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RESUMO

O sistema nervoso central (SNC) ¢ responsavel por controlar os principais processos cognitivos
e motores, sendo os neurdnios — através da liberacdo de neurotransmissores —, as células
responsaveis por esse controle. O SNC ¢é envolto pela barreira hematoencefélica (BHE) que
atua como uma barreira protetora, e dificulta a chegada de c€lulas e xenobidticos ao encéfalo,
dificultando o tratamento de doengas do sistema nervoso central. O envolvimento do 6xido
nitrico (NO) em processo patologicos, tais como em doencas neurodegenerativas e psiquiatricas,
tem despertado interesse nas ultimas décadas, especialmente devido ao seu papel em
importantes processos fisioldgicos, como na plasticidade sindptica e neurotransmissdao. O 7-
Nitroindazol (7-NI) atua como inibidor seletivo da enzima formadora de NO no SNC. Estudos
demonstraram um efeito positivo no uso de 7-NI na diminui¢do de efeitos adversos e no
tratamento de doencas do SNC. Entretanto, devido as limita¢des biofarmacéuticas, o uso clinico
do 7-NI ¢é dificultado. Além disso, ndo existem na literatura estudos avaliando a
biodisponibilidade do 7-NI no SNC. Para tal, desenvolveu-se nanoemulsdes lipidicas
peguiladas e ndo peguiladas contendo 7-NI (NEPEG-7NI e NENPEG-7NI, respectivamente)
pela técnica de emulsificacdo espontinea para administracao intravenosa. O presente trabalho
teve como objetivo caracterizar as nanoemulsdes e avaliar a biodistribui¢ao encefalica do 7-NI.
Os resultados obtidos demonstraram a formacdo de dispersdes coloidais nanométricas,
monodispersas, com potencial zeta negativo, teor acima de 400 pg.mL"! de 7-NI e encapsulagdo
em cerca de 70%. O estudo de biodistribui¢ao demonstrou que o 7-NI livre e nanoemulsionado
se distribui amplamente no SNC e mostrou um aumento significativo (p<0,05) da NENPEG-
7NI no tecido estriado no tempo de 5 minutos em comparagdo com a NEPEG-7NI. Enquanto,
no tempo de 15 minutos a NEPEG-7NI mostrou-se em quantidade superior (p<0,05) no bulbo
olfatério em comparagdo com os outros grupos. A associacdo do 7-NI as nanoemulsdes
mostrou-se favoravel, permitindo a entrega do fairmaco a diferentes regides do encéfalo quando

administrado via intravenosa.

Palavras-chave: 7-nitroindazol; 6xido nitrico; nanoemulsdes; biodistribui¢ao encefalica.



ABSTRACT

The Central Nervous System (CNS) is responsible for the control of the main cognitive and
motor process, being the neurons — through the release of neurotransmitters — the cells
responsible for this control. The CNS is involved by the blood-brain barrier (BBB), that makes
it difficult for cells and xenobiotics to reach the brain, including drugs that can treat CNS
diseases. The role of nitric oxide (NO) in pathological process, such as neurodegenerative and
psychiatric diseases, has evoke interest in recent decades, especially their role in important
process, as synaptic plasticity and neurotransmission. 7-Nitroindazole (7-NI) acts as a selective
inhibitor of the NO-forming enzyme in the CNS. Studies showed a positive effect of using 7-
NI in the reduction of adverse effects and in the treatment of CNS diseases. However, due to
biopharmaceuticals characteristics of the molecule, the clinical use of 7-NI if difficult. In
addition, there are no studies in the literature evaluating the bioavailability of 7-NI in the CNS.
To this end, pegylated and non-pegylated lipid nanoemulsions containing 7-NI (NEPEG-7NI
and NENPEG-7NI, respectively) were developed by spontaneous emulsification technique for
intravenous administration. The present work aimed to characterize the nanoemulsions and
evaluate the biodistribuition of 7-NI in the CNS. The results showed the formation of
nanometric, monodisperse colloidal dispersions with negative zeta potential, content abose 400
ug.mL! of 7-NI and encapsulation capacity about 70%. The biodistribution study demonstrated
that free and nanoemulsified 7-NI distributes widely in the CNS and showed a significant
increase (p<0.05) of NENPEG-7NI in striated tissue within 5 minutes compared to NEPEG-
7NI. While, in the 15-minute time, NEPEG-7NI showed a higher amount (p<0.05) in the
olfactory bulb compared to the other groups. The association of 7-NI with nanoemulsions
proved to be favorable, allowing the drug to be delivered to different regions of the brain when

administered intravenously.

Keywords: 7-Nitroindazole; Nitric oxide; Nanoemulsions; Biodistribution.
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1. INTRODUCAO

O sistema nervoso (SN) € unico, em relagdo a vasta complexidade dos processos
cognitivos e das agdes de controle que pode executar. Ele recebe, a cada minuto literalmente
milhdes de bits de informagao provenientes de diferentes 6rgaos e nervos sensoriais € entao os
integra para determinar as respostas a serem executadas pelo corpo (HALL; GUYTON, 2011).
O sistema nervoso dos animais vertebrados ¢ frequentemente dividido em sistema nervoso
central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP). O sistema nervoso central consiste no
encéfalo e na espinha dorsal. O SNP consiste em todos os outros nervos € neurdnios que nao
possuem vinculo com o SNC.

O cérebro humano ¢ responsavel pelas respostas, sensagdes, movimentos, emogdes,
comunicagio, pensamentos ¢ memoria. E protegido pelo cranio, as meninges e o fluido
cerebroespinhal, ou liquor. O encéfalo ¢ dividido entre o cérebro, o cerebelo e o tronco
encefalico (Figura 1). A regido mais externa do encéfalo € composta pela substancia cinzenta,
também conhecida como cortex cerebral, € preenchida por bilhdes de neurdnios, células da glia
e capilares. E o principal componente do SNC, dividido entre os lobos: a) frontal, responsavel
pelos movimentos voluntarios, resolu¢cdo de problemas, atengdo, memoria linguagem; b)
parietal, responsavel pelo processamento de informagdes sensoriais; c¢) occipital, recebe,
processa e interpreta as informagdes visuais captadas pela retina; e d) temporal, recebe e
processa os estimulos auditivos pelos diferentes sulcos. Ja a substincia branca, regido mais
interna do cérebro ou subcortical, ¢ composta principalmente por axdénios mielinizados,
auxiliando na troca de informagdes e comunicagao de diferentes areas da substancia cinzenta

(THAU; REDDY; SINGH, 2022).

Figura 1. Vista lateral do encéfalo representando algumas estruturas principais.

R
Cérebro

—
. L ———
S = >
—_—_ . —
\ \77 Cerebelo
Tronco encefdlico

Adaptado de Bear et al., 2016.
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O sistema nervoso central (SNC) ¢ uma regido protegida por trés elementos estruturais
responsaveis pela regulacdo da homeostase: a barreira hematoencefalica (BHE) com a interface
entre o encéfalo e os vasos sanguineos; a barreira sangue - liquido cefalorraquidiano (BSLCR),
formada pelo plexo cordide e a membrana aracndide com os vasos sanguineos e o liquido
cefalorraquidiano; e a barreira sangue-aracnéide (BSA), que ¢ a interface dos vasos sanguineos
com a camada do epitélio da aracnoide subjacente a dura-mater das meninges A BHE ¢ uma
barreira altamente especializada que limita a entrada de substancias potencialmente toxicas ao
SNC, sendo formada pela presenca das juncdes endoteliais que controlam a abertura e
fechamento coordenada das jungdes célula-célula. Estas jungdes sdo compostas de diferentes
complexos multi-proteicos, como as juncdes apertadas e as jungdes endoteliais aderentes que
sdo os principais reguladores da permeabilidade celular (ROJAS; RITTER: DAL PIZZOL,
2011). Além das células endoteliais dos capilares, outras células com pericitos, astrocitos e
células neuronais também desempenham um papel importante na diferenciagdo e manutengao
da BHE, intervindo na sua permeabilidade (Figura 2). As células endoteliais também estao
cobertas por uma membrana basal e uma matriz extracelular, e apresentam carga superficial

negativa que repelem compostos carregados negativamente (LOCH-NECKEL; KOEPP, 2010).

Figura 2. Desenho sistematico da barreira hematoencefélica em uma se¢ao transversa

mostrando o endotélio, membrana basal, pericitos, astrocitos e juncdes apertadas.

Jung¢des apertadas

Neurdnio Astrécitos

-

V

Pericito Célula
' endotelial
Membrana
basal

Adaptado de Loch-Neckel et al. (2010).



14

A impermeabilidade da BHE ¢ o resultado de uma série de caracteristicas tnicas, que
acrescenta dificuldade a entrada de moléculas no SNC. Além das caracteristicas do endotélio
que foram os capilares sanguineos, hé a presenca de um grande nimero de enzimas degradantes
no interior do mesmo de modo que, com exce¢do de agua, gases como oxigénio e o didxido de
carbono e determinadas moléculas lipossoluveis muito pequenas podem passar de forma integra.
Moléculas hidrofilicas essenciais para o metabolismo do cérebro, tais como ions, glicose,
aminoacidos e componentes de acido nucléico, passam pela BHE através de canais
especializados. O transporte de moléculas hidrofilicas, tais como peptideos e proteinas que nao
tém um sistema de transporte especifico € mais lento do que de moléculas lipofilicas, no entanto,
atravessam a BHE em quantidades suficientes para causar um efeito mediado por receptores
nos neurdnios. Alguns tipos especiais de proteinas ou peptideos como, por exemplo, hormonios
periféricos e peptideos regulatérios que exercem sua acao no cérebro geralmente t€m sistemas
especializados de transporte saturavel em toda a BHE. Desta forma a BHE se torna altamente
restritiva, mas, de qualquer forma, pode ser incapaz de impedir a passagem de algumas toxinas
e agentes terapéuticos da corrente sanguinea para o cérebro (ROJAS; RITTER: DAL PIZZOL,
2011).

O sistema nervoso contém cerca de 300 bilhdes de células, as quais podem ser
classificadas em inumeraveis tipos. No entanto, as duas classes principais sao os neurdnios e as
células da neuroglia. O neurdnio € a principal unidade de comunicagdo no sistema nervoso,
transferindo informagao entre cada célula do SNC e outras células do SNP. Esta rede de células
interconectadas forma um complexo circuito suportado pelas células gliais, as quais exercem
um papel importante na manutengdo dos neurénios (KNOTT; MOLNAR, 2001).

Estima-se que o sistema nervoso seja composto por mais de 100 bilhdes de neurdnios,
os quais apresentam muitos tamanhos, comprimentos, formatos e localizagdes diferentes que
determinam suas fungdes (Tabela 1). Todos os neurdnios apresentam um corpo celular
organizado para receber informagdes (sinais aferentes) por meio de seus dendritos e para enviar
as informagdes (sinais eferentes) a outros neurdnios por meio de um axonio Unico que possui
diversas ramificagdes, formando terminagdes pré-sinapticas durante o percurso até o término
do axdnio, seja no sistema nervoso ou no restante do organismo (HALL, GUYTON, 2011;

STAHL, 2013).
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Tabelal. Classificacao das células do sistema nervoso.

Identidade Neuronios Glia
estrutural

Multipolares: neurénios com mais de dois

processos celulares, sendo um axdnio e os demais

sendo dentritos;

Bipolares: neur6nios com um dentrito e um Ma croglia: ,as.trocuos,

. oligodendrocitos,

Morfologia axonios ependimocitos;
(tamanho e Pseudounipolar: neurdnios com apenas um . o
formato) processo celular que se divide em dois ramos, Microglia: células

fagociticas derivadas de

formando um “T” — um dos ramos se extende para .
macrofagos.

o SNP e outro para o SNC;

Unipolar: neur6nio com apenas um processo
celular.

Neurdnio excitatorio: despolariza a membrana das

Resposta células que tem contato;
provocada por

sua ativaciio Neuronio inibitdrio: hiperpolariza a membrana

das células que tem contato.

Neuro6nio motor: controla 6érgaos efetores
(musculos e glandulas) ou fibras musculares;

Funcao Neurdnio sensorial: percep¢do e progressao do
estimulo;

Interneuronio: forma conexdes entre 0s neuronios;

Central: no cérebro ou medula espinhal;

Localiza¢ao: Periférico: fibras nervosas e grupos celulares
(ganglios) fora do cérebro e da medula espinhal.

Fonte: Knott et al. (2001).

A transmissao de informagdes, chamada de sinapse (Figura 3), inicia-se pelo envio de
impulsos elétricos através dos axonios do neurdnio pré-sinaptico. No final do axdnio sdo
liberadas as moléculas de neurotransmissores, que exercem sua fun¢do no momento de ligacao
em seus respectivos receptores, presentes na membrana dos dendritos e corpo celular do
neurdnio pds-sinaptico. A neurotransmissao prossegue na conversao da sinalizagdo quimica em
um novo impulso elétrico no neurdnio pds-sinaptico, gerado através da abertura dos canais de
sodio dependentes de voltagem, com a entrada dos ions Na+ para o interior da célula (HALL;
GUYTON, 2011). A maioria das sinapses ocorre por um sinal que se propaga na dire¢ao
anterograda, do axdénio de um neurdnio pré-sinaptico para os dendritos localizados nos
neurdnios seguintes. Entretanto, em situagdes especiais, os neurdnios pos-sindpticos podem

gerar uma neurotransmissdo retrograda, como na formagao e liberacdo de endocanabindides e
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oxido nitrico (NO), que interagem com alvos sensiveis a0 cGMP do neurdnio pré-sinéptico,

atuando na forma de resposta ao sinal anterior (HALL; GUYTON, 2011; STAHL, 2013).

Figura 3. Representacdo da sinapse. (1) Vesicula sinaptica carregada de neurotransmissores;

(2) estimulo da despolarizagdo da membrana levando ao influxo de Ca*" através dos canais de

calcio dependentes de voltagem; (3) liberagdo dos neurotransmissores na fenda sinaptica; (4)
processo de reciclagem de neurotransmissores por endocitose.

/I Regido Pré-sindptica

Vesicula

Fenda '
sinép(ica_\._,

/ \
Canal de calcio Moléculas de
dependente neurotransmissores
de voltagem
Regiao pés-sinaptica

Adaptado de Bear et al., 2016.

A fenda sinéptica € representada pela area de separagdo entre os terminais dos axonios
pré-sinapticos e corpo celular do neurdnio pos-sindptico (Figura 3). No término do axdnio estao
presentes as vesiculas que contém os neurotransmissores ¢ mitocondrias que fornecem ATP
(trifosfato adenosina) para sintetizar novas moléculas de neurotransmissor. A despolarizag¢do da
membrana promove a abertura dos canais de célcio dependentes de voltagem, permitindo o
influxo de Ca®" para o terminal pré-sinaptico, que se ligam as proteinas na superficie interna da
membrana pré-sindptica e promovem a abertura de sitios de liberagao através da membrana,
permitindo a liberacdo do contetido de vesiculas na fenda sinaptica de forma proporcional ao
ntimero de fons Ca®" que entraram na célula. Apés a ligagdo do neurotransmissor ao seu receptor,
ocorre o primeiro sinal que se traduz em cascatas de transdug¢ao, ativando a produgdo, ativagao
ou aumento de um segundo mensageiro quimico (Figura 4), como enzimas quinase e/ou
fosfatase, que, por sua vez, ativa um terceiro mensageiro, que promove a adicdo e a remogao
de grupos fosfato da molécula de fosfoproteinas (quarto mensageiro), respectivamente (HALL;

GUYTON, 2011; STAHL, 2013).
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Figura 4. A¢ao dos neurotransmissores em receptores acoplados a proteina G levando a (a)
abertura de canais i0nicos; (b) ativagdo de enzimas que formam segundo mensageiros
intracelulares.
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Adaptado de Bear et al., 2016.

Entre os neurotransmissores do SNC, esta o 6xido nitrico (NO), molécula altamente
reativa associada a uma variedade de processos fisioldgicos e bioquimicos. No organismo, tem
como precursor a L-arginina, e sua produgdo ¢ catalisada por trés isoformas da 6xido nitrico
sintase (NOS): endotelial (NOS-3), pelo endotélio vascular do sistema cardiovascular; neuronal
(NOS-1), que produz NO como neurotransmissor; e induzida (NOS-2), produzida por vérias
células e tem sua expressdo induzida por citocinas, como interferon-y (IFN-y) e fator de necrose
tumoral a (TNF-a), e por produtos bacterianos, como o lipopolissacarideo (LPS) (KLEINERT
etal., 2004; MIAN et al., 2013). Ambas as formas do NOS calcio-dependentes (NOS-3 ¢ NOS-
1) tém atividades transitdrias e assim estdo presentes em concentragdes relativamente baixas,
enquanto a NOS-2, ativada por citocinas, ¢ de longa duragdo e gera maiores concentragdes de
NO (MIAN et al., 2013).

A NOS-1 ¢ considerada a principal fonte de NO dos neurdnios, encontrando-se
amplamente distribuida pelo sistema nervoso central e periférico (GOTTI et al., 2005). A NOS-
1 atua predominantemente na amigdala, hipocampo, cortex cerebral, bulbo olfatorio, corpo
estriado, tdlamo e no cerebelo, mas estd também presente nos musculos esqueléticos, cardiaco
e liso, bem como nas células da mécula densa e ilhotas pancreaticas (FORSTERMANN &
SESSA, 2012).

Tendo em vista sua localizagdo, o NO proveniente da isoforma neuronal estd envolvido
em importantes processos fisioldgicos no SNC. A sua formagao ocorre pela ativacao do receptor

NMDA pelo glutamato e outros agonistas, induzindo a atividade da NOS-1 através do influxo
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intracelular de Ca™ (SZABO, 1996; PICON-PAGES; GARCIA-BUENDIA; MUNOZ, 2019).
Diferentemente dos neurotransmissores usuais, 0 NO nao € armazenado no interior do neur6nio
por algum tipo de vesicula, fazendo com que nao seja necessaria a despolarizagdo da membrana
para que ocorra a sua libera¢do. Além disso, possui a capacidade de permear as membranas
celulares por difusdo em meio aquoso e lipidico e ndo precisa se ligar a receptores especificos
(SZABO, 1996; COSSENZA et al., 2014).

O NO tem papel na neurotransmissao central, estimulando a libera¢ao de acetilcolina
de neurdnios glutamatérgicos, noradrenalina, dopamina, serotonina ¢ GABA em diversas
regides cerebrais (BANACH et al., 2011). O NO apresenta diferentes fungdes no SNC, atuando
especialmente na plasticidade sinaptica e neurotransmissao. No musculo esquelético, por
exemplo, atua na dilatagao de vasos sanguineos, permitindo o aumento da irrigagdo muscular
para contragdo adequada, e no reticulo sarcoplasmatico cardiaco participa da regulagao
autocrina da contratilidade cardiaca, entre outras (GOVERS; OESS, 2004). Assim, entende-se
que o desbalango na producao do NO pela NOS-1 contribui para o desenvolvimento de
processos patologicos neurologicos (GOCAN et al., 2000).

O NO pode ser liberado pelas terminagdes pré e pds-sinapticas. No primeiro caso, o
NO se liga ao grupo heme da guanilato ciclase soluvel (sGC) ativando-a e induzindo a produgao
de monofostato de guanosina ciclico (¢cGMP), que modulam a atividade de proteinas quinase G
e fosfodiesterases, atuando como um neuromodulador da transmissao excitatoria, provocando
uma potencializacdo a longo prazo, agindo, assim, no aprendizado e na forma¢ao de memorias.
Quando liberado como neurotransmissor anteréogrado, o NO auxilia controle da motilidade
gastrointestinal no sistema nervoso entérico e a transmisso da dor na medula espinhal (PICON-
PAGES; GARCIA-BUENDIA; MUNOZ, 2019).

Outro efeito do NO ¢ a promogdo de reacdes de S-nitrosilagdo em diversas proteinas,
geralmente em residuos de cisteina, em que o NO se liga ao grupamento tiol, acarretando
alteragdes da funcdo proteica. E o caso da modificagio da enzima E3 ubiquitina-ligase, que
contribui para a formacgao dos corpos de Lewy e perda neuronal tipicos da doenga de Parkinson.
A nitrosilag@o na quinase ciclina-dependente (Cdk5) contribui para a formagao da proteina beta-
amiloide, que esta envolvida na patogénese da doencga de Alzheimer. O NO também ¢ capaz de
reagir com espécies reativas de oxigénio como o anion superdéxido (O?*) na formagio do
peroxinitrito (ONOO’). Ademais, tem capacidade de formar outras espécies reativas de
nitrogénio como nitritos (NO?") e nitratos (NO*) (COSSENZA et al., 2014; PANTHI;
MANANDHAR; GAUTAM, 2018). Essas espécies reativas de nitrogénio afetam

irreversivelmente a fungdo fisioldgica de lipidios, proteinas e acidos nucleicos pela reacdo de
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nitragdo, alterando vias de sinalizac¢do, prote¢do, metabolismo e estruturas celulares (PICON-
PAGES; GARCIA-BUENDIA; MUNOZ, 2019). O peroxinitrito pode modificar e quebrar fitas
de DNA e inibir a enzima DNA ligase, induzindo um alto consumo de ATP e um rapido
decaimento do nivel de energia celular, que se for severo e prolongado pode levar a morte
celular (EBADI; SHARMA, 2003; PICON-PAGES; GARCIA-BUENDIA; MUNOZ, 2019).

Conforme discutido por Nunes e Laranjinha (2021), o estresse nitro oxidativo, em
conjunto com aumento de dopamina e seus metabolitos no citoplasma celular, levam a
disfun¢do mitocondrial, que pode estar intimamente associada a eventos neurodegenerativos,
como os que ocorrem na doenga de Parkinson. Essa relagdo ¢ relevante pela expressdo
exagerada da NOS-1 no cérebro dos pacientes dessa patologia, demonstrada pela prevencao da
degeneracdo e morte de neurdnios dopaminérgicos por inibidores da enzima NOS-1 em
modelos animais. Em outra situagdo, de acordo com Banach et al. (2011), o NO esta associado
ao desbalanco entre os sistemas excitatorios e inibitorios dos neurdnios glutamatérgicos e
gabaérgicos em episddios de epilepsia, conforme observado em modelos animais em que se
utilizam moléculas inibitérias da NOS para avaliar a atividade convulsivante do NO.

O 7-nitroindazol (7-NI) (Figura 5) ¢ uma substancia conhecida por sua capacidade de
inibir seletivamente a enzima 6xido nitrico sintase neuronal (NOS-1). O 7-NI é uma pequena
molécula heterociclica que contém um anel indazol e um grupamento nitro na posi¢ado 7 (Figura
5). Age como inibidor seletivo in vivo da NOS-1 ao ligar-se reversivelmente ao grupo heme
desta enzima, impedindo a ligagao do cofator BH4 (BUSH & POLLACK, 2000) e competindo
com a L-arginina (KLATT et al., 1994). O composto possui caracteristicas lipofilicas e sua
seletividade para a NOS-1 ¢ demonstrada pela sua ineficdcia em alterar o relaxamento
dependente de endotélio em vasos sanguineos isolados e em alterar a pressao arterial de ratos

anestesiados, evento dependente da NOS-3 (BABBEDGE et al., 1993; MOORE, 1993).

Figura 5. Estrutura quimica do 7-nitroindazol.
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Fonte: DrugBank (2020).
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Em um estudo realizado em modelo animal da doenga de Parkinson, Bortolanza et al.
(2016) avaliaram o efeito de diferentes doses de 7-NI nas discinesias induzidas pelo tratamento
de L-DOPA. A administragio intraperitonial da dose de 30 mg.kg™! de 7-NI levou a uma redugio
de 95% no score de movimentos involuntarios anormais quando comparado ao grupo tratado
apenas com veiculo. No mesmo estudo, foi avaliada a administracdo de 7-NI na dose de 20
mg.kg! em conjunto com a amantadina na dose de 10 mg.kg™!, um antagonista nio competitivo
dos receptores do tipo NMDA usado na clinica no tratamento de pacientes com discinesia
induzida por L-DOPA. Os resultados obtidos mostraram uma reducdo significativa (de
aproximadamente 90%) nos efeitos das discinesias no uso de amantadina em conjunto com 7-
NI quando comparado o veiculo, ou com os dois compostos administrados individualmente,
nas mesmas doses. O estudo demonstrou a capacidade do 7-NI em diminuir a severidade de
discinesias sem afetar o efeito terapéutico da L-DOPA. Um efeito sinérgico foi observado na
redugdo do score utilizado com a co-administracdo de doses sub-efetivas de amantadina (10
mg.kg!) e 7-NI (20 mg.kg™!), em comparagio com o efeito obtido individualmente para estes
compostos das mesmas doses, além de promover um efeito terap€utico superior ao da
amantidina na dose de 40 mg.kg™!, com redugdo dos efeitos adversos.

Em outro estudo, foram avaliados os efeitos o 7-NI no dano oxidativo, avaliando os
metabolitos de NO, fator neurotrofico derivado do cérebro e comprometimentos de memorias
em ratos Wistar jovens com hipotireoidismo. Mudangas nos niveis de hormonios da tireoide
podem modular a produgdo de espécies reativas de oxigénio, induzindo o estresse oxidativo no
cérebro, e consequentemente, levando ao aumento dos niveis dos metaboélitos de NO que atuam
na perda de memoria. O estudo mostrou que o uso de 7-NI levou a melhora no aprendizado e
na memoria acompanhado com reducao dos niveis de metabolitos do NO e um aumento nos
niveis do fator neurotréfico derivado do cérebro no hipocampo dos animais. Tal fator
neurotréfico pode ser detectado em diferentes areas do cérebro de humanos e ratos, como
hipocampo, amigdala, cerebelo e cortex cerebral, e esta relacionado com a neuroplasticidade,
incluindo neurogenese, potencializagao a longo prazo e mudangas de humor. O tratamento com
o fator neurotrofico resultou na reducdo da perda da substancia nigra de neurdnios
dopaminérgicos. O NO ¢ sintetizado pela tireoide pela NOS, e tem relagdo com a secre¢do dos
hormdnios T4 e T3. Assim o 7-NI apresenta efeito potencial na melhora da fun¢do da glandula
tireoide, exercendo efeito protetivo contra os danos oxidativos no cérebro e comprometimentos
na memoria e aprendizado causados pelo hipotireoidismo (MEMARPOUR et al., 2020).

Entretanto, a molécula de 7-NI apresenta limitagdes biofarmacéuticas, como baixa

solubilidade aquosa e curto tempo de meia vida plasmatica. Em estudos de farmacocinética,
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Bush e Pollack (2000) mostraram que a administracdo do 7-NI, previamente dissolvido em 6leo
de amendoim, pela via intraperitoneal na dose de 50 mg.kg™! em ratos, levou a obten¢do de um
perfil plasmatico em que a area sobre a curva foi cerca de 30 vezes maior que aquela obtida
ap6s a administracdo de uma dose de 10 mgkg!, mostrando um perfil dose-dependente.
Entretanto, o tempo de meia vida deste composto mostrou ser 3 vezes maior na maior dose,
variando de 25 a 87 minutos. Assim, o tempo de meia vida deste composto pode ser considerado
baixo, mesmo apos a administracdo de uma dose alta, ndao ultrapassando duas horas.

Assim, considerando as limitacdes de baixa solubilidade aquosa e curto tempo de meia
vida plasmatica do 7-NI, um inibidor seletivo da NOS-1, o desenvolvimento de nanoemulsdes
(NEs) contendo 7-NI para administragdo intravenosa foi previamente realizado (BARP et al.,
2018). Nanoemulsoes sao dispersdes coloidais cineticamente estaveis constituidas de duas fases
liquidas imisciveis e com tamanho de gota de algumas dezenas a algumas centenas de
nandmetros (ALMEIDA et al., 2008; HIPPALGAONKAR et al., 2010; LOVELYN &
ATTAMA, 2011). Dependendo da propor¢do dos constituintes, as nanoemulsdes podem ser
dispersodes o0leo em agua (O/A) ou agua em 6leo (A/O), ou ainda multiplas (A/O/A), podendo
dessa forma veicular farmacos hidrofilicos e lipofilicos. Considerando que a maioria dos
compostos ativos em desenvolvimento ou ja disponiveis no mercado apresentam baixa
solubilidade em agua, as NEs do tipo O/A (Figura 6) tém sido alvo da maioria dos estudos

envolvendo a liberagao de farmacos (PENGON et al., 2018; SHAKER et al., 2019).

Figura 6. Estrutura de nanoemulsdes 6leo em agua (O/W) e dgua em o6leo (W/O).

Adaptado de Singh et al., 2017.

As nanoemulsdes podem ser preparadas por métodos que utilizam baixa energia,
como a emulsificacdo espontdnea, ou que utilizam alta energia, os quais requerem

equipamentos que conduzam a ruptura da fase oleosa em finas goticulas e mistura de ambas as
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fases oleosa e aquosa. Uma das principais caracteristicas dos métodos de baixa energia ¢ a
utilizacao de energia armazenada no sistema para produzir as goticulas. Sao levados em conta
as propriedades dos surfactantes, 6leo e fase aquosa que formam espontaneamente a NE com
base em procedimentos simples de mistura ou alteragdes das condig¢des do sistema (SINGH et
al., 2017).

A técnica de emulsificagdo espontanea ¢ baseada na dispersdao de uma fase organica
em uma fase aquosa, com posterior evaporagao dos solventes e redu¢ao do volume sob pressao
reduzida (Figura 7). A fase organica ¢ composta geralmente por 6leo e um solvente miscivel em
dgua como acetona ou etanol, contendo ou ndo um surfactante lipofilico. Na fase aquosa sdo
adicionados os componentes hidrofilicos da formulacdo, se assim houver, tais como
surfactantes, conservantes, agente isotonizantes e outros. Apos a homogeneizagdo isolada
dessas fases, a fase organica ¢ injetada na fase aquosa sob agitacdo magnética constante. A
rapida difusdo do solvente organico na fase aquosa leva a uma turbuléncia interfacial (efeito
Maragoni) que resulta na redu¢do da tensdo interfacial e na formagdo de gotas de tamanho
reduzido, formando instantaneamente a nanoemulsdo. A agitagdo magnética ¢ mantida por
determinado tempo, permitindo que o sistema atinja o equilibrio. S6 depois o solvente organico
¢ removido e a formulacdo concentrada até o volume desejado por evaporagdo sob pressiao

reduzida (AZMlI et al., 2019; RAI et al., 2018).

Figura 7. Obten¢ao de nanoemulsdes por emulsificagdo espontinea.
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Adaptado de Li et al., 2020.

Nanoemulsdes convencionais (ndo peguiladas) contendo 7-NI (NENPEG-7NI) foram
obtidas pela técnica de emulsificagdo espontanea, conforme descrito acima. Ainda, visando o

alterar as caracteristicas de superficie e, assim, o perfil de biodistribuicdo de farmacos
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incorporados, nanoemulsdes peguiladas (NEPEG-7NI) foram obtidas pela incorporagdo de
fosfolipidios anfifilicos as formulag¢des, como o 1,2-diesteroil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-
N-metoxi-polietilenoglicol. A peguilagdo, ou seja, a introdugdo de cadeias de polietilenoglicol
na superficie das particulas, permite aumentar a estabilidade dos nanocarreadores em meio
fisiolégico, assim como o tempo de circulacdo plasmadtica, ao evitar o reconhecimento e a
captura das particulas pelas células fagociticas, proporcionando, portanto, melhorias na eficacia
teraputica de farmacos encapsulados (DEVALAPALLY et al.,, 2015). De fato, estudos
farmacocinéticos realizados no nosso grupo de pesquisa mostraram que as nanoemulsdes
peguiladas levam ao aumento do tempo de meia vida do 7-NI, assim como o aumento dos
parametros farmacocinéticos de Cmax (concentragdo no pico) e ASC (area sob a curva do perfil
plasmatico), quando comparado ao farmaco livre e a nanoemulsao nao peguilada (dados ainda
ndo publicados). Considerando a relevancia do NO em patologias neuroldgicas, o presente
trabalho teve com o intuito avaliar e comparar a distribui¢do encefalica do 7-NI apos
administracao intravenosa na forma livre e ap0os incorporacao em nanoemulsdes ndo peguiladas
e peguiladas. Cabe ressaltar que este estudo ¢ parte de um projeto que visa avaliar o potencial
terapéutico do 7-NI no tratamento da sepse. No entanto, considerando os efeitos benéficos que
este composto apresenta no SNC, pretendemos aqui investigar o quanto deste farmaco alcanca
as estruturas encefalicas e se hd diferenca com a sua administracio na forma livre e

nanoemulsionada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a distribui¢ao encefalica in vivo de 7-nitroindazol livre e associado as nanoemulsoes

peguiladas e ndo peguiladas ap6s administragdo intravenosa em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Preparar nanoemulsdes peguiladas e ndo peguiladas contendo o 7-nitroindazol, empregando
a técnica de emulsificagdo espontanea;

b) Caracterizar as nanoemulsdes quanto as suas caracteristicas de tamanho, potencial zeta, teor
e eficiéncia de encapsulacao;

¢) Determinar a concentracdo do 7-nitroindazol nas diferentes estruturas encefalicas, apds
administracao intravenosa em ratos, empregando metodologia de cromatografia liquida de
alta eficiéncia previamente desenvolvida e validada;

d) Avaliar e comparar a distribui¢ao encefalica do 7-nitroindazol livre e nanoemulsionado ap6s

administracdo intravenosa em ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

O 7-NI foi adquirido da Merck (EUA), o 6leo de ricino e o polissorbato 80 (Tween® 80)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). A lecitina de soja hidrogenada (Lipoid S100) foi
adquirida da Lipoid GmbH (Alemanha). O DSPE-PEG2000 (Lipoid PE 18:0/18:0 — PEG 2000)
foi adquirido da Lipid Ingredients (Ribeirdao Preto, Brasil). A acetonitrila grau CLAE foi
adquirida da Navelab (Brasil). A dgua ultrapura foi obtida pelo sistema de purificagdo MIli-Q
(Millipore, EUA). Os demais solventes e reagentes empregados foram de grau PA e foram

utilizados conforme recebidos.

3.2 METODOLOGIA EMPREGADA

3.2.1 Preparacio da solucdo de 7-nitroindazol (fairmaco livre) para os estudos de

biodistribuicio encefalica

Para avaliacdo do 7-NI livre, preparou-se uma solucdo de 7-NI 650 mg.mL™! a partir da
mistura de DMSO, PEG 400 e glicerol 2,25%. Para isso, foram pesados 0,0325 g de 7-NI e
acrescentado 150 pLL de DMSO, que foram homogeneizados manualmente até solubilizagao
completa. Em seguida foram adicionados, 10,0 mL de PEG 400 sob agita¢do magnética. Apos
a homogeneizag¢ao completa do 7-NI, adicionou-se 25,0 mL de uma solugdo aquosa de glicerol
4,5% (volume final 2,25%). Por fim, a solucgao teve seu o volume foi completado para 50,0 mL
com agua ultrapura. A solucao de 7-NI livre foi filtrada através de papel-filtro quantitativo com

tamanho de poro de 8,0 um e armazenada a temperatura ambiente ao abrigo da luz.

3.2.2 Preparacio das nanoemulsoes pela técnica de emulsificacio espontanea

As nanoemulsdes nao peguiladas contendo 7-NI (NENPEG-7NI) foram preparadas pelo
método de emulsificagdo espontanea usando condi¢des previamente otimizadas, conforme
descrito por Barp et al. (2018). Inicialmente, 700 mg de 6leo de ricino foram pesados
diretamente em um calice. Em seguida foram adicionados 1,0 mL de uma solucdo de lecitina
de soja (Lipoid S100) 7 mg.mL"! e 7,0 mL de uma solucdo de 7-NI 2,0 mg.mL"!' ambas em
etanol. O volume final foi completado para 20,0 mL com etanol e as solugdes resultantes foram

mantidas em banho ultrassdnico por 5 minutos para completa solubilizacdo dos componentes.
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Para a preparacao da fase aquosa, 20,0 mL de uma solugdo de Tween® 80 0,5% (m/v) e 20,0
mL de uma solugdo de glicerol 2,25% (m/v) foram adicionados a um béquer e mantidos sob
agitacdo magnética. Em seguida, a fase organica foi adicionada no interior da fase aquosa sob
agitacdo magnética, com o auxilio de uma seringa. A nanoemulsdo foi formada
instantaneamente ap6s a difusdo do solvente organico na fase aquosa, ¢ foi mantida sob agitacao
magnética por 5 minutos, para fornecer equilibrio ao sistema. As formulacdes foram entdao
submetidas a evaporacao sob pressao reduzida a temperatura de 40 °C em evaporador rotatodrio,
para eliminacdo do solvente organico e concentragdo até volume final de 20,0 mL. Apds a
evaporagdo, o pH das formulagdes foi ajustado a 7,4 com NaOH 0,1 M, as nanoemulsdes foram
filtradas através de papel-filtro quantitativo com tamanho de poro de 8,0 um e armazenadas a
temperatura ambiente ao abrigo da luz.

A preparagdo da fase organica das formulacdes das nanoemulsdes peguiladas
(NEPEG-7NI) contendo 7-NI seguiu o mesmo protocolo experimental, diferindo pela adi¢ao
de 10,0 mL de uma solugio etanodlica de DSPE-PEG2000 4,0 mg.mL™" a fase organica da
formulacdo e pela adigdo de 5,0 mL da solucdo de 7-NI 2,0 mg.mL"!. Para a preparag¢io da fase
aquosa, 20,0 mL de uma solugdo de Tween® 80 0,2% (m/v) e 20,0 mL de uma solucdo de
glicerol 4,5% (m/v) foram adicionados a um béquer e mantidos sob agitacdo magnética. A fase
organica foi entdo adicionada no interior da fase aquosa sob agitacdo magnética, sendo mantida
sob agitacdo por mais 5 minutos, para fornecer equilibrio ao sistema. Em seguida, as
formulagdes foram entdo submetidas a evaporacao sob pressdo reduzida a temperatura de 40 °C
em evaporador rotatorio, para eliminagdo do solvente organico e concentragdo até volume final
de 20,0 mL. Apds a evaporagdo, o pH das formulagdes foi ajustado a 7,4 com NaOH 0,1 M, e
as nanoemulsdes foram filtradas através de papel-filtro quantitativo com tamanho de poro de
8,0 um e armazenadas a temperatura ambiente ao abrigo da luz.

Nanoemulsdes peguiladas e ndo peguiladas brancas (NEPEG-B e NENPEG-B) foram
preparadas empregando a mesma metodologia, mas sem a adi¢ao da solugao de 7-nitroindazol

a fase organica. Todas as formulagdes foram preparadas em triplicata.

3.2.3 Determinacao do diametro médio da goticula, indice de polidispersao e potencial
zeta

O diametro médio de goticula e o indice de polidispersao foram determinados pela
técnica de espalhamento dindmico da luz em Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino

Unido). As medidas foram realizadas a 25 °C ap6s diluig¢do apropriada das amostras (1:100 v/v)
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em agua ultrapura (Milli-Q®, Millipore, EUA). A analise do tamanho e distribui¢do
granulométrica foi realizada em angulo fixo de deteccdo de 173°. O potencial zeta das
nanoemulsodes foi determinado por anemometria laser-Doppler em equipamento Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments, Reino Unido). As amostras foram diluidas 1:100 (v/v) em agua
ultrapura (Milli-Q®, Millipore, EUA) e acondicionadas em células eletroforéticas, onde o
potencial de + 150 mV foi estabelecido. Os valores de potencial zeta foram calculados a partir
da média dos valores de mobilidade -eletroforética obtidos, usando a equagdao de

Smoluchowoski.

3.2.4 Avaliacao do teor e eficiéncia de encapsulacido

O teor de 7-NI nas nanoemulsdes foi determinado conforme metodologia de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em modo de fase reversa previamente
desenvolvida e validada por BARP (2016). As analises foram realizadas em cromatografo
Shimadzu constituido de bomba LC-10AD e detector UVVIS modelo SDP-10AVP (Kyoto,
Japao), empregando coluna de fase reversa Luna C18 5 um (150 x 4,60 mm — Phenomenex,
USA) mantida a 30 °C e acoplada a pré-coluna (4,0 mm x 3,0 mm — Phenomenex, USA), e fase
movel constituida de tampao acetato de amonia 25 mM (pH 8,0) e acetonitrila (50:50 v/v),
previamente filtrados em membrana 0,45 pm de acetato de celulose e poliamida. O sistema foi
operado isocraticamente com fluxo de 1 mL.min' e a detec¢do foi realizada no UV no
comprimento de onda de 360 nm.

Para as andlises de teor, uma aliquota de 50 puL de cada uma das formulagdes contendo
7-NI foi transferida para baldes volumétricos de 5,0 mL e o volume final completado com
acetonitrila. As amostras foram mantidas em banho ultrassonico durante 20 min. Em seguida
as amostras foram filtradas em membrana de PVDF (0,22 um, Milipore) e injetadas no
cromatografo. As analises foram realizadas em triplicata e as dreas médias dos picos referentes
ao 7-NI foram comparadas a 4rea da solugdo padrdo de concentragdo conhecida (10 pg.mL™")
analisada nas mesmas condic¢des. O teor de 7-NI nas nanoemulsdes foi expresso como pg.mL"
I, Para a avaliacdo da eficiéncia de encapsulagdo, as nanoemulsdes foram submetidas a
ultrafiltracdo/centrifugacdo usando unidades Microcon® com membrana Ultracel YM-100
(100.000 NMWL, Millipore, EUA). Volumes de 400 pL de cada uma das formulagdes foram
adicionados nas unidades de filtragdo e centrifugadas a 3000 x g por 10 minutos. O ultrafiltrado

foi analisado por CLAE, nas condi¢des previamente descritas. A eficiéncia de encapsulacdo (%)
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foi estimada como sendo a diferencga entre a concentragao total de farmaco e a sua concentragao

no sobrenadante.

3.2.5 Avaliagdo do perfil de biodistribuicdo encefalica do 7-nitroindazol apos

administracao intravenosa do firmaco livre e associado as nanoemulsées

3.2.5.1 Animais

O estudo de biodistribuicdo encefalica do 7-NI livre e incorporado as nanoemulsdes
peguiladas e nao peguiladas foi avaliado em ratos Wistar adultos (machos e fémeas com 3-4
meses de idade) pesando entre 250 e 350 g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central
da Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos em grupos de 5 animais por caixa (49
cm X 34 cm x 16 cm) em local com temperatura ambiente controlada (22 + 2 °C), ciclo de 12
horas de luz claro/escuro (luzes ligadas a partir das 7h), com livre acesso a racao e agua. Todos
os procedimentos foram conduzidos de acordo com as recomendagdes do Guide for the Care
em Use of Laboratory Animals do National Institute of Health (NIH) e aprovados pelo Comité
de Etica para Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC,
protocolo 1347220419). Antes de iniciar os procedimentos experimentais, os animais foram
manipulados (handling) por pelo menos 4 a 5 dias pelo experimentador com o objetivo de
habituar o animal ao experimentador e diminuir o estresse causado aos animais durante a

experimentacao.

3.2.5.2 Avaliagdo do perfil de biodistribui¢do encefalica in vivo do 7-nitroindazol apos

administracdo intravenosa do farmaco livre e associado as nanoemulsdes

A administracdo intravenosa do farmaco livre e nanoemulsionado, na dose de 10
mg.kg!, foi realizada pela veia da cauda lateral em uma administragdo unica de curta duragdo,
com taxa de infusdo maxima de 1 mL.min"! (ndo excedendo 10 min de administra¢do), usando
agulhas do tipo butterfly acopladas a uma bomba de infusdo. Para isso, os animais foram
anestesiados com isofurano (5,0% para inducdo e 2,5% para manutencdo). Para avaliacdo do
perfil de biodistribui¢do encefalica, apos 5, 15 e 30 min do término da administragdo do fArmaco
os animais foram anestesiados com isoflurano (5,0%), e apds confirmacdo da anestesia, através
da conferéncia de reflexo pelo pressionamento da pata, os animais foram submetidos a

decapitacao por guilhotina. O encéfalo foi removido e as estruturas encefalicas, incluindo o
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bulbo olfatério, cortex pré-frontal, hipocampo, estriado, tronco encefalico e cerebelo, foram
rapidamente dissecadas e mantidas em freezer -80 °C para posterior extracdo do 7-NI por
metodologia previamente estabelecida e analise por CLAE. Os ensaios foram realizados no
departamento de Farmacologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de

Santa Catarina, em parceria com o Laboratdrio do Oxido Nitrico.

3.2.5.3 Metodologia analitica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para

quantifica¢do do 7-nitroindazol em tecido animal

Para a quantificacdo do 7-NI no tecido animal, uma metodologia analitica de CLAE
em modo de fase reversa foi adaptada a partir dos estudos de BARP (2016), usando um
cromatdgrafo Shimadzu constituido de bomba LC-10AD e detector UVVIS modelo SDP-
10AVP (Kyoto, Japao). As andlises cromatograficas foram realizadas usando uma coluna de
fase reversa Luna C18 5 um (150 x 4,60 mm — Phenomenex, EUA), mantida a 30 °C e acoplada
a uma pré-coluna C18 (4,0 mm x 3,0 mm — Phenomenex, USA). O sistema foi operado
isocraticamente com fluxo de 1 mL.min™" a 30 °C, com fase movel constituida de tampdo acetato
de amonia 25 mM (pH 8,0) e acetonitrila (85:15; v/v). A detecg¢do foi realizada no UV no
comprimento de onda de 360 nm. Nas condigdes testadas, o tempo de retengcdo do 7NI foi de
aproximadamente 23 min. O método analitico foi previamente validado quanto aos parametros
de linearidade, limite de deteccdo e quantificagdo, precisdo e exatiddo (BRASIL, 2017). Para
as andlises, uma solugdo de 7NI de 10 pg.mL" (solucdo de trabalho) foi preparada a partir de
solugdo estoque de 7-NI na concentragdo de 100 pg.mL™!' em acetonitrila. Todas as solugdes
padrdes foram preparadas no dia da analise. A linearidade foi determinada por meio da
construcao de trés curvas analiticas independentes, em sete concentracdes na faixa de 0,5 a 25,0
pg.mL! de 7-NI em acetonitrila. Pra os ensaios utilizando matriz bioldgica, a linearidade do
método foi novamente avaliada por meio da construgdo de trés curvas analiticas independentes,
em sete concentracdes na faixa de 0,1 a 10,0 pg.mL" de 7-NI e 10 pg.mL"! de para-nitroanilina
(PNA) usada como padrdo interno, utilizando-se como matriz plasma de ratos. O método
mostrou-se linear na faixa de concentracdo de 0,5 a 25,0 pg.mL-! (equagdo da reta, y = 29335x
+2927,4;1=0,999), ¢ 0,1 a 10,0 pg.mL"! (equagdo da reta y = 0,0914x —0,0017), apresentando
limites de deteccdo e quantificagdo de 0,03 pg.mL™' e de 0,10 ug.mL!, respectivamente. O

método também mostrou ser preciso e exato (D.P.R < 5,0%).
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3.2.5.4 Preparagao das amostras de estruturas encefalicas para andlise de cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CLAE)

Inicialmente, as amostras foram pesadas uma a uma em balanga analitica e adicionadas
a microtubos de 2,0 mL contendo 500,0 puL de acetonitrila. Em seguida, as amostras foram
submetidas a sonda de ultrassom por 30 segundos a 1 minuto para destrui¢dao e homogeneizagao
do tecido de acordo com tamanho observado da estrutura. Imediatamente apds a
ultrassonificagdo, as amostras foram centrifugadas a 3000 x g por 5 minutos. O sobrenadante
foi coletado com auxilio de uma seringa de 1,0 mL, e filtrado através de uma membrana de
filtracdo de PVDF 0,22 pm (Milipore, EUA). A area sob a curva do 7-NI foi normalizada pela
drea do padrio interno (PNA 10 pug.mL™), injetado previamente a injecio das amostras
biologicas. A quantidade de 7-NI foi dada em pg.g!' de tecido e foi calculada utilizando-se a

equacdo da reta obtida a partir da linearidade.

3.2.5.5 Analise estatistica

Os resultados referentes a caracterizagdo das nanoemulsdes serdo expressos como a
média = desvio padrdo. A andlise estatistica dos resultados do ensaio experimental de
biodistribui¢ao encefalica sera realizado através da analise de variancia (ANOVA) de duas vias,
seguido do teste Post-hoc de Newman-Keuls. Os valores de p<0,05 serdo considerados
significativos, sendo os testes estatisticos realizados com o programa GraphPad Prism 9.0®

(San Diego, CA, EUA).
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4. RESULTADOS
4.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES

Apbs a preparacdo das nanoemulsdes peguiladas (NEPEG-7NI) e ndo-peguiladas
(NENPEG-7NI) contendo 7-NI, foram caracterizadas quanto ao pH, tamanho médio de goticula,
indice de polidispercao (PDI), potencial zeta, teor e eficiéncia de encapsulagdo, para avaliar a

qualidade das formulagdes. Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizacdo quimica e fisico-quimica das nanoemulsdes peguiladas e ndo-
eguiladas contendo 7-NI (n=3).

L. Potencial
Tamanho médio Teor de 7-NI
pH ) Zeta EE(%)?
(nm) (PDI) (ng/mL)
(mV)
208,0 £ 5,75
NEPEG-7NI 7,40 + 0,05 -42.7 + 2,88 431,31 £ 14,89 68,13
(0,255)
264,1 + 3,83
NENPEG-7NI | 7,40+0,13 0.269) 25,6 £1,15 666,81 +40,70 72,50

"Entre parénteses: PDI - indice de polidispersdo, 2EE: Eficiéncia de encapsulagio.

As nanoemulsoes tiveram seu pH ajustado para 7,4 conforme pode ser observado na
Tabela 2. A técnica de emulsificagdo espontanea utilizada no presente trabalho levou a formagao
de dispersdes coloidais monodispersas, com tamanho médio de goticula de cerca de 208 e 264
nm e carga superficial negativa com potencial zeta de cerca de -42 e -25 mV para as formulagdes
peguiladas e ndo-peguiladas, respectivamente. O teor de 7-NI foi de cerca de 431,3 ¢ 666,8
ng.mL! e a eficiéncia de encapsulagio do composto atingiu valores maximos de 68% e 72%
para as formulagdes peguiladas e ndo-peguiladas, respectivamente, indicando que o 7-NI est

preferencialmente associado as goticulas das nanoemulsoes.

42 AVALIACAO DO PERFIL DE BIODISTRIBUICAO ENCEFALICA DO 7-
NITROINDAZOL LIVRE E NANOEMULSIONADO

O estudo de biodistribui¢do encefalica foi realizado para avaliar e comparar a
quantidade de 7-NI que alcanca as estruturas encefalicas ap6s administracdo do farmaco livre
e na forma nanoemulsionada. Nesse ensaio, obteve-se os dados referentes a quantidade de 7-NI
nos seguintes tecidos ap6s 5, 15 e 30 minutos da administragio na dose de 10 mg.kg™': bulbo
olfatorio (BO); cortex pré-frontal (CPF); hipocampo (HIPO); estriado (EST); tronco encefalico
(TE); cerebelo (CEREB). Os resultados estao mostrados na tabela 3 e figura 8.
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Tabela 3. Resultados obtidos na avaliagao da biodistribuicao encefalica do 7-NI ap6s administracao intravenosa do 7-NI livre, e das nanoemulsdes nao
peguilada (NENPEG-7NI) e peguilada contendo 7-NI (NEPEG-7NI) em ratos na dose de 10 mg.kg™'. BO: Bulbo olfatério; CPF: cortex pré-frontal;

HIP: hipocampo; EST: estriado; TRONCO: tronco encefalico, CEREB: cerebelo.

Quantidade de 7-NI (ng.g-' de tecido)
(Média £ D.P, n =5)

Tecido 7-NI livre NENPEG-7NI NEPEG7NI
5 min 15 min 30 min 5 min 15 min 30 min 5 min 15 min 30 min
3832+ 18.63 + 36,38 +
+ + + + + +
BO rogy | OBIE25S | 4964177 g 521+1,96 | 540+ 2,46 so17 | 935EA6R | 5064089
2285+ | 7.67+2.05 2757+ 2143+
+ + + + +
CPF 18 421+ 1,54 120 | M4#126 | 3545147 031 494+275 | 4.87+0,90
212+ | 732+2,00 31,50 + 18,74 =
+ + + + +
HIPO 650 5,04+1,79 . 477+035 | 3,90+ 1728 359 6.48+1,04 | 534090
EST 2631 = 4542 + 19.16 +
+ + + + + +
305 9,08+2,89 | 530+ 1,64 19 5574030 | 513 +2.85 o 768+1,53 | 590138
TE 2273+ 22.82 + 22,00 +
+ + + + + +
274 9,05+2,64 | 532+ 2,60 Sl 580+0,58 | 5434264 e 742+133 | 6,01 =087
17.51 + 1822 + 3.96+2.64 1693+
CEREB o 7214247 | 409+ 1,75 a0 4724062 | V ey 5.85+0,68 | 491+ 1,09
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Figura 8. Avaliacdo da biodistribuicao encefalica do 7-NI entre os tecidos do sistema nervoso
central apds a administracdo intravenosa do 7-NI livre, e das nanoemulsdes ndo peguilada e
peguilada contendo 7-NI em ratos na dose de 10 mg.kg™!. (a) Comparacio entre os tecidos
apods 5 minutos da administrag@o intravenosa. (b) Comparacao entre os tecidos apos 15
minutos da administracdo intravenosa. (¢) Comparacao entre os tecidos apos 30 minutos da
administracdo intravenosa. BO: Bulbo olfatério; CEREB: cerebelo; CPF: cortex pré-frontal;
EST: estriado; HIP: hipocampo; TRONCO: tronco encefalico. ANOVA de duas vias seguida
do teste Post-hoc de Newman-Keuls. *p<0,05 quando comparado com a formulacio NEPEG-

(2)

(b)

(©

Quantidade 7-NI (ug/g)

Quantidade 7-NI (ug/g)

Quantidade 7-NI (ug/g)

7NI; # p<0,05 quando comparado com o 7-NI livre e a NENPEG-7-NI.

60+
*
40-
== 7NI Livre
20 - =3 NENPEG-7NI
== NEPEG-7NI
EST BO CEREB TE HIP CPF
15=-
10- == 7-Nl Livre
== NENPEG-7NI
5+ =3 NEPEG-7NI
EST BO CEREB TE HIP CPF
8-
=1 7-NI Livre

3 NENPEG-7NI

= NEPEG-7NI

EST BO CEREB TE HIP CPF



34

A analise estatistica foi realizada com intuito de comparar o efeito da forma de
administracao (7-NI, NENPEG, NEPEG) sobre a quantidade de 7-NI nas diferentes estruturas
encefélicas, dentro de cada tempo apds a administragdo. A ANOVA de duas vias (forma de
administragdo vs estruturas encefélicas) indicou um efeito significativo no tempo 15 minutos
[F(2,70) = 21,391, p<0,05], quando as formas de administracdo foram comparadas. A
quantidade de 7-NI nas diferentes estruturas foi estatisticamente diferente apds 5 minutos
[F(5,72) = 3,0113, p<0,05] e 15 minutos [F(5,70) = 3,3842, p<0,05] da administracao.
Finalmente, a interacdo entre os fatores foi observada nos tempos de 5 minutos [F(10,72) =
2,6938, p<0,05] e 15 minutos [F(10,70) = 2,6938, p<0,05]. Apds o teste Post-hoc de Newman-
Keuls foi possivel verificar que no tempo de 5 minutos houve diferencga significativa entre o
grupo NENPEG-7NI em comparagao com o grupo NEPEG-7NI no tecido estriado do encéfalo,
mostrando que o 7-NI melhor se distribuiu na regido com a administragdo desta formulagao.
Igualmente, no tempo de 15 minutos apds a administragdo intravenosa, a administragdo da
NEPEG-7NI permitiu um maior alcance do 7-NI no bulbo olfatério, quando em comparagao
com o grupo NENPEG-7NI e o 7-NI livre e em comparagdo com os demais tecidos analisados.
Em relagdo ao tempo de 30 min apds administracdo, nenhuma diferenga significativa foi
observada. No entanto, de modo geral, tanto a administragdo do 7-NI livre como
nanoemulsionado na dose de 10 mg.kg™! pela via intravenosa levou a obtencéo de concentra¢des
mensuraveis do farmaco nos diferentes tecidos enceféalicos, mostrando que € capaz de atravessar

a BHE.

5 DISCUSSAO

Nanoemulsoes peguiladas e ndo peguiladas foram desenvolvidas no nosso laboratério
com um intuito de veicular o 7-NI pela via intravenosa. Estudos mostraram que na dose de 10
mg/kg por esta via, as nanoemulsdes permitiram a melhora de parametros farmacocinéticos do
7-NI e, em especial, as nanoemulsdes peguiladas conduziram a um aumento significativo nos
valores de Cmax, tmax e ASC (resultados ndao publicados), provavelmente decorrente da
reducdo da captura das particulas pelas células do sistema imune (DEVALAPALLY et al., 2015).
Considerando que o 7-NI tem mostrado resultados promissores para tratamento de condigdes
neurodegenerativas associadas ao desbalango na produgdo de NO , este trabalho teve como
objetivo avaliar e comparar a distribui¢do encefalica deste composto na forma livre e
nanoemulsionada ap6s administragdo intravenosa. Sabe-se que presenca da BHE diminui a

permeabilidade plasmatica para o SNC, impedindo a chegada de xenobidticos. A BHE ¢ uma
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estrutura de permeabilidade altamente seletiva que protege o SNC de substincias
potencialmente neurotdxicas presentes no sangue € sendo essencial para fungdo metabolica
normal do cérebro, atuando como regulador da homeostase (ALAM et al., 2010). A passagem
de farmacos através da BHE ¢ altamente dependente das caracteristicas da molécula, como
lipofilicidade, tamanho (< 500 Da), capacidade de inibir a glicoproteina-P e capacidade de
ultrapassar passivamente a barreira (APOLINARIO et al., 2020). Considerando as
caracteristicas da molécula do 7-NI — alta lipofilicidade e peso molecular de cerca de 163 Da —
0 mecanismo mais provavel de passagem pela BHE ¢ a difusdo passiva.

Seguindo o planejamento experimental do projeto de pesquisa, foram realizados os
ensaios de biodistribuicao nas diferentes estruturas encefalicas: bulbo olfatorio, estriado, tronco
encefélico, hipocampo, cortex pré-frontal e cerebelo. De modo geral, os resultados obtidos
mostraram que o 7-NI atravessa a BHE, e distribui-se amplamente pelo SNC, incluindo o
estriado e o hipocampo — estruturas tipicamente envolvidas na fisiopatologia de doencgas
neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson e Alzheimer —, o que explica os seus efeitos
benéficos em distirbios neurodegenerativos. Mesmo considerando as diferengas estatisticas
encontradas (NENPEG-7NI & NEPEG-7NI, tempo de 5 min, estriado; NEPEG-7NI &
NENPEG-7NI e 7-NI livre, tempo 15 min, bulbo olfatério; p < 0,05), ndo foi possivel dizer que
as nanoemulsoes tenham aumentado o alcance o 7-NI no SNC, em relagdo ao farmaco livre,
atuando, portanto, como o veiculo, a partir do qual o farmaco ¢ liberado para a circulacido
sist€émica. Por outro lado, estudos de biodistribui¢ao do 7-NI em outros tecidos estdo sendo
realizados, e estes resultados poderdo melhor evidenciar o efeito do revestimento das
nanoemulsdes com polietilenoglicol sobre o escape da captura pelas células do sistema imune.

A administra¢do intravenosa permite maior chegada do farmaco aos capilares do
cérebro. Devido a conexdo dos neurdénios com 0s vasos sanguineos, 0 composto consegue ter
maior acesso encéfalo, apresentando grande potencial de entrega do farmaco. Contudo, hé baixa
acumulagdo do farmaco nos tecidos devido o rapido clearance da BHE. Fatores como o baixo
tempo de meia-vida do composto e a ligac¢do as proteinas plasmaticas, podem estar associados
no impedimento da passagem pela BHE. Outros estudos demonstram que a incorporagdo de
farmacos a sistemas lipidicos administrados pela via intravenosa fora efetiva para entrega do
composto ao cérebro (ALAM et al., 2010). Além da caracteristica lipidica das nanoemulsdes, o
tamanho nanométrico permite a passagem facilitada, permanecendo intacta apds a passagem
pela BHE e conseguindo entregar o fairmaco ao local de agdo desejado (ALAM, 2013). A
incorporacdo do fosfolipidio peguilado anfifilico, o DSPE-PEG5000, na formulacao peguilada

forma uma barreira de protecao das goticulas da nanoemulsdo evitando o reconhecimento pelo
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sistema fagocitico mononuclear dos macrofagos (OWENSIII; PEPPAS, 2006). O surfactante
polissorbato 80 (Tween 80 ®) ¢ amplamente utilizado para entrega de farmacos ao encéfalo
pela diminui¢do do reconhecimento e opsonizag¢do dos macréfagos e pelo aumento da retengao
das nanoemulsdes no endotélio cerebral (CAPRIFICO et al., 2020). Outro mecanismo de agao,
seria 0 aumento da passagem através da BHE devido a inibi¢do de transportadores, como a
glicoproteina-P que realiza o efluxo de moléculas, comum entre os tensoativos nao-idonicos

(CAPRIFICO et al., 2020; APOLINARIO et al., 2020).

6 CONCLUSAO

O estudo realizado demonstrou, de maneira inédita, que o 7-NI ¢ capaz de atravessar
a BHE alcancando as diferentes estruturas encefalicas em quantidades mensuraveis pelo
método analitico empregado. A molécula distribui-se amplamente pelo SNC, especialmente em
estruturas relacionadas a disturbios neurodegenerativos e motores, podendo exercer um papel
relevante no tratamento dessas doencas. No entanto, apesar das diferencas estatisticas
encontradas, ndo foi possivel mostrar o aumento da concentracdo do 7-NI no SNC apos a
administragdo das nanoemulsdes, quando comparado ao farmaco livre. Por outro lado, as
formulagdes nanoemulsionadas se mostraram promissoras como veiculo para este composto
lipossoluvel, permitindo sua administracdo intravenosa. Como continuidade do estudo, estdo
sendo realizados estudos de biodistribui¢do do 7-NI livre ¢ nanoemulsionado nos demais

tecidos.
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