
liposomal formulation and its anxiolytic effects negested in three animal models of
anxiety (open-field test, light and dark and eledaplus maze). Animal models of
anxiety are applied to promote the evaluation ed@wtic or anxiogenic compounds, as
well as identification of their mechanisms of antiand study of the neurobiology of
disease. The test results indicate that administratf liposomal formulation containing
nimodipine has no sedative or muscle relaxant imals, since they did not reduce the
number of crossings, and did not significantly raltee number of rearings and
groomings. The increased persistence of LCN graopkright field as well as the
increase in the number of entries, percentage toilesnlength of stay and percentage of
time in the open arms of the animals treated wifiNLalso suggest a possible decrease
in anxiety levels of the animals treated with tleenfulation, confirming the results
observed in open-field test.

Keywords: anxiolytic effect, liposomes, nimodipina.
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INTRODUCAO

A ansiedade é um estado emocional que acompanhiacespo existencial
humano, uma vez que circunstancias normais na \da pessoas como:
desenvolvimento de algum tipo de sofrimento figaoental, assim como as mudancas
no cotidiano, estdio associadas ao seu aparecintertqpressa organicamente por uma
sensacao de mal-estar psiquico, traduzido porrpagdes somaticas a exemplo de
distarbios géstrico, disfun¢des céardio-respiragriudorese excessiva e cefaléia, além
de um estado de hipercontracdo muscular (BARBCH 2003).

A ansiedade pode deixar de ser um acontecimeriirahae passar a se
estabelecer como patologia quando ocorre de fomsardporcional ao evento que a
causa ou quando ndo existe razdo aparente paraa anstalacdo (ANDRADE;
GORENSTEIN, 1998). A forma patologica afeta de 1B da populagdo e é
debilitante, além de reduzir significativamenteualglade de vida dos pacientes (SEO
et al 2007), o que evidencia que a busca de novos egjeerapéuticos com

propriedades ansioliticas se faz necessaria.

Dentro dessas perspectivas, a aplicacdo da ninmadlipm antagonista seletivo
dos canais de célcio do tipo L, tem sido amplamémiestigada no tratamento de
inUmeras disfuncdes cerebrais. Estudos demonstrgi@no farmaco apresenta a
capacidade de aumentar o fluxo sangiineo cereteajo usada no tratamento da
isquemia presente em inumeras patologias que afetagrebro, além de ser util na
terapia de disturbios do humor, do défict cognitieopaciente portadores da doenca de
Alzheimer e apresentar propriedades anticonvulsdgar{Y ANPALLEWAR et al,
2004).

Contudo, a administracdo oral da nimodipina é &oat por sua baixa
solubilidade aquosa e alto metabolismo de primgitssagem hepéatico, o que resulta
em uma biodisponibilidade diminuida (ZANINI; OGA9%). Esse problema pode ser
solucionado pela utilizacdo de carreadores farnt@o®u de escala nanométrica.
Estudos demonstraram que esses hanossistemagrs@oefdas Uteis para melhorar o
perfil farmacocinético de medicamentos que, devaauma solubilidade aquosa
reduzida, baixa biodisponibilidade e alta toxicielativeram a sua aplicabilidade
farmacéutica limitada (SANTOS-MAGALHAES; MOSQUEIRARQ10). Desta forma,
foi produzida uma formulacdo lipossomal derivada riodipina e seus efeitos
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ansioliticos foram testados em trés modelos anirdaisansiedade (teste do campo

aberto, do claro e escuro e do labirinto em crexzaslo).

MATERIAL E METODOS
Producao da formulacéo lipossomal derivada de nimagina (LCNa)

Os lipossomas contendo nimodipina foram preparagemdo o método da
hidratac&o do filme lipidico (ANDRADIgt al,2004). Os lipossomas sem carga (LCNa)
foram produzidos utilizando os lipideos fosfatidilna de soja e colesterol (proporcéo
de 8:2) e 0,010 g de nimodipina para a obtencaonu formulacdo lipossomal com
concentracdo lipideos de 117,6 mM e concentragd@rdnaco de 1,0 mg/mL. Esses
constituintes foram solubilizados em uma misturaldeoférmio:metanol (3:1 v/v), sob
agitacdo magnética. Os solventes foram removidosyaporacao a vacuo, utilizando o
rotaevaporador por 60 min (37 = 1 ° C, 80 rpm)ultaado em um filme lipidico. Este
filme foi, entdo, hidratado com 10 mL de solucampéo fosfato pH 7,4 produzindo
assim vesiculas multilamelares grandes. A suspdig@Esomal foi entdo submetida a
sonicacao por sonda ultrassonica (Vibra Cell, BRANSEUA) a 200 W e 40 Hz para

300 s para a obtencéo de lipossomas unilamelageepes.

Estudos da possivel atividade ansiolitica de LCNa

Animais

Foram utilizados camundong@&wissmachos com 2 meses de idade e com
peso de 25 a 30 g, provenientes do Biotério CedtraCentro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Piaui. Os animais destmamoexperimento permaneceram
nas dependéncias do Laboratério de Pesquisa enodNgorica Experimental, por sete
dias, para a adequada aclimatacdo. As unidadesireepéais receberam agua e dieta
(Labin&®) ad libitum e foram mantidos sob condices controladas deiriagéo (ciclo
12 h claro/escuro) e temperatura (25 = 1 °C). Ostopplos experimentais e
procedimentos foram aprovados pelo Comité de FtimaExperimentacdo Animal da
Universidade Federal do Piaui (CEEA / UFPI N° 013/1
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Teste do campo aberto

Para este experimento os camundongos foram didddoquatro grupos com
oito animais cada e tratados via intraperitoneah ceolucdo salina 0,9% (grupo
controle), LCNa nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kgptyuLCNa 0,1, 1 e 10
respectivamente) e com diazepam na dose de 2 riagkgrole positivo). A atividade
motora dos animais foi verificada por meio de um€mpa aberto feito de acrilico
(paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 xn)® dividido em 9 quadrantes iguais,
baseado no modelo descrito por ARCHER (1973). Afbsiinutos dos tratamentos, 0s
animais, um por vez, foram colocados no centroatopo aberto sendo quantificado o
namero de cruzamentos com as quatro patas (atevid@dmotora espontanea; ALE),
namero de comportamento de autolimpege@ming e o niamero de levantamentos

(rearing), sem encostar-se a parede, durante o tempo deufos

Fonte: Arquivo Pessoal.

Teste do claro e escuro

Para este experimento os camundongos foram didddoquatro grupos com
oito animais cada e tratados via intraperitoneah ceolucdo salina 0,9% (grupo
controle), LCNa nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kgptpuLCNa 0,1, 1 e 10
respectivamente) e com diazepam na dose de 2 nigtkgrole positivo). Apés 30
minutos dos tratamentos, os animais foram cologaduspor vez, no equipamento. O
aparato usado é feito de acrilico dividido em 2 partimentos (campolaro e campo
escuro) que se comunicam por meio de uma pequema (ECRAWLEY, 1985). O
campoescuro (acrilico preto, 27 x 18 x 29 cm) é pobramédominado. O campolaro
(acrilico transparente, 27 x 18 x 29 cm) é ilummaeéla luz do ambiente. O animal foi
observado por 5 minutos. O parametro utilizaddempo de permanéncia em segundos

no campalaro.
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Fonte: Arquivo Pessoal

Teste do labirinto em cruz elevado

Para este experimento os camundongos foram didddoquatro grupos com
oito animais cada e tratados via intraperitoneah ceolucédo salina 0,9% (grupo
controle), LCNa nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kgptyuLCNa 0,1, 1 e 10
respectivamente) e com diazepam na dose de 2 nggkgrole positivo). O labirinto
em cruz elevado para camundongos (LISTER, 19873istende dois bracos abertos
opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 2 também opostos, em forma de
cruz. Os bracos abertos e fechados estdo conedattessi por uma plataforma central
(5 x 5 cm), elevada a 45 cm do chédo. Apos 30, osas foram colocados no centro do
aparelho com a cabeca voltada para um dos bragbades e o seu comportamento
observado por 5 minutos. As medidas comportamemnggjstradas no LCE foram:

numero de entradas nos bragos abertos e bracaltec{NEBA e NEBF) e tempo de

permanéncia do animal em cada um desses braco#\(@ FBBF).

Fonte: Arquivo Pessoal Fonte: Arquivo Pessoal

Andlises estatisticas
Os valores foram expressos como média + erro pathawmédia (E.P.M.) do

namero de animais usados nos experimentos. Asedffas entre os grupos foram



58

determinadas por meio da Analise de Variancia (ARQ\seguida, quando detectada
diferenca, pelo testd-Student-Newman-Keuls conpost hoc teste. O nivel de
significancia para rejeicdo da hipétese de nulidadsempre >a 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste do campo aberto, foi verificada uma dirngéw de 67,37% no numero
de cruzamentos dos camundongos tratados com daZ@900 + 1,80) em relacdo ao
grupo controle (88,86 + 3,10). O grupo tratado ¢dbiNa na dose de 0,1 mg/kg (70,14
+ 3,384) apresentou uma reducao de 21,07% no mideecruzamentos em relacdo ao
grupo controle e um aumento de 141,86% quando ac@upaao grupo tratado com
diazepam. O grupo tratado com LCNa na dose de @/Rgni67,71 + 2,21) demonstrou
uma diminuicdo do numero de cruzamentos de 23,8%andp comparado ao grupo
controle e uma diminuicdo de 3,47% quando compaaadgrupo LCNa 0,1. O grupo
LCNa 10,0 (97,86 + 5,32) mostrou um aumento de3P@,quando comparado ao grupo
controle e um aumento de 39,54% quando comparadgrigm LCNa 0,1 mg/kg
(Figura 1).

Figura 1: Efeito de LCNa nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kgimoero de cruzamentos

dos camundongos.
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Os valores sdo a média + S.E.M. do tempo de nudeuzamentos de 8 camundongos (por grupo) utidlzaos
experimentosp <0,05 (ANOVA seguido de testeStudent-Newman-Keuls copost hocteste), significativamente
diferente do controlep<0.05 (ANOVA seguido de testé-Student-Newman-Keuls conpost hoc teste),
significativamente diferente do grupo tratado caazepam °p<0.05 (ANOVA seguido de testeStudent-Newman-
Keuls compost hocteste), significativamente diferente do grupo LGN& %<0.05 (ANOVA seguido de teste
Student-Newman-Keuls copost hodeste), quando comparado ao grupo LCNa 1.
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Em relacdo ao numero de rearings, o grupo tratado diazepam (13,29 +
1,063) apresentou uma diminuicdo de 62,44% emé&elag grupo controle (35,38 +
2,17). O grupo tratado com LCNa na dose de 0,1 gn@lR,43 + 2,93) mostrou
diminuicdo de 64,87 e 6,47% em relacdo aos grupmstrade e diazepam
respectivamente. O grupo tratado com LCNa na dasd,d mg/kg (7,0 £ 1,96)
demonstrou uma diminuicdo de 80,22 e 47,29% entaelaos grupos controle e
diazepam respectivamente. No grupo tratado com LA@iNdose de 10 mg/kg (5,57 +
2,36) houve diminuicao de 84,26 e 58,09% em relag&ogrupos controle e diazepam

respectivamente. Nao houve relacdo de significrdiee as doses testadas (figura 2).

Figura 2: Efeito de LCNa nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kgimoero deearings dos

camundongos.
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Experimentos realizados, conforme descrito no mloeento experimental. LCN foi administrado via ipkesitoneal.
Os valores sdo a média + S.E.M. do nimero de gsade 8 camundongos (por grupo) utilizados nosrerpatos.
p <0,01 (ANOVA seguido de testeStudent-Newman-Keuls copost hocteste), significativamente diferente do

controle.

Quanto ao numero de groomings, ndo houve altersigificativa entre o
grupo tratado com diazepam (2,29 £ 0,522) e o gagudrole (4,25 + 0,49). O grupo
tratado com LCNa na dose de 0,1 mg/kg (11,43 £)21vsstrou um aumento de 168,94
e 399,13% em relagdo aos grupos controle e diazepapectivamente. No grupo
tratado com LCNa na dose 1,0 mg/kg (3,57 £ 1,34ivbadiminuicdo de 68,77% em
relacdo ao grupo tratado com LCNa na dose de §/kgnO grupo tratado com LCNa
na dose de 10,0 mg/kg (4,86 = 2,14) mostrou dim&daide 57,48% em relacdo ao
grupo tratado com LCNa na dose 0,1 mg/kg.
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Figura 3: Efeito de LCNa nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kgimeero degroomingsdos

camundongos.
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Os valores sdo a média £+ S.E.M. do numero de groomings de 8 camundongos (por grupo) utilizados nos
experimentos. “p <0,05 (ANOVA seguido de teste t-Student-Newman-Keuls com post hoc teste), significativamente
diferente do controle. bp<0.05 (ANOVA seguido de teste t-Student-Newman-Keuls com post hoc teste),
significativamente diferente do grupo tratado com diazepam . ‘p<0.05 (ANOVA seguido de teste t-Student-

Newman-Keuls com post hoc teste), significativamente diferente do grupo LCNa 0,1.

No teste do claro e escuro observou-se que nosaaniratados com diazepam
(158,1 s) houve um aumento de 51,73% no tempo hegn€ncia no campo claro em
relacdo aos animais do grupo controle (104,2 grupo LCNa 0,1 (119,5 s) mostrou
um aumento de 14,35% em relacéo ao grupo contrateaediminuicdo de 24,42% em
relagcdo ao grupo tratado com diazepam. Os animsedbs com LCNa na dose de 1
mg/kg (145,4 s) apresentaram um aumento no tempereanéncia no campo claro de
39,54% em relacéo ao grupo controle, uma diminuitgi8,03% em relacdo ao animais
tratados com diazepam e um aumento de 21,67% egacehos animais tratados com
LCNa na dose de 0,1 mg/kg. Finalmente, o grupo LCNa (139,3 s) mostrou um
aumento de 33,68% quando comparado ao grupo veiouma diminuicdo de 11,89%
quando comparado ao grupo diazepam, um aument6,8@% quando comparado ao
grupo LCNa 0,1 e uma diminuicdo de 4,2% quando emagp ao grupo LCNa 1
(Figura 4).
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Figura 4: Efeito de LCNa nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kggmpo de permanéncia no

campo claro dos camundongos.
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Os valores sdo a média + S.E.M. do tempo de pemsam&a campo claro de 8 camundongos (por
grupo) utilizados nos experimentdp. <0,05 (ANOVA seguido de testeStudent-Newman-Keuls com
post hocteste), significativamente diferente do contr8fe<0.05 (ANOVA seguido de testeStudent-
Newman-Keuls conpost hocteste), significativamente diferente do grupoaiat com diazepam .
“<0.05 (ANOVA seguido de testeStudent-Newman-Keuls comost hocteste), significativamente
diferente do grupo LCNa 0,4p<0.05 (ANOVA seguido de testeStudent-Newman-Keuls copost hoc

teste), significativamente diferente do grupo LCNa

No teste do labirinto em cruz elevado observours@umento significativo no
namero de entradas, na porcentagem de entradatemmm de permanéncia e na
porcentagem de tempo nos bracos abertos dos gmgpados com diazepam e LCNa
nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg quando comparadgsipo controle (Tabelal). Nao
houve relacéo de significancia entre o grupo t@atamn diazepam e os grupos tratados

com LCNa.
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Tabela 1: Efeito de LCNa nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg moenal de entradas,
porcentagem de entradas, tempo de permanénciacenpmgem de tempo nos bragos
abertos dos camundongos no labirinto em cruz etevad

NEBA PEBA TPBA PTBA
Controle 10,67 £ 0,74 40,00 * 2,25 122,5 + 6,37 40,75 + 2,16
DzP 15,71 + 0,28 75,43 +2,08 208,4 + 3,57 69,25 + 1,26
LCNa 0,1 1597 +0.57 76,20 +2.36 194,3+5.32 64,89 + 2.43
LCNa 1 16.47 £ 0,62 79,07 £2.72 205,5+7,81 68,28 + 3.21
LCNa 10 14,69+ 0.78 70.53 +3.35 202,3+4,76 64,15+ 2.19

Os valores foram a média + E.P.M. do nimero deadat nos bragos abertos (NEBA), porcentagem de
entradas nos bragos abertos (PEBA), tempo de pémoi@nnos bragos abertos (TPBA) e porcentagem de
tempo nos bragos abertos (PTBA) de 8 camundongwsgfpipo) utilizados nos experimenfps<0,01
(ANOVA teste t-Student-Newman-Keuls comost hoc teste), significativamente diferente quando

comparado ao grupo controle.

Na clinica, a ansiedade costuma ser diagnosticadangio de relatos dos
portadores de transtornos do humor, o que demaastadureza subjetiva do transtorno
e constitui um desafio para o desenvolvimento delaies animais para essas
patologias. Todavia, a partir do surgimento de wo®dentos ansioliticos, que
possibilitaram a validagédo farmacologica dos testese uma melhor compreensao dos
mecanismos da fisiopatologia da doenca, a aplicded@xperimentos que mimetizam a
ansiedade recebeu um impulso consideravel (LACERZI®G). Assim, os modelos
animais de ansiedade sao atualmente aplicados o@mrobjetivos, a saber avaliacdo
dos efeitos ansioliticos ou ansiogénicos de comppstssim como identificagdo dos
seus mecanismos de acao e estudo da neurobiobdedca.

Existem mais de trinta modelos animais de ansiedddans sado baseados em
respostas fisiologicas (hipertermia), endocrinasti@sterona plasmatica) e na reacao
ao estresse, mas a maioria dos modelos € de reatommportamental. Modelos
comportamentamentais podem ser classificados caspostas condicionadas ou
incondicionadas a estimulos capazes de causardadsiem humanos. Os modelos

condicionados permitem um controle bastante pred&s® bases comportamentais,
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fazendo uso de privacdo de agua e alimento, apksage choques elétricos e
necessitando de um tempo consideravel de treinantentinimal. J& os modelos néo
condicionados envolvem apenas o comportamento &spm dos animais e por iSso
estdo sujeitos a maior variabilidade, mas permiiena analise mais aprofundada do
"perfil comportamental” de intervencdes experimesn{fRODGERSet al, 1997). Os
trés modelos utilizados (teste do campo abertap adaescuro e labirinto em cruz
elevado) séo classificados como néo condicionados.

Nos ultimos 50 anos, os ansioliticos benzodiazepsnioram os medicamentos
de primeira escolha para a terapia da ansiedadetu@n apesar de apresentarem
beneficios bem descritos e caracterizados, os He&xxapinicos também podem
provocar inumeros efeitos colaterais, como: sedagiaxamento muscular, amnésia
anterdégrada e dependéncia fisica, 0 que leva aenpes a buscar outras alternativas
terapéuticas (SOUSAL al, 2008). Como sedacéo e relaxamento muscular estéeos
principais incOmodos relatados pelos pacientes stidlos a tratamentos contra
ansiedade, é de vital importancia que as novasulagées ansioliticas ndo apresentem
essas reacdes adversas. Assim, o teste do canpo @lextremamente necesséario nas
pesquisas de novos compostos contra o transtopracitado, uma vez que promove a
avaliacdo da atividade motora do animal, detectas@da administracdo do composto
testado causou alteracbes no estado de consciéaciao tébnus muscular dos
camundongos.

O teste do claro e escuro utiliza o numero de igéas feitas por roedores
entre dois compartimentos de uma caixa experimantaldeles bem iluminado (campo
claro) e o outro com iluminacgéo reduzida (campa@g¢c como parametro para aferir a
ansiedade no animal. Nesse modelo, a ansiedadeéaggelo conflito resultante da
tendéncia de explorar ambos os compartimentos eeesap inata dos animais por
ambientes iluminados. Deste modo, o0 aumento nasig¢fes claro-escuro, bem como,
0 aumento na permanéncia do animal no campo ckooirglicativos da atividade
ansiolitica da formulacéo (CRUA al, 1997).

O teste do labirinto em cruz elevado é um modelmalinde ansiedade
desenvolvido na década de 80 como uma versao redkfide um modelo denominado
labirinto em Y. O aparato é composto por um X del@ira elevado aproximadamente a
50 cm do ché&o e dotado de dois bragos abertossefetthados por paredes e opostos
entre si. Sua utilizagdo como medida de ansiedadaséada na aversé@o natural de
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roedores por lugares abertos. Quanto maior a aigueiexploratéria do animal e
quanto mais tempo ele permanecer nos bracos abedopr 0S seus hiveis de
ansiedade. A validade do labirinto em cruz elevamlno modelo animal de ansiedade é
baseada na sua sensibilidade a inimeros agenietenos e ansiogénicos, bem como
a tratamentos estressores como nado forcado, ispotane choques, entre outros
(GOUVEIA JUNIOR; MORATO, 2002).

Os antagonistas dos canais de calcio sao farmamsnidbem a entrada de
calcio nas células através do bloqueio dos cardiagem-dependentes. Esses canais
parecem estar presentes em todos os neurbnios e ténalidade de fornecer a
quantidade de ions célcio necesséria para a l&erdgs neurotransmissores. Existem
evidéncias que os antagonistas do calcio podentexefeitos sobre a fungcéo neural e
estudos realizados com bloqueadores desses camdisngentes ao grupo das
diidropiridinas, sugerem que os medicamentos aptasealta afinidade pelos sitios de
membrana no cérebro. Nesse sentido, pesquisasanamstque a nimodipina é eficaz no
tratamento de disturbios afetivos, provocando urelhana nos sintomas depressivos e
maniacos, assim com na terapia de mudancas de dampato induzidas por
opiaceos, dos sintomas de abstinéncia em ratosndempes de alcool, além de
apresentar atividade anticonvulsivante (MARENal 1996).

Nossos resultados indicam que a administracdo daufacdo lipossomal
contendo nimodipina ndo apresenta efeito sedativeelaxante muscular nos animais,
uma vez que nao reduziu o nimero de cruzamergasngse groomings.O aumento
de permanéncia dos grupos LCN no campo claro, as®ino 0 aumento no numero de
entradas, porcentagem de entradas, tempo de peroraeéporcentagem de tempo nos
bracos abertos dos animais tratados com LCN tambagerem uma possivel
diminuicdo nos niveis de ansiedade dos animaisadibat com a formulacgéo,

confirmando os resultados observados no testerdpaaberto.

CONCLUSAO

A administracdo da formulacéo lipossomal contendoodipina (LCNa) nao
produziu sedacdo e relaxamento muscular nos camgodoe apresentou atividade
ansiolitica nos testes do campo aberto, do clascero e do labirinto em cruz elevado.
Essa atividade precisa ser melhor investigada camoodo antagonista e comparada

aos resultados do principio ativo isolado.
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RESUMO

Os sentimentos de alegria e tristeza sdo de oaiaréatural na existéncia humana, no
entanto, quando a tristeza ultrapassa o limiar damalidade observamos o
desenvolvimento da depressdo. Estudos demonstrquamo aumento do fluxo de
calcio através das membranas, com consequente ¢c@tevdas concentracdes
intracelulares desse ion, pode desempenhar um papettante na fisiopatologia dos
transtornos afetivos. Além disso, foi comprovade glguns antidepressivos triciclicos
provocam um blogueio nos canais de calcio, indicagde esse mecanismo pode
contribuir para os seus efeitos terapéuticos. Aodipina, farmaco pertencente ao
grupo das diidropiridina que apresenta alta lippflade e por isso atinge facilmente o
sistema nervoso central, mostrou efeitos antidep@s em ensaios realizados em
animais. Entretanto, a administracdo oral do faor@adimitada pelo fato da molécula
apresentar baixa solubilidade aquosa e alto mesatmide primeira passagem hepatico,
0 que ocasiona baixa biodisponibilidade. A encarsid de farmacos em lipossomas
constitui um método alternativo para a solubilizaghe compostos que apresentem
toxicidade elevada, sejam fotossensiveis ou nadotremos solubilidade para a
administracdo na forma livre. Assim, foi produzidana formulacdo lipossomal
derivada de nimodipina (LCNa) e seus efeitos forastados em dois modelos animais
de depresséo: teste de suspensdo pela caudaesddestado forcado. A reducédo do
tempo de imobilidade dos grupos de camundongasitvatcom LCNa nas doses de 0,1,
1 e 10 mg/kg em ambos os testes indicam um possefe#io antidepressivo da
formulacdo. Os resultados dos testes do anima&ltra com associacdes de LCN com
imipramina, paroxetina e reserpina sugerem que cani®mo de acdo da formulacdo
esteja possivelmente envolvido com um bloqueio e@aptacdo da noradrenalina e

serotonina.

Palavras-chave:efeito antidepressivo, lipossomas, nimodipina.
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ABSTRACT

The feelings of joy and sadness are naturally ooayin human existence, however,
when grief crosses the threshold of normality &eirsy the development of depression.
Studies have shown that increased calcium flux sscraembranes, with consequent
elevation of intracellular concentrations of thig imay play an important role in the
pathophysiology of affective disorders. Moreovérwias shown that some tricyclic
antidepressants cause a blockage of calcium chanindicating that this mechanism
may contribute to their therapeutic effects. Theadipine, a drug belonging to the
dihydropyridine group that has a high lipophilicignd therefore easily reaches the
central nervous system, showed antidepressanttefiedests on animals. However,
oral administration of the drug is limited by treef that the molecule have low aqueous
solubility and high first pass liver metabolism, ialh leads to low bioavailability. The
encapsulation of drugs into liposomes is an alter@anethod for the solubilization of
compounds that have high toxicity, are photosearesitor not show solubility for
administration in free form. Thus was producedpadomal formulation derived from
nimodipine (LCNa) and their effects were testedwo animal models of depression:
the tail suspension test and forced swimming Ese. reduction of immobility time of
the groups treated with LCNa mice at doses of 0.And 10 mg / kg in both tests
indicate a possible antidepressant effect of tmmddation. The test results of animals
treated with combinations of LCN with imipraminegrpxetine, and reserpine suggest
that the mechanism of action of the formulatioppassibly involved in a blockade of

the reuptake of norepinephrine and serotonin.

Keywords: antidepressant effect, liposomes, nimodipine.
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INTRODUCAO

Os sentimentos de alegria e tristeza sdo de ocoarératural na existéncia
humana. No entanto, quando a tristeza ultrapasaay da normalidade observamos o
desenvolvimento da depressédo. A doenca € caraatarigor uma série de sintomas,
entre 0s quais podemos citar: humor depressivo sggéo de tristeza,
autodesvalorizacdo e sentimentos de culpa), reddgdocapacidade de experimentar
prazer nas atividades antes consideradas agradédiga ou sensacdo de perda de
energia, diminuicdo da capacidade de pensar, @®rsgntrar ou de tomar decisdes,
alteracdes do sono (insbénia ou hipersonoléncigyaaldes do apetite (perda ou aumento

do apetite) e reducdo do interesse sexual (DEL RDRY99).

Estudos demonstram que o aumento do fluxo de calawés das membranas,
com consequente elevacdo das concentracdes intemesl desse ion, pode
desempenhar um papel importante na fisiopatologs tdanstornos afetivos. Nesse
contexto, alguns bloqueadores dos canais de céciexemplo do verapamil e
diltiazem, foram administrados em estudos cline@presentaram efeito na terapia de
transtornos do humor. Além disso, foi comprovadee calguns antidepressivos
triciclicos provocam um bloqueio nos canais deigaladicando que esse mecanismo

pode contribuir para os seus efeitos terapéutiGe8INZE et al, 1996).

A nimodipina, farmaco pertencente ao grupo dagafiddinas que apresenta
alta lipofilicidade e por isso atinge facilmentsistema nervoso central (SNC), mostrou
efeitos antidepressivos em ensaios realizados emasan (KATAGIRI et al, 2001).
Entretanto, a administracdo oral do farmaco é didatpelo fato da molécula apresentar
baixa solubilidade aquosa e alto metabolismo degira passagem hepatico, o que
ocasiona baixa biodisponibilidade. Uma solucdo passe problema seria a
administracdo endovenosa de nimodipina, entretantno o medicamento ndo €
solavel em &gua seria necessaria a sua solubitizzpdmetanol. Como o alcool causa
irritac@o grave nos vasos sanguineos essa praticase contra-indicada (WANE& al,
2006; YU; HE; TANG, 2006).

A encapsulacdo de farmacos em lipossomas constitumétodo alternativo
para a solubilizacdo de compostos que apresentediciderde elevada, sejam
fotossensiveis ou ndo mostrem solubilidade paradrairgstracdo na forma livre

(SANTOS, 2005). Esses nanossistemas tém mostradapacidade de melhorar a
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farmacocinética e farmacodinamica das moléculaapsutadas. Assim, foi produzida
uma formulacéo lipossomal contendo nimodipina e sfeitos foram testados em dois
modelos animais de depresséo: teste de susperiadapda e teste do nado forgado.

MATERIAL E METODOS
Producao da formulacéo lipossomal contendo nimodipa (LCNa)

Os lipossomas contendo nimodipina foram preparagemdo o método da
hidratacéo do filme lipidico (ANDRADIEt al, 2004). Os lipossomas sem carga (LCNa)
foram produzidos utilizando os lipideos fosfatidilna de soja e colesterol (proporcéo
de 8:2) e 0,010 g de nimodipina para a obtencaonu formulacdo lipossomal com
concentracdo lipideos de 117,6 mM e concentragd@rdnaco de 1,0 mg/mL. Esses
constituintes foram solubilizados em uma misturaldeoférmio:metanol (3:1 v/v), sob
agitacdo magnética. Os solventes foram removidosyaporacao a vacuo, utilizando o
rotaevaporador por 60 min (37 £ 1 ° C, 80 rpm)ultasdo em um filme lipidico. Este
filme foi, entdo, hidratado com 10 mL de solucampéo fosfato pH 7,4 produzindo
assim vesiculas multilamelares grandes. A suspdipgiEsomal foi entdo submetida a
sonicacao por sonda ultrassonica (Vibra Cell, BRANSEUA) a 200 W e 40 Hz para

300 s para a obtencéo de lipossomas unilamelage®pes.

Estudos da possivel atividade antidepressiva de LGN

Animais

Foram utilizados camundong&wissmachos com 2 meses de idade e com
peso de 25 a 30 g, provenientes do Biotério CedtraCentro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Piaui. Os animais destgatoexperimento permaneceram
nas dependéncias do Laboratério de Pesquisa enodNgorica Experimental, por sete
dias, para a adequada aclimatacdo. As unidadesireepéais receberam agua e dieta
(Labin®) ad libitum e foram mantidos sob condicBes controladas deirkagéo (ciclo
12 h claro/escuro) e temperatura (25 £ 1 °C). Ostopplos experimentais e
procedimentos foram aprovados pelo Comité de FtmaExperimentacdo Animal da
Universidade Federal do Piaui (CEEA / UFPI N° 013/1
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Teste de suspenséo pela cauda

Cinco grupos de 8 camundongos cada foram tratadostvaperitoneal com
solugéo salina 0,9% (grupo controle), LCN nas do=e6,1, 1 e 10 mg/kg (LCN 0,1,
LCN 1, LCN 10 respectivamente) e imipramina na ddee50 mg/kg (controle
positivo). Apos 30 minutos dos tratamentos, os argmum por vez, foram suspensos e
presos com uma fita adesiva, a cerca de 1 cm da plancauda, numa plataforma 58
cm acima da bancada, durante 6 minutos (STERU,)1@8parametro observado foi o

tempo de imobilidade do animal, em segundos.

|

Fonte: Arquivo Pessoal

Teste do nado forcado

Seis grupos de 8 camundongos cada foram tratadosivaperitoneal com
solugéo salina 0,9% (grupo controle), LCN nas do=e6,1, 1 e 10 mg/kg (LCN 0,1,
LCN 1 e LCN 10 respectivamente), imipramina na ddses0 mg/kg, paroxetina na
dose de 20 mg/kg e reserpina na dose de 0,25 rfphtroles positivos). Para o estudo
do efeito da associacdo da formulacdo testada cogasl antidepressivas e reserpina
trés grupos receberam LCN via intraperitoneal nsedale 0,1 mg/kg para
posteriormente receber imipramina na dose de 5&gngfupo LCN 0,1 + IMI 50),
paroxetina na dose de 20 mg/kg (grupo LCN 0,1 + BXR0) e reserpina na dose de
0,25 mg/kg (grupo LCN 0,1 + RESERP 0.25). Ap6s 3Autos dos tratamentos os
camundongos, um por vez, foram acondicionados enilumdro transparente cheio de
agua por 5 minutos. (PORSOLT, 1977). O tempo debildade em segundos foi
determinado.
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Fonte: Arquivo Pessoal

Analises estatisticas

Os valores foram expressos como média + erro pathawmédia (E.P.M.) do
namero de animais usados nos experimentos. Asedifas entre os grupos foram
determinadas por meio da Analise de Variancia (ARQ\seguida, quando detectada
diferenca, pelo teste t-Student-Newman-Keuls cpost hoc teste. O nivel de

significancia para rejeicdo da hipétese de nulidadsempre >a 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de suspensao pela cauda houve uma didonde;44, 62% no tempo
de imobilidade dos animais tratados com imipranfs®&51 s) em relacdo aos animais
tratados com o veiculo (102,4 s). O grupo tratamto £CNa 0,1 (36,88 s) apresentou
uma diminuicdo de 63,99% do tempo de imobilidadebtam em relacdo ao grupo
controle. Os camundongos que receberam LCNa 1549 @ostraram uma diminuigéo
no tempo de imobilidade de 51,91% em relacdo aosicdongos que receberam o
veiculo. Por fim, no grupo tratado com LCNa 10 889s) houve uma diminuicdo de
61,55% do tempo de imobilidade em relacdo ao gropotrole (Figura 1). A
diminuicdo do tempo de imobilidade dos camundorigiados com LCNa em relagéo
aos animais que receberam solugéo salina (gruptwotenindica um possivel efeito
antidepressivo da formulacdo. N&o houve diferengmifeativa no tempo de
imobilidade dos animais tratados com LCNa quandopavados com 0os camundongos

tratados com imipramina.
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Figura 1: Efeito de LCNa nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kigmgo de imobilidade dos

camundongos no teste da suspenséao pela cauda.

150
m
=]
=
m
]
@ 1004
=]
=]
{{3]
2 2 . a a
@
2 50-
]
=3
W
D .
Veiculo IMP LCNa 0,1 LCNa 1,0 LCNa 10,0

Os valores sdo a média + S.E.M. do tempo de indalié de 8 camundongos (por grupo) utilizados nos
experimentos. p<0,01 (ANOVA seguido de tesftudent-Newman-Keuls copost hocteste), significativamente

diferente do controle.

No teste do nado forgcado os animais que foramdimataom LCNa mostraram uma
diminuicao significativa no tempo de imobilidadeagdo comparados ao grupo controle.
Essa reducéo foi inversamente proporcional a dogege sugere um efeito dose-dependente.
Mesmo a média do tempo de imobilidade do grupo LONa(21.75 + 5.85) foi menor do
gue a média do tempo de imobilidade dos animaitadogd com o0s antidepressivos
imipramina e paroxetina (75.00 + 0,68133.0 = 3.28espectivamente), o que indica a
possibilidade do desenvolvimento de uma terapianguessite de pequenas quantidades da
formulacdo. Além disso, o resultado dos testes atosiais tratados com associacdes de
LCNa com imipramina e paroxetina (LCN 0,1+ IMI 5@@N 0,1 + PAROX 20) indica uma
possivel sinergia nos efeitos dos farmacos. Jasaltaglo dos animais tratados com
associagfes de LCNa 0,1 e reserpina mostram gféroacos tém efeitos contrarios (LCN
0,1 + RESERP 0.25).
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Tabela 1: Efeito de LCNa no tempo de imobilidade de camundsenp teste do nado

forcado.

Grupos Tempo de Imobilidade  Valores de Imobilidade
(s) (%)

Veiculo 224.3 £ 0.86 -

IMI 50 75.00 + 0,68 1 66,57

PAROX 20 133.0 + 3.28 | 49,63

RESERP 0.25 263.70 + 2.1% 117,8

LCNa 0,1 21.75 +5.88 190.3

LCNa 1 5.07 + 1.98% 97.74 | 76.29

LCNa 10 2.0 +0.748¢ 199.1% | 90.8F | 60,55

LCNa 0,1+ IMI 50 18.40 + 9.358¢ 191,8 | 15,4 |75,48

LCNa 0,1 + PAROX 20 59.00 + 10.08"" 1 73,7 1171,28 155,64'

LCNa 0,1 + RESERP 0.25 57.80 + 9.58" | 74,23 1165,7% | 78,09

Os valores sdo a média + S.E.M. do tempo de indalié de 8 camundongos (por grupo) utilizados nos
experimentos’p <0,05 (ANOVA seguido de testeStudent-Newman-Keuls copost hocteste), significativamente
diferente do controle’p<0.005 (ANOVA seguido de testeStudent-Newman-Keuls conpost hoc teste),
significativamente diferente do grupo LCNa (fd<0.05 (ANOVA seguido de testeStudent-Newman-Keuls com
post hocteste), significativamente diferente do grupo LCNa’p<0.05 (ANOVA seguido de testeStudent-
Newman-Keuls conpost hocteste), significativamente diferente do grupo LCINa<0.05 (ANOVA seguido de
testet-Student-Newman-Keuls copost hocteste), significativamente diferente do grupo B8l 'p<0.05 (ANOVA
seguido de testeStudent-Newman-Keuls copost hocteste), significativamente diferente do grupo PARED.
LCN = formulacéo lipossomal contendo nimodipina ;l I¥ imipramina; PAROX = paroxetina; RESERP =
reserpina. LCN e os farmacos foram administradasiB0tos antes da realizagao do teste.

Estudos realizados em animais sdo de fundamenpalrigmcia para a melhor
compreensao da fisiopatologia das doencas mentsisaeo desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas. Apesar de ndo existiimodelo animal uma condi¢cao que
corresponda exatamente ao estado de depressao rands) sabe-se que existem
procedimentos que induzem estados comportamengaielisantes a patologia em
questao (SILVA, 2009).

O teste do nado forcado e o teste de suspensaocpeti sdo situacdes
estressantes ndo escapaveis frequentemente apleadaboratérios para se promover
a identificacdo de compostos que apresentem aliwidantidepressiva. Quando os
camundongos séao forcados a nadar ou séo pendutadadeca para baixo pela cauda,

eles tendem a se tornar imdveis apdés uma atividlsidal vigorosa. A atividade
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vigorosa é considerada um comportamento de fugaiheal e a imobilidade é descrita
como um sinal de desespero. Substancias que redozempo de imobilidade dos
camundongos geralmente apresentam propriedade@essivas em seres humanos,
por isso os testes tém sido considerados Uteis condelos de depressdo em roedores.
Assim, o aumento da duracdo da imobilidade dos arin considerado indicativo de
depressdo e, consequentemente, a diminuicdo dodpennovel é sinal de efeito
antidepressivo da substancia administi&RRROLEWICZ et al, 2001).

Pesquisas demonstram que o fluxo excessivo deddleves das membranas
que resultam no aumento dos niveis intracelulapefil pode desempenhar um papel
importante na fisiopatologia dos transtornos adstiv Nesse contexto, alguns
bloqueadores dos canais de célcio, a exemplo dapamil e do diltiazem, foram
administrados em estudos clinicos e apresentaraito efa terapia de transtornos do
humor. Essa teoria foi fortalecida pela deteccéorda elevacdo nas concentracdes de
calcio de plaquetas e linfécitos em pacientes ammstorno bipolar, nos episédios de
mania e depressao. Além disso, foi sugerido quanalgntidepressivos triciclicos
vastamente empregados no tratamento de disfungbésirdor exercem antagonismo
nos canais de calcio, levantando a possibilidadguéeessse mecanismo pode contribuir
para seus efeitos terapéuticos (GRUNAZEI, 1996).

A nimodipina é um antagonista dos canais de cé&kiebroceletivo. Devido a
sua elevada lipofilicidade, a molécula atravessgideanente a barreira
hematoencefalica atingindo o cérebro. Por contsuddacilidade em chegar ao SNC, a
nimodipina apresenta um potente efeito vasodilatagoebral, aumentando o fluxo
sanguineo no Orgdo e constituindo uma excelent&oopgra o tratamento dos quadros
de hisquemias presentes em inUmeras patologiais atmegem o0 ceérebro
(YANPALLEWAR, et al, 2004). Aléem disso a nimodipina apresenta inuUmefegos
centrais, a exemplo de propriedades anticonvulsganaumento da capacidade
cognitiva de pacientes com deméncia, aplicabilidadetratamento de hemorragias
cerebrais e transtornos do humor (FR¥Eal, 2003). Experimentos realizados em
animais indicaram que o farmaco apresenta efertbdegpressivos (KATAGIREt al,
2001). Contudo a molécula apresenta algumas lifesgcuma vez que € praticamente
insolivel em agua, fotossensivel e sua biodisplishaloie oral € baixa (13%) (ZANINI,
OGA, 1995). Esses inconvenientes podem ser mindogapela utlizagdo de

carreadores farmacéuticos nanomeétricos (LIMA, 1995)
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Lipossomas sao vesiculas esféricas fechadas codasit por uma ou mais
bicamadas de fosfolipideos que circundam uma fgs®sa interna. Devido a sua
estrutura, essas vesiculas podem encapsular camapbtrofilicos, no interior do
compartimento aquoso, ou moléculas hidrofobicasnembrana lipidica. Por conta da
sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e b&xicidade, os lipossomas possuem
inmeras aplicacdes como carreadores farmacéuticostrando bons resultados na
promocdo do aumento da biodisponibilidade e dingéi da toxicidade dos
medicamentos (LAOUINIAet al, 2011). Além disso, esses nanossistemas posaifilit
a protecao de farmacos fotossensiveis e a solffiizde moléculas que ndo mostrem
solubilidade para a administragéo na forma livre.

Nos ensaios foram usados os farmacos imipramin@ax@dna e reserpina
como controles positivos. Sabe-se que alteracdes pancentracbes dos
neurotransmissores noradrenalina, serotonina entdopaém sido postuladas como as
bases bioldgicas da depresséo (SKALE Al 2002). A imipramina foi escolhida por
ser um antidepressivo triciclico largamente utdizadesde a década de 1950 e com
eficacia comprovada no tratamento da depressaceti&nto, a administracdo do
farmaco esta associada a uma variedade de efelaterais (particularmente efeitos
anti-w-adrenérgicos e anticolinérgicos), entre os quademos citar: xerostomia,
constipacdo, sedacdo, prejuizo psicomotor e cognifVAN AMERONGEN;
FERREY; TOURNOUX, 2002).Como explicitado anteriormente, o tratamento da
patologia também envolve medicamentos que afetarfungdo serotoninérgica,
alterando a recaptacdo, o catabolismo ou a demsidadserotonina nos receptores.
Nesse contexto, a paroxetina é um dos mais potamlbédores seletivos da recaptacéo
da serotonina (MUCK-SELERt al 2002). J4& a reserpina provoca a deplecdo dos
neurotransmissores noradrenalina e serotoninaacdasima exacerbacao da depressao
(YAMASHITA et al, 1998).

Os resultados indicam que LCNa pode agir pelo @mgda recaptacao de
serotonina e noradrenalina, e com base no tempondeilidade dos camundongos
tratados com a associacao de LCNa e reserpinageodegerir que a formulacdo pode

promover o aumento da sintese ou liberacao de merraltha e serotonina.

CONCLUSAO
A reducao do tempo de imobilidade dos animaisdtaom LCNa demonstra

um possivel efeito antidepressivo da formulacadénmAtlisso, os resultados do teste do
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nado forcado dos animais tratados com associacéetGNa com imipramina,
paroxetina e reserpina sugerem que o efeito daufag@o possa ser causado por um
possivel bloqueio na recaptacdo da noradrenaleaotonina.
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RESUMO

Epilepsia € uma doenca cronica do sistema neneargioat que afeta mais de 50 milhdes
de pessoas no mundo. E caracterizada por crisegestes originadas por descargas
excessivas dos neurdnios cerebrais que resultamalegnacdes persistentes do
funcionamento cerebral normal e do estado cognitdabe-se que o aumento nas
concentracdes de calciotracelular apresenta um importante papel na dade
epileptiforme e que, por isso, antagonistas doaisate calcio constituem um alvo para
o desenvolvimento de formulacBes antiepilépticasee@roprotetoras. Nesse contexto,
algumas diidropiridinas, a exemplo da nimodipinagmdnstraram atividade
anticonvulsivante em varios experimentosvitro e in vivo devido a inibicdo do fluxo
calcio através dos canais voltagem dependenterpeeses neurbnios. No entanto, a
nimodipina apresenta baixa solubilidade aquosate ialdice de metabolismo de
primeira passagem hepatico, o que reduz signifaatente a sua biodisponibilidade.
Para solucionar esse problema foi produzida ummutacéo lipossomal contendo
nimodipina (LCNa) e seu possivel efeito anticonwalste foi testado no modelo de
convulsao induzida por pilocarpina. Camundon§asssadultos machos de 2 meses de
idade, pesando de 25 a 30 g foram divididos em gribgpos de 20 animais cada. O
grupo controle foi tratado com salina 0,9% (i.@).grupo P400 foi tratado com
pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). O terceiro, quart@unto grupos foram tratados com
LCNa nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg i.p., res@antnte e apds 30 minutos receberam
a mesma dose de pilocarpina do grupo P400 pardugdn de crises convulsivas. Por
fim, os animais do sexto, sétimo e oitavo grupaslveram apenas LCNa nas doses de
0,1, 1 e 10 mg/kg ip. Os animais de todos os gréqgrasn observados durante 24 horas
apos o tratamento para a determinacdo da presenSidis Colinérgicos Periféricos
(SCP), Movimentos Estereotipados (ME), Tremores (@iises Convulsivas (CC),
Estado de Mal Epiléptico (EME) e Taxa de MortalesdTM), bem como foram
determinadas a Laténcia para Instalacdo da Pring®ravulsdo (LIPC) e a Laténcia
para Instalacdo do Mal Epiléptico (LIEME). ApGs eegseriodo de observagdo, os
animais foram eutanasiados. Os resultados demoarstigue a administragédo de LCNa
nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg apresentou efeitoomvulsivante no modelo de
convulsao induzido por pilocarpina, uma vez queuzedo numero de animais com

tremores e impediu as crises convulsivas e o estadaal epiléptico.

Palavras-chave:efeito anticonvulsivante, lipossomas, nimodipina.
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ABSTRACT

Epilepsy is a chronic disease of the central nesveystem that affects more than 50
million people worldwide. It is characterized byuerent seizures caused by excessive
discharge of neurons in the brain result in peFaistalterations of normal brain
functioning and cognitive status. It is known thiaicreased concentrations of
intracellular calcium plays an important role ire thpileptiform activity and, therefore,
calcium channel antagonists are a target for theeldpment of antiepileptic and
neuroprotective formulations. In this context, sowh@ydropyridines, such as the
nimodipine showed anticonvulsant activity in selVewgeriments in vitro and in vivo
due to inhibition of calcium flux through voltagejkendent channels present in
neurons. However, nimodipine has low agueous sdljilaind high rate of first pass
liver metabolism, which significantly reduces it®dvailability. To solve this problem
was made a liposomal formulation containing nimodp(LCNa) and its possible
anticonvulsant effect was tested in the model afuses induced by pilocarpine. Adult
male Swiss mice 2 months old, weighing 25-30 g veiveded into eight groups of 20
animals each. The control group was treated wiPoOsaline (ip). The P400 group was
treated with pilocarpine (400 mg / kg, ip). Therdhifourth and fifth groups were
treated with LCNa at doses of 0.1, 1 and 10 mg fipsgrespectively and after 30
minutes received the same dose of pilocarpine gRAQD to induce seizures. Finally,
animals in the sixth, seventh and eighth groupsived only LCNa at doses of 0.1, 1
and 10 mg / kg ip. Animals of all groups were oliedrfor 24 hours after treatment to
determine the presence of Cholinergic Signs Pergihe (SCP), Stereotyped
Movements (ME), Tremor (T), Seizures (DC) Statusidppicus (EME ) and mortality
(TM), and were determined at the onset time offingt Seizure (Lipca) and latency for
installing Epilepticus (Liem). After this observai period, the animals were
euthanized. The results showed that administraifobCNa at doses of 0.1, 1 and 10
mg / kg showed anticonvulsant effect in the modedeszures induced by pilocarpine,
since reduced the number of animals with tremodssaizures and prevented the state

epilepticus.

Keywords: anticonvulsant effect, liposomes, nimatkp
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INTRODUCAO

A epilepsia € uma doenca crénica do sistema nerv@sival que afeta mais de
50 milhdes de pessoas em todo o mundo. E caradaripor crises recorrentes
originadas por descargas excessivas dos neurdmeisrais que resultam em alteracdes
persistentes do funcionamento cerebral normal eestado cognitivo (TREIMAN,
1995). Apesar dos grandes avancos que vém sendizades na pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos, essa doenca aindstitui um importante
problema de saude publica, uma vez que aproximatdanen terco dos pacientes nao
responde aos esquemas terapéuticos atualmented@sldBHUTADA, 2010). Além
disso, apenas trés quartos dos afetados tém aasstamento adequado em paises em
desenvolvimento, evidenciando que a busca poriteragdicazes e mais acessiveis é
necesséaria (ADEYEMet al, 2010).

Sabe-se que o aumento nas concentra¢cfes de ioélaelular apresenta um
importante papel na atividade epileptiforme e guoz,isso, antagonistas dos canais de
calcio constituem um alvo para o desenvolvimentdfateulacdes antiepilépticas e
neuroprotetoras (MIKATEt al, 2004). Nesse contexto, algumas diidropiridinasiteos
blogueadores dos canais de calcio, demonstraraidaate anticonvulsivante em varios
experimentodn vitro e in vivo devido a inibicdo do fluxo calcio através dos t®na
voltagem dependente presente nos neurdnios (ZAPA@ERI| 1998). Umas das
diidropiridinas que teve seu efeito anticonvulsieamelhor estudado foi a nimodipina.
Todavia, apesar de apresentar bons resultados @eote anticonvulsivante e
neuroprotetor, a aplicacéo terapéutica do farmdooitada devido a uma solubilidade
aquosa reduzida e a um alto metabolismo de prinpeissagem hepéatico, que resulta
em uma diminuicdo da biodisponibilidade quando d#owa € administrada por via

oral (FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2005).

Uma solucdo para esse problema € a utilizacaordesadares farmacéuticos de
escala nanométrica. O uso da nanotecnologia plissii protecdo do medicamento
contra a degradacao extracelular, melhora a selatie em relacdo ao alvo, reduz a
frequéncia de administracdo e a duracdo do tratamen melhora o perfil
farmacocinético da molécula (SANTOS-MAGALHAES al, 2010). Além disso, a
liberagdo controlada do farmaco aumenta a sua dpodibilidade e diminui a sua
toxicidade. Assim, foi produzida uma formulacaem$&ipomal derivada de nimodipina e
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seus efeitos anticonvulsivantes foram testadosamurdongos submetidos ao modelo

de convulsao induzido por pilocarpina.

MATERIAL E METODOS
Producao da formulacéo lipossomal contendo nimodipa (LCNa)

Os lipossomas contendo nimodipina foram preparagasdo o método da
hidratac&o do filme lipidico (ANDRADIgt al,2004). Os lipossomas sem carga (LCNa)
foram produzidos utilizando os lipideos fosfatidilna de soja e colesterol (proporcéo
de 8:2) e 0,010 g de nimodipina para a obtencaonu formulacdo lipossomal com
concentracdo lipideos de 117,6 mM e concentragd@rdnaco de 1,0 mg/mL. Esses
constituintes foram solubilizados em uma misturaldeoférmio:metanol (3:1 v/v), sob
agitacdo magnética. Os solventes foram removidosyaporacao a vacuo, utilizando o
rotaevaporador por 60 min (37 = 1 ° C, 80 rpm)ultaado em um filme lipidico. Este
filme foi, entdo, hidratado com 10 mL de solucampéo fosfato pH 7,4 produzindo
assim vesiculas multilamelares grandes. A suspdis@Esomal foi entdo submetida a
sonicacao por sonda ultrassonica (Vibra Cell, BRANSEUA) a 200 W e 40 Hz para
300 s para a obtencéo de lipossomas unilamelageepes.

Estudos da possivel atividade anticonvulsivante deCNa

Animais

Foram utilizados camundong&wissmachos com 2 meses de idade e com
peso de 25 a 30 g, provenientes do Biotério CedtraCentro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Piaui. Os animais destgatoexperimento permaneceram
nas dependéncias do Laboratério de Pesquisa enodNgorica Experimental, por sete
dias, para a adequada aclimatacdo. As unidadesireepéais receberam agua e dieta
(Labin&®) ad libitum e foram mantidos sob condices controladas deiriagéo (ciclo
12 h claro/escuro) e temperatura (25 = 2 °C). Ostopplos experimentais e
procedimentos foram aprovados pelo Comité de FtmaExperimentacdo Animal da
Universidade Federal do Piaui (CEEA / UFPI N° 013/1
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Convulsdes induzidas por pilocarpina

Camundongos foram divididos em oito grupos de dfhais cada. O grupo
controle foi tratado com salina 0,9% (i.p.). O grdp400 foi tratado com pilocarpina
(400 mg/kg, i.p.). O terceiro, quarto e quinto grsiforam tratados com LCNa nas
doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg i.p., respectivameaf@s 30 minutos receberam a mesma
dose de pilocarpina do grupo P400 para a inducacrisdes convulsivas. Por fim, os
animais do sexto, sétimo e oitavo grupos recebamanas LCNa nas doses de 0,1, 1 e
10 mg/kg (i.p.).

Os animais de todos os grupos foram observadost@ust horas apds o
tratamento para a determinagdo da presenca des &oénérgicos Periféricos (SCP),
Movimentos Estereotipados (ME), Tremores (T), Gri€®nvulsivas (CC), Estado de
Mal Epiléptico (EME) e Taxa de Mortalidades (TMgnb como foram determinadas a
Laténcia para Instalacdo da Primeira Convulsdo() ¥ a Laténcia para Instalagéo do
Mal Epiléptico (LIEME). ApOs esse periodo de obseBo os animais foram

eutanasiados.

Analises estatisticas

Os valores foram expressos como meédia + erro patkaoédia (E.P.M.) do
namero de animais usados nos experimentos. Asedifas entre os grupos foram
determinadas por meio da Analise de Variancia (AMQ\seguida, quando detectada
diferenca, pelo testd-Student-Newman-Keuls conpost hoc teste. O nivel de

significancia para rejeicdo da hipotese de nulidadsempre >a 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os camundongos do grupo controle, assim como osa@dos grupos LCNa
0,1, LCNa 1 e LCNa 10 nao apresentaram alteracosgpartamentais (Tabela 1).
Todos os camundongos do grupo P400 mostraram maslang comportamento
caracteristicas da atividade epilét{&CP, ME, T e CC) e vieram a 06bito. Os animais
tratados com LCNa nas concentracdoes de 0,1, 1 mdlRg 30 minutos antes da
aplicacdo de pilocarpina apresentaram algumasagites comportamentais tipicas da
atividade epiléptica (SCP, ME e T), mas nenhumsagr®u crise convulsiva ou veio a
Obito durante as 24 horas de observacdo que seedesacn a administracdo da

pilocarpina. Esses dados sugerem uma atividadeoantilsivante da formulacdo, uma
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vez que sua administracdo reduziu o numero de @hiam movimentos
estereotipados e tremores e impediu as crises [sivasi e 0 estado de mal epiléptico
de forma inversamente proporcional a dose, indiwanch possivel efeito dose

dependente.

Tabela 1: Efeito agudo de LCNa em parametros comportamed@isamundongos

adultos no modelo de convulséo induzida por pilzioar.

GRUPOS SCP ME T cC EME TM
% % % % % %
Controle 00 00 00 00 00 00
P400 100 100 100 100 90 100
LCNa 0,1 + P400 100 6% 100 o0 oo 00
LCNa 1 + P400 100  42,8° 60 o0 (0]03 00
LCNa 10 + P400 100 3¢ 20P°¢ o0 (0]03 00
LCNa 0,1 00 00 00 00 00 00
LCNa 1 00 00 00 00 00 00
LCNa 10 00 00 00 00 00 00

Os valores sdo a média = S.E.M. dos sinais coricesgeriféricos, movimentos estereotipados, tresjocrises
convulsivas, estado de mal epileptico e taxa detatdade de 20 camundongos (por grupo) utilizados n
experimento$p<0.005 (ANOVA seguido de testeStudent-Newman-Keuls copost hocteste), significativamente
diferente do grupo P400p<0.05 (ANOVA seguido de testeStudent-Newman-Keuls corpost hoc teste),
significativamente diferente do grupo LCNa 0,1 + ®4p<0.05 (ANOVA seguido de testeStudent-Newman-
Keuls compost hoceste), significativamente diferente do grupo LAN&aP400.

A fisiopatologia dos processos convulsivos aindgiga ser bastante estudada
para que se promova a sua elucidacao, contudossahee a atividade convulsiva,
quando mantida por tempo suficiente, induz a morneuronal. O exato
mecanismo de lesdo cerebral ndo foi plenamentereamgido, mas comprovou-se que
as convulsées podem desencadear uma variedadeadsgos bioquimicos que incluem

um influxo de célcio extracelular através dos caraie N voltagem dependentes,



89

sensiveis aos receptores NMDA e ndo-NMDA, que praw ativacao de fosfolipases,
proteases e nucleases e causam a degradacao agiftis de membrana, além de
protedlise e fosforilacdo de proteinas do citoesfoe AlteragBes signifivativas do
metabolismo dos fosfolipideos das membranas celif@dem ocasionar a liberacéo de
acidos graxos livres, diacilglicerois, eicosanoéjgesoxidos lipidicos e radicais livres, 0
que pode alterar a fluidez da membrana celulgresantar efeitos sobre a fungao de
canais iGnicos, transportadores e outras proteisesciadas a membrana. A presenca de
metabolitos lipidicos juntamente com a alteracadaimeostase de ions podem estar

envolvidos nos processos de lesdo e morte ce#PAN et al, 1999).

Entdo pode-se afirmar que a atividade epileptifoimrénseca esta relacionada
ao influxo de calcio através dos receptores N-ndetispartato (NMDA) e dos canais de
calcio voltagem dependente e que, por isso, agéiibdo aumento intracelular do ion
constitui um importante alvo para o desenvolvimatgdormulacdes antiepilepticas e
neuroprotetoras (MIKATEt al, 2004). Além disso, pesquisas sugerem que mecasism
exitotéxicos mediados por receptores NMDA e ndo-MMQue promovem a abertura
dos canais ibnicos permedveis ao célcio, podemrgesghar um papel importante no
desenvolvimento de lesdo neuronal apds convulsdgszida por altas doses de
pilocarpina e associa¢cfes de litio e pilocarpomafirmando a relevancia do bloqueio
dos canais de calcio no producao de medidas neiedpras (MARINHOet al, 1997).
Em resumo, temos que a ativacdo dos receptores ND¥o-NMDA ocasiona a
abertura dos canais de calcgerando uma entrada excessiva desses ions nmasiosy
0 que leva a um processo chamado excitotoxicidage cqusa a morte celular por
necrose e apoptose. Assim, o bloqueio dos canagald® diminui a ocorréncia dos

mecanismos exitotéxicos, reduzindo a morte celldarneurénios.

Os diversos modelos de convulsdo em animais ssiarita utilizados para
simular essa fisiopatologia dos processos conwagsiyuma vez que mimetizam as
alteracbes comportamentais e eletroencefalografiaaspilepsia do lobo temporal de
humanos (BEN-ARI; TREMBLAY; OTTERSEN, 1980). Assingamundongos
administrados com altas doses de pilocarpina, o associagbes de litio com
pilocarpina mostram um exacerbacdo de sinais cgitc@s periféricos, que induz a
tremores, convulsdes e lesbes cerebrais, de foemalkante ao que acontece com 0s
humanos com epilepsia (MARINHE al, 1998). De forma semelhante, a aplicacdo do

broncodilatador aminofilina apresentou efeitos edsivantes e proconvulsivantes em
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ratos e camundongos (CHAKRABARTI; KAUR SAINI; GARG998). Deste modo, a
aplicacado desses modelos possibilita a pesquisewes agentes anticonvulsivantes e

neuroprotetores.

A nimodipina € um antagonista seletivo dos canascélcio tipo L que
apresenta lipofilicidade elevada e por isso atswedacilmente a barreira
hematoencefalica, atingindo o Sistema Nervoso @e(BNC). O farmaco apresenta
aplicabilidade na terapia de hemorragia subaraeagié eficaz no tratamento do
transtorno do humor, mostra efeitos no aumentoagaadade cognitiva de individuos
com deméncia (FRYEt al, 2003), é usada na terapia de espasmos cerateaismes,
enxaquecas (WANGt al, 2006; YU; HE; TANG 2006) e no auxilio a recupéage

pacientes com traumatismo craniano (ASL&Nal, 2009) .

A nimodipina demonstrou propriedades antiepilegtieaneuroprotetoras no
modelo de convulsédo induzida por aminofilina (CHAKBARTI; KAUR SAINI;
GARG, 1998). Além disso, pequisas realizadas amtegnte por Nnosso grupo
indicaram que o pré-tratamento com essa diidrapaichas doses de 10 e 30 mg/kg
prolonga as laténcias de convulsdes e o tem@ogarorte dos animais no modelo de
convulsdo induzida por pilocarpina. No entantodeiaistracdo do farmaco néo foi
capaz de impedir completamente a ocorréncia dasulsires e a morte dos animais
(NASCIMENTO, 2005). Provavelmente isso se deve &abéiodisponibilidade do
farmaco (ZANINI;, OGA 1995). Esses inconvenientesrafo revertidos pelo
encapsulacdo da nimodipina em lipossomas, que fieatidade de aumentar a
biodisponibilidade e reduzir a toxicidade da molé@m questéo, além de proporcionar

a protecéo e melhorar a solubilidade do farmaco.
CONCLUSAO

A formulacgéo lipossomal contendo nimodipina (LCNgoyesentou atividade

anticonvulsivante no modelo de convulséo induziologdlocarpina.
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CONCLUSOES

LCN contem lipossomas unilamelares pequenos (SWén tamanho,
homogeneidade e carga de superficie adequados, @éralto teor de farmaco
encapsulado. A formulacdo ndo demonstrou toxicidadecamundongos e apresentou
efeito ansiolitico, antidepressivo e anticonvulsiea nos modelos experimentais

testados.
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APENDICES
Trabalhos apresentados no 1° Workshop de Tecnologkarmacéutica e Inovacao:
DELINEAMENTO FARMACEUTICO DE LIPOSSOMAS (LCN1 ELCN 2)

Lina Clara G. A. I. Morenb, Laisa Lis F. S4 Nereide S. S. MagalhFexRivelilson

Freitag' 2 Hercilia M. L. R. Santds* clarinhamoreno87 @hotmail.com

1Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacufiddl, ’Curso de Graduacéo

em Farmacia/UFPLaboratério de Imunopatologia Keizo-Asami/UFPE.

Concentragdes aumentadas dé’@itosoélico provocam um aumento das contracbes de
células da musculatura lisa cardiaca e vasculaséNeontexto, alguns farmacos atuam
no bloqueio dos canais de ‘Caprovocando a diminuicdo dessas contragées. Um
exemplo € o grupo das diidropiridinas, moléculase qlevido a uma elevada
lipofilicidade atravessam facilmente a barreira atrancefalica, permanecendo no
cérebro. Sabe-se que uma circulacdo cerebral nfieiivae ocasiona melhoras em
inUmeras patologias. No entanto, para produzirtafebenéficos, os vasodilatadores
devem ser administrados em altas doses, 0 queqaarérios efeitos colaterais. Esses
desconfortos podem ser minimizados pela utilizag&ocarreadores farmacéuticos
nanomeétricos. Com esse objetivo foram desenvolviljogssomas contendo um
vasodilatador pertencente a classe das diidropagdiForam produzidas 2 formulagfes
utilizando os fosfolipidios fosfatidilcolina de 8gjcolesterol e estearilamina pelo
método de formacédo do filme lipidico seguido deicapéio: uma com carga neutra -
LCN1 e a outra com carga positiva - LCN2 (Anseldral, 1993). A caracterizagao foi
efetuada através de técnicas especificas de oueajualidade para determinacdo dos
parametros fisico-quimicos. LCN1 apresentou tamatehparticula de 121,93 = 0,60
nm, indice de polidispersao 0,297 + 0,02, potengeta -5,32 + 1,29, pH 7.3,
rendimento e taxa de encapsulacdo do farmaco d.100N2 apresentou tamanho de
particula 153,47 + 1,88 nm, indice de polidispei3@4.3 + 0,02, potencial zeta +10,17
+ 1,99, pH 7.4, teor de farmaco 79,17 + 0,79% e tdg encapsulacdo de 73,68 +
0,92%. Os resultados indicam que as formulacdesegphipossomas unilamelares
pequenos (SUV), com tamanho, homogeneidade e dergaperficie adequados para
testesin vivo, além de alto teor de farmaco encapsulado, ormliea que o método de

producao foi eficiente. LCN1 foi escolhida paratgéesem animais de laboratério, por
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apresentar melhores resultados. Estas preparacdsBam-se promissoras para a

terapia de doencas do sistema nervoso central.

ESTUDO DA TOXICIDADE DA FORMULACAO LIPOSSOMAL DE
DIIDROPIRIDINA (LCN1)

Lina Clara G. A. I. Morenb, Pauline S. SantdsDayane A. Costa Eliamara B.
Sabind, Rivelilson M. Freitas 2 Hercilia M. L. R.

Santos.*clarinhamoreno87@hotmail.com

1Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias FarmacdUfidai’Curso de Graduacéo
em Farméacia/UFPI.

Farmacos pertencentes a familia das diidropa&liatuam inibindo a entrada
dos ions calcio nas células da musculatura lis@ endsculo cardiaco, provocando
vasodilatacdo. Por apresentarem elevada lipofild#d essas moléculas atravessam
facilmente & barreira hematoencéfalica e se coramanho cérebro. Estudos indicam
gue durante algumas fases da lesdo cerebral o #arguineo estd diminuido e o
consumo de oxigénio pode estar aumentado, o quedm® o estado do paciente.
Assim, o uso de vasodilatadores mostra-se Util ratarnento de patologias que
acometem esse 0rgao. Todavia, para apresentareitades efetivos esses farmacos
devem ser administrados em altas doses, ocasiomaimeeras reacoes adversas. Esse
inconveniente pode ser reduzido pela utilizacdolipessomas, que promovem a
liberacdo controlada do medicamento. Nesse sentimoh@ formulacdo lipossomal
contendo diidropiridina (LCN1) teve a sua toxicidaauda testada em camundongos
Swissadultos machos. A preparacgéo foi aplicada viapdritoneal em dose Unica de
0,1 mg de farmaco/kg de peso do animal. Apdés 3Wtménda aplicagcéo foi realizado o
teste do campo aberto para avaliagdo da atividaderan Além disso, os animais pos-
tratados foram observados durante 7 dias, veriicas seguintes parametros: consumo
meédio de racdo/agua, peso das excretas e ganho/gerchassa corpérea. No 8° dia
foram realizados testes bioquimicos e hematolég@esanimais do grupo experimental
nao apresentaram variacao significativa no consilgnmacao/agua, peso das excretas ou
massa corpOrea quando comparados ao grupo con@sleexames bioquimicos e
hematoldgicos também ndo mostraram alteracdesst® tkw campo aberto mostrou
compatibilidade com a normalidade. Os dadosga®ming, rearing e de crossing
foram de 11,83 + 3,27, 14 £ 2,92 e 71,83 + 3,43peetivamente. O teste Berenning
Hipocratico mostrou auséncia de alteracbes no estado de cocisgi@oordenacao
motora, ténus muscular, reflexos e atividades dwserBas (Nervoso Central e
Autdnomo). Esses resultados indicam que a LCNlamdiesentou toxicidade na dose
testada em camundongos adultos.
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Trabalho apresentado na XXVI Reunido Anual da Fedeacdo de Sociedades de

Biologia Experimental — FESBE:

EVALUATION OF A LIPOSOME DIHYDROPYRIDINES (LCN)
DERIVATIVE ON FORCED SWIMMING TEST

Lina Clara G. A. I. Morenb, Jéssica P. CostaDayane A. Costa Eliamara B.
Sabind, Nereide S. S. MagalhZeRivelilson M. Freita§ Hercilia M. L. R. Santds

1Postgraduation Program in Pharmaceutical Scied&&d/ “immunopatology Keizo-
AsamiLaboratory/UFPE, Brazil.

Aim: Increasing concentrations of intracellular ‘C&ause contraction of vascular
muscle cells and the heart. In this context, somgslact by binding these channels
in order to promote a competitive inhibition. Thtise channel blockers of Caact to
reduce the excitability rate of the heart and prmmeasodilation. An example of
blockers is dihydropyridines group. These moleciiase a high lipophilicity and
readily cross the blood brain barrier, remainingha brain. It is known that a more
effective cerebral circulation leads to improvensemt many diseases. However, in
order to produce beneficial effects, these drugailshbe administered at high doses,
causing several side effects. These disconfortdoeaminimized by using liposomes,
since they promote a controlled release of the ,dnayeasing its bioavailability and
reducing its toxicity. The objective the presenidst was to develop a liposomal
formulation containing a vasodilator belonging thydiropyridines class as well as to
evaluated its pharmacological potential on forogohsning test.

Methods and Results: The preparation, known as L@Bs produced by using
soybean phosphatidylcholine lipids and cholestesolthe method of forming lipid
film followed by sonication. The characterizatiorasvperformed using specific
techniques of quality control for determinationptfysicochemical parameters. LCN
showed patrticle size of 121.93 + 0.60 nm, polydisipe 0.297 + 0.02, zeta potential -
5.32 £ 1.29, pH 7.3, and yield rate drug content@%. After their characterization,
the formulation was administered in three groupsedfen adult male Swiss mice at
doses of 0.1 (LCN 0.1), 1.0 (LCN 1) and 10 (LCN 1@y/kg. A fourth group was
given 0.9% saline solution (control group) andféhfieceived imipramine at a dose of
50 mg / kg (positive control). After 30 min fromrathistration, forced swimming test
was performed and immobility time was determineds@tonds. Mean immobility
time to LCN 0.1, LCN 1 and LCN 10 were 9.14 + 5.88%7 = 3.66 and 1.0 + 0.72,
respectively. The results indicate a possible aptiessant effect of the formulation,
since the immobility time of the doses were siguifitly lower than the average of
both control (224.3 = 0.86) and imipramine-treatadimals (75.00 + 0.68),
suggesting a possible blocking effect in the rekgtaf norepinephrine and serotonin.
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Conclusion: By the results of the study, we canoohclude that LCN have
antidepressant effect, but we can suggest an aotionentral nervous system and
further investigations on LCN with associationsaotidepressants already described
in literature should be carried out.

Support: CNPqg and CAPES for financial support.

Trabalho apresentado no 8° Congresso Internacionale Ciéncias Farmacéuticas -
CIFARP:

EVALUATION  OF ANTICONVULSANT EFFECT OF LCN ON
PILOCARPINE-INDUCED SEIZURES

MORENlo, L.C.G.A.I!, MAGALHAES, N.S.S?>, FREITAS, R.M! SANTOS,
H.M.L.R.

1postgraduated Program in Pharmaceutical Scienef$/Gimmunopatology Keizo-
AsamiLaboratory/UFPE, Brazil.

Keywords:Liposome, Pilocarpine, Seizures.

1. Introduction

Increasing concentrations of intracellular'Calevation causes contraction of vascular
muscle cells and heart. In this context, some daajdy binding to these channels in
order to promote a competitive inhibition. Thuse tbhannel blockers, Caact to
reduce the neuronal excitability. An example ofckiag is dihydropyridines group, this
molecules has high lipophilicity readily cross thkwod brain barrier, remaining in
brain. It is known that a more effective cerebratdation leads to improvements in
many diseases. However, to produce beneficial tsffethese drugs should be
administered at high doses, causing several sifbetef These discomforts can be
minimized by use of liposomes, since they prombie ¢ontrolled release of drug,
increasing its bioavailability and reducing its itoty. The aim of present study was to
examine the effects of a drug of the dihydropymrdirgroup (LCN) on anticonvulsant
activity in adult mice prior to pilocarpine-inducsdizures.

2. Methods

The preparation (LCN) was produced using soybeawsgiatidylcholine lipids and
cholesterol by method of forming lipid film followle by sonication. The
characterization was performed using specific tephes of quality control for
determination of physicochemical parameters.

Adult male Swiss mice (25-30g) were maintained teraperature controlled room (26
+ 1°C) with a 12-h light/dark cycle and food andtevaad libitum A total of 96 mice
were treated with either 0.1, 1 and 10 mg/kg LCH.(iLCN) or vehicle (saline/Tween
80 0.05%, i.p.), and 30 min later the treatmentsritée from each above group were
randomized to pilocarpine hydrochloride administrat(400 mg/kg, i.p., P400). Thus
there are 8 groups of mice=24) in this set of experiments: groups 1, 2 and G\
(0.1, 1 and 10 mg/kg) and P400 co-administratiorgug 4, P400 plus vehicle
treatment; group 5, 6 and 7, LCN (0.1, 1 and 1Ckg)galone administration; and group
8, vehicle treatment serves as control. After teatments, the animals were recorded
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in 30 cm x 30 cm chambers with: latency to firsizgee (any one of the behavioral
indices typically observed after pilocarpine admirdtion: wild running, clonuses,
tonus, clonic-tonic seizures) and number of animilat died after pilocarpine
administration. Previous work has shown that cosienks and deaths occurred within 1
and 24 h respectively post pilocarpine injectianyw& decided to record the phenotypes
of the animals for 24 h after P400 administratibhe P400 group was constituted by
those presented seizures and status epilepticys T8& drug dosages of pilocarpine
and LCN were determined by previous study in obrdad the present study.

3. Results

LCN showed particle size of 121.93 + 0.60 nm, pwpdrsity 0.297 + 0.02, zeta

potential -5.32 = 1.29, pH 7.3, and yield rate dcogtent of 100%. Pilocarpine induced
the first seizure at 10.50 £ 0.94 min. All the aalsstudied showed generalized tonic-
clonic convulsions with SE, and 100% died after slee&zures. All animals pretreated
with LCN were observed for 24 h before pilocarpine injectaord their manifested

alterations in behavior, such as peripheral chdjiicesigns (100%), tremors (60%),

staring spells, facial automatisms, wet dog shakes rearing (40%). However, no
developed SE. LCN (0.1, 1 and 10 mg/kg) administnabefore pilocarpine treatment
reduced by 100% the percentage of animals thaedesnd increased (100%) the
survival rate (p<0.05), when compared to the pilpicee only group. None of the

control animals (vehicle or LCN) showed seizures.

In pharmacological behavioral screening, the arsmtaéated with LCN showed

increase of response to touches and increasing atbrmactivity. These data are
indicative of stimulatory activity of the CNS.

4. Conclusion

Our results suggest that the all dose tested L&Nah#dconvulsant similar. However, no
will get detect a dose-dependent, and more studiest be conducted to better clarify
the mechanism of action of this LCN
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