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Avaliacdo do potencial antioxidante e mecanismo de agdo ansiolitico de lipossomas
contendo nimodipina: envolvimento dos sistemas serotoninérgico e dopaminérgico.

HELLEN KELEN MARIA MEDEIROS COIMBRA VIANA. Orientadora: Hercilia Maria
Lins Rolim. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias

Farmacéuticas. Centro de Ciéncias da Saude. Departamento de Farmacia, UFPI, 94 p., 2014.

RESUMO

A nimodipina, diidropiridina antagonista dos canais de calcio, apresenta pouca solubilidade
em agua e elevada lipossolubilidade, pode atravessar facilmente a barreira hematoencefalica,
foi desenvolvida como agente para relaxar a vasculatura cerebral. E rapidamente absorvida
apos a administracdo oral e apresenta biodisponibilidade reduzida explicada pelo intenso
metabolismo de primeira passagem. Uma alternativa a fim de se superar as limitacoes é o uso
de lipossomas, conforme foi demonstrado em pesquisas realizadas anteriormente, onde uma
formulacdo lipossomal com nimodipina (LCNa) com alto teor do fArmaco encapsulado, ndo
demonstrou toxicidade em camundongos e apresentou efeito ansiolitico, antidepressivo e
anticonvulsivante. Também foi demonstrado por meio da reducdo de ions nitritos, da remogéo
de radicais hidroxila e de substancias reativas com o acido tiobarbitarico, que LCNa apresenta
poder antioxidante. Complementando estes estudos, o presente trabalho teve como objetivo
investigar o envolvimento dos sistemas serotoninérgicos e dopaminérgicos no mecanismo de
acdo ansiolitico de lipossomas contendo nimodipina (LCNa), bem como avaliar a seu
potencial antioxidante in vitro. O primeiro capitulo relata a realizacdo de uma prospeccao
tecnoldgica sobre as aplicacdes de lipossomas para tratamento de doencas relacionadas ao
sistema nervoso central. Foram encontradas poucas patentes sobre o objeto de estudo e ndo
foram encontradas patentes brasileiras, sugerindo que o pais ainda esta carente de pesquisas e
inovacdo na area de nanotecnologia farmacéutica para vetorizacdo de farmacos. No segundo
capitulo, foi realizada a avaliacdo do potencial antioxidante in vitro da nimodipina e de LCNa
por meio da eliminacdo do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe) e pelo
2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) - ABTS, radical superdxido (O2e-) e
potencial redutor em varias concentracdes (2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e 17,20 nM). Os estudos
realizados demonstraram moderada capacidade antioxidante da nimodipina contra radical
DPPH (CEs=127,54 nM), ABTS (CEsp =4,91 nM), superdxido (CEsp=229,36 nM) e poder
redutor (CEs;=183,59 nM). Quando avaliada a capacidade antioxidante do LCNa nas mesmas
condicdes experimentais que a nimodipina, foi observado maior efeito antioxidante com o
valor da CEsp de 0,19 nM para o radical DPPH’", 0,052 nM para o radical ABTS™ e 0,949 nM
para o radical superéxido e 2,35 nM para potencial redutor. O terceiro capitulo trata da
investigacdo do envolvimento dos receptores serotoninérgicos e dopaminérgicos no
mecanismo de acdo ansiolitico do LCNa por meio da utilizacdo dos testes comportamentais
claro/escuro e labirinto em cruz elevada, bem como a atividade e coordenacdo motora por
meio dos testes de campo aberto e rota rod. Foi verificado que LCNa produziram atividade
ansiolitica sem causar sedacéo e sem alterar a capacidade locomotora dos animais testados. O
uso dos antagonistas WAY-100635 (5 mg/kg) e sulpirida (50 mg/kg) reverteram os efeitos do
LCNa (10mg/kg) nos testes de ansiedade. Sugerindo o envolvimento dos receptores
serotoninérgicos 5-HT;a e dopaminérgicos D, no mecanismo de acdo ansiolitico de
liposssomas contendo nimodipina. Além disso, 0 uso de lipossomas também demonstrou
aumento na capacidade antioxidante in vitro da nimodipina.

Palavras-chave: Ansiolitico, Antioxidante, Lipossomas, Nimodipina.



Evaluation of antioxidant potential and mechanism of anxiolytic action of a liposome
containing nimodipine: involvement of serotonergic and dopaminergic systems.
HELLEN KELEN MARIA MEDEIROS COIMBRA VIANA. Advisor: Hercilia Maria
Lins Rolim. Master’s dissertation. Post-grad program in Pharmaceutical Sciences. Health
Sciences Center. Department of Pharmacy, UFPI, 94 p., 2014.

ABSTRACT

Nimodipine, dihydropyridine calcium channel antagonist, has low water solubility and high
lipid solubility, can easily cross the blood-brain barrier, was developed as an agent to relax
the cerebral vasculature. It is rapidly absorbed after oral administration and has low
bioavailability explained by the intense first-pass metabolism. An alternative in order to
overcome the limitations is the use of liposomes, as demonstrated in studies carried out
previously, where a liposomal formulation with nimodipine (LCNa) with a high content of
encapsulated drug, showed no toxicity in mice and showed anxiolytic, antidepressant and
anticonvulsant effects. It was also shown by the reduction of nitrite ions, from removal of
hydroxyl radicals and reactive substances to thiobarbituric acid, that LCNa has antioxidant
properties. In addition to these studies, this Master's dissertation aims to investigate the
involvement of serotonergic and dopaminergic systems in the anxiolytic mechanism of action
of liposomes containing nimodipine (LCNa) and evaluate its antioxidant potential in vitro.
The first section describes the implementation of a technological forecasting application on
liposomes for treatment of tcentral nervous system diseases. There were a few patents on the
subject matter and found no Brazilian patents, suggesting that the country is still lacking in
research and innovation in the pharmaceutical nanotechnology area for vectorization of drugs.
The second chapter, we analyzed the in vitro antioxidant activity and nimodipine LCNa by
eliminating the stable free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH ¢) and 2,2'-azinobis
(3- ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) - ABTS radical superoxide (O2 ¢ -) and reducing
potential in various concentrations (2.15; 4.30; 8.60; 12.90 and 17.20 nM). The studies
showed moderate antioxidant activity of nimodipine against DPPH radical (EC50 = 127.54
nM), ABTS (EC50 = 4.91 nM), superoxide (EC50 = 229.36 nM) and reducing power (EC50
= 183.59 nM ). When assessing antioxidant capacity LCNa under the same experimental
conditions as nimodipine, a greater antioxidant effect was observed with the EC50 value of
0.19 nM for DPPH -, 0.052 nM for the ABTS ¢ + radical, 0.949 nM for superoxide and 2.35
nM for reducing potential. The third chapter deals with the investigation of the involvement
of serotonergic and dopaminergic receptors in the anxiolytic mechanism of action of LCNa
through the use of behavioral tests light / dark and elevated plus maze, and the activity and
motor skills through open field and rota rod tests. It was found that LCNa produced anxiolytic
activity without causing sedation and without changing locomotor abilities of the animals
tested. The use of the antagonist WAY-100635 (5 mg/ kg) and sulpiride (50 mg/ kg) reversed
the effects of LCNa (10mg/ kg) in the anxiety tests. Suggesting the involvement of
serotonergic 5-HT1A and dopaminergics D2 in anxiolytic mechanism of action of
liposssomas containing nimodipine. Furthermore, the use of liposomes has also shown an
increase in antioxidant capacity in vitro of nimodipine.

Keywords: Anxiolytic, Antioxidant, Liposome, Nimodipine.
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1. INTRODUCAO

A ansiedade é definida como um estado emocional negativo, € uma reacdo de defesa
caracterizada por sentimento de apreensdo, incerteza, preocupacdo, inquietacdo e tensdo
(ENNACEUR, 2014). Os transtornos da ansiedade apresentam elevada prevaléncia na
populacdo. A organizacdo mundial de salude aponta a ansiedade como a maior causa de
incapacitacdo nos ultimos anos nos Estados Unidos, causando impactos na qualidade de vida,
trazendo prejuizos na vida profissional e social do individuo (KULESSKAYA; VOIKAR,
2014; CHIOCA, 2013).

O estudo da neurobiologia da ansiedade tem englobado a avaliacdo dos sistemas
neuroanatémico, neuroendocrino e dos neurotransmissores. Alteracdes nesses sistemas podem
decorrer por varios motivos, entre eles estdo as experiéncias vividas, 0 meio ambiente e a
predisposicdo genetica (MARTIN et al., 2010; OLER et al., 2010; BARIK et al., 2013;
CHIOCA, 2013). A elucidagdo das bases neuroguimicas da ansiedade permitiu a ampliacéo
da pesquisa clinica e a evolucdo da sua terapéutica farmacoldgica (BRAGA et al., 2010).

Os tratamentos farmacoldgicos atualmente disponiveis para transtornos da ansiedade
sdo o0s benzodiazepinicos, considerados farmacos de primeira escolha no tratamento da
ansiedade, mas infelizmente estéo relacionados com a ocorréncia de varios efeitos adversos
tais como sedacdo, tolerdncia e amnésia. E a buspirona, farmaco serotoninérgico que tem
demonstrado eficacia no tratamento sem apresentar os efeitos adversos observados com o uso
dos benzodiazepinicos. Porém, os efeitos ansioliticos s6 aparecem apos 3-4 semanas (COSTA
et al., 2014; MANSOURI et al., 2014). Assim, é importante a busca por novos agentes
terapéuticos seguros e eficazes para o tratamento da ansiedade e que apresentem menos
efeitos adversos.

As dihidropiridinas foram desenvolvidas principalmente para tratamento de doengas
cardiovasculares; no entanto, as investigacGes tém sido ampliadas para considerar o seu
potencial para prevenir o envelhecimento cerebral. Nimodipina, 1,4-dihidropiridina, é o
composto estudado mais extensivamente a este respeito. Blogueadora seletiva dos canais de
calcio tipo L, possui alta lipossolubilidade e apresenta potente efeito vasodilatador cerebral. A
neuroprotecdo produzida em modelos animais tratados com nimodipina apos acidente
vascular cerebral isquémico forneceu a justificativa para avaliar se o tratamento cronico com
esta droga poderia retardar o envelhecimento cerebral (GOTZ et al., 1994; CARDENAS —
MEJILA et al., 2010). O aumento da concentragdo de calcio pode estar envolvido na producio
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de espécies reativas de oxigénio. Assim, o bloqueio parcial dos canais de calcio pode retardar
a perda da regulacéo neuronal dos fluxos i6nicos (LUKIC-PANIN et al., 2007).

No entanto, 0 uso da nimodipina estd limitado pela sua baixa solubilidade e
biodisponibilidade oral e extenso metabolismo de primeira passagem, sendo necessarias doses
elevadas para obtencdo dos efeitos desejados (NASCIMENTO, 2005). Assim, o uso de
lipossomas que séo sistemas versateis, capazes de reter principios ativos neles encapsulados,
promovem liberacdo controlada dos farmacos, melhoram a biodisponibilidade e reduzem
efeitos colaterais (FREZARD et al., 2005). Estudos anteriores evidenciaram a efetividade de
entrega de nimodipina na forma lipossomal sem causar toxicidade nos animais testados em
modelos de ansiedade (MORENO et al., 2014). Tambem foi sugerido um positivo potencial
antioxidante de lipossomas contendo nimodipina (LCNa) que foi demonstrado pela reducéo
de radicais nitritos, remocdo de radicais hidroxila e de substancias reativas com o acido
tiobarbitdrico (OLIVEIRA, 2013).

Nessa perspectiva, a dissertagdo intitulada “Avaliacdo do potencial antioxidante e
mecanismo de acdo ansiolitico de lipossomas contendo nimodipina: envolvimento dos
sistemas serotoninérgico e dopaminérgico” foi estruturada em capitulos originados de
artigos cientificos submetidos a revistas nacionais e internacionais com ampla divulgac&o na
comunidade cientifica. O primeiro capitulo aborda uma prospeccdo tecnolégica, a fim de
analisar o estado da arte de lipossomas com aplicacdo na prevencdo ou tratamento de doencas
do sistema nervoso central, onde sao fornecidos subsidios para estudos posteriores. O segundo
capitulo relata a avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro do lipossoma contendo
nimodipina (LCNa). E o terceiro capitulo, traz a investigagdo do envolvimento do sistema
serotoninérgico e dopaminérgico no mecanismo de agdo ansiolitico da formulagdo liposomal

contendo nimodipina (llustragéo 1).

llustracdo 1. Representacéo estrutural da dissertacéo.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Auvaliar uma formulacdo farmacéutica lipossomal contendo nimodipina quanto
ao seu potencial antioxidante in vitro e o envolvimento dos sistemas

serotoninérgico e dopaminérgico no seu mecanismo de acao ansiolitica.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar uma prospecgdo tecnologica, realizando uma busca nos pedidos de
patente em nivel nacional e internacional, de lipossomas com aplicacdo no

tratamento ou prevencao de doencas do sistema nervoso central;

e Avaliar lipossomas unilamelares pequenos (SUV) contendo nimodipina

(LCNa) com adequadas caracteristicas fisico-quimicas e alta taxa de encapsulacgéo;

e Avaliar o potencial antioxidante in vitro de uma formulacdo lipossomal
contendo nimodipina (LCNa) com énfase nos protocolos DPPH e ABTS, radical

superdxido e potencial redutor;

e Investigar a 0 envolvimento dos sistemas serotoninérgico e dopaminérgico no
mecanismo de acdo ansiolitico de lipossomas contendo nimodipina em modelos

experimentais de ansiedade.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Ansiedade

A ansiedade é um estado emocional com componentes psicologicos e fisioldgicos.
Muitas vezes estd associada com uma resposta a situagdes de perigo, ou ameacas reais,
estresses e desafios do cotidiano, podendo apresentar sintomas somaticos, cognitivos,
comportamentais, emocionais e perceptivos. A ansiedade passa a ser patologica quando
apresenta um quadro emocional desagradavel e incbmodo que surge sem estimulo externo
apropriado, sendo caracterizado quando a frequéncia, intensidade e duracdo destes eventos
estdo aumentadas e associadas ao prejuizo no desempenho pessoal, social ou profissional do
individuo (CAIRES; SHINOHARA, 2010; RODRIGUES, 2011).

A origem da ansiedade esta na base de diversos mecanismos neurobioldgicos, ao nivel
do sistema nervoso central, como: o0 sistema serotoninérgico, o glutamato, o sistema acido
aminobutirico e o eixo hipotadlamo-hipdfise-suprarrenal (PRATA, 2012).

Os tratamentos atualmente aplicados para transtornos de ansiedade incluem a
farmacoterapia e terapia cognitivo-comportamental. O tratamento farmacoldgico da ansiedade
patoldgica consiste no uso de benzodiazepinicos, buspirona e antidepressivos. Embora estes
farmacos mostrem grande eficacia na terapia da patologia, a sua administracdo pode provocar
varios efeitos colaterais. Por exemplo, os benzodiazepinicos podem causar alguns efeitos
secundarios tais como tolerancia, abstinéncia e dependéncia (BRAGA, et al., 2010). Ja a
utilizacdo da buspirona pode desencadear quadros de tontura, cefaléia, sonoléncia, distrbios
gastrointestinais, amnésia e insdnia. Portanto, a busca por novos agentes terapéuticos com
propriedades ansioliticas é de suma importancia (FERREIRA; ALMEIDA; FREITAS, 2012;
MORENO et al., 2014).

3.2 Diidropiridinas - Antagonistas dos Canais de Calcio

Na década de 1960, pesquisadores verificaram que determinados farmacos tém
capacidade de alterar a contracdo do musculo cardiaco e do muasculo liso ao bloquear a
entrada de Ca®* nos midcitos. Foi mostrado também, que o efeito de analogos da
difenilpiperazina, ao inibir a contragdo do musculo liso vascular induzida por agonistas, podia
ser superado ao elevar a concentracdo de Ca** no meio extracelular. Posteriormente,

verificou-se que os farmacos de vérias classes quimicas alteram a contracdo do musculo
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cardiaco e do mésculo liso ao bloquear ou “antagonizar” a entrada de Ca®* através dos canais
existentes na membrana dos midcitos (MICHEL et al., 2012).

Os antagonistas dos canais de Ca>" exercem seus efeitos por meio de sua ligacdo com
a subunidade o; aos canais de Ca®* tipo L, reduzindo o fluxo de Ca®*" através do canal
(MICHEL et al., 2012). Os bloqueadores do canal de célcio inibem o influxo intracelular de
calcio nas fibras musculares lisas dos vasos, causando vasodilatacdo das artérias coronarias e
periféricas. Ha duas classes de bloqueadores do canal de calcio — diidropiridinas e ndo-
diidropiridinas. Os blogueadores do canal de calcio sdo agentes de primeira linha em
pacientes com alto risco de doenca coronariana e diabetes mellitus. As ndo-diidropiridinas
tém efeito inotropico e cronotrépico negativo, sendo benéficas na fibrilacdo atrial e
taquiarritmiassupra-ventriculares. Didropiridinas (amilodipina, felodipina) sdo seguros para
uso em pacientes com insuficiéncia cardiaca, hipertensdo ou angina estavel (CARDOSO et
al., 2006).

3.3 Nimodipina

A nimodipina, [isopropil(2-metoxietil), 1,4-diidro-2,6-dimetil-4—(3 — nitrofenil) —
3,5-piridina—dicarboxilada], pertencente a classe das diidropiridinas, antagonistas dos canais
de caélcio, apresenta pouca solubilidade em agua. A sua estrutura quimica apresenta duas
longas cadeias laterais ligadas ao anel diidropiridinico e um grupo nitro ligado ao anel fenila,
que confere ao farmaco a caracteristica de base fraca (llustracdo 1). A baixa taxa de
solubilidade e dissolucdo de farmacos pouco sollveis em agua e nos fluidos gastrintestinais
causa, frequentemente, uma insuficiente biodisponibilidade, uma vez que somente o0s
farmacos dissolvidos nos liquidos gastrintestinais podem ser absorvidos, o que requer
determinada hidrossolubilidade do farmaco (STEINGRABER et al., 2008).

A nimodipina possui alta lipossolubilidade e foi desenvolvida como agente para
relaxar a vasculatura cerebral. E efetiva na inibicdo do vasoespasmo cerebral e tem sido
utilizada principalmente no tratamento de pacientes que apresentam defeitos neuroldgicos
associados ao vasoespasmo cerebral como hemorragia subaracnoidea (MICHEL et al., 2012).
A nimodipina pode atravessar facilmente a barreira hematoencefélica. Sua acdo priméria é
unir-se a receptores tipo L e reduzir o nimero de canais abertos que conduzem ions de calcio
através da membrana celular, restringindo portanto, o fluxo de célcio dentro das células e
ainda produz efeitos anti-vasoconstrictores e acdo vasodilatadora sobre arteriolas
(CARDENAS — MEJILA et al., 2010). E rapidamente absorvida apds a administracdo oral,
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com pico de concentracdo plasmatica, geralmente atingido em uma hora. Em estudos
farmacocinéticos com pacientes sadios, mostrou biodisponibilidade de 4 a 13% e em
pacientes que sofreram hemorragia subaracndidea de 2 a 28%. A biodisponibilidade reduzida
pode ser explicada pelo intenso metabolismo de primeira passagem (NASCIMENTO, 2005).
Assim, diante das limitacbes da administracdo oral da nimodipina, como baixa
hidrossolubilidade e intenso metabolismo de primeira passagem com biodisponibilidade
reduzida, sdo necessarias doses elevadas do farmaco com o objetivo de se obter os efeitos
desejados. Uma alternativa a fim de se superar as limitacdes € o uso de lipossomas, conforme
foi demonstrado em pesquisas realizadas anteriormente, onde uma formulagdo lipossomal
contendo nimodipina com alto teor do farmaco encapsulado, ndo demonstrou toxicidade em
camundongos e apresentou efeito ansiolitico, antidepressivo e anticonvulsivante (MORENO,
2011; GRUPTA et al., 2012).

H
H3C N CHsz
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llustracéo 1: Estrutura Quimica da Nimodipina (C21H26N207)

3.4 Lipossomas

Os lipossomas sdo vesiculas microscopicas compostas de uma ou mais bicamadas
lipidicas concéntricas, separadas por um meio aquoso, sendo, portanto denominadas de
unilamelares e multilamelares. Quanto ao tamanho as vesiculas unilamelares podem ser
pequenas — SUV (small unillamellar vesicles) e lipossomas unilamelares grandes — LUV
(large unilamelar vesicles). Eles podem encapsular substancias hidrofilicas e /ou lipofilicas,
servem como carreadores de farmacos, biomoléculas ou agentes de diagndstico (BATISTA et
al., 2007).

Sdo sistemas altamente versateis, cujo tamanho, lamelaridade, superficie, composi¢édo
lipidica, volume e composi¢do do meio aquoso interno podem ser manipulados em funcéo dos
requesitos farmacéuticos e farmacologicos. Os lipossomas sdo capazes de reter principios

ativos encapsulados e, portanto, de protegé-los in vivo de uma eliminacdo ou degradacgéo
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répida. Suas propriedades de liberacdo lenta levam a reducdo da concentracdo de principio
ativo na forma livre, e & prolongacdo de sua presenca no organismo. Esse aumento na
biodisponibilidade do principio ativo pode levar a potencializacdo da sua atividade bioldgica,
assim como a reducdo dos seus efeitos colaterais (FREZARD et al., 2005). Ou seja, podem
aumentar a poténcia e/ou reduzir a toxicidade.

Os lipossomas possuem inumeras vantagens em relagdo a outras formas farmacéuticas,
dentre as quais estdo a alta especificidade, que permite o exercicio de sua atividade
farmacoldgica, com diminuicdo de efeitos secundarios; sdo vetores medicamentosos pois
conseguem atingir um alvo bem determinado e até mesmo receptores celulares especificos,
tornando-se menos toxicos (CUNHA et al., 2007).

Diante de tais beneficios e no sentido de dar continuidade aos estudos anteriores que
geraram pedido de depodsito de patente ao INPI com a formulacdo lipossomal contendo
nimodipino (LCNa), serd verificada a influéncia de outros pardmetros como forma de
esclarecer o mecanismo de acdo ansiolitico e dar novas evidéncias do potencial antioxidante e

neuroprotetor deste farmaco em nanovesiculas lipossomais.

3.5 Sistema serotoninérgico

A serotonina (5-HT) participa de inimeros processos fisiolégicos e patoldgicos, como
a ansiedade. A sua neurotransmissdo esta envolvida na regulacdo do sono, do humor, na
vigilancia e funcBes cognitivas como a aprendizagem e memoria. Para além da regulacdo
destes processos, esta tem demonstrado um papel importante na modulagdo da ansiedade. Os
receptores da 5-HT encontram-se disseminados no nucleo rafe. Dependendo da sua
localizacdo no nucleo rafe as ramificacbes dos receptores atingem estruturas cerebrais
diferentes. (KIRBY et al., 2003).

A serotonina é sintetizada a partir da triptofano hidroxilase, que converte o triptofano
em 5- hidroxitriptofano, o qual é convertido em serotonina pela L- aminoacido aromético
descarboxilase (GOLAN et al., 2009). A 5-HT é captada pelas vesiculas sinapticas e quando
se da o impulso nervoso é liberada por exocitose. Pds sinapticamente pode atuar em
receptores 5-HTy, 5-HT,, 5-HT3, 5-HT,4, 5-HTs, 5-HTg € 5-HT-, existem ainda receptores pré-
sinapticos inibitérios do tipo 5-HT;a nos corpos celulares atuando como autoreceptores
inibitdrios, e também podem localizar-se a nivel pds-sinaptico nos neurdnios serotoninérgicos
no hipocampo, cortex pre-frontal e amigdala e ainda, 5-HT;g nos terminais nervosos dos

neurdnios serotoninérgicos. Todos esse receptores, a excessdo de 5-HTj3, ligados a canais
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ibnicos, estdo relacionados a proteina G. O principal mecanismo de retirada de 5-HT da fenda
sindptica é recaptagdo pelo terminal nervoso (BORDUKALO-NIKSIC et al., 2010;
FERNANDES, 2012).

Atualmente, sabe-se que existem cerca de dezessete receptores diferentes da 5-HT.
Destes receptores 5-HT;4 em conjunto com os receptores 5-HT;g Sd0 0s mais importantes na
diminuicdo da ansiedade (SANTOS et al., 2008; BORDUKALO-NIKSIC et al., 2010).

Sistema Dopaminérgico

A dopamina € um neurotransmissor catecolaminico. Como o préprio nome sugere, a
estrutura basica das catecolaminas consiste em um catecol (3,4-diidroxibenzeno) conectado a
um grupo amina por uma ponte etil (GOLAN et al., 2009). A dopamina é um importante
neurotransmissor cerebral, que exerce seus efeitos por meio de ligagcbes com receptores
especificos de membrana, os quais estdo classificados em D; e D, (ZARRINDAST et al.,
2012).

A sintese da dopamina tem inicio com a captacdo do aminoacido L-tirosina, o qual é
transformado pela tirosina hidroxilase, em L-DOPA e depois, pela DOPA-descaboxilase em
dopamina. A dopamina € armazenada pelas vesiculas sinapticas, a qual é liberada por
exocitose quando chega impulso nervoso. Pds-sinapticamente, pode atuar em receptores das
familias D; (D1 e Ds) ou D, (D,, D3 ou D,). Existem ainda receptores pré-sinapticos
inibitdrios de tipo D, que estdo localizados tanto nos terminais como nos corpos celulares.
Todos os receptores estdo ligados a proteina G. O principal mecanismo de retirada da
dopamina da fenda sinaptica é a recaptacdo pelo terminal nervoso. A monoaminoxidase tipo
B (MAOB) degrada a dopamina intraneuronal que tem como principal metabdlito o acido
homovalinico (HMV) (GOLAN et al., 2009; FERNANDES, 2012).

A dopamina modula os mecanismos de medo e ansiedade. Alguns trabalhos
relacionam a deplecdo de dopamina aos sintomas de ansiedade social (PIRI et al., 2013).
Sugerindo que estratégias farmacoldgicas que promovam o aumento da fungdo dopaminérgica
podem constituir uma alternativa para o tratamento de sintomas associados a ansiedade
(KAUER-SANTANNA et al., 2002). Desequilibrios na sinalizacdo de dopamina parecem
contribuir para uma variedade de doencas, incluindo as de movimento (ex: doenca de
Parkinson), funcdo executiva (ex: de déficit de atencdo e hiperatividade), transtornos
psiquiatricos (ex: esquizofrenia) e da toxicodependéncia (FREDERICK, 2013).
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3.7 Estresse oxidativo e lipossomas

O excesso de radicais livres no organismo leva ao estresse oxidativo, 0 que pode estar
associado as causas de doencas cronicas como, infarto do miocardio, parkinson,
envelhecimento precoce e cancer (COSTA et al., 2013).0 estresse oxidativo que € definido
como desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e sua
ineficiente decomposicdo pelo sistema antoxidante, tem sido implicado na fisiologia da
depressao, ansiedade e outras desordens psiquiatricas (PATKI et al., 2013).

Esse fendmeno pode ocorrer apds a exposicdo prolongada a agentes oxidantes, como
os radicais livres, ou pela diminuicdo da capacidade antioxidante desse sistema.
Conceitualmente, radicais livres sdo &tomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons
ndo pareado no orbital externo, dando-lhe uma configuracdo espacial que gera elevada
instabilidade (BARBOSA et al., 2010).

Vaérias pesquisas demonstraram o envolvimento dos lipossomas no aumento da eficécia
antioxidante dos farmacos testados, protegem células do estresse oxidativo (RENGEL et al.,
2005), reduzem a peroxidacdo lipidica (TIAN et al., 2007) e promovem de melhor ativacdo de
enzimas antioxidantes (PENG et al., 2010). Estudo anterior realizado em nosso grupo, sugeriu
um positivo potencial antioxidante dos LCNa que foi demonstrado pela reducgéo de radicais
nitritos, remocdo de radicais hidroxila e de substancias reativas com o &cido tiobarbitdrico
(OLIVEIRA, 2013).

A partir disso, é sugerida a importancia de se realizar estudos que tenham o objetivo
de avaliar a acdo neuroprotetora de lipossomas contendo nimodipina e seu potencial para
prevenir e tratar doencas que acometem o sistema nervoso central bem como mecanismos de

acao envolvidos.
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PROSPECCAO TECNOLOGICA DE LIPOSSOMAS PARA TRATAMENTO DE
DOENCAS RELACIONADAS COM O SISTEMA NERVOSO CENTRAL

RESUMO

Doencas que afetam o sistema nervoso central como a ansiedade, a depressao, a Alzheimer, o
Parkinson, a epilepsia e a esquizofrenia afetam milhGes de pessoas em todo o0 mundo. Estas
patologias representam importantes problemas de saude publica. O tratamento e prevencéo
destas doencas € urgente e necessario. A aplicacdo da nanotecnologia farmacéutica é uma boa
alternativa na producdo de novos farmacos fazendo uso de lipossomas, nanocépsulas,
nanoparticulas, nanoesferas e ciclodextrinas. Dentre os quais podem ser destacados 0S
lipossomas, que sdo um dos sistemas de fornecimento de droga mais importantes e mais bem
sucedidos e sdo capazes de reduzir os efeitos secundarios como sonoléncia, letargia e
sintomas gastrointestinais e também de promover aumento no indice terapéutico de farmacos
encapsulados. Neste sentido, objetivo do presente estudo foi realizar uma prospeccédo
tecnoldgica, em bancos nacionais e internacionais, de sistemas lipossomais com aplicacdo
para as doencas do sistema nervoso central citadas, analisando a quantidade e os tipos de
registros de depdsitos de pedido de patente depositados na atualidade. A anélise dos
resultados obtidos mostrou que ha um relevante nimero de pesquisas sobre o termo
lipossomas isoladamente. Porém, existe uma caréncia de inovacgdes sobre lipossomas para a
prevencdo de doencas relacionadas com o sistema nervoso central, demonstrando que sao
necessarias pesquisas relacionadas ao tema. Entretanto, foi observado que nos Gltimos anos
houve um aumento no nimero de pesquisas e inovacdo sobre o tema, sendo que a
classificacdo internacional predominante foi A61K, que esta relacionada a aplicacdes para
fins médicos, odontoldgicos e/ou higiene. Foi encontrado um maior nimero de pedidos de
depdsitos de patentes WIPO e os Estados Unidos foram o maior depositario de patentes. No
entanto, ndo foram encontradas patentes brasileiras, demonstrado que o pais ainda esta carente
de pesquisa e inovacdo na area de nanotecnologia farmacéutica. Diante disso, faz-se
necessario incentivar o desenvolvimento de pesquisas voltadas ao emprego da nanotecnologia
farmacéutica no tratamento e prevencdo de doencas do sistema nervoso central, visto que elas
tém aumentado nos Ultimos anos.

Palavras-chave: lipossomas, doengas, sistema nervoso central.
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INTRODUCAO

A depressdo e a ansiedade sdo desordens mentais de grande prevaléncia na populacao
geral. Dados da Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization, WHO), a
depressdo podera se tornar a segunda causa de morte ou incapacidade em 2020 (WHO, 2005;
ROMANINI et al., 2006). Atualmente, o tratamento farmacoldgico da ansiedade é feito com
‘uso de benzodiazepinicos, buspirona e antidepressivos, os quais tém demonstrado eficacia.
No entanto, podem causar efeitos secundarios inconvenientes ao paciente. Assim, diante da
elevada prevaléncia e da incidéncia de efeitos indesejaveis, a busca por novos agentes
terapéuticos com propriedades ansioliticas € necessaria (MORENO et al., 2014).

A doenca de Alzheimer (DA) e doenca de Parkinson (DP) sdo as duas doencas
neurodegenerativas mais comuns relacionadas com a idade (YAN et al., 2013). Clinicamente,
os pacientes (DA), inicialmente, apresentam perda de memoria de curto prazo,
posteriormente, seguido por disfuncdo executiva, confusdo, agitacdo e disturbios
comportamentais (BEKRIS et al., 2010). Em 2050, é esperado um novo caso de DA para
desenvolver a cada 33 segundos, ou quase um milhdo de novos casos por ano, e a prevaléncia
estimada total devera ser 13,8 milhdes (ALZHEIMER ASSOCIATION, 2014).

Recentes avancos em nanotecnologia como é o caso dos lipossomas tém sido
estudados para entrega de farmacos e moléculas através da barreira hematoencefélica (BHE)
para tratamento de doencas do sistema nervoso central (SNC) como epilepsia, desordens
psiquiatricas como ansiedade, depressdo e esquizofrenia, além das doencas
neurodegenerativas como Alzheimer (DA) e Parkinson (DP) (WONG et al., 2013; KUMAR e
KUMAR, 2014).

A doenca de Parkinson (DP) é caracterizada por ser uma doenca progressiva e
degenerativa que afeta aproximadamente 1-2% da popula¢do com mais de 65 anos de idade
(RIBEIRO et al., 2004). Atualmente, a sua etiologia ndo esta completamente conhecida, mas
existe uma hipdtese de que a perda gradual de neurdnios na substancia negra do mesencefalo
é causada por possiveis fatores mentais genéticos e ambientais e pelo proprio envelhecimento
(MANCOPES et al., 2013).

A esquizofrenia € um transtorno da funcdo cerebral cujos sintomas consistem de
separacdo da realidade com a formacdo de ilusdo, alucinacdes, desregulacdo emocional e
comportamento desorganizado. E uma das principais causas de suicidio e atualmente, nio
existem tratamentos curativos para a esquizofrenia (MILLIER et al., 2014; CARLBORG et al,
2010; VAN OS et al., 2006, ANDREASEN et al., 2005;). Os transtornos esquizofrénicos sdo
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condigdes mentais graves e crénicos que afetam 26 milhGes de pessoas no mundo e resultam
em deficiéncia moderada ou grave em 60% dos casos (LORA et al., 2012; EATON et al.,
2008).

A epilepsia € o mais freqlente transtorno neuroldgico sério e importante problema de
salde publica. Sua incidéncia nos paises em desenvolvimento é o dobro da dos paises
desenvolvidos (MARCHETT!I et al., 2005). As crises convulsivas sdo caracterizados por um
breve periodo de agitacdo involuntaria descontrolada. Eles podem ser parcial, envolvendo
apenas um lado do corpo, ou generalizada, envolvendo todo o corpo, e que podem ser
acompanhados por perda de consciéncia e de controle da funcdo do intestino ou da bexiga
(MEYER et al., 2010). Em alguns casos o tratamento causa efeitos indesejaveis, sendo
comum letargia, tonturas e aumento de ponderal, mas quadros mais graves de reacdo alérgica
e depressdo e psicose podem ocorrer (FERNANDES, 2013).

Considerando que representam importantes problemas de saude publica, a busca por
novos tratamentos eficazes e que diminuam efeitos indesejaveis é necessaria. A intervencdo
da nanotecnologia por meio do uso de lipossomas pode representar uma alternativa.

Devido a sua versatilidade estrutural em termos de tamanho, composicdo, carga da
superficie, fluidez da membrana e habilidade para incorporar farmacos hidrofilicos e/ou
lipofilicos, os lipossomas se tornaram potentes carreadores para varios tipos de terapias, sdo
um dos sistemas de entrega de farmacos mais importantes. As formulagGes lipossomais
podem reduzir a toxicidade dos farmacos e melhorar o indice terapéutico. (BATISTA et al.,
2007; CERN et al., 2012). Podendo assim, representar uma alternativa para a prevencao ou
tratamento de doencas do sistema nervoso central.

Assim, o principal objetivo desse trabalho foi realizar uma prospeccdo tecnoldgica,
realizando uma busca nos pedidos de patente em nivel nacional e internacional, de lipossomas
com aplicacdo no tratamento ou prevencdo de doencas do sistema nervoso central, no sentido

de oferecer um panorama geral do estado da arte em relagdo ao tema.

METODOLOGIA

A prospeccao foi realizada com base nos pedidos de patentes depositados no Escritorio
Europeu de Patentes (European Patent Office — EPO), na Organizacdo Mundial de
Propriedade Intelectual (World Intellectual Property Organization - WIPO), no Escritorio
Americano de Patentes e Marca Registrada (United States Patent and Trademark Office -
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USPTO) e no banco de dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do
Brasil.

A pesquisa foi realizada em abril de 2014 e foram utilizados como palavras-chave 0s
termos “liposome ou lipossoma”, “liposome and anxiety” ou “lipossoma a ansiedade”,
“liposome and depresion” ou “lipossoma e depressao”, “liposome and Alzheimer” ou
“lipossoma e Alzheimer”, “liposome and Parkinson” ou “liposoma e Parkinson”, “liposome
and schizophrenia” ou “lipossoma e esquizofrenia”, e ainda, “liposome and epilepsy” ou
“lipossoma e epilepsia”. Os termos em inglés foram utilizados para as bases internacionais,
enquanto que os termos em portugués para a busca de documentos em base nacional, sendo
considerados validos 0s documentos que apresentassem esses termos no titulo e/ou resumo.

Foram analisados todos os pedidos de patente existentes até abril de 2014 (llustragdol).

llustracao 1: Esquematizacao da realizagdo da busca de patentes
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Teixeira (2013) em seu trabalho sumarizou como objetivo geral de uma prospeccao
tecnoldgica identificar areas de pesquisa estratégica e as tecnologias genéricas emergentes que
tém a propensédo de gerar os maiores beneficios econémicos e sociais. O método de previsdo
(forecasting) faz previsdo probabilistica do desenvolvimento futuro das tecnologias atuais por
meio de quantificacGes e extrapolacdo de tendéncias.

Na pesquisa efetuada, foram encontrados muitos documentos envolvendo os termos
“liposome” ou lipossoma, com maior destaque na base europeia, EPO (9024). Entretanto,
quando confrontados os termos “liposome and anxiety” ou “lipossoma ¢ ansiedade”,
“liposome and depression” ou “liposssoma e depressdao”, “liposome and Alzheimer” ou
“lipossoma e Alzheimer”, “liposome and Parkinson” ou “lipossoma e Parkinson”, “liposome
and schizophrenia” ou “lipossoma e esquizofrenia”, e ainda, “liposome and epilepsy” ou
“lipossoma e epilepsia” observou-se que 0 numero de pedidos de depdsito de patentes é
reduzido, sessenta e nove registros selecionados em abril de 2014 com a combinacdo dos
termos citados (Tabela 1). Destes, apenas trés registros foram depositados no USPTO, foi
observada uma maior proporcdo de depositos de patentes nas bases do WIPO e EPO, 47 e 19
resultados respectivamente e, ndo foram encontrados resultados nas buscas realizadas na base
brasileira (INPI).

Tabela 1: Numero de depdsitos de patentes por base de dados envolvendo os diferentes

termos utilizados

Termos de Busca INPI USPTO WIPO EPO
Liposome ou lipossoma 103 749 341 9024
Liposome and anxiety ou 0 0 0 1
Lipossoma e ansiedade
Liposome and depresion ou 0 0 6 1
Lipossoma e depresséo
Liposome and schizophrenia 0 0 1 1
ou
Lipossoma e esquizofrenia
Liposome and Parkinson ou 0 3 16 4
Lipossoma e Parkinson
Liposome and Alzheimer ou 0 0 19 11
Lipossoma e Alzheimer
Liposome and Epilepsy ou 0 0 5 1

Lipossoma e epilepsia
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A maior proporcdo encontrada no WIPO pode ser justificada pelo fato de que WIPO
administra os depositos de patentes através do TCP (Tratado de Cooperacdo de Patentes),
mediante um pedido de patente no TCP, os candidatos podem procurar simultaneamente a
protecdo de uma invencdo em 148 paises em todo o mundo (WIPO, 2014). Os demais
escritorios tratam das patentes localizadas nos Estados Unidos (USPTO), Europa (EPO) e
Brasil (INPI).

A inexisténcia de patentes sobre os temas em estudo no Brasil pode ser em
consequéncia do fato de que, apesar do desenvolvimento de sua industria de medicamentos no
Brasil, a geracdo de tecnologia é desejavel. As atividades de pesquisa cientifica e tecnoldgica
tém se restringido ao meio académico, falta articulacdo entre os agentes dos Sistemas de
Inovacdo, faltam Politicas Publicas e falta de incentivo financeiro (VIEIRA; OHAYON,
2007).

Conforme se observa na llustragdo 2, entre os anos de 1984 & 1994 havia apenas um
(01) pedido de deposito de patente, no entanto de 2011 até abril de 2014, foram identificadas
29 patentes o que corresponde a 42% do total encontrado entre os anos de 1984 a 2014. O que

demonstra aumento das pesquisas e inovacao nos Ultimos anos.

llustracdo 2: Numeros de depoésitos de patentes utilizando os termos em estudo durante os
anos de 1984 e 2014.
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Ainda a respeito do niumero de patentes depositadas nos escritorios internacionais e no
Brasil, outra observacdo pode ser feita comparando os resultados das buscas utilizando o
termo lipossoma combinado com as doengas do sistema nervoso central em questdo
(lustracdo 3): existe um maior 0 nimero de patentes depositadas no escritorio europeu em

relacdo aos demais e que, o0 WIPO s6 fica a frente do INPI. Esse dado demonstra que tem
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havido pesquisa e protecdo das inovagcdes em nanotecnologia na Europa, porém, o registro de
patentes de lipossomas para o tratamento e prevencdo de desordens neuroldgicas é maior no
WIPO.

llustracdo 3 — Total de depoésitos de patentes pesquisados nas bases do INPI, EPO, WIPO,
USPTO utilizando a combinagdo dos termos de busca “lipossoma e doencas do sistema
nervoso central”.*lipossoma e doencas do sistema nervoso central se refere a soma dos termos
de busca que constam na Tabela 1, da associagdo do termo “lipossoma” e as doencas do
sistema nervoso central em estudo.
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No entanto, apesar da prevaléncia dos depdsitos se da no EPO e WIPO, os Estados
Unidos é quem faz maior numero de depdsito de patentes, mostrando que o pais tem investido

mais na inovacao tecnolédgica em estudo (llustracéo 4).
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llustracdo 4 — Distribuicdo de patentes depositadas nos bancos de dados EPO, WIPO,
USPTO e INPI por paises.
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Considerando que um maior numero de depoésito de patentes com a combinacdo dos
termos em estudo se deu nas bases WIPO e EPO, a pesquisa seguiu com a analise quanto a
aplicacdo dos lipossomas patenteados para as desordens neurolégicas em questdo. A
llustracdo 5 estd representando a distribuicdo quanto a Classificacdo Internacional de
Patentes (CIP), onde se pode observar que houve uma predominancia A61K, na qual a
classificacdo “A” corresponde a necessidades humanas, e mais especificamente, a subclasse
A61K esta relacionada a aplicacdes para fins médicos, odontologicos e/ou higiénicos. Além
dessa classificagdo também aparece a classe “C”, apenas 3 registros, que representa aplicagdo

guimica e metalurgica, cujas subclasses patenteadas foram C07D e CO7K.
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llustracdo 5 — Patentes depositadas no EPO, WIPO, USPTO e INPI por cddigo de

classificacéo internacional.
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Dentre as combinagdes realizadas, houve uma prevaléncia dos termos “liposome and
Alzheimer” (30 resultados) e “liposome and Parkinson” (23 resultados). Observa-se assim,
que se tratam de lipossomas para prevencdo ou tratamento de duas doencas
neurodegenerativas cujas causas parecem estar relacionadas tanto a fatores hereditéarios

quanto a fatores relacionados ao estresse oxidativo (YAN et al., 2013).

CONCLUSAO

Diante da pesquisa realizada, foi possivel observar que embora o nimero de
patentes tenha aumentado nos ultimos anos, ainda sdo poucas as patentes de lipossomas para
tratamento de doencas relacionadas com sistema nervoso central (ansiedade, depresséo,
esquizofrenia, Parkinson, Alzheimer e epilepsia). Nas consultas realizadas ndo foram
encontradas patentes brasileiras, o que demonstra que o pais ainda precisa aumentar o
desenvolvimento de pesquisas e inovagdo na &rea de nanotecnologia farmacéutica. Assim,
faz-se necessario incentivar o desenvolvimento de pesquisas voltadas a aplicacdo de
lipossomas para o tratamento e a prevencdo de doencas do sistema nervoso central, visto que

estas tém afetado um maior nimero de pessoas nos Ultimos anos.
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CAPITULO 11: Avaliacio do potencial antioxidante in vitro de uma formulagéo

lipossomal contendo nimodipina
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Avaliacédo do potencial antioxidante in vitro de uma formulagéo lipossomal contendo

nimodipina

RESUMO

Vérias pesquisas demonstraram o envolvimento dos lipossomas, vesiculas microscépicas
compostas por uma ou mais camadas lipidicas, no aumento da eficicia antioxidante dos
farmacos testados, protegem células do estresse oxidativo, reduzem a peroxidacéo lipidica e
promovem melhor ativacdo de enzimas antioxidantes. Estudos anteriores realizado em nosso
grupo, demonstraram que o uso de lipossomas contendo nimodipina (LCNa) apresenta efeito
ansiolitico, antidepressivo e antiepiléptico, também foi sugerido um positivo potencial
antioxidante dos lipossomas contendo nimodipina (LCNa) que foi demonstrado pela reducéo
de ions nitritos, remocdo de radicais hidroxila e de substdncias reativas com o acido
tiobarbitirico. Dentro desta perspectiva o presente estudo traz a avaliacdo do potencial
antioxidante in vitro da nimodipina (NMD) e de lipossomas contendo nimodipina por meio da
eliminacdo do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), acido 2,2 -azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico - ABTS, anion superédxido (0O2°) e potencial redutor. Os estudos
realizados demonstraram moderada capacidade antioxidante da nimodipina contra radical
DPPH (CEsp = 127,54 nM), ABTS (CEsy = 4,91 nM), superoxido (CEsp = 229,36 nM) e
potencial redutor (CEsp = 183,59 nM). Quando avaliada a capacidade antioxidante do LCNa
nas mesmas condigdes experimentais que a nimodipina, foi observado maior efeito
antioxidante com o valor da CEsy de 0,19 nM para o radical DPPH’, 0,052 nM para o radical
ABTS™, 0,949 nM para o radical superoxido e 2,35 nM para o potencial redutor. Assim, foi
demonstrado que LCNa melhorou a capacidade antioxidante da nimodipina, o que pode estar
relacionado a uma maior solubilidade do farmaco e ao consequente aumento da interacdo com
os radicais testados.

Palavras-chave: ABTS, DPPH, Lipossomas, Nimodipina, Potencial redutor, Superéxido.
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INTRODUCAO

As espécies reativas de oxigénio (EROS), tais como superoxido, perdxido de
hidrogénio e radicais hidroxila s&o gerados como subprodutos naturais do metabolismo de
oxigénio (SAEIDNIA et al., 2013) . No entanto, estes radicais livres (RL) sdo potencialmente
capazes de criar dano oxidativo através da interacdo com moléculas bioldgicas (ROCHA et
al., 2011). A geracdo de radicais livres e/ou espécies reativas nao radicais é resultante do
metabolismo de oxigénio. A mitoc6ndria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, é a
principal fonte geradora (BARBOSA et al., 2010). Os RL s&o compostos altamente reativos
por possuirem um elétron ndo-pareado na Grbita mais externa, que podem conduzir a uma
série de danos celulares ao organismo (VANCINI et al., 2005 ).

O desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio nocivas (EROS) e as defesas
antioxidantes provoca estresse oxidativo, o que resulta em dano oxidativo. No cérebro,
qguando o equilibrio é perdido, o estresse oxidativo causa sérios danos que levam a perda
neuronal, em consonancia com doencas neurodegenerativas. As EROS podem causar quebra
de acidos nucleicos, inativacdo de enzimas, despolimerizacdo polissacaridica, peroxidacao
lipidica e uma série de outros processos destrutivos. Em geral, EROS danificam todas as
biomoléculas, levando a morte celular (YAN et al. , 2013).

O estresse oxidativo € uma das principais causas de desordens degenarativas,
incluindo a isquemia cerebral, a doenca de Alzheimer (DA), a doenca de Parkinson (DP) e a
doenca de Huntington (KIM et al., 2014).

Os lipossomas séo vesiculas microscopicas compostas de uma ou mais bicamadas
lipididas concéntricas, separadas por um meio aquoso. Eles podem encapsular substancias
hidrofilicas e /ou lipofilicas, servem como carreadores de farmacos, biomoléculas ou agentes
de diagndstico (BATISTA et al., 2007). Os lipossomas possuem inumeras vantagens em
relacdo a outras formas farmacéuticas, dentre as quais estao a alta especificidade, que permite
0 exercicio de sua atividade farmacologica, com diminuicdo de efeitos secundarios, séo
vetores medicamentosos, pois conseguem atingir um alvo bem determinado e até mesmo
receptores celulares especificos, tornando-se menos toxicos (CUNHA, et al.,2007).

Vérias pesquisas demonstraram o envolvimento dos lipossomas no aumento da
eficacia antioxidante dos farmacos testados, protegem células do estresse oxidativo (RENGEL
et al., 2005), reduzem a peroxidacdo lipidica (TIAN et al., 2007) e promocdo de melhor

ativacdo de enzimas antioxidantes (PENG et al., 2010).
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O aumento dos niveis de Ca®* pode ativar lipases e proteases, com consequente
degradacdo de fosfolipidios e producdo de prostaglandinas envolvidas na producdo de
espeécies reativas de oxigénio. A nimodipina (NMD), bloqueadora dos canais de calcio, tem
demonstrado beneficios em muitos disturbios do sistema nervoso central, como isquemia
cerebral, acidente vascular cerebral, epilepsia, deméncia e doenga degenerativa relacionada a
idade. Também foi demonstrada acdo protetora em modelos experimentais de isquemia
cerebral. Além dissso, NMD demonstrou neuroprotecdo contra neurotoxicidade in vivo
induzida por glutamato (GOTZ et al., 1994, AMBHORE et al., 2014 ). Estudo anterior
realizado em nosso grupo, sugeriu um positivo potencial antioxidante de lipossomas contendo
nimodipina (LCNa) que foi demonstrado pela reducdo de radicais nitritos, remogdo de
radicais hidroxila e de substancias reativas com o acido tiobarbitarico (OLIVEIRA, 2013).

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade antioxidante in vitro de
uma formulagédo lipossomal contendo nimodipina (LCNa) por meio da eliminacdo do radical
livre estavel, 2,2 — difenil — 1 — picrilhidrazil (DPPH), 2,2°- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-

4cido sulfonico (ABTS), superéxido e pelo potencial redutor (Fe**/Fe®").

MATERIAL E METODOS

Preparacao da formulacéo lipossomal de nimodipina (LCNa)

Os lipossomas contendo nimodipina (LCNa) foram preparados utilizando o método
da hidratacdo do filme lipidico seguido de sonicacdo como descrito em Moreno e
colaboradores (2014). Os lipossomas foram produzidos sem carga, utilizando como lipidios a
fosfatidilcolina de soja e o colesterol (proporcéao de 8:2), além del0 mg de nimodipina para a
obtencdo de uma formulacdo lipossomal com concentragdo lipidica de 117,6 mM e
concentracdo do farmaco de 1,0 mg/mL. Esses constituintes foram solubilizados em uma
mistura de cloroformio: metanol (3:1 v/v), sob agitacdo magnética. Os solventes foram
removidos por evaporagdo a vacuo, utilizando o rotaevaporador por 60 min (37 £ 1 ° C, 80
rpm), resultando na formacdo de um filme lipidico. Este filme foi hidratado com 10 mL de
solucéo tampdo fosfato pH 7,4 produzindo assim vesiculas multilamelares grandes. Por fim, a
suspensdo lipossomal foi submetida a sonicacdo por sonda ultrassonica (Vibra Cell,
BRANSON, EUA) a 200 W e 40 Hz por 300 s para a obtencdo de lipossomas unilamelares

pequenos.
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Avaliacdo da capacidade antioxidante contra o radical DPPH’

Para avaliacdo da capacidade antioxidante contra o radical DPPH" foi utilizada a
metodologia descrita por Oliveira e colaboradores (2014). Resumidamente, uma mistura
reacional do lipossomas contendo nimodipina (LCNa) em vérias concentracoes (2,15; 4,30;
8,60; 12,90 e 17,20 nM) e o radical DPPH" (100 uM) foi agitada vigorosamente e incubada a
temperatura ambiente na auséncia de luz (no escuro) durante 30 minutos (llustracdo 1). A
avaliacdo antioxidante foi realizada em triplicata e os valores das absorbancias (517 nm)
foram expressos como porcentagem de inibicdo do radical DPPH’ pela seguinte equagéo:

% de inibicdo = {(Acontrole — Amistura reacional) X 100} Acontrole
na qual, Acontrole € a absorbancia inicial da solugdo etanodlica de DPPH® e Anmistura reacional € @
absorbancia da mistura reacional contendo radical DPPHe« ¢ as concentra¢cdes do LCNa. A
concentracdo efetiva (CEsp) do LCNa necesséria para inibir o radical DPPHe em 50% a 517
nm foi determinada. O mesmo procedimento experimental foi utilizada para o nimodipina
livre (2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e 17,20 nM) e para o controle positivo Trolox 559 nM.
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llustracdo 1. Avaliacdo da capacidade antioxidante do LCNa e da nimodipina pelo método
DPPH".
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Avaliacdo da capacidade antioxidante contra o radical ABTS™

Para avaliacio da capacidade antioxidante contra o radical ABTS™, foi utilizada a
metodologia descrita por Oliveira e colaboradores (2014). Inicialmente foi formodo o céation
radical ABTS™ a partir da reagdo de 5 mL de uma solugdo 7 mM de ABTS++ com 88 pL de
uma solucdo 2,45 mM de persulfato de potéssio (K,S,0s), incubada & temperatura ambiente e
na auséncia de luz por 16 horas. Transcorrido esse tempo, a solucdo de ABTS™ foi diluida em
etanol até obter uma solugcdo com absorbancia de 1,00 (+ 0,05), a 734 nm (llustracéo 2). Em
ambiente escuro a temperatura ambiente, foi feita uma mistura reacional contendo LCNa
(2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e 17,20 nM) e 1960 pL do radical ABTSe+. O experimento foi
realizado em triplicata e as leituras das absorbancias foram realizadas no tempo de 6 minutos
em um espectrofotbmetro a 734 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de
inibicéo do radical ABTS™ pela seguinte equagao:

% inibicdo = {(Acontrole — Amistura reacionat) X 100} Acontrole
na qual, Acontrole € @ absorbancia inicial da solucdo etandlica de ABTS™ e Anmistura reacional € @
absorbancia da mistura contendo o radical ABTS™ e as concentracdes do LCNa. A
concentracdo efetiva (CEsg) do LCNa necesséaria para reduzir a absorbancia do radical
ABTS™ em 50% a 734 nm foi determinada. O mesmo procedimento experimental foi
utilizada para o nimodipina ndo encapsulada (2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e 17,20 nM) e para 0

controle positivo Trolox 559 nM.
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llustracdo 2. Avaliacdo da capacidade antioxidante do LCNa e nimodipina pelo método
ABTS™.

Avaliacéo da capacidade antioxidante contra o radical superéxido (Oze-)

Para avaliacdo da capacidade antioxidante contra o radical superdxido gerado pela
auto-oxidagdo do Pirogalol, foi utilizada a metodologia descrita por Li (2013), com
modificacbes. Resumidamente, varias concentracdes do LCNa (2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e
17,20 nM) foi misturado com 1460 pL de tampdo Tris-HCI (0,05 mol/L, pH 7,4) contendo
EDTA (1 mmol/L) e adicionado 40 pL de pirogalol (60 mmol/L em 1 mmol/L de HCI). A
mistura reacional foi ligeiramente agitada e a absorbancia em triplicata mensurada a 325 nm
contra o tampé&o de Tris-HCI durante 5 minutos (llustracéo 3). Os resultados foram expressos
como porcentagem de inibicdo da producdo de radical superdxido pela seguinte equagao:

% de inibi¢ao = {(Acontrole — Amistura reacional) X 100} / Acontrole
na qual, Acontrole COrresponde a mudanca da absorbancia no sistema de geracdo de radicais
superdxido pela auto-oxidacdo do pirogalol (100 % de radical superoxido) sem LCNa e
Anmistura reacional COrresponde a mudanca da absorbancia contendo as concentragfes do LCNa. A
concentracdo efetiva (CEsp) do LCNa necessario para inibir a producao de radical superéxido

em 50% a 325 nm foi determinada. O mesmo procedimento experimental foi utilizado para o
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nimodipina livre (2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e 17,20 nM) e para o controle positivo Trolox 559
nM.

[ Pirogalol (60 mM em HCI 1 mM) ]
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llustracdo 3. Avaliacdo da capacidade antioxidante do LCNa e nimodipina pelo método do

radical superdxido.
Avaliacdo do Potencial Redutor

Para avaliacdo do potencial redutor, foi utilizada a metodologia descrita por Singhal e
colaboradores (2011), com modificacbes. Resumidamente, foi preparado uma mistura
reacional contendo varias concentracdes do LCNa (2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e 17,20 nM), 0,5
mL de ferricianeto de potassio 1% e 0,5 mL de tampéo fosfato de sddio (0,2 M, pH 6.6). A
mistura reacional foi incubada a 50 °C durante 20 minutos, seguido pela adicdo de 0,5 mL de
acido tricloroacético 10%, 0,5 ml de &gua destilada e 0,125 mL de cloreto férrico (FeCls)
0,1%. A absorbancia da mistura reacional foi mensurada a 700 nm contra branco que
continham apenas tampao fosfato (llustracéo 4). A concentracdo do LCNa que proporcionou
um aumento de 0,5 da absorbancia (CEsp) foi calculada. O mesmo procedimento experimental
foi utilizado para o nimodipina ndo encapsulada (2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e 17,20 nM) e para o

controle positivo Trolox 559 nM.
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llustracdo 4. Avaliacao do potencial redutor do LCNa e nimodipina.

2.5 Analise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M).
Anédlise estatistica foi realizado utilizando one way ANOVA, seguido pelo teste Newman —
Keuls como post hoc teste. Os resultados foram considerados estatisticamente significante
guando p<0,05. Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism
6.02 (San Diego, CA, USA). Os valores antioxidantes in vitro da CEsy foram obtidos por
regressdo linear utilizando o software GraphPad Prism 6.02 (GraphPad, Inc., Califérnia,
EUA).

RESULTADOS

Capacidade antioxidante contra o radical DPPH’

Os valores da capacidade antioxidante do LCNa contra o radical DPPH" nas

concentragdes de 2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e 17,20 nM foram de 74,21 + 1,24; 78,19 + 0,49;
81,90 £ 0,70; 86,04 + 0,52 e 88,70 £ 0,10%, respectivamente, a qual reduziu a concentracdo
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da solucdo de radical DPPH’, sistema, (p<0,05) (llustracdo 5). Nas mesmas condicdes
experimentais, a nimodipina ndo encapsulada em lipossomas nas concentracoes de 2,15; 4,30;
8,60; 12,90 e 17,20 nM reduziu a solucdo de radical DPPH’, apresentando capacidade
antioxidante de 25,71 + 0,84; 30,03 + 2,27; 33,94 + 3,82; 33,26 + 0,35 e 39,23 + 1,50%,
respectivamente. O Trolox 559 nM também reduziu o radical DPPHe (p<0,05), apresentando
88,56 + 0,72% de capacidade antioxidante (llustracdo 5). De acordo com os resultados da
capacidade antioxidante na inibicdo do radical DPPHe, o valor da CEs foi de 0,19 nM para o

LCNa e de 127,54 nM para nimodipina livre.
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llustracéo 5: Capacidade antioxidante do LCNa (a) em diferentes concentracoes (0,56 — 4,65
nM) e da nimodipina (b) em diferentes concentragdes (2,15 nM — 17,20 nM) na inibicdo da
producgédo radical DPPHe. Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de inibigao in
vitro, n = 3, dos experimentos em duplicata. "p<0,05 versus controle (Tween 80 0,05%
dissolvido em solucéo salina 0,9%) (ANOVA Neuman-Keuls como post hoc teste); ® p<0,001
em relagdo ao sistema (solucdo de radical DPPH") (ANOVA Neuman-Keuls como post hoc

teste).
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Capacidade antioxidante contra o radical ABTS™

Os resultados antioxidantes correspondentes & inibi¢ao do radical ABTS™ pela LCNa e
nimodipina em diferentes concentracfes estdo representados na llustracdo 6 . Os valores da
capacidade antioxidante da LCNa nas concentracOes de 2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e 17,20 nM
foram de 84,63 = 0,20; 86,71 + 1,79; 90,49 + 0,30; 93,10 = 0,30 e 94,14 + 0,46%,
respectivamente, na qual reduziu a concentracdo da solucio de radical ABTS™ (Sistema)
(p<0,05). Nas mesmas condicdes experimentais, a nimodipina nas concentracdes de 2,15;
4,30; 8,60; 12,90 e 17,20 nM reduziu a solugéo de radical ABTSe+ apresentando capacidade
antioxidante de 37,44 + 1,04; 44,41 + 1,11; 55,78 + 2,98; 70,21 + 1,33 e 80,82 = 0,98%,
respectivamente. O Trolox (559 nM) também reduziu a solucdo de radical ABTSe+
apresentando 91,80 £ 0,38% de capacidade antioxidante (p<0,05) (llustracéo 6). De acordo
com os resultados da capacidade antioxidante na inibigdo do radical ABTS<+, 0 valor da CEsy
foi de 0,052 nM para 0 LCNa e de 4,91 nM para nimodipina ndo encapsulada em
liposssomas.
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llustracdo 6: Capacidade antioxidante do LCNa (a) em diferentes concentracdes (2,15 nM —
17,20 nM) e da nimodipina (b) em diferentes concentracgdes (2,15 nM — 17,20 nM) na inibicao

do radical ABTSe+. Os valores representam a média = E.P.M. dos valores de inibicao in vitro,
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n = 3, dos experimentos em duplicata. ~ p<0,05 versus controle (Tween 80 0,05% dissolvido
em solucéo salina 0,9%) (ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste);  p<0,05 em relagéo

ao sistema (solucéo de radical ABTS++) (ANOVA Neuman-Keuls como post hoc teste).

Capacidade antioxidante contra o radical superéxido (O;")

Os resultados antioxidantes correspondente a inibi¢do do radical superdxido pela
LCNa e nimodipina em diferentes concentracdes estdo representados na llustracdo 7. Os
valores da capacidade antioxidante da LCNa nas concentracfes de 2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e
17,20 nM foram de 61,76 + 0,23; 64,36 = 0,58; 70,43 + 0,34; 77,13 + 1,09 e 82,1 + 0,41%,
respectivamente, na qual inibiu os radicais superdxido gerado pela auto-oxidacdo do pirogalol
(p<0,05). Nas mesmas condicdes experimentais, a nimodipina ndo encapsulada nas
concentragdes de 2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e 17,20 nM reduziu os radicais superoxido
apresentando capacidade antioxidante de 18,26 *+ 0,20, 21,46 + 0,86, 24,60 = 1,00, 28,20
0,75 e 31,5 + 0,56%, respectivamente. O Trolox (559 nM) também reduziu a produgdo dos
radicais superoxido apresentando 75,86 + 1,58% de capacidade antioxidante (p<0,05)
(llustracéo 7). De acordo com os resultados da capacidade antioxidante na inibicao do radical

superdxido, o valor da CEsg foi de 0,949 nM para o LCNa e de 229, 36 nM para nimodipina.
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llustracdo 7: Capacidade antioxidante do LCNa (a) em diferentes concentracbes (2,15 —
17,20 nM) e da nimodipina (b) em diferentes concentragfes (2,15 — 17,20 nM) pela remocao
de radicais superoxido produzido pela auto-oxidacdo do Pirogalol (60 mM). Os valores
representam a média + E.P.M. dos valores de inibicao in vitro, n = 3, dos experimentos em
duplicata. ~ p<0,05 versus controle (ANOVA Neuman-Keuls como post hoc teste); # p<0,05
em relacéo a auto-oxidacéo do Pirogalol (ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste).

Potencial Redutor

O resultado correspondente a capacidade antioxidante do LCNa e nimodipina pelo seu
potencial redutor em diferentes concentragdes estdo representados na llustracdo 8. O
aumento da absorbancia em 700 nm nas concentragdes de 2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e 17,20 nM
demonstra o potencial redutor do LCNa e nimodipina em relagdo ao controle (p<0,05). O
Trolox (559 nM) também apresentou uma elevacdo do potencial redutor em relacdo ao
controle (p<0,05). De acordo com esses resultados, os valores da CEso do LCNa e nimodipina
necessérias para reduzir ferricianeto de potéassio (Fe**) a ferrocianeto de potassio (Fe**) em

50% da sua absorbéancia inicial foi de 2,35 nM e 183,59 nM, respectivamente.
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Ilustracéo 8: Potencial redutor (Fe**/Fe®*) do LCNa e da nimodipina. Os valores representam
a média = E.P.M. das absorbancias em 700 nm, n=3, dos experimentos em duplicata. O
Trolox 559 nM foi usado como padrdo antioxidante. * p<0,05 em relacdo ao controle

(ANOVA e Neuman-Keuls como post hoc teste).
DISCUSSAO

No método que envolve o sequestro do radical livre estavel DPPH’, a capacidade
antioxidante é analisada pela diminuicdo da absorbancia da solucdo de DPPH" a 517 nm, na
qual o radical DPPH" de cor parpura é reduzido para formar DPPH, de cor amarela
(MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 2012). Com base neste principio, o resultado obtido no
presente estudo demonstrou que a LCNa apresenta elevada capacidade antioxidante em
relacdo a nimodipina. Quando ambos resultados s&o comparados, é possivel observar um
aumento da capacidade antioxidante da LCNa contra o radical DPPH’ de 65,35; 61,59; 58,56;
61,43; 55,77% nas concentracdes de 2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e 17,20 nM, respectivamente.
Quando os resultados sdo comparados com o Trolox, a LCNa na concentragao de 17,20 nM
apresentou capacidade antioxidante superior ao Trolox com uma concentracdo 32 (trinta e

duas) vezes maior. Apresentando elevada capacidade antioxidante, a CEsy do LCNa foi 0,19
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nM, sendo esse valor onze vezes menor que a concentragdo de 2,15 nM, indicando que a
LCNa em baixas concentragdes é um potente antioxidante.

O radical ABTS™ produzido por meio da oxidacio da solucio de ABTS+ pelo
persulfato de potassio apresenta coloracdo azul/verde e a reacdo com um composto
antioxidante é monitorada pela diminuigdo da absorbancia da rea¢do a 734 nm. Desta forma, o
presente estudo demonstrou que o LCNa em baixas concentra¢fes é um potente antioxidante
pela inibicdo do radical ABTSe++. Como observado na llustracdo 6, a capacidade antioxidante
foi dependente da concentracdo e quando os resultados sdo comparado com a nimodipina, é
possivel observar um aumento da capacidade antioxidante da LCNa contra o radical ABTSe+
de 55,76; 48,73; 38,35; 24,58 e 14,14% nas concentragdes de 2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e 17,20
nM, respectivamente. Em relacdo ao Trolox, a LCNa na concentracdo de 12,90 nM (93,10 £
0,30%) apresentou capacidade antioxidante 1,39 % melhor que o Trolox (91,80 £ 0,38%) e na
concentracdo de 17,20 nM (94,14 * 0,46%), foi 2,48% mais eficiente na inibicdo do radical
ABTS™". Consequentemente, esse resultado antioxidante apresentado pelo LCNa resultou na
CEspde 0,012 nM, sendo esse valor 46,6 vezes inferior que a menor concentracdo avaliada.

A auto-oxidacdo do pirogalol resulta na mudanca de cor da reacdo para amarelo e
consequentemente aumenta a valor da absorbancia a 325 nm, indicando que ha producéo de
radical superoxido (XU et al., 2013). Dessa forma, quando um composto antioxidante é
adicionado a mistura e reage com os radicais superdxido gerado, ha uma diminuicdo dos
valores da absorbancia a 320 nm. O principio desta reacdo foi utilizado nesta avaliacdo
antioxidante e de acordo com o resultado obtido, a LCNa pode ser considerado um potente
sequestrador de radicais superoxidos. Como observado na llustracdo 7, a capacidade
antioxidante pela diminuicdo de radicais superéxido foi dependente da concentragdo e quando
os resultados sdo comparado com a nimodipina nas mesmas condi¢des experimentais, €
possivel observar um aumento da capacidade antioxidante da LCNa contra o radical
superdxido de 70,43; 66,65; 65,07; 63,43; 58,00 e 61,63% nas concentracdes de 2,15; 4,30;
8,60; 12,90 e 17,20 nM, respectivamente. Em relacdo ao Trolox, a LCNa foi mais eficiente na
diminuicdo da concentracdo de radicais superoxido a partir da concentracdo de 12,90 nM
(77,13 £ 1,09%). A elevada capacidade antioxidante da LCNa resultou na CEzo de 0,177 nM,
sendo esse valor doze vezes inferior a menor concentracdo avaliada. O radical superdxido é
uma EROs toxicos que pode ser gerado em numerosas reagdes biologicas e apesar de ser um
oxidante relativamente fraco, pode originar outras EROs mais reativas como o radical
hidroxila. Inicialmente, esse resultado antioxidante pode ser bastante promissor, pois o radical

superdxido € uma EROs toxicos que pode ser gerado em numerosas reacfes bioldgicas e
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apesar de ser um oxidante relativamente fraco, pode originar outras EROs mais reativas como
o radical hidroxila.

O poder redutor da nimodipina e LCNa foram avaliados pela transformacdo do
ferricianeto de potassio (Fe®*") de cor amarela & ferrocianeto de potéssio (Fe?*) de cor verde.
Essa mudanca de cor ocorre por meio da capacidade de transferéncia de elétrons, na qual,
serve como um importante indicador da capacidade antioxidante apresentado pela LCNa,
como demonstrado anteriormente. Processos como eliminacgéo de radicais livres e/ou inibicao
da peroxidacdo lipidica é mediada pela reacdo redox e de acordo com o resultado obtido no
presente estudo (llustracéo 8), a LCNa apresentou elevado potencial redutor de acordo com o
aumento da concentracdo, sendo esse resultado melhor do que apresentado pela nimodipina a
partir da menor concentracdo avaliada e em relacdo ao Trolox (559 nM), a partir da
concentracdo de 12,90 nM.

O principal mecanismo envolvido na capacidade antioxidante de um determinado
composto estar relacionado transferéncia de elétrons ou 4tomos de hidrogénio (NIKI, 2010).
Levando em consideracdo a capacidade antioxidante observada os testes realizados, foi
proposto o possivel mecanismo de acdo antioxidante (llustracdo 9). A nimodipina pode doar
dois hidrogénios radicalares, adquirindo carater aroméatico no anel nitrogenado,
transformando-se em pirimidina, substancia heteroaromética de elevado grau de estabilidade
(OLIVEIRA, 2013). Neste sentido, uma provavel razdo para a melhor atividade antioxidante
da nimodipina encapsulada em lipossomas é devido ao aumento da solubilidade em agua. O
aumento do potencial de interacdo do farmaco ainda pode ser justificado pela sua reduzida
superficie de contato, além da propriedade de liberacdo modificada do farmaco promovida
pelo sistema lipossomal.
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llustracdo 9: Possiveis mecanismos da acdo antioxidante da nimodipina na neutraliza¢do do
radical R" (DPPH’, ABTS™, SO,").

CONCLUSAO

A nimodipina lipossomal exibiu uma notavel capacidade antioxidante contra 0s
radiacais DPPH, ABTS e superdxido, bem como capacidade de transferir elétrons. Quando
esses resultados sdo comparados com a nimodipina ndo encapsulada em lipossomas, é

observado um maior efeito antioxidante em menores concentragoes.
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Investigacao do envolvimento do sistema serotoniérgico e dopaminérgico no mecanismo

de acdo ansiolitico de uma formulacéo farmacéutica lipossomal contendo nimodipina

RESUMO

A ansiedade € um estado emocional com componentes fisiologicos e patoldgicos. A ansiedade
patoldgica tem elevada prevaléncia mundial e pode ser definida como um estado emocional
negativo com apresentacdo de sintomas de incerteza, tensdo e inquietacdo podendo estar
associados a prejuizos na vida pessoal e profissional do individuo. Trabalhos anteriores
demonstraram que o uso de lipossomas contendo nimodipina (LCNa) apresenta atividade
ansiolitica, sem causar sedacdo e relaxamento muscular. Nesse sentido, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar o envolvimento dos receptores serotoninérgicos e dopaminérgicos no
mecanismo de acdo ansiolitico de uma formulagdo farmacéutica lipossomal contendo
nimodipina, utilizando modelos animais com camundongos. Foram utilizados 7 animais por
grupo, realizada a administracdo de LCNa (10 mg/kg, i.p) e nimodipina livre (10 mg/kg, v.0).
Trinta minutos apos os tratamentos, foi detectado um aumento do tempo de permanéncia no
campo claro do teste claro/escuro, bem como aumento no nimero de entradas e no tempo de
permanéncia nos bracos abertos do teste labirinto em cruz elevada, entre animais tratados com
LCNa em relacdo aos animais tratados com nimodipina (NMD) e com o veiculo. A buspirona
(5 mg/kg, i.p) e dopamina (0,5 mg/kg) promoveram aumento no tempo de permanéncia no
campo claro, bem como no tempo de permanéncia nos bracos abertos. No teste do campo
aberto foi demonstrado que a buspirona reduziu o nimero de cruzamentos, groomings e
rearings comparado ao veiculo, j& o LCNa aumentou o nimero de cruzamentos, de
groomings e de rearings quando comparado a buspirona e ndo demonstraram alteracdes
significativas com relagdo ao veiculo. No teste rota rod, a buspirona promoveu aumento no
nimero de quedas e diminuiu o0 tempo de permanéncia na barra giratoria, em relacdo aos
animais que receberam solucéo salina, a nimodipina e os lipossomas contendo nimodipina néo
provocaram alteracfes significativas comparadas ao veiculo. Ja a dopamina nao apresentou
resultados significativos comparados aos valores obtidos entre os animais tratados com
veiculo, NMD e LCNa em todos os parametros observados nos testes campo aberto e rota
rod. O uso do WAY 100635 (5 mg/kg, i.p) antagonizou os efeitos sobre a atividade ansiolitica
do LCNa, da mesma forma, a sulpirida (50mg/kg) também reverteu estes efeitos. Ndo foram
observadas alteragcbes sobre a coordenagdo motora dos animais testados. Em suma, 0s
resultados obtidos sugerem que h& participagdo dos sistemas serotoninérgicos e
dopaminérgicos no mecanismo de agéo ansiolitico dos lipossomas contendo nimodipina.

PALAVRAS-CHAVE: Campo Aberto; Claro/Escuro; Labirinto em Cruz Elevada; Rota Rod.
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INTRODUCAO

A ansiedade € um estado emocional que muitas vezes esta associada com uma resposta
a situacOes de perigo, ou ameacas reais, estresses e desafios do cotidiano, podendo apresentar
sintomas somaéticos, cognitivos, comportamentais, emocionais e perceptivos. A ansiedade
passa a ser patoldgica quando apresenta um quadro emocional desagradavel e incdmodo que
surge sem estimulo externo apropriado, sendo caracterizado quando a frequéncia, intensidade
e duracdo destes eventos estdo aumentadas e associadas ao prejuizo no desempenho pessoal,
social ou profissional do individuo (BRAGA et al., 2010; CAIRES; SHINOHARA, 2010;
RODRIGUES, 2011). Sua origem est& na base de diversos mecanismos neurobioldgicos, ao
nivel do sistema nervoso central, como: o sistema serotoninérgico, o glutamato, o sistema
acido aminobutirico e o eixo hipotdlamo-hipofise-suprarrenal (PRATA, 2012).

Os tratamentos atualmente aplicados para transtornos de ansiedade incluem a
farmacoterapia e terapia cognitivo-comportamental. O tratamento farmacoldgico da ansiedade
patoldgica consiste no uso de benzodiazepinicos, buspirona e antidepressivos. Embora estes
farmacos mostrem grande eficacia na terapia da patologia, a sua administracdo pode provocar
varios efeitos colaterais. Por exemplo, os benzodiazepinicos podem causar alguns efeitos
secundarios tais como amnésia, sedacdo e dependéncia. Ja a utilizacdo da buspirona pode
desencadear quadros de tontura, cefaléia, sonoléncia, distdrbios gastrointestinais, amnésia e
insdnia. Portanto, a busca por novos agentes terapéuticos com propriedades ansioliticas é de
suma importancia (FERREIRA; ALMEIDA; FREITAS, 2012; MORENO et al., 2014; ).

A nimodipina, [isopropil(2-metoxietil), 1,4-diidro-2,6-dimetil-4-(3-nitrofenil)-3,5-
piridina-dicarboxilada], pertencente a classe das diidropiridinas, antagonistados canais de
calcio, apresenta pouca solubilidade em agua. A sua estrutura quimica apresenta duas longas
cadeias laterais ligadas ao anel diidropiridinico e um grupo nitro ligado ao anel fenila, que
confere ao farmaco a caracteristica de base fraca. A baixa taxa de solubilidade e dissolucdo de
farmacos pouco soltveis em agua e nos fluidos gastrintestinais causa, frequentemente, uma
insuficiente biodisponibilidade, uma vez que somente os farmacos dissolvidos nos liquidos
gastrintestinais podem ser absorvidos, o que requer determinada hidrossolubilidade do
farmaco (STEINGRABER et al., 2008).

A nimodipina possui alta lipossolubilidade e foi desenvolvida como agente para
relaxar a vasculatura cerebral. E efetivo na inibicdo do vasoespasmo cerebral e tem sido

utilizado principalmente no tratamento de pacientes que apresentam defeitos neurolégicos
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associados a0 vasoespasmo cerebral como hemorragia subaracndidea (MICHEL et al.,
2012).

A nimodipina pode atravessar facilmente a barreira hematoencefalica. Sua acédo
priméaria € bloquear os canais de célcio tipo L e reduzir o numero de canais abertos que
conduzem ions célcio através da membrana celular, restringindo portanto, o fluxo de célcio
dentro das células, além de produzir acdo vasodilatadora sobre arteriolas (CARDENAS —
MEJILA et al., 2010).

E rapidamente absorvida ap6s a administracio oral, com pico de concentracdo
plasmatica, geralmente atingido em uma hora. Em estudos farmacocinéticos com pacientes
sadios, mostrou biodisponibilidade de 4 a 13% e em pacientes que sofreram hemorragia
subaracndidea de 2 a 28%. A biodisponibilidade reduzida pode ser explicada pelo intenso
metabolismo de primeira passagem (NASCIMENTO, 2005).

Assim, diante das limitacbes da administragdo oral da nimodipina, como baixa
solubilidade em agua e intenso metabolismo de primeira passagem com biodisponibilidade
reduzida, sdo necessarias doses elevadas do farmaco com o objetivo de se obter os efeitos
desejados. Uma alternativa a fim de se superar as limitacGes € o uso de lipossomas, vesiculas
de fosfolipidios com centro aquoso, possuem diferentes formas e tamanhos que variam de
30nm a varios micrometros (GRUPTA et al., 2012). Foi demonstrado através de pesquisas
realizadas pelo nosso grupo anteriormente, uma formulacdo lipossomal contendo nimodipina
com alto teor do farmaco encapsulado, ndo demonstrou toxicidade em camundongos e
apresentou efeito ansiolitico, antidepressivo e anticonvulsivante (MORENO, 2011).

Os lipossomas séo sistemas altamente versateis, capazes de reter principios ativos
encapsulados, apresentam propriedades de liberacdo lenta que levam a reducdo da
concentracdo de principio ativo na forma livre, e a prolongagdo de sua presenga no
organismo. O aumento na biodisponibilidade do principio ativo pode potencializar sua
atividade biolégica, bem como reduzir seus efeitos colaterais (FREZARD et al, 2005). Podem
aumentar a poténcia e/ou reduzir a toxicidade. Os lipossomas possuem inimeras vantagens
em relacdo a outras formas farmacéuticas, dentre as quais estdo a alta especificidade, que
permite o exercicio de sua atividade farmacoldgica, com diminuicdo de efeitos secundarios;
sdo vetores medicamentosos, conseguem atingir um alvo bem determinado e até mesmo
receptores celulares especificos, tornando-se menos toxicos (CUNHA et al.,2007).

Diante destes beneficios e no sentido de dar continuidade aos estudos anteriores que
geraram pedido de depdsito de patente ao INPI com a formulagdo lipossomal contendo

nimodipina (LCNa) foi realizada a investigacdo do envolvimento do sistema serotoninérgico e
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dopaminérgico no  mecanismo de acdo ansiolitico de uma formulagdo farmacéutica

lipossomal contendo nimodipina.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos com dois meses de idade e com peso de
25 a 30 g, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Piaui. Os animais destinados ao experimento permaneceram nas dependéncias do
biotério do Laboratério de Pesquisa em Neuroguimica Experimental, por sete dias, para a
adequada aclimatacdo. As unidades experimentais receberam agua e dieta (Labina®) ad
libitum e foram mantidos sob condic¢des controladas de iluminacgéo (ciclo 12h claro/escuro) e
temperatura (25 £ 1 °C). Os protocolos experimentais e procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI
N° 014/11). Ap6s o término de cada experimento os animais foram eutanasiados utilizando
Pentobarbital Sodico i.p na dose 10-15 mg/100g de peso. Obedencendo Resolugdo n.
1000/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

Producéo da formulacéo lipossomal derivada de nimodipina (LCNa)

A formulacdo farmacéutica lipossomal contendo nimodipina (LCNa) foi preparada
usando o método da hidratacdo do filme lipidico seguido de sonicagcdo como descrito em Lira
et al, 2009. Este processo foi adaptado para obtencdo de uma formulagédo lipossomal com
concentragdo lipidicas de 117,6 mM contendo 1,0 mg/mL de nimodipina (MORENO et al.,
2014). Testes de caracterizagdo dos nanossistemas foram realizados para acompanhamento
dos parametros de pH, tamanho de particula, indice de poliderpersdo, carga de superficie dos
lipossomas, teor de metodologia empregada e percentual de encapsulagdo da nimodipina nas
vesiculas lipossomais. Testes de estabilidade acelerada e em longo prazo também foram

realizados.
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Protocolo experimental

Investigacdo do envolvimento serotoninérgico no mecanismo de acgdo ansiolitico de

lipossomas contendo nimodipina

Os animais foram tratados de forma aguda, sendo cada grupo constituido por sete
camundongos. Os protocolos de tratamento foram realizados da seguinte forma: solucéo
salina 0,9% (i.p; controle negativo; veiculo), buspirona 5 mg/kg (i.p; controle positivo),
nimodipina livre 10 mg/kg (v.0) e LCNa (i.p) 10 mg/kg. Apds 30 minutos das aplicagdes, 0s
animais foram submetidos aos testes comportamentais para avaliacdo da atividade ansiolitica
e dos parametros relacionados a atividade e coordenagdo motora.

Para investigar o possivel envolvimento de LCNa com os sitios dos receptores 5-HTa,
foi realizado pré-tratamento com WAY - 100635 (10 mg/kg i.p) 15 minutos antes das
aplicacdes de LCNa (i.p) e buspirona (5 mg/kg i.p), bem como um outro grupo foi tratado
apenas com WAY - 100635 na dose de 10 mg/kg (i.p). Dessa forma, as avaliacdes
comportamentais nos testes de Campo Aberto, Claro/Escuro, Labirinto em Cruz Elevada e

Rota Rod foram realizadas 30 minutos apds a administracdo das Gltimas drogas.

Investigacdo do envolvimento dopaminérgico no mecanismo de a¢do ansiolitico de

lipossomas contendo nimodipina

Os animais foram tratados de forma aguda, sendo cada grupo constituido por sete
camundongos. Os protocolos de tratamento foram realizados da seguinte forma: solugdo
salina 0,9% (i.p; controle negativo; veiculo), dopamina 0,5 mg/kg (i.p; controle positivo),
nimodipina livre 10 mg/kg (v.0) e LCNa (i.p) 10 mg/kg. Apo6s 30 minutos das aplicagdes, 0s
animais foram submetidos aos testes comportamentais para avaliagcdo da atividade ansiolitica
e dos parametros relacionados a atividade e coordenagdo motora.

Para investigar o possivel envolvimento de LCNa com os sitios dos receptores
dopaminérgicos — D; e D, , foi realizado pré-tratamento com sulpirida (50 mg/kg i.p) 30
minutos antes das aplicacdes de LCNa (i.p) e dopamina (0,5 mg/kg i.p), bem como um outro
grupo foi tratado apenas com sulpirida na dose de 50 mg/kg (i.p). Dessa forma, as avaliacdes
comportamentais nos testes de Campo Aberto, Claro/Escuro, Labirinto em Cruz Elevada e
Rota Rod foram realizadas 30 minutos apds a administracdo das Gltimas drogas.
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Avaliacéo do Efeito Ansiolitico
Teste do Claro/Escuro

O aparato usado nesse teste é feito de acrilico dividido em 2 compartimentos (campo
claro e campo escuro) que se comunicam por meio de uma pequena porta (CRAWLEY, 1985;
ALMEIDA et al., 2012), o compartimento escuro (acrilico preto, 27 x 18 x 29 cm) €
pobremente iluminado, enquanto que o campo claro (acrilico transparente, 27 x 18 x 29 cm) é
iluminado pela luz do ambiente (Ilustragdo 1). Os animais foram observados por 5 minutos,
sendo utilizado como parametro seu tempo de permanéncia, em segundos, no campo claro.
Depois de cada animal realizar seu teste individual, o equipamento foi limpo e desinfetado

com alcool 70%.

llustracéo 1: Experimento Claro/Escuro

Fonte: Arquivo Pessoal

Teste do labirinto em cruz elevado

O objetivo deste teste e verificar o possivel efeito ansiolitico ou ansiogénico de
substancias, uma vez que drogas ansioliticas levam o animal ao aumento do ndmero de
entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos, enquanto que drogas ansiogénicas
induzem ao aumento dos mesmos parametros nos bragos fechados (LISTER,1987).

O labirinto em cruz elevado (LCE) para camundongos consiste de dois bragos abertos
opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos, em forma de cruz
(CAMPELDO et al., 2011). Os bracos abertos e fechados estdo conectados entre si por uma
plataforma central (5 x 5 cm), elevada a 45 cm do chdo (llustracdo 2). Os animais foram
colocados no centro do aparelho com a cabeca voltada para um dos bracos fechados e o0 seu

comportamento foi observado por 5 minutos. As medidas comportamentais registradas no
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LCE foram o numero de entradas nos bragos abertos (NEBA) e o tempo de permanéncia do
animal nesses bragos (TPBA). Depois que cada animal realizou seu teste individual, o aparato

foi limpo e desinfetado com alcool 70%.

lustracéo 2: Experimento Labirinto em Cruz Elevada
- I

Fonte: Arquivo Pessoal

Avaliacéo da Atividade Locomotora e Coordenagéo Motora

Teste do campo aberto

A atividade motora dos animais sera verificada por meio de um campo aberto feito de
acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) e dividido em 9 quadrantes
iguais (ARCHER, 1973) (llustracdo 3). Apds 30 minutos dos tratamentos, 0s animais, um
por vez, serdo colocados no centro do campo aberto onde o nimero de cruzamentos com as
quatro patas (atividade locomotora espontanea; ALE), numero de comportamento de
autolimpeza (grooming) e o numero de levantamentos (rearing), sem encostar-se a parede,
serdo observados durante o tempo de 5 minutos.

Apo0s cada exposicdao de um animal, o aparelho devera ser lavado com solucdo 5%
alcool/ agua (v/v) antes de introduzir novo sujeito experimental, a fim de evitar a possivel
influencia do odor deixado pelo anterior (FRUSSA — FILHO; PALERM- NETO, 1990).
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llustragéo 3: Experimento Campo Aberto

2 Aoty
"EBTAN

Fonte: Arquivo Pessoal

Teste do rota rod

O teste do Rota Rod mede o efeito do relaxamento muscular ou incoordenacdo motora
produzidos por drogas nos animais (CARLINI, BURGOS, 1979; MARQUES; MELO;
FREITAS, 2012). Para este teste, os camundongos foram divididos em grupos e tratados
conforme os protocolos experimentais. Em seguida, os animais foram colocados com as
quatro patas sobre uma barra de 2,5 cm de didmetro, elevada a 25 cm do piso, em uma rotacao

de 16 rpm (llustracéo 4), por um periodo de 3 minutos.

Foram registrados o tempo de permanéncia na barra giratéria, em segundos(s), e 0
nimero de quedas, com trés reconducdes, no maximo. E verificada a capacidade do animal
equilibrar-se sobre a barra. Quanto mais intenso for o efeito, menor sera o tempo em que 0

animal consegue se equilibrar sobre a barra.

llustracéo 4: Experimento do Rota Rod

Fonte: Arquivo Pessoal
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Anélise Estatistica

Todos os resultados foram apresentados com média + erro padrdo da média (E.P.M.).
Os dados obtidos foram avaliados por meio da analise de variancia (ANOVA) seguida do
teste Neuman-Keuls como post hocteste. Os dados foram analisados utilizando o Software
GraphPadPrism (versdo 5.0) e as diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacéo da formulacédo

Os lipossomas contendo nimodipina utilizados na realizagdo dos testes
comportamentais apresentam a seguinte caracterizacdo fisico-quimica: tamanho de particula
de 107,17 £ 1,53 nm, indice de polidispersdo 0,303 +0,002 nm, potencial zeta -5,32 + 1,29
mV, pH 7,4, teor de farmaco de 99 + 0,21% e taxa de encapsulacdo de 99 + 0,45%. Indicando
que os LCNa se classificam como lipossomas unilamelares pequenos (SUV), com tamanho,
homogeneidade e carga de superficie favoraveis para utilizacdo em testes in vivo, além de
apresentarem alto rendimento, elevada taxa de farmaco encapsulado e manutencdo da
estabilidade da formulacdo por um periodo de 15 dias sem alterar suas caracteristicas micro e
macroscéopicas (MORENO, 2014). Os resultados obtidos dessa pesquisa resultaram em pedido

de patente, com o seguinte nimero de processo: BR 10 2012 021840 2.

Teste do Claro/Escuro

O teste do claro/escuro avalia a ansiedade do roedor a nivel comportamental. E
fundamentado no comportamento exploratorio espontaneo dos roedores frente a um ambiente
novo e iluminado, podendo esses animais desenvolver aversdo ou aceitagdo em face dessas
novas condicBes. Entretanto, a tendéncia natural dos camundongos é ter uma predile¢do por
areas escuras. Quando se deparam ao aparato do Claro/Escuro os animais entram em conflito
com propensdo exploratdria natural deles e a tendéncia de esquivar-se diante de ambientes
desconhecidos (neofobia). Estudos anteriores atestam que drogas com propriedades
ansioliticas estimulam um maior nimero de transicdes entre esses dois ambientes, bem como

aumentam o tempo exploratorio do animal no campo claro (GOMES et al., 2011).
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Os animais tratados com nimodipina livre ndo apresentaram aumento no tempo de
permanéncia no campo claro em relag¢do ao grupo tratado com o veiculo (Tabela 1). Isso pode
ser atribuido a reduzida biodispobibilidade por via oral da nimodipina. Por ser praticamente
insolivel em &gua, a sua veiculacdo em solucdo para outras vias de administracdo é
dificultada, o que pode resultar em pouca distribui¢do cerebral, diminuindo sua eficécia sobre
o0 sistema nervoso central, dificultando o uso deste farmaco para doencas neurodegenerativas
(SUN et al., 2013).

Os grupos tratados com buspirona e com lipossomas contendo nimodipina (LCNa -
10mg/kg) apresentaram resultados semelhantes, produziram aumento de 80,65% e 83,04%
respectivamente, no tempo de permanéncia no campo claro (p<0,05) comparado ao grupo
tratado com veiculo, sugerindo que houve melhora na biodisponibilidade da nimodipina
veiculada no sistema lipossomal. Os animais apresentaram um menor nivel de ansiedade e um
aumento da sua capacidade exploratdria devido a acdo da nimodipina, uma vez que apds
encapsulada em lipossomas, possui uma maior distribuicéo cerebral (Tabela 1).

Lipossomas contendo nimodipina possuem alta eficiéncia de encapsulacdo e
demonstram capacidade de melhorar a solubilidade do farmaco (WANG et al., 2006). No
estudo realizado por Moreno e colaboradores (2014) foi demonstado que o encapsulamento da
nimodipina em lipossomas proporciona uma liberagdo controlada da nimodipina, aumentando
sua biodisponibilidade e assim, o seu efeito.

Dentre os receptores do sistema serotoninérgico, o receptor 5-HT;a tem sido 0 mais
relacionado com a modulacdo de comportamentos relacionados a ansiedade o que tem sido
demonstrado pela buspirona, um agonista parcial 5-HT1a, que é clinicamente efetivo no
tratamento do transtorno de ansiedade generalizada. Estudos pré-clinicos demonstraram que
agonistas 5-HT;n exibem efeito tipo ansiolitico em modelos animais, enquanto que
antagonistas 5-HT1a blogueiam o efeito tipo ansiolitico de algumas drogas. (AKIMOVA et
al., 2010; KOEN; STEIN, 2011).

Na maior parte das areas do SNC, a 5-HT possui forte acdo inibitoria. Essa acéo é
mediada pelos receptores 5-HT;a e esta associada a hiperpolarizacdo da membrana causada
pelo aumento da condutancia de potassio. Alguns tipos de células sdo excitados lentamente
pela 5-HT, devido bloqueio dos canais de potassio por meio de receptores 5-HT, ou 5-HT,.
Podem ocorrer acdes tanto excitatorias quanto inibitérias no mesmo neurénio (KATZUNG et
al., 2014). Os receptores de serotonina, 5-HT;a sdo alvos-chave no controle dos distarbios
neuropsiquidtricos, incluindo depressdo e os sintomas negativos da esquizofrenia (BLIER,
2003; BANTICK, 2004; CARLI et al, 2006).
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Para investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico no mecanismo de acao do
LCNa, foi utilizado o0 WAY 100635 (N-[2-[4-(2metoxifenil)-1-piperazinil]etil-N-(2-piridinil)
ciclo hexanocarboxamida tricloridrato) que é um antagonista do receptor de serotonina, 5-
HT1a, que tem sido amplamente caracterizado quanto as suas propriedades farmacoldgicas.
Estudos comprovaram que o WAY-100635 apresenta alta seletividade para os receptores de
serotonina, 5-HTi;o com 100 vezes menor afinidades para outros receptores, como
dopaminérgicos e adrenérgicos (FORSTER et. al., 1995; FLETCHER et. al, 1996)

O antagonismo do receptor de serotonina, pelo WAY 100635 foi demonstrado por
meio dos resultados deste trabalho, em que o WAY 100635( 5mg/kg) administrado antes da
buspirona (5mg/kg) reduziu 32,08% o0 tempo de permanéncia dos animais no campo claro
durante o teste do claro/escuro (Tabela 1). O grupo tratado com WAY 100635 previamente a
administracdo de LCNa (10 mg/kg) apresentou uma diminuicdo de 52,27% do tempo de
permanéncia dos animais no campo claro em relacdo ao animais que ndo receberam o
antagonista, o que aponta que o WAY 100635 antagonizou o efeito ansiolitico do LCNa
(Tabela 1), sugerindo que o LCNa também atua na via serotoninérgica, e provavelmente nos

receptores 5HT14, 0 mesmo sitio de agdo do WAY 100635.

Tabela 1: Efeitos da nimodipina, formulagdo lipossomal contendo nimodipina (LCNa),
buspirona, WAY100635 e suas associagdes em camundongos no teste do claro/escuro.

______________________________________________________________________________________________________|
Tempo de permanéncia no

Grupos (n=7
pos (N=7) compartimento claro (s)

Veiculo (0,25 mL) 92,33+2,33
Buspirona 5 mg/kg 166,80 + 11,82°
Nimodipina 10 mg/kg 109,2 £ 5,60
LCNa 10 mg/kg 169,0 + 7,20%¢
WAY 100635 5 mg/kg 104,20 + 9,07
WAY 100635 5 mg/kg + Buspirona 5 mg/kg 7417 +1,78°
WAY 100635 5 mg/kg + LCNa 10 mg/kg 80,67 + 7,23°

_____________________________________________________________________________________________________________________________|
Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média) do nimero de

animais usados em cada grupo nos experimentos. ®p<0,05 quando comparado ao grupo
veiculo; °p<0,05 quando comparado ao grupo buspirona 5mg/kg; °p<0,05 quando comparado
ao grupo nimodipina 10 mg/kg; %p<0,05 quando comparado ao grupo LCNa 10 mg/kg

(ANOVA seguido do teste Newman-Keuls como post hoc teste).
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O segundo protocolo investigou o envolvimento do sistema dopaminérgico no
mecanismo de acdo ansiolitico de uma formulagdo farmacéutica lipossomal contendo
nimodipina.

A dopamina € um importante neurotransmissor cerebral, cujos efeitos sdo exercidos
por meio de ligacdo aos receptores especificos de membrana D; e D,. Os receptores
dopaminérgicos desempenham importantes papéis na modulacdo neuronal, além das funcGes
cerebrais como, memdria, aprendizagem, ansiedade e medo condicionado (ZARRINDAST et
al., 2012).

No teste claro-escuro foi observado que a dopamina promoveu um aumento de
19,44% no tempo de permanéncia dos animais no campo claro em relagdo ao veiculo, e a
nimodipina ndo encapsulada em lipossomas produziu aumento de 29,07% (Tabela 2). J& na
forma encapsulada em lipossomas, a nimodipina apresentou maior resultado, aumentou
63,31% e 35,05%, ou seja, diminuiu o nivel de ansiedade dos animais em relagcdo aos grupos
veiculo e controle positivo, respectivamente (p<0,05).

A sulpirida (SULP) pertence a uma classe especial de drogas antipsicoticas, as
benzamidas, antagoniza o0s receptores dopaminérgicos pds-sinapticos, porém bloqueia
seletivamente 0s receptores dopaminérgicos D, além de bloquear o0s receptores
dopaminérgicos auto-inibitérios pré-sinapticos, aumentando a quantidade de neurotransmissor
na fenda sinéptica. A sulpirida provavelmente, ndo interage com receptores noradrenérgicos
ou serotoninérgicos (VASCONCELOQS, 2007; GIORGI et al., 2013; ANVISA, 2014).

Os animais tratados com sulpirida 30 (trinta) minutos antes da administracdo de
dopamina reduziram 18,39% o tempo de permanéncia no campo claro em reagédo ao controle
positivo (dopamina), produzindo resultados semelhantes aos encontrados no grupo veiculo. Ja
0 pré-tratamento da sulpirida ao LCNa reduziu 51,80% e o tempo de permanéncia no campo
claro em relagdo ao resultado encontrado no grupo de animais tratados com LCNa
isoladamente, os quais atingiram tempo inferior ao apresentado pelo grupo tratado com
veiculo. Sugerindo que LCNa pode atuar por meio dos receptores dopaminérgicos D,
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Tabela 2: Efeitos da nimodipina, formulagdo lipossomal contendo nimodipina (LCNa),
dopamina, sulpirida suas associagdes em camundongos no teste do claro/escuro.

Grupos (n=7) Tempo de permanéncia no claro (s)
Dopamina 0, 5 mg/kg 110,4 + 6,00°
Nimodipina 10 mg/kg 119,3 + 4,74
LCNa 10 mg/kg 149,1 + 6,09*"¢
Sulpirida 50 mg/kg 93,57 £ 6,26
Sulpirida 50 mg/kg + Dopamina 0,5 mg/kg 90,14 + 10,06"

Sulpirida 50 mg/kg + LCNa 10 mg/kg 71,86 +1,61°

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média) do nimero de
animais usados em cada grupo nos experimentos. ®p<0,05 quando comparado ao grupo
controle; °p<0,05 quando comparado ao grupo dopamina; °p<0,05 quando comparado ao
grupo nimodipina 10 mg/kg; “p<0,05 quando comparado ao grupo LCNa 10 mg/kg (ANOVA

seguido do teste Newman-Keuls como post hoc teste).
Teste do Labirinto em Cruz Elevada

O Teste do labirinto em cruz elevada (LCE) ou plus-maze é util para investigar tanto
agentes ansioliticos quanto ansiogénicos. Drogas ansioliticas aumentam o tempo gasto nos
bracos abertos e drogas ansiogénicas reduzem esses parametros (LISTER, 1987). O teste se
baseia na aversao natural dos animais por lugares abertos (PELLOW et al., 1985).

De acordo com os dados obtidos é possivel inferir que a buspirona produziu aumento
de 323,39% do tempo de permanéncia nos bracos abertos em relacdo ao veiculo (p<0,05),
sem promover aumento do numero de entradas nos bragos abertos.

A nimodipina aumentou 101,03% o tempo de permanéncia nos bragos abertos em
relacdo ao veiculo e na forma encapsulada em lipossomas aumentou 384,58%. Quanto ao
numero de entradas nos bracos abertos, o LCNa aumentou 61,38% em relacdo ao veiculo,
99,79% em relacdo a buspirona (99,79%) e 112,47% em relacdo a nimodipina néo
encapsulada (Tabela 3).

Dessa forma, os resultados obtidos com o teste labirinto em cruz elevado, reforgam o

que se observou no teste claro-escuro, o encapsulamento da nimodipina em lipossomas
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produziu efeito ansiolitico em camundongos. Um dos objetivos basicos do encapsulamento de
farmacos em lipossomas € a entrega especifica no sitio alvo. Serem capazes de alterar a
biodistribuicdo da substancia encapsulada e protegé-la da inativacdo pelas defesas naturais do
organismo. Além disto, farmacos encapsulados em lipossomas exibem melhor estabilidade,
penetracdo e eficécia utilizando menores doses (PIERRE; COSTA, 2011).

Os animais pré-tratados com WAY 100635 e posterior administracdo de buspirona e
LCNa apresentaram reducao de 70,16% e 76,96, respectivamente, no nimero de entradas e,
78,16% e 77,63%, respectivemente, no tempo de permanéncia nos bracos abertos em
comparagdo aos animais que ndo receberam o antagonista (p<0,05). Sugerindo que o efeito
ansiolitico do LCNa foi revertido pelo WAY 100635, por meio dos receptores 5-HT14, 0 que

reforca a hipdtese de que o LCNa atua sobre o sistema serotoninérgico.

Tabela 3: Efeitos da nimodipina, formulagdo lipossomal contendo nimodipina (LCNa),
buspirona, WAY100635 e suas associagdes em camundongos no teste do labirinto em cruz

elevada.
“Grupos (n=1)  Numerode  Tempode
entradas nos permanéncia nos
bracos abertos bracos abertos (s)
Buspirona 5 mg/kg 4,86 + 0,80 173,0 + 31,30°
Nimodipina 10 mg/kg 4,57 £ 0,30 82,14 +9,31°
LCNa 10 mg/kg 9,71 + 1,02%¢ 198,0 + 8,99%"¢
WAY 100635 5 mg/kg 5,43 £ 0,68 48,29 + 3,07
WAY 100635 5 mg/kg + Buspirona 5 mg/kg 1,43 +0,20° 39,86 + 13,19°
WAY 100635 5 mg/kg + LCNa 10 mg/kg 2,14 + 0,34° 44,29 * 6,00°

___________________________________________________________________________________________________________________________|
Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média) do nimero de

animais usados em cada grupo nos experimentos. ®p<0,05 quando comparado ao grupo
veiculo; °p<0,05 quando comparado ao grupo buspirona 5mg/kg; °p<0,05 quando comparado
ao grupo nimodipina 10 mg/kg; %p<0,05 quando comparado ao grupo LCNa 10 mg/kg;
®p<0,05 quando comparado ao grupo WAY100635 5 mg/kg (ANOVA seguido do teste

Newman-Keuls como post hoc teste).
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No segundo protocolo, os animais tratados com dopamina, controle positivo,
apresentaram um aumento de 126,21% no tempo de permanéncia nos bracos abertos em
relacdo ao veiculo (p<0,05%).

Comparando com o grupo tratado com veiculo, a nimodipina aumentou 106,01% o
tempo de permanéncia nos bragos abertos. No entanto, o resultado obtido foi menor que o
encontrado com o uso da dopamina (126,21%). Entretanto, a nimodipina encapsulada em
lipossoma promoveu aumento de 214,12%, 37,40 e 54,61% no tempo de permanéncia nos
bracos abertos em relacdo aos grupos veiculo, controle positivo e nimodipina livre (p<0,05)
(Tabela 4).

A administragdo do antagonista D, trinta minutos antes do LCNa causou reducéo de
39,62% no namero de entradas e 48,99% no tempo de permanéncia nos bragos abertos nos
animais tratados. Sugerindo o mecanismo de acdo ansiolitico dos lipossomas contendo

nimodipina tenha participacdo dos receptores D».

Tabela 4: Efeitos da nimodipina, formulacdo lipossomal contendo nimodipina (LCNa),

dopamina, sulpirida e suas associacdes em camundongos no teste do labirinto em cruz

elevada.
. ___________________________________________________________________________________________________________________________________|
Grupos (n=7) NUmero de Tempo de

entradas nos permanéncia nos

bracos abertos bracos abertos (s)

Veiculo (0,25 mL) 6,00 £ 0,31 40,86 + 2,77
Dopamina 0, 5 mg/kg 4,71 £ 0,56 92,43 + 21,29
Nimodipina 10 mg/kg 4,57 +0,30 82,14 + 9,45
LCNa 10 mg/kg 8,43 + 0,68*"° 127,0 + 8,55%"¢
Sulpirida 50 mg/kg 5,00 £ 0,44 49,43 £+ 3,22
Sulpirida 50 mg/kg + Dopamina 0,5 mg/kg 4,43 +0,78 93,57 £ 6,26
Sulpirida 50 mg/kg + LCNa 10 mg/kg 5,09 + 0,31° 65,29 + 13,5

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. (Erro Padrdo da Media) do nimero de
animais usados em cada grupo nos experimentos. “p<0,05 quando comparado ao grupo
veiculo, °p<0,05 quando comparado ao grupo dopamina; °p<0,05 quando comparado ao grupo
nimodipina 10 mg/kg; %p<0,05 quando comparado ao grupo LCNa 10 mg/kg; (ANOVA

seguido do teste Newman-Keuls como post hoc teste).
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Campo Aberto

O teste do campo aberto é usado para avaliar a atividade locomotora espontanea do
animal (ALMEIDA, 2012; ARCHER, 1973). O teste avalia compostos ansioliticos quanto a
atividade motora e capacidade de deambulacdo, analisando se o composto em estudo causa
alteragBes na consciéncia e tonus muscular. No teste, é observado o nimero de cruzamentos
com as quatro patas (atividade locomotora espontanea; ALE), nimero de comportamento de
autolimpeza (grooming) e o nimero de levantamentos (rearing), sem encostar-se a parede
(ANDRADE et al., 2012; MORENO et al., 2014).

Em roedores, o grooming € um dos comportamentos mais frequentes, muitas vezes, esta
correlacionado com niveis de ansiedade e excitacdo. Considerando que é uma preocupacao
com o proprio corpo, quando confrontado por estimulo ansiogénico, ha uma tendéncia de que
0 grooming seja reduzido. O grooming parece estar reduzido tanto com farmacos
benzodiazepinicos quanto com serotoninérgicos (ROTH et al., 2013; ENNACEUR, 2014).

O rearing é ocorre quando o animal consegue levantar as patas dianteiras a um angulo
superior a 45° com a superficie, permanecendo apoiado apenas nas patas traseiras, adotando
postura ereta. Tal comportamento é considerado um movimento de exploragdo vertical, um
indicador do nivel de ansiedade. Reducdo no numero de reearing foi interpretada como
resposta em niveis elevados de ansiedade. Frequentemente, 0s animais permanecem mais
tempo na periferia do aparelho, do que nas areas mais centrais, essa preferéncia tem sido
interpretada por tigmotaxia. Existem relatos de que o rearing ocorre principalmente nos
cantos das paredes do campo aberto (LAMPREA et al., 2008; ENNAUCER, 2014).

O rearing é considerado uma funcdo do nivel de excitabilidade do sistema nervoso
central. Diminuicdo do numero de reearings e do nimero de cruzamentos sugere acao
dopaminérgica (ALMEIDA et al., 2012). Os resultados de Starr e Starr (1986) sugerem que 0s
receptores da dopamina D, estdo associados aos mecanismos de locomocao e rearing, ja 0s
receptores D; podem estar associados com a expressao de grooming.

Truit e Fundytus (1988) relataram que a propencdo natural dos roedores de ficar perto
dos limites de um ambiente novo, tigmotaxia pode ser suprimida por agentes ansioliticos.
Drogas ansioliticas como a buspirona, por exemplo, reduzem a tigmotaxia, por diminuir o0s
niveis de ansiedade. O envolvimento simultaneo dos receptores dopamineérgicos D; e D, tem
evidenciado efeito ansiogénico associado ao aumento da transmissdo dopaminérgica (SIMON
etal., 1994).
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A reducdo no numero de groomings e rearings dos animais tratados com buspirona
comparados com o grupo controle sugere que a buspirona reduziu a mobilidade dos animais,
uma vez que a buspirona é agonista parcial dos receptores da serotonina 5-HT14 € antagonista
dos autorreceptores da dopamina D,. A buspirona parece suscetivel de afetar a resposta
fornecendo, resultados promissores quanto a sua utilizacdo na atenuacdo da discinesia na
doenca de Parkinson e ataxia (LOANE et al., 2012).

Os animais tratados com nimodipina e LCNa apresentram comportamentos semelhantes
aos animais tratados com o veiculo ndo havendo alteracdo na mobilidade dos animais,
apresentaram menores efeitos adversos comparados a buspirona. Moreno e colaboradores
(2014) demostraram que NMD e LCNa néo alteram a mobilidade dos animais testados no
teste campo aberto, bem como ocorreu com 0s animais tratados com diazepam.

Efeitos psicomotores, sedacao, incoordenacdo motora, efeitos de tolerancia e rebote sdo
relatos como efeitos adversos causados pelo uso de benzodiazepinicos (DELL’OSSO et al.,
2013; MORENO et al., 2014). Mansoure e colaboradores (2014) em seu trabalho relata a
necessidade de busca por compostos ansioliticos eficazes e com menores efeitos colaterais
dos benzodiazepinicos e inicio de acdo mais rapido que agonistas serotoninérgicos 5-HTa,
como a buspirona, por exemplo.

A anélise dos resultados obtidos no presente estudo sugere que NMD livre e LCNa sdo
capazes de exercer efeito ansiolitico, causando menos efeitos secundarios que a buspirona,
representados pela melhoria na capacidade exploratéria locomotora dos animais estudados.

A administracdo do antagonista seletivo 5-HT1a, WAY 100635, ndo demonstrou efeito
ansiogénico e nem exerceu efeito sobre a atividade locomotora dos roedores, quando
administrado isoladamente, uma vez que WAY 100635 € antagonista seletivo dos receptores
5HT1a. Neste protocolo experimental foi utilizado com o intuito de investigar o possivel
envolvimento dos lipossomas contendo nimodipina com 0s receptores serotoninérgicos
quanto a capacidade exploratéria locomotora.

Os grupos de camundongos tratados com BUSP e LCNa foram pré-tratados com WAY
100635, no sentido de verificar o envolvimento do sistema de neurotransmisséo
serotoninérgica, em especial, dos receptores 5-HT; sobre a atividade locomotora dos animais
tratados. Apos o tratamento com WAY 100635 foi verificada uma reducdo dos parametros
observados comparado com os resultados obtidos com o0s grupos que ndo receberam
tratamento com este antagonista (Tabela 5). Os animais que receberam o antagonista antes da
buspirona apresentaram resultados semelhantes aos obtidos com o grupo controle. No entanto,

0s animais tratados com WAY 100635 antes do LCNa demonstraram reducdo na capacidade
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exploratoria locomotora dos animais, o que foi demonstrado pela redugdo de todos os
pardmetros observados neste teste (60,51%; 58,25% e 89,83%, para 0 ndmero de
cruzamentos, groomings e rearings, respectivamente), sugerindo que LCNa pode exercer o

seu mecanismo de acdo por meio dos receptores 5-HTa,

Tabela 5: Efeitos da nimodipina, formulacdo lipossomal contendo nimodipina (LCNa),

buspirona, WAY 100635 e suas associacdes em camundongos no teste do campo aberto.
. ________________________________________________________________________________________________________________________________|

Grupos (n=7) NUmero de Numerode  Numero de
Cruzamentos Groomings Rearings
Buspirona 5 mg/kg 40,14 £7,43* 2,14+0,83* 7,00+ 1,88
Nimodipina 10 mg/kg 63,86+3,32 400+0,58 17,57+1,31
LCNa 10 mg/kg 66,57 £3,96° 3,14+0,40° 18,29+2721°
WAY 100635 5 mg/kg 62,29 +6,14 471+064 1557+178

WAY 100635 5 mg/kg + BUSP 5 mg/kg 65,86 +4,90° 3,71+0,42° 17,57 +3,03"

WAY100635 5 mg/kg + LCNa 10 mg/kg 26,29 +4,48° 129+ 0,36° 1,86 + 0,34°

___________________________________________________________________________________________________________________________________|
Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média) do nimero de

animais usados em cada grupo nos experimentos. ®p<0,05 quando comparado ao grupo
veiculo; °p<0,05 quando comparado ao grupo buspirona 5mg/kg; °p<0,05 quando comparado
ao grupo LCNa 10 mg/kg (ANOVA seguido do teste Newman-Keuls como post hoc teste).

No segundo protocolo, investigacdo do envolvimento dos receptores dopaminérgicos
foi verificado que os grupos tratados com dopamina, nimodipina isolada e lipossomas
contendo nimodipina, produziram resultados muito proximos aos resultados encontrados no
grupo tratado apenas com o veiculo. Sugerindo que LCNa e NMD néo alteraram a atividade

locomotora dos animais testados.
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Tabela 6: Efeitos da nimodipina, formulacdo lipossomal contendo nimodipina (LCNa),
dopamina, sulpirida, e suas associa¢cbes em camundongos no teste do campo aberto.

Grupos (n=7) NuUmero de Numerode  NUmero de
Cruzamentos groomings Rearings

Dopamina 0, 5 mg/kg 60,29 £ 2,94 3,86£0,74 21,57+1,08
Nimodipina 10 mg/kg 63,86 + 3,37 4,00+£0,22 24,86+0,96
LCNa 10 mg/kg 66,14 + 3,37 386+0,26 2543+1,19
Sulpirida 50 mg/kg 64,14 + 2,31 371+0,36 24,86+3,11
Sulpirida 50 mg/kg + Dopamina 0,5 46,00 £3,05°  2,00+0,22* 9,86 +£0,67°
mg/kg
Sulpirida 50 mg/kg + LCNa 10 mg/kg 23,71+6,53°  157+0,37° 357+0,84

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média) do nimero de
animais usados em cada grupo nos experimentos. ®p<0,05 quando comparado ao grupo
dopamina; p<0,05 quando comparado ao grupo LCNa 10 mg/kg (ANOVA seguido do teste

Newman-Keuls como post hoc teste).

O pré-tratamento com sulpirida a administracdo de dopamina promoveu reducdo de
23,70% do numero de cruzamentos, 48,18% do numero de groomings e 54,28% do nimero de
rearings € 0 uso do antagonista antes do LCNa promoveu reducdo de 64,15%; 59,32% e
85,96% todos os parametros analisados, nimeros de cruzamentos, groomings e rearings,
respectivamente. (Tabela 6) (p<0,05). Sugerindo que a sulpirida reverteu o efeito sobre a

atividade locomotora dos animais testados.
Rota Rod

Perda de equililibrio e incoordenacdo motora sdo observados apds o uso de substancias
ansiogénicas. O teste rota rod descrito por por Dunham & Miya (1957), é um teste de escolha
para avaliar o potencial do efeito de relaxamento muscular e incoordenagdo motora em
estudos experimentais, cujo efeito é avaliado com base na capacidade dos animais

permanecerem na barra giratéria durante 3 (trés) minutos. Quanto maior o relaxamento
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muscular, o animal se equilibrar4 por menos tempo sobre a barra giratoria (YADAV et al.,
2009; ARAUJO, 2011; TRAILOVIC et al., 2011).

Os resultados obtidos no teste rota rod sdo importantes pois sugerem que o LCNa nao
oferece efeitos prejudiciais ao desempenho motor, fato este bastante interessante quando se
busca tratamentos farmacoldgicos para ansiedade que ndo causem comprometimento da
coordenacao motora.

A nimodipina livre e o lipossoma contendo nimodipina ndo causaram alteracfes no
nimero de quedas e no tempo de permanéncia dos animais testados sobre a barra giratoria
comparado com o grupo tratado com veiculo apenas, apontando que tanto a NMD quanto o
LCNa ndo promovem sedacdo, ndo produzira efeitos sobre o relaxamento muscular e
coordenagdo motora.

Ja o grupo tratado com buspirona, quando comparado ao grupo controle, foi observado
um aumento no nimero de quedas de 27,38% e uma diminuicdo do tempo de permanéncia na
barra giratoria de 14,32% (p<0,05).

Administrada cronicamente em ratos, a buspirona ndo alterou a dindmica da ligacdo do
receptor de dopamina; entretanto, o grau de ligacdo a serotonina tipo 2 e aos sitios B -
adrenérgicos é diminuido. Estudos sugerem que a buspirona pode ter efeitos indiretos sobre 0s
outros sistemas de receptores de neurotransmissao, incluindo os receptores benzodiazepinicos,
GABA e de dopamina. Com relagdo a dopamina, a buspirona parece atuar como um
antagonista pré-sinaptico da dopamina. Quando os pacientes que receberam buspirona foram
comparados com pacientes que receberam placebo, tontura, cefaléia, nervosismo, vertigens,
nauseas, excitacdo, sudorese, coordenacdo anormal e tremor foram algumas das reacdes
adversas comuns apresentadas (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Portanto, umas das
vantagens do lipossoma desenvolvido é a reducdo destes efeitos adversos.

A administracdo do antagonista seletivo 5-HT;5, WAY 100635, quinze minutos antes
da administracdo de buspirona e LCNa ndo causou efeitos significativos com relacdo aos
respectivos controles positivos, buspirona e LCNa, sugerindo que o receptor 5-HT14 ndo é

responsavel pelo controle do tonus e relaxamento muscular.



Tabela 7: Efeitos da nimodipina, formulacdo lipossomal contendo nimodipina (LCNa),

buspirona, WAY 100635 e suas associacdes em camundongos no teste rota rod.

________________________________________________________________________________________________________________________________|
Grupos (n=7) Numero de quedas Tempo de

permanéncia (s)

Veiculo (0,25 mL) 1,57 £ 0,20 171,1 +5,45
Buspirona 5 mg/kg 2,00+ 0,38 146,6 + 11,27°
Nimodipina 10 mg/kg 1,71 +0,18 1746 £ 2,11
LCNa 10 mg/kg 1,57 + 0,20 1741+ 2,70
WAY 100635 5 mg/kg 1,57 +0,29 1771 + 10,25
WAY100635 5 mg/kg + BUSP 5 mg/kg 1,86 + 0,46 148,1 £ 12,35
WAY100635 5 mg/kg + LCNa 10 mg/kg 2,00+0,31 1777+ 2,28

______________________________________________________________________________________________________________________________|]
Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média) do nimero de

animais usados em cada grupo nos experimentos.

A respeito da investigacdo do possivel envolvimento dos receptores dopaminérgicos
no mecanismo de a¢do ansiolitico do LCNa, foi verificado que a dopamina ndo alterou o
tempo de permanéncia e o nimero de quedas dos animais testados em relacdo ao grupo de
animais tratados com o veiculo.

A administracdo de nimodipina e LCNa também ndo produziram altera¢cdes no nimero
de quedas e no tempo de permanéncia na barra giratoria quando comparados ao grupo tratado
com veiculo (Tabela 8). Portanto, os tratamentos com nimodipina e LCNa ndo provocaram
sedacéo, alteracdo na coodenagdo motora e ndo foi produzido efeito miorelaxante.

No teste rota rod foi observado que pode ndo haver envolvimento dos receptores D,
sobre o desempenho psicomotor, equilibrio, coordenacdo motora e efeito miorrelaxante dos
animais testados por meio da pré-administracdo de sulpirida & dopamina e LCNa, uma vez

que ndo foram observadas alteragfes nos parametros estudados (Tabela 8).



85

Tabela 8: Efeitos da nimodipina, formulacdo lipossomal contendo nimodipina (LCNa),

dopamina, sulpirida e suas associagdes em camundongos no teste rota rod.

Grupos (n=7) NUmero de quedas Tempo de

permanéncia (s)

Veiculo (0,25 mL) 1,57 £0,20 175,4 + 2,44
Dopamina 0, 5 mg/kg 1,43 + 0,43 178,4 £ 0,20
Nimodipina 10 mg/kg 1,57 0,20 173,7 £ 2,64
LCNa 10 mg/kg 1,57 + 0,30 172,7 £ 2,65
Sulpirida 50 mg/kg 1,71+ 0,18 175,4 £ 0,95
Sulpirida 50 mg/kg + Dopamina 0,5 mg/kg 1,43 £0,20 177,7 £ 0,56
Sulpirida 50 mg/kg + LCNa 10 mg/kg 1,43 +0,78 171,1+£2,47

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. (Erro Padrdo da Média) do nimero de

animais usados em cada grupo nos experimentos.

CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados do presente estudo demonstram que a administracdo de
LCNa apresentou atividade ansiolitica por meio dos receptores 5-HT;4 € com envolvimento
dos receptores dopaminérgicos D, sem causar sedacdo e sem comprometer a coordenagdo

motora dos animais testados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na prospeccdo tecnologica realizada foi observado que existem poucas patentes de
lipossomas para prevencdo ou tratamento de doencas do sistema nervoso central. Nossa
investigacdo revela a importancia de incentivar pesquisa e desenvolvimento na area de
nanotecnologia farmacéutica para prevencdo e tratamento de tais doencas, as quais
representam importantes problemas de satde publica.

Os lipossomas foram capazes de melhorar a solubilidade da nimodipina. Os
lipossomas contendo nimodipina apresentaram melhoria da capacidade antioxidante in vitro
(DDPH, ABTS, superdxido e potencial redutor) com quantidade de farmaco muito inferior
comparado com a nimodipina ndo encapsulada.

Por meio dos testes comportamentais claro-escuro, labirinto em cruz elevado, campo
aberto e rota rod, foi observada atividade ansiolitica de lipossomas contendo nimodipina sem
causar comprometimento da atividade locomotora e coordenacdo motora. E ainda, podemos
sugerir que o LCNa pode exercer seu mecanismo de acdo ansiolitico por meio de receptores

serotoninérgicos, 5-HTa e dopaminérgicos, D,
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