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RESUMO

Com a demonstracdo dos beneficios da estimulagdo vagal em pacientes portadores de doencas
cardiovasculares, foi sugerido que farmacos colinérgicos poderiam ter efeitos protetores
semelhantes. A Piridostigmina, um agente anti-colinesterdrico reversivel, apresenta beneficios
demonstrados em portadores de cardiopatias. No entanto, sua curta meia-vida de eliminacdo e
incidéncia de efeitos adversos sdo fatores que podem limitar seu uso prolongado. O
desenvolvimento de formas farmacéuticas, como lipossomas de circulagdo prolongada, podem
promover a lenta liberacdo de farmacos nos tecidos e reduzir sua toxicidade, tendo sido
demonstrado seu acimulo no miocardio isquémico. Este trabalho teve por objetivo principal a
investigacdo da atividade cardioprotetora da Piridostigmina veiculada em lipossomas. A
preparagdo dos lipossomas contendo Piridostigmina foi realizada pelo método de
congelamento/descongelamento e extrusdo. A formulagdo obtida foi caracterizada e
administrada, nas doses 0,1, 0,3 e 1,0 mg/kg, a ratos Wistar machos, os quais apds 1, 2, 4 ou 6
horas foram submetidos a estimulacdo simpatica por administracio de 1 ou 3 ug de
noradrenalina (NA). Foram obtidos os sinais de pressdo arterial (PA) e eletrocardiograma (ECG)
dos animais, sendo os parametros obtidos comparados aos de animais que receberam solucio
salina ou Piridostigmina na forma livre. Foi obtida uma eficiéncia de encapsulacdo de 15,5% da
Piridostigmina nos lipossomas, com vesiculas de tamanho médio de 174 nm, indice de
polidispersdao 0,06 e potencial zeta -50 mV. Nos animais que receberam salina, a NA induziu
aumentos significativos de PA sistdlica e diastdlica, sendo os maiores aumentos observados apds
a administracdo de 3 ug de solugdo (76 e 70%, respectivamente.). Os intervalos PR e QRS do
ECG nao foram significativamente alterados, enquanto sobre o intervalo QT foram observados
aumentos de 22% nos animais que receberam salina, em relacdo ao periodo controle. A
administracdo de Piridostigmina nas formas livre e lipossomal ndo inibiu significativamente os
aumentos da PA. Nos animais tratados com Piridostigmina, porém, foi observada redugdo
significativa dos aumentos do intervalo QT decorrentes da estimulacdo simpdtica. O efeito
maximo da Piridostigmina livre em impedir tais aumentos foi observado apds 1 hora da sua
administracao (6,6% para a dose de 0,3 mg/kg) e ndo se manteve apds 2 horas do tratamento. O
efeito maximo da formulacdo lipossomal em impedir o prolongamento do intervalo QT foi
observado 2 horas apds o tratamento (8,5% para a dose de 1,0 mg/kg) e foi mantido até 6 horas
apos sua administragdo. A administragdo de Piridostigmina na dose de 1,0 mg/kg na forma livre
causou aos animais alteragdes toxicas caracteristicas de hiperestimulac@o colinérgica, o que nao
foi observado para a mesma dose na forma lipossomal. Assim, pode-se concluir que a veiculagio
da Piridostigmina em lipossomas estabilizados estericamente pode ser considerada uma potencial
ferramenta terapéutica na prevencdo de complicacdes cardiovasculares decorrentes da

hiperatividade simpdtica em pacientes com doenca cardiaca isquémica.

Alessandra Teixeira Vidal



ABSTRACT

The demonstration of the benefits of vagal stimulation in patients with cardiovascular diseases
suggests that cholinergic drugs may have similar protective effects. Pyridostigmine, a reversible
anticholinesterase agent, has benefits demonstrated in patients with cardiac failure. However, its
short half-life of elimination and the incidence of adverse effects are factors that limit its use.
The development of dosage forms such as long-circulating liposome may prolong the release of
drugs into tissues and reduce their toxicity, and liposomes accumulation into ischemic
myocardium has been demonstrated. The main goal of the present work was to investigate the
cardioprotective action of Pyridostigmine encapsulated in long-circulating liposomes. The
encapsulation of Pyridostigmine was carried out by freeze-thawed and extrusion. The
formulation obtained was characterized and administrated in the doses of 0.1, 0.3 and 1.0 mg/kg
to male Wistar rats, which after 1, 2, 4 or 6 hours were submitted to sympathetic stimulation by
administration of 1 or 3 pug of noradrenaline (NA). The signals of arterial pressure (AP) and
electrocardiogram (ECG) were obtained, and the cardiovascular parameters were compared to
the animals that received Pyridostigmine in free form or saline. The encapsulation efficiency of
15,5% of Pyridostigmine into liposomes was obtained, with a medium size of 174 nm,
polydispersity index of 0.06 and zeta potential -50 mV. In animals that received saline, the NA
induced significant increases in systolic and diastolic AP, with the highest increases observed
after administration of 3ug solution (76 and 70% respectively). The PR and QRS intervals of
ECG were not significantly changed, while on the QT interval were observed increases of 22%
in animals that received saline, compared to the control period. The administration of
Pyridostigmine in free and liposomal forms was not able to inhibit the increases of AP. The
animals treated with Pyridostigmine presented a significant reduction of QT interval increases
resulting from sympathetic stimulation. The maximum effect of free Pyridostigmine to prevent
the QT increases was observed after 1 hour of its administration (6.6% to the dose of 0.3 mg/kg)
but it was not maintained after 2 hours of the treatment. The maximum effect of liposomal
formulation to prevent the prolongation of the QT interval was observed 2 hours after treatment
(8.5% to the dose of 1.0 mg/kg) and this effect was maintained until 6 hours after its
administration. The administration of free Pyridostigmine at 1.0 mg/kg caused to the animals
toxic effects characteristic of cholinergic hyperstimulation, which was not observed for the same
dose of liposomal Pyridostigmine. Thus we can conclude that the encapsulation of
Pyridostigmine in long-circulating liposomes may be a potential therapeutic alternative in
preventing cardiovascular complications resulting from sympathetic hyperactivity in patients

with ischemic cardiac disease.

Alessandra Teixeira Vidal
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Introducgao

1. INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCV) suplantaram, nos paises desenvolvidos, todas as
outras causas de mortalidade e, num futuro préximo, o mesmo pode vir a ocorrer em diversos
paises em desenvolvimento. Tal afirmacdo faz parte de um amplo estudo da OMS
(Organizacdo Mundial de Saude), elaborado pelos pesquisadores Mackay e Mensah (2004),
que aborda a epidemia global da doenga cardiaca e acidente vascular cerebral. Estes
pesquisadores mostraram que, anualmente, 17,5 milhdes de pessoas morrem no mundo em
decorréncia de DCV, representando 30% das mortes globais. Cerca de 80% destas ocorreram
em paises de baixa e média renda. Foi estimado que, em 2015, 20 milhdes de pessoas terdo as
DCV como causa mortis, destacando-se ataques cardiacos e acidentes vasculares cerebrais.
Este fendmeno € creditado ndo s6 ao aumento da populagdo, mas também ao aumento na
expectativa de vida e na taxas de prevaléncia de fatores de risco cldssicos, como hipertensao

arterial, tabagismo, dislipidemia, diabetes e obesidade.

Dados do Ministério da Satide mostraram que as DCV representaram, em 2005, 28%
do total de todos os ¢bitos no Brasil. E importante destacar, ainda, que o Brasil tem a maior
taxa de mortalidade por doencga cerebrovascular entre os paises americanos € que o impacto
da mortalidade por doencas cardiovasculares atinge a populagdo economicamente ativa de
maneira mais significativa que em paises desenvolvidos como Estados Unidos, Canadd e

Japao.

Em um estudo recente, Curioni e colaboradores (2009) mostraram que no Brasil, de
forma semelhante aos paises da América do Norte e muitos paises europeus, houve um
declinio na mortalidade por doencas do aparelho circulatdrio, sendo esta diminui¢do associada
a uma melhora nas medidas de prevencdo, diagndstico e tratamento. Ainda assim, espera-se
que no mundo, a cada década, o nimero de mortes por DCV aumente em 4 milhdes de
individuos (Mackay e Mensah, 2004). Desta maneira, faz-se necessdria a constante busca de
alternativas ndo s para o tratamento das patologias cardiovasculares, mas também para a

melhora da qualidade de vida dos pacientes.

Virios estudos tém apontado as anormalidades no sistema nervoso autdbnomo (SNA)
como o principal fator desencadeante de problemas cardiacos como arritmias, infarto do

miocdardio e insuficiéncia cardiaca, responsaveis também pela ocorréncia de mortes subitas
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(Porter et al., 1990; Francis, 1988; Tai et al., 2002; Hoyer et al., 2008). Este desequilibrio do
SNA ¢ reflexo de dois fatores independentes: aumento na atividade simpatica ou reducdo da
atividade parassimpdtica (Porter et al., 1990; Zipes e Wellens, 1998; Rosenwinkel et al.,
2001; Taggart et al., 2003). Dentre as alteracdes causadas pelo SNA no sistema
cardiovascular, sua influéncia sobre o intervalo QT do eletrocardiograma (ECG) tem
particular importancia (Ahnve e Vallin, 1991; London et al., 1998; Magnano et al., 2002;
Rautaharju et al., 2009). De fato, o prolongamento do intervalo QT € um fator de risco
independente para arritmias e morte suibita (Schwartz e Wolf, 1978; Schouten et al., 1991;

Alga et al., 1991).

A contribuicdo da hiperatividade do sistema nervoso simpatico na génese das DCV e o
valor terapéutico de sua inibicdo tém sido amplamente estudados (Hjalmarson, 1999;
Pavlovic, 2000; Catelli et al., 2003) e, embora os beneficios da estimula¢do parassimpdtica na
prevengao de complicagdes isquémicas tenham sido definidos (De Ferrari ef al., 1993; La
Rovere et al., 1994; Casadei et al., 1996; Venkatesh et al., 1996; Pedretti et al., 1995 e 2003),
ainda ndao had opcdes farmacoldgicas disponiveis. Neste contexto, o brometo de
Piridostigmina, um agente anti-colinesterdsico reversivel, utilizado para o tratamento da
miastenia gravis, tem sido avaliado como agente promissor na terapéutica da doenca cardiaca
isquémica (Grabe-Guimaraes et al., 1999; Sant’anna et al., 2003). Pacientes com isquemia
miocdardica induzida por exercicio fisico (Castro et al., 2004) ou insuficiéncia cardiaca (IC)
(Serra et al., 2009) apresentaram melhora da atividade autondmica apds a administracao oral
de Piridostigmina. No entanto, sua curta meia-vida de eliminacdo (Kolka e Stephenson, 1990)
e a alta incidéncia de efeitos adversos (Kluwe et al., 1989) sdo fatores que podem limitar seu
uso prolongado. O desenvolvimento de formas farmacéuticas que pudessem prolongar sua

vida util e diminuir seus efeitos indesejdveis seria de grande utilidade terapéutica.

Lipossomas, vesiculas nanométricas constituidas de fosfolipidios, possuem a
propriedade de veicular substancias ativas hidrofilicas ou lipofilicas, podendo conferir
distribuicao corporal diferenciada, maior estabilidade e modificadas interacdes com células
hospedeiras e patogénicas (Blume e Cevic, 1990). Permitem, ainda, o direcionamento a alvos
especificos, como células e tecidos, aumento da poténcia e/ou reducdo da toxicidade da
substancia encapsulada (ver Chon e Cullis, 1995; Lasic, 1998). A importancia de lipossomas
tendo como alvo o sistema cardiovascular foi amplamente revisada por Torchilin (1995). A

adicdo de polimero de polietilenoglicol (PEG) a composicdo dos lipossomas poderia
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prolongar a vida util destes carreadores (Klibanov ef al., 1990; Woodle, 1995 e 1998; Dos
Santos et al., 2007) e, além disso, lipossomas PEGlados podem sofrer acimulo no tecido
infartado (Torchilin et al., 1992 e 1996). Assim, poderiam ser Uteis para proteger o miocardio
de danos causados por eventos isquémicos (Verma et al., 2005), na medida em que conferem

uma lenta liberagdo local de farmacos protetores.

Nesse sentido a Piridostigmina, firmaco altamente hidrossolivel e com promissora
atividade cardioprotetora, ¢ um farmaco com elevado potencial para ser veiculado no
compartimento aquoso dos lipossomas e, uma vez veiculada, uma lenta liberagao poderia

levar ao prolongamento de seu tempo de acdo, bem como redugdo de seus efeitos colaterais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Sistema nervoso autonomo e sistema cardiovascular

A interacdo entre o SNA e SCV (sistema cardiovascular) é complexa e fundamental na
manuten¢do da homeostasia cardiovascular, conferindo equilibrio e prote¢do a suas fungdes.
A manutencao da funcdo cardiovascular normal € obtida através da regulacdo neural sobre o
coragdo, pela integracdo das atividades do sistema nervoso autdbnomo simpdtico e

parassimpético (Cheryl e Kuo 1999).

Por exercer importante papel na regulagdo do coragdo, o SNA estd envolvido em
muitos dos processos fisiopatoldgicos cardiovasculares. As conseqiiéncias patoldgicas da
disfun¢cdo autondmica cardiaca incluem alteracdes inflamatérias, isquémicas, degenerativas,
toxicas e metabdlicas, agudas e cronicas, da inervagdo intrinseca do coragdo, de estruturas
aferentes, eferentes e centrais integrantes dos reflexos cardiovasculares (ver Bolis et al.,
2000). Estas alteragdes estdo, por sua vez, intimamente ligadas a varias situagdes patoldgicas
que envolvem o sistema cardiovascular, tais como arritmias, isquemia, infarto do miocardio,
insuficiéncia cardiaca, morte subita, hipotensdo postural e outros distirbios cardiovasculares
(Porter et al., 1990; Hoyer et al., 2008). O desequilibrio autondmico envolvido na génese das
DCYV esta associado ao aumento da atividade simpdtica e redugdo do tonus vagal (Porter,
1990 et al.; Zipes e Wellens, 1998). Os efeitos excitatérios simpaticos podem ser fatores de
instabilidade eletrofisiolégica pré-arritmogénica, enquanto os efeitos depressores
parassimpdticos conferem relativa estabilidade eletrofisiolgica ao coracdo e constituem-se

fatores anti-arritmogénicos (Taggart et al., 2003).

As alteracOes da atividade simpdtica sdo melhor conhecidas e estudadas do que
aquelas do ramo parassimpdtico e constituem as maiores evidéncias da disfuncdo autondomica
(Grahan et al., 2002). O aumento do tonus simpético nas DCV constitui um mecanismo
compensatorio, envolvendo efeitos inotrépicos e cronotrépicos, para manutencdo do débito
cardiaco, da pressdo arterial e da perfusio dos 6rgdos em situagcdes onde o aporte sanguineo €
comprometido (Hasking et al., 1986; Eisenhofer et al., 1996). Contudo, a noradrenalina nao
s6 exerce um efeito téxico direto sobre os cardiomidcitos (Mann et al., 1992), como estimula
a apoptose miocitaria (Communal et al., 1998). O aumento dos niveis plasmaticos de

noradrenalina é uma constante em pacientes com hipertensao arterial (Folkow et al., 1983),
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insuficiéncia cardiaca (Hasking er al., 1986; Davis et al., 1988), hipertrofia ventricular
esquerda (Schlaich et al., 2003) e aparece como fator preditor de mortalidade cardiovascular e
desenvolvimento de sindromes isquémicas em pacientes com disfun¢do ventricular esquerda

assintomatica (Benedict et al., 1996).

Estudos mostraram que a modulacdo farmacolédgica da atividade simpdtica poderia
desencadear efeitos protetores ou indutores de isquemia cardiaca: enquanto o agonismo
protege contra a taquicardia ventricular, seu antagonismo aumenta o risco de arritmias
(Francis, 1988). A utilidade dos B-bloqueadores na prevengdo de eventos cardiacos poés-
infarto foi bem estabelecida (Hjalmarson et al., 1997; Pavlovic, 2000) e, de maneira
semelhante, fairmacos simpatomodulatérios centrais como clonidina e rilmelidina preveniram
danos miocardios decorrentes da estimulagdo simpdtica central por glutamato em coelhos

(Catelli et al., 2003).

A atividade vagal, contudo, foi sugerida como o maior componente da disfuncdo
cardiaca e pode preceder a ativagdo simpdtica no desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca
(Pomeranz et al., 1985). Ishise e colaboradores (1998) estudaram a regulacao autondmica da
funcdo cardiaca em cdes acordados com insuficiéncia cardiaca desencadeada por taquiarritmia
e revelaram ativagcdo precoce do sistema parassimpatico, com diminui¢do da contratilidade
cardiaca, seguida por um aumento gradual da atividade simpdtica. Da mesma maneira, em um
estudo envolvendo pacientes com isquemia miocardica espontanea e induzida, Manfrine e
colaboradores (2004) mostraram que, nos individuos com oclusdo arterial induzida,
predominavam estimulos vagais, enquanto o tonus simpdtico era majoritirio nos pacientes

com isquemia previamente estabelecida.

A acetilcolina (Ach), principal neurotransmissor do ramo parassimpatico do SNA, é
sintetizada no citosol do nervo terminal a partir da colina, a qual é acetilada pela colina
acetiltransferase. E, entdo, estocada em vesiculas e liberada através de estimulacdo vagal,
atuando sobre receptores pds-sindpticos muscarinicos € pré-ganglionares nicotinicos. Seus
efeitos sdo finalizados apds degradacdo pela acetilcolinesterase (ver Vasegui e Shivkumar,
2006). No miocdardio dos mamiferos estdo presentes, predominantemente, receptores
muscarinicos do subtipo M,. Estudos recentes sugerem que outros subtipos de receptores
muscarinicos estdo presentes no coragdo de diferentes espécies de mamiferos, inclusive

humanos, incluindo os subtipos M; M3 My e Ms.(Sharma et al., 1996; Shi et al., 1999; Wang
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et al., 2001; Krejci e Tucek, 2002). Embora a funcdo dos receptores ndo M, ndo seja bem
estabelecida até o momento, Wang e colaboradores (2007) revisaram as potenciais atividades
dos receptores M3z no controle cardiaco em condi¢des normais € em processos patologicos
como insuficiéncia cardiaca, isquemia miocérdica e arritmias. Tais atividades poderiam
incluir regulacio da frequéncia cardiaca e repolarizacio por ativacio das correntes de K,
modulagdo de efeitos inotrépicos, citoprotecdo contra injiria miocardica e participacdo na

geracdo e manutencao de fibrilacdo atrial.

A ativagdo dos receptores M, medeia efeitos cronotropicos e inotrépicos negativos, os
quais sdo mais significativos nos atrios que nos ventriculos (ver Caulfield, 1993 e 1998). Uma
das razdes para estas diferencas entre o miocdrdio atrial e ventricular pode ser o fato de que,
no coracdo humano, a inervagao parassimpdtica € muito mais densa nos nds sinoatrial e
atrioventricular que no ventriculo esquerdo (Lo’ffelholz e Pappano, 1985). Contudo, a maior
razdo para essa diferenca fundamental pode ser devida ao mecanismo efetor ativado pela Ach
no atrio e ventriculo. Em ambos, a ativagdo dos receptores M, € acoplada a proteina G,
através da via inibitéria Gi/Gy, e causa inibi¢do da enzima adenililciclase (AC), com
conseqiiente reducdo da produ¢cdo do AMPc mediada por AC e seu alvos, supressdo da
atividade dos canais de Ca** voltagem-dependentes e ativagdo dos canais de K* operados por
receptores, sendo o aumento da condutincia ao K" responsavel pelos efeitos cronotrpicos e
inotropicos. Nos tecidos atrial e nodal, porém, a ativacdo dos receptores M, ativa outra

proteina G, Gk, o que provoca aumento direto do efluxo de K* pela abertura dos canais de K,

independente de sistemas de segundo mensageiro (Kurachi, 1995; Caulfield, 1998).

A redugdo dos mecanismos vagais € o aumento da atividade simpdtica parece ser,
portanto, um mecanismo para preparar o sistema cardiovascular para as rdpidas variacoes na
frequéncia e débito cardiacos que ocorrem durante a doenga coronariana, embora as a¢des da
noradrenalina possam agrava-la. Alternativas farmacoldgicas destinadas a contrapor este
desequilibrio devem ser continuamente desenvolvidas, especialmente no que diz respeito a

funcdo parassimpdtica.

2.2. Cardioprotecao e estimulacao colinérgica

A cardioprote¢do inclui todos os mecanismos € meios que contribuem para a
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prevencao ou regressdo de doenga coronariana e de infarto do miocardio e suas complicacoes,
os quais foram extensamente revistos por Kiibler e Haass (1996). Varias medidas do dano
cardiaco tém valor preditivo para eventos cardiovasculares e incluem disfuncdo endotelial,
hipertrofia ventricular e disfuncdo diastdlica do ventriculo esquerdo, cuja presenga estd
associada ao aumento da incidéncia de eventos cardiovasculares fatais (Devereux et al., 2004;
Mancia, 2008). A avaliacdo da cardioprote¢do pode ser ainda realizada pela avaliagdo do
tracado eletrocardiografico, mendida da forca contrétil ou inotropismo cardiaco, sendo hoje
disponiveis vdrios modelos experimentais destinados a determinar in vitro € in vivo 0s

mecanismos de cardioprotecdo (Jovanovic e Jovanovic, 2007).

Alteracoes no tracado do ECG podem ser indicativas de disfuncdes cardiacas
ventriculares e alternativas que as atenuassem poderiam, assim, implicar em protecao
cardiaca. As alteracOes mais significativas incluem o segmento ST, onda T, e duracdo do
intervalo QT, a qual reflete anormalidades na repolarizacdo ventricular. Anormalidades do
segmento ST podem ocorrer com ou sem anormalidades da onda T, sendo o inverso
igualmente verdadeiro (Rautaharju et al., 2009). O supra-desnivelamento do segmento ST
pode ser indicativo de isquemia aguda ou infarto do miocardio, enquanto o infra-
desnivelamento estd associado a hipertrofia cardiaca e toxicidade por farmacos (Wagner et
al., 2009). A inversao da onda T, por sua vez, pode ser indicio de cardiomiopatia hipertrofica

ou hemorragia intracraniana (Rautaharju ez al., 2009).

As alteracdes do intervalo QT constituem a mais importante anormalidade do tracado
eletrocardiogréfico, devido a associacdo entre o prolongamento do intervalo QT e arritmias
ventriculares potencialmente fatais (Ahnve e Vallin, 1991; London et al., 1998; Magnano et
al., 2002; Rautaharju, et al. 2009). O prolongamento do intervalo QT pode ocorrer em
decorréncia do uso de drogas, alteragdes na regulacdao autondmica cardiaca (Murakawa, 2000)
ou alteracdes congénitas nos genes dos canais de K* (London et al., 1998). Independente da
via, o estabelecimento da chamada “Sindrome do QT Ilongo” (LQTS) leva ao
desenvolvimento de taquicardia ventricular polimorfica atipica conhecida como Torsade de
pointes e, em muitos, mas ndo todos os casos, leva a um risco relativamente elevado de morte

cardiaca subita (Antzelevitch, 2007).

O conceito de cardioprotecdo foi definido apds a observagdo de que curtos e repetidos

periodos de isquemia protegiam o cora¢do de um evento isquémico duradouro subsequente,
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num processo de pré-condicionamento isquémico (Murry er al., 1986). Com base nos
mecanismos celulares que envolvem o pré-condicionamento, vérias alternativas terapéuticas
contra a doencga cardiovascular isquémica foram avaliadas quanto a mecanismos e meios que
poderiam contribuir para a preserva¢do do coragdo, por reduzir ou mesmo prevenir danos
cardiacos (De Ferrari et al., 1992; Garaliene, 2001; Glover et al., 2007; Schmechel et al.,
2009).

Um principio essencial de cardioprotecdo consiste na manutencdo da homeostasia
cardiaca em condi¢des de hiperativacdo simpdtica e suas conseqiiéncias deletérias. Tal
protecdo € dada pela modulacdo dos varios processos fisioldgicos de regulacdo da atividade
de catecolaminas e seus receptores (De Ferrari, 1993). Varios estudos relataram que a
estimulagdo vagal, por aumentar as acdes cardiacas da Ach, poderia ter utilidade na doenca
cardiaca isquémica (Kent et al., 1973; Myers et al., 1974), como por exemplo nas arritmias de
reperfusdo (Zuanetti et al., 1987), na melhoria da funcdo ventricular esquerda (Henning et al.,
1990), na prevencdo de morte subita pos infarto agudo do miocéardio (IAM) (Vanoli et al.,
1991), no aumento do fluxo sanguineo coronariano em pacientes com angina (Zamotrinsky et

al., 2000) e na injuria de reperfusao (Katare et al., 2009).

Yao e Gross (1993) sugeriram que o mecanismo pelo qual a Ach protege o miocédrdio
poderia ser mediado pelos receptores muscarinicos cardiacos e canais de K* mitocondriais
ATP-dependentes (mitKatp), mas ndo através de vias relacionadas a sintese de 6xido nitrico.
O papel da Ach em ativar os mitK"s1p foi recentemente elucidado e envolve a produgio de
radicais livre de oxigénio (Oldenburg et al., 2002). Kakinuma e colaboradores (2005)
mostraram um efeito benéfico adicional da estimulag¢do vagal em condi¢des de isquemia, onde
a Ach liberada poderia proteger os cardiomidcitos da hipdxia aguda por induzir a0 aumento
do fator transcricional HIF-1a, o qual ativa a expressao de varios genes indispensdveis para a
sobrevivéncia celular em condi¢des de oxigénio escasso. Outro efeito benéfico da estimulacao
vagal seria a modulacio dos niveis de noradrenalina durante a isquemia aguda do miocdrdio
(Kawada et al., 2005). Em 2008, Kakinuma e colaboradores sugeriram que os cardiomidcitos
possuem um sistema de sintese de Ach que atua através da estimulacdo dos receptores
muscarinicos decorrente da estimulagdo vagal, constituindo um sistema amplificador dos
efeitos cardioprotetores do ramo parassimpatico. A estimulagdo elétrica vagal poderia, ainda,
atenuar as alteracOes eletrocardiograficas de isquemia do miocédrdio em cdes, melhorar a

fun¢do ventricular, induzir efeito cronotrépico negativo e aumentar a estabilidade elétrica do
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coracdo, diminuindo a probabilidade de arritmias (Henning et al., 1990; Del Rio et al., 2008).

Baseado no beneficio da estimulacdo vagal em proteger o coracdo contra episodios de
fibrilacdo ventricular, alterando favoravelmente a automaticidade cardiaca (Eliakim et al.,
1961; Waxman et al., 1988) e a refratariedade in vivo, (Schwartz et al., 1977; Martins e Zipes,
1980), foi proposto que farmacos colinérgicos também poderiam atuar como cardioprotetores
(De Ferrari et al., 1992). O tratamento de cdes com infarto do miocardio com oxotremorina,
um agonista muscarinico, resultou na reducdo de fibrilacdo ventricular e melhoria da
contratilidade, da mesma maneira que o propranolol, um B-bloqueador (De Ferrari, 1993). A
administracdo de baixas doses de escopolamina por via transdérmica, a pacientes com
insuficiéncia cardiaca leve a moderada aumentou a atividade cardiaca vagal, diminuindo a
frequéncia cardiaca e aumentando a variabilidade do intervalo RR, sem exercer efeitos
benéficos na tolerdncia ao exercicio ou na incidéncia e severidade de arritmias ventriculares
(La Rovere et al., 1994; Casadei et al., 1996; Venkatesh er al., 1996). Da mesma maneira, a
pirenzepina, um anédlogo da atropina, por via oral, foi capaz de exercer efeitos vagomiméticos
em baixas doses, aumentando a variabilidade da frequéncia cardiaca, também sem acdo

durante o exercicio e na prevengao de arritmias (Pedretti et al., 1995 e 2003).

Outra maneira de aumentar as acdes parassimpaticas da Ach seria impedir sua
degradacdo. Sobre o sistema cardiovascular, o emprego de anti-colinesterdsicos aumenta a
concentracdo do neurotransmissor na fenda sinaptica, favorecendo a interacdo da Ach com os
receptores muscarinicos (ver Reis et al., 1998). A parte da molécula da colinesterase onde
ocorre a hidrélise da Ach possui dois sitios: o esterdsico e o anidnico. O anidnico liga-se ao
nitrogénio quaterndrio da Ach e serve para orientar a ligacdo éster desse neurotransmissor ao
esterdsico. As moléculas dos inibidores da colinesterase, como neostigmina, Piridostigmina e
carbamatos, formam ésteres carbaminicos no ponto esterdsico, impedindo a hidrdlise da Ach.
A ligacdo resulta na hidrélise da neostigmina e Piridostigmina sendo esta, portanto, uma
inibicdo enzimdtica reversivel. Os carbamatos exercem inibicdo irreversivel com a

colinesterase, sendo frequentes os casos de intoxica¢do (Goodman e Gilman, 2006).

7z

A Piridostigmina é um fiarmaco usado em pacientes com miastenia gravis por
aumentar a concentracdo de Ach na placa motora, aumentando o tonus e a forca muscular.
Sua acdo cardiovascular € usualmente considerada efeito colateral, uma vez que no tratamento

da miastenia o objetivo € causar efeitos colinomiméticos sobre a musculatura esquelética
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(Castro et al., 2000). No entanto, trabalhos anteriores em ratos normais € em humanos
avaliaram o potencial terapéutico da Piridostigmina como farmaco cardioprotetor (Grabe-

Guimaraes et al., 1999; Sant’anna, et al. 2003).

A Piridostigmina, em humanos sadios, reduz a freqiiéncia cardiaca sem deprimir a
funcdo cardiaca (NoObrega et al., 1996; Pontes et al., 1998), inibe os aumentos do duplo
produto induzidos por estresse mental (Nobrega et al., 1999), inibe a resposta cronotrépica ao
exercicio sem reduzir a capacidade funcional (Serra et al., 1998), diminui a dispersdo do
intervalo QT do ECG no repouso (Castro et al., 2000) e aumenta a fun¢do diastdlica do
ventriculo esquerdo durante o estresse mental (Sant’anna et al., 2003). Estudos clinicos
mostraram que a Piridostigmina causa bradicardia de repouso (Stephenson e Kolka, 1990;
Nobrega et al., 1996), aumenta a variabilidade da freqii€ncia cardiaca observada no dominio
do tempo e da freqiiéncia (Izraeli et al., 1991; Reis et al., 1998), sem exercer efeitos negativos
sobre a funcdo sistdlica e diastolica (Pontes er al., 1998). Em pacientes com doenca
coronariana, a administracdo de Piridostigmina pode diminuir o intervalo QTc em repouso
(Castro et al., 2002) e ap6és o exercicio (Castro et al., 2006), proteger contra a isquemia
miocdrdica induzida pelo esforco (Castro et al., 2004), impedir o comprometimento da funcao
miocédrdica causada por estresse mental (Nobrega et al., 2008) e melhorar os perfis

autonomicos e hemodinamicos durante o exercicio (Serra et al., 2009).

A administrac¢do oral em dose tnica de brometo de Piridostigmina em ratos foi capaz
de atenuar as respostas cardiovasculares excitatorias de maneira dose-dependente. Mais
especificamente, as variacdes de dP/dt,,sx e do duplo e triplo produtos, ou seja, as variacdes de
contratilidade do miocardio e consumo de oxigénio pelo mesmo, induzidas pela administracao
intracerebroventricular (ICV) de glutamato, foram reduzidas (Grabe-Guimaraes et al., 1999).
Também foi avaliada a eficdcia da Piridostigmina em um modelo de isquemia do miocardio
induzida pela inibicdo aguda da sintese do 6xido nitrico em ratos, os quais foram submetidos
a estimulacdo pelo glutamato ICV, resultando em reduc@o de alteracdes na morfologia do
ECG indicativas de isquemia do miocardio (Grabe-Guimardes, 2000). Globalmente, estes
estudos confirmam a hipétese de que a estimulagdo colinérgica pela administracdo de
Piridostigmina pode se tornar uma opg¢do teraputica para pacientes com doencgas
cardiovasculares (Nobrega e Castro, 2000). No entanto, sua curta meia-vida de eliminacdo
(Kolka e Stephenson, 1990) e a incidéncia de efeitos adversos (Kluwe et al., 1989) sdo fatores

que podem limitar seu uso prolongado.
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2.3. Lipossomas

Os lipossomas sao vesiculas esféricas compostas por uma bicamada fosfolipidica
concéntrica, que encerram no seu interior um determinado volume de solug¢do aquosa.
Inicialmente usados como modelos de membranas bioldgicas (Bangham et al., 1965), t€ém
sido frequentemente utilizados como vetores no transporte e liberacdo de farmacos, podendo
encapsular substancias hidrofilicas em seu interior, hidrofébicas em suas bicamadas lipidicas

e anfifilicas na interface lipidio/dgua (Lasic, 1998).

N

Existe uma variedade de lipossomas no que diz respeito a composi¢do molecular,
estrutura e tamanho. Assim, de acordo com a lamelaridade e tamanho, os lipossomas

convencionais sdo classificados em (Gregoriadis, 1993):

- Lipossomas unilamelares pequenos (SUVs): compostos por apenas uma bicamada

lipidica, possuem diametro entre 20 e 100 nm;

- Lipossomas unilamelares grandes (LUVs): intermedidrios na escala de tamanho

(100 nm a 1 pm), possuem uma tnica bicamada fosfolipidica;

- Lipossomas multilamelares (MLVs): a membrana é formada por vérias camadas

fosfolipidicas concéntricas, com diametro desde 400 nm até alguns micrometros;

- Lipossomas gigantes (GVs): geralmente unilamelares, possuem didmetro superior a

I um.

O processo de preparacdo dos lipossomas € crucial para delinear o tipo de estrutura a
ser obtida. O desenvolvimento bem sucedido de uma formulacdo depende de fatores como
selecdo dos lipidios, natureza da substincia a ser encapsulada, método utilizado na
incorporacdo do agente a ser encapsulado e metodologia de obtencdo das vesiculas. Existem
véarias metodologias (Hope et al., 1986) para a preparacdo de lipossomas, que, de modo geral,
sd0 compostas por trés etapas bdsicas: 1) diluicdo dos fosfolipidios em solvente organico
seguida de evaporagdo deste para obtencdo do filme lipidico; 2) hidratacdo do filme lipidico
em meio aquoso; 3) reducdo do tamanho da vesicula e/ou do nimero de camadas, se for o

caso.
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A encapsulacdo de substancias em lipossomas permite sua distribui¢do corporal
diferenciada, podendo demonstrar maior estabilidade, modificadas interacdes com células
hospedeiras e patogénicas (Blume e Cevic, 1990), além de atingir alvos especificos, como
células e tecidos, aumentando a poténcia e/ou reduzindo a toxicidade da substancia
encapsulada. O tipo lipossomal utilizado para uma determinada finalidade estd diretamente
relacionado a sua composicio e estrutura e, dependendo da forma de administracido, pode

alcancar diferentes sitios no organismo (Lasic, 1998).

Ap6s administracio endovenosa, os lipossomas convencionais sdo rapidamente
removidos da corrente circulatéria e intensamente capturados no figado pelos macréfagos
(Frezard et al., 2005). A remocdo desses lipossomas da corrente circulatoria depende do
tamanho, carga de superficie e estabilidade. Geralmente, vesiculas grandes e carregadas
positivamente sdo fagocitadas mais rapidamente que aquelas com carga negativa (Patel,
1992). A adigdo de polietilenoglicol (PEG) a superficie lipossomal origina estruturas furtivas,
estericamente estabilizadas, as quais escapam do sistema fagocitdrio devido a redugdo da
opsonizacdo das vesiculas pelas proteinas plasmaticas, proporcionando maior tempo de

circulacao (Klibanov et al., 1990; Woodle, 1995).

Caride e Zaret descreveram, em 1977, o acumulo espontaneo de lipossomas neutros e
carregados positivamente em tecido cardiaco infartado. Experimentos de Palmer e
colaboradores (1984) demonstraram que o acimulo de lipossomas em tecidos com isquemia €
um fendmeno geral, que pode ser explicado por menor filtracdo nestas dreas. Ao estudar o
acimulo de imunolipossomas no tecido infartado de coelho, Torchilin e colaboradores (1992)
observaram que lipossomas de circulagdo prolongada, estabilizados estericamente com PEG,
sofrem maior actimulo no tecido infartado de coelhos em relagdo aos lipossomas
convencionais. A dimensdo deste acimulo dependeria, ainda, do tamanho das vesiculas
(Torchilin et al., 1996). Estas observacdes levaram a constatacdo de que lipossomas podem
ser usados para liberacdo passiva de farmacos em tecidos isquémicos para fins diagndsticos e

terapéuticos, particularmente no infarto do miocérdio (Torchilin, 1995; Verma et al., 2005).

Considerando o exposto, neste trabalho foi veiculada a Piridostigmina, substancia
hidrofilica, no compartimento aquoso de lipossomas estericamente estabilizados e avaliada

sua acdo cardioprotetora em condicdes de hiperatividade do sistema nervoso simpatico.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Avaliar a acdo cardioprotetora da Piridostigmina veiculada em lipossomas.

3.2. Objetivos Especificos:

1 Encapsular o brometo de Piridostigmina em lipossomas estabilizados estericamente e

realizar sua caracterizacao fisico-quimica.

2 Avaliar a acdo cardioprotetora da Piridostigmina veiculada em lipossomas em um

modelo de estimulacio simpdtica periférica por administracdo de noradrenalina.
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4. METODOLOGIA

4.1. Preparacao dos lipossomas contendo Piridostigmina

Foram preparados lipossomas “rigidos” estericamente estabilizados, compostos pelos
lipidios distearoil-fosfatidilcolina (DSPC) (Lipoid GmbH, Alemanha) colesterol (CHOL)
(Sigma, EUA), e distearoil-fosfatidiletanolamina acoplado a um polimero de etilenoglicol
(DSPE-PEG) (Lipoid GmbH, Alemanha) na relacdo molar 5:4:0,3 em um total de lipidios de
91 mM.

Os lipossomas foram obtidos através da metodologia de
congelamento/descongelamento seguida de extrusdo, proposta por Nayar e colaboradores
(1989). Os lipidios foram solubilizados em cloroférmio e este evaporado com auxilio de um
evaporador rotatorio (Laborota4000®, Heidolph Instruments, Alemanha) a 70 rpm e 60°C por
10 minutos, levando a formacdo de um fino filme lipidico nas paredes do baldo. Apds
completa remog¢ao do solvente organico, o filme lipidico foi hidratado por solucio de brometo
de Piridostigmina isosmética em relagdo ao plasma (37,0 mg/ml - Sigma, EUA) para
obtencdo de lipossomas multilamelares contendo a substincia ativa, ou por solucdo salina
tamponada (PBS - NaCl 0,15 M, fosfato 0,01 M, pH 7,2) para a obtencdo de lipossomas
“brancos”. As solucdes obtidas foram, entdo, homogeneizadas por 5 minutos em evaporador
rotatério e submetidas a 10 ciclos de congelamento e descongelamento utilizando nitrogénio
liquido e banho a 60°C, o que favorece a encapsulacdo da substancia ativa hidrofilica no
compartimento aquoso lipossomal. Em seguida, para obtencdo de LUV’s com dispersao de
tamanho uniforme, a solu¢cdo de lipossomas foi filtrada sob pressdo em extrusora (Lipex
Biomembranes, Canad4). Foram realizados dez ciclos de extrusdo através de membranas de
policarbonato de 25 mm de diametro e poros de 0,2 um, sob pressdao de 200 a 300 psi e

temperatura controlada a 60°C.

A separacdo da Piridostigmina encapsulada da niao encapsulada nos lipossomas foi
realizada mantendo-se a preparacdo em dialise em tampao fosfato (pH= 7,2) durante 24 horas,
utilizando membrana de celulose de 6mm de didmetro (Sigma, EUA). Pequena fracdo da

preparacao antes da didlise foi separada para determinac¢do da eficiéncia de encapsulacao.
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Figura 1: Desenho esquematico do processo de preparagdo dos lipossomas.
4.2. Caracterizacao da preparacao de lipossomas
4.2.1.Determinacao da eficiéncia de encapsulacao

Para a quantificacdo da Piridostigmina encapsulada nos lipossomas furtivos, amostras
foram solubilizadas em metanol, para rompimento da membrana vesicular e sua consequente
liberacdo, e os doseamentos realizados em triplicata por espectrofotometria no ultravioleta no
comprimento de onda de 270 nm (Hegazy et al., 2002). As leituras de absor¢des foram
corrigidas pelas leituras de absor¢cdo de amostras de lipossomas brancos, utilizando-se como
referéncia uma curva padrao de Piridostigmina, linear no intervalo de concentracio entre 0,01

e 0,09 mg/ml (Figura 2).

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi calculada como o teor de Piridostigmina
presente na formulagdo apds didlise de 24 horas, em relagdo ao total encontrado na preparagao

nao submetida a didlise, através da equagao:

EE¢, = concentragdo de Piridostigmina nos lipossomas x 100

concentracdo total de Piridostigmina

Alessandra Teixeira Vidal
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4.2.2. Avaliacao da estabilidade da formulacido de lipossomas

Com o objetivo de avaliar o percentual de Piridostigmina liberado do interior das
vesiculas em funcdo do tempo, a formulagdo lipossomal foi armazenada em geladeira, a 4°C,
por 30 dias. Apos 7, 14, 21 e 30 dias da preparacdo, 100 ul da formulagdo lipossomal
contendo Piridostigmina e da preparacdo de lipossomas brancos foram colocados em
ultrafiltros de celulose (Microcon® 50,000 MWCO) e centrifugados por 30 minutos a
12000 rpm, de modo a permitir que a fracdo livre passasse livremente pela membrana de

filtracdo (filtrado) e a fracdo encapsulada fosse retida (sobrenadante).

Filtrado e sobrenadante foram solubilizados em 5,0 ml de metanol e, em seguida,
submetidos ao doseamento por espectrofotometria no ultravioleta (270 nm), sendo os valores
obtidos comparados aqueles referentes a preparagdo inicial, para fim de cédlculo do percentual

de liberagdo da Piridostigmina a partir dos lipossomas, através da equagao:

Liberacdog, = 100 -{ concentracdo de Piridostigmina na preparacao armazenada x 100

concentracdo de Piridostigmina na preparacao inicial

4.2.3.Determinacao da concentracao de lipidio dos lipossomas e da relacao

Piridostigmina/lipidio

O teor de fosfolipidios contido nas preparacdes de lipossomas foi determinado por
método colorimétrico proposto por Stewart (1980), onde uma solugdo de cloroférmio
contendo fosfolipidios é misturada ao ferrotiocianato de amonio a temperatura ambiente,
sendo formado um complexo colorido que absorve luz visivel (comprimento de onda

maximo: 488nm).

Uma curva padrdo em fungdo de diferentes concentragdes de DSPC (lipidio base) foi
obtida misturando-se 2 ml de solu¢@o de ferrotiocianato de amoénio a 2 ml de cloroférmio
contendo concentragdes crescentes do fosfolipidio. As concentracdes de fosfolipidio presentes
nas amostras de lipossomas foram determinadas em duplicata, utilizando-se uma curva padrao

de DSPC, linear no intervalo de concentragdo entre 0,03 e 0,15 mg/ml. A relacdo

Alessandra Teixeira Vidal
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Piridostigmina/lipidio foi determinada pela razdo entre Piridostigmina presente na preparacao

lipossomal e o teor de lipidios, em p/p.

4.2.4.Determinaciao do tamanho dos lipossomas

O tamanho das particulas e indice de polidispersdao do tamanho das moléculas da
preparacao foram determinados por espectroscopia de correlacdo de fétons, utilizando
Nanosizer N5 (Beckman Coulter, EUA). As preparagdes contendo Piridostigmina e salina
tamponada foram diluidas na propor¢ao de 1:250 em édgua Milli-Q® e a distribuicdo de

tamanho e a polidispersdo foram avaliadas efetuando-se trés leituras para cada amostra.

4.2.5.Determinacao do potencial zeta dos lipossomas

O potencial zeta foi determinado pela medida da mobilidade eletroforética, utilizando
o Zetasizer 3000 HS (Malvern Instruments, Reino Unido). As prepara¢des contendo
Piridostigmina e salina tamponada foram diluidas na propor¢ao de 1:200 em dgua Milli-Q® e

as leituras efetuadas em triplicata.

4.2.6. Perfil de liberacao in vitro da Piridostigmina a partir dos lipossomas

A formulacdo lipossomal de Piridostigmina foi incubada em solugao salina tamponada
a 37°C e, apos 1, 2, 4, 6, e 24 horas, 200 ul da formulacdo lipossomal contendo
Piridostigmina e da preparacdo de lipossomas brancos foram colocados em ultrafiltros de
celulose (Microcon® 50,000 MWCO) e centrifugados por 30 minutos a 12000 rpm, de modo a
permitir que a frag@o livre passasse livremente pela membrana de filtracao (filtrado) e a fragdo

encapsulada fosse retida (sobrenadante).

Filtrado e sobrenadante foram solubilizados em 5,0 ml de metanol e, em seguida,
submetidos ao doseamento por espectrofotometria no ultravioleta (270 nm), sendo os valores
obtidos comparados aqueles referentes a preparagdo inicial, a fim de determinar o perfil de

liberacdo in vitro da Piridostigmina a partir dos lipossomas.
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4.3. Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 270 e 320 gramas, fornecidos
pelo biotério central da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Os animais foram
mantidos no biotério da Escola de Farmdacia da UFOP até sua utilizacdo, sob ciclo de 12 horas

claro/escuro e recebendo dgua e racao (Socil®) ad libitum.

4.4. Procedimentos cirirgicos e obtencao dos sinais cardiovasculares

Os animais receberam pentobarbital sédico na dose de 60 mg/kg, por via
intraperitoneal (IP). Apds a anestesia ter alcancado a profundidade necessdria, os animais
foram traqueostomizados utilizando-se um tubo de polietileno (PE) e deixados sob respiracao

espontanea.

Apos tricotomia e assepsia da regido inguinal esquerda, foi realizada uma pequena
incisdo para exposicdo do feixe femoral. Para obtencdo dos sinais da pressdo arterial (PA) e
para a administracdo intravenosa (IV) das formulacOes, foram inseridos catéteres de
polietileno na artéria e veia femorais esquerdas, respectivamente. Os catéteres foram
confeccionados unindo-se por aquecimento 5,0 cm de tubo de PE10 a 15,0 cm de tubo de
PE50, preenchidos com solucdo salina e ocluidos por agulhas 25x7 cortadas. Apds a
cateterizacdo, a extremidade PE10 localizava-se na aorta abdominal, abaixo das artérias

renais, para registro da pressao arterial, e veia cava inferior, para inje¢do das formulacdes.

A extremidade PES50 do cateter inserido na artéria femoral foi acoplada a um
transdutor de pressdo TruWave® (Edwards Lifescience, Canad4) para aquisicdo dos sinais de
PA. Para possibilitar a medicdo da diferenca de potencial relativa a derivacdo DII do
eletrocardiograma (ECG), agulhas hipodérmicas de aco inoxiddvel foram inseridas no tecido
subcutdneo dos animais. Os sensores de ECG e transdutor de PA foram acoplados a um
sistema condicionador que fornecia sinais em tempo real a uma freqiiéncia de 1200 Hz,

processados por uma placa conversora analgico-digital (DagBoard/2001, EUA).
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Figura 2: Sistema de aquisi¢cdo dos sinais de ECG e PA.

4.5. Ativaciao farmacologica do sistema nervoso simpatico

4.5.1.Padronizacio do modelo

A simulacdo das condi¢des de hiperatividade do sistema nervoso simpético prevalente
nas patologias cardiovasculares foi procedida pela administra¢do intravenosa de noradrenalina
(NA). Para determina¢@o de uma dose de NA capaz de induzir aumentos significativos da PA
e variacdo dos parametros do ECG em ratos, foram realizados experimentos para triagem e
padronizacdo do modelo a ser utilizado nos experimentos. As doses avaliadas foram 1 pg,

3 uge 10 ug de NA IV in bolus.

4.5.2.Protocolo experimental

A atividade cardioprotetora da Piridostigmina foi avaliada pela administracao IV de
solu¢do de Piridostigmina nas formas livre (Pir) ou encapsulada em lipossomas (PirLipo),
seguida de estimulacdo simpatica pela administragdo de NA nos tempos 1, 2, 4 e 6 horas apos
a administracdo de Piridostigmina. Para tanto, as doses utilizadas foram de 0,1; 0,3 e

1,0 mg/kg de Piridostigmina, sendo avaliados 6 animais por grupo.

Os experimentos foram realizados nos animais anestesiados de acordo com protocolo

experimental abaixo descrito.
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1. Procedimento cirtrgico;

2. Dois minutos de registro controle;

3. Injecdo IV in bolus da solugdo de Piridostigmina na forma livre ou lipossomal, solu¢io
salina ou lipossomas brancos;

4. Tempo de acdo da Piridostigmina (1, 2, 4 ou 6 horas);

5. Dois minutos de registro controle;

6. Injecdo IV in bolus da solucdo de NA;

7

Dez minutos de registro continuo apds inje¢ao.

Pir ou
Anestesia PirLipo Controle  NA

Al = L_1llzl4lllgh_ [y
el TR TR G IREE B RS S

v
'
'
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0

Figura 3: Desenho esquematico do protocolo experimental

4.6. Analise dos parametros cardiovasculares

Os registros digitais dos experimentos foram convertidos através do software Matlab
7.0 (MathWorks, EUA) e analisados por inspe¢do visual com o auxilio do software WinDaq
(DATAQ Instruments, EUA). Foram selecionados segmentos em instantes especificos, os
quais foram gravados para posterior obtencdo dos parametros cardiovasculares, sendo 16

segmentos por animal e 3264 segmentos no total.

Foram extraidos os seguintes parametros cardiovasculares: pressdo arterial sistdlica
(PAS) e diastdlica (PAD), freqiiéncia cardiaca (FC) e intervalos QT, RR, PR e complexo QRS
do ECG e correcdo do intervalo QT pelo indice de Fridericia (1920): QT = QT/(RR)IB, oS

quais sdo representados na figura 4 abaixo.

Onda P — Primeira onda do ECG normal, corresponde a despolarizacdo atrial, que

inicia-se no 4trio direito e se estende ao atrio esquerdo.

Intervalo PR — Intervalo de tempo medido entre o inicio da onda P e o inicio do
complexo QRS, representa o intervalo de tempo compreendido entre o comego da

despolarizagdo atrial e ventricular.
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Complexo QRS - Compreende as rdpidas deflexdes produzidas durante a
despolarizagdo dos ventriculos. E composto por uma deflexio ascendente, a onda R, a qual é

precedida e sucedida por deflexdes descendentes - onda Q e onda S, respectivamente.
Onda T - Representa a repolarizacio ventricular e € normalmente ascendente.

Intervalo QT — Corresponde a sistole elétrica total ventricular, compreendendo o
tempo desde a despolarizagdo até a repolarizacdo dos ventriculos direito e esquerdo,

respectivamente, e inclui o complexo QRS, o segmento ST e a onda T.

Intervalo RR — Parametro determinante da freqiiéncia cardiaca, representa o intervalo

entre duas ondas R adjacentes.

Figura 4: Tracado normal do ECG

Para avaliacdo dos efeitos da Piridostigmina, as andlises dos parametros obtidos do
ECG e de PA foram realizadas, de acordo com os aspectos observados para o protocolo de
estimulagcdo simpdtica, nos tempos 5; 10; 15; 20; 25; 30 e 45 segundos e 1; 1,5;2; 3; 4 e 5
minutos apds administracio de NA. Para a elimina¢do de possiveis vicios na andlise dos
parametros do ECG, os seguimentos posteriores a administracdo de NA foram analisados

antes do periodo controle, pelo mesmo observador em mais de um momento e ainda por um

segundo observador.
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4.7. Analise estatistica

Por atenderem ao teste de normalidade, os parametros do ECG e de PA foram
analisados por One-way ANOVA seguida do pos-teste de Tukey. O software GraphPad
Prism® 5.0 (GraphPad Software, EUA) foi utilizado como ferramenta para as andlises
estatisticas. Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) e as
diferengas foram consideradas significativas quando o valor de P foi menor ou igual a 0,05 (P

<0,05).

Alessandra Teixeira Vidal
22



Resultados

S. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao da preparacao de lipossomas

5.1.1.Determinacio da eficiéncia de encapsulacao

A tabela 1 apresenta os valores da eficiéncia de encapsula¢do da Piridostigmina nos
lipossomas apds didlise da preparacdo por 24 horas. As concentracdes das amostras foram
determinadas por espectrofotometria no UV a partir equacdo da reta obtida de curva padrio

visualizada na figura 5.

Curva Padrao de Piridostigmina
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Figura 5: Curva padrio da Piridostigmina obtida por espectrofotometria no ultra-violeta (270nm)

y=0,04561 + 15,94x, r=0,9983

Tabela 1: Doseamento de Piridostigmina em amostras de lipossomas.

Concentracao na amostra de
lipossomas apés dialise

(mg/ml)

Eficiéncia de Encapsulacao
(%)

Concentracao na preparacao
sem dialise (mg/ml)

35,56 £2,43 5,60 £ 0,85 15,48 +3,47
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5.1.2. Avaliacao da estabilidade da formulacido de lipossomas

Os valores obtidos na avaliacdo da estabilidade da formulacdo de Piridostigmina
encapsulada em lipossomas e armazenada em geladeira (4°C) estdo apresentados na tabela 2.
Nos primeiros sete dias apds preparacao a formulacido apresentou liberacdao de apenas 4,5%
do conteudo encapsulado. Ja apds a segunda semana foi observado, em média, 15% de

liberagdo da substincia ativa por semana até o periodo avaliado de 30 dias.

Tabela 2: Pardmetros indicadores de estabilidade da formulagdo de lipossomas contendo Piridostigmina no
periodo de 30 dias.

Periodo apos preparacio

(dias) Concentracao (mg/ml) % Liberacao
0 10,28 -
7 9,81 4,53
14 8,52 17,12
21 7,07 31,23
30 5,92 44,89

5.1.3.Determinacao da concentrac¢ao de lipidio dos lipossomas e da relacao

Piridostigmina/lipidio

A tabela 3 apresenta a concentracdo de fosfolipidios (DSPC, fosfolipidio base) contido

nas preparacOes de lipossomas e a relacdo farmaco/lipidio, calculada a partir equacdo da reta

obtida da curva padrdo visualizada na figura 6.

Alessandra Teixeira Vidal
24



Resultados

Curva padrao de DSPC
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Figura 6: Curva padrio de fosfolipidios (DSPC) obtida por espectrofotometria no visivel (470nm)

y=3,1556x-0,0514, r=0,9995

Tabela 3: Concentracdo de DSPC em amostras de lipossomas e relacao farmaco/lipidio.

Concentracao DSPC mg/ml Relacao Pir/DSPC
Piridostigmina 5748 0,09
PBS 39,26 )

5.1.4.Determinacdo do tamanho dos lipossomas

O diametro médio das vesiculas lipidicas e indice de polidispersdo do tamanho da
populacdo, determinados por espectroscopia de correlacdo de fétons, dos lipossomas brancos
e contendo Piridostigmina sdo apresentados na tabela 4. A figura 7 apresenta graficamente os

resultados obtidos da anélise do tamanho das particulas.

Tabela 4: Diametro médio e indice de polidispersao da populagdo de lipossomas

Diametro médio (nm) Indice de polidispersio
Piridostigmina 174,3 £ 6,01 0,061 £ 0,0127
PBS 158,5+4,42 0,070 £ 0,0133
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Distribuicéo de tamanho

Y%

50
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Diametro (nm)

Figura 7: Registro grafico da andlise de tamanho dos lipossomas contendo Piridostigmina

5.1.5.Determinacao do potencial zeta dos lipossomas

A tabela 5 apresenta os valores da determinagdo da carga superficial (potencial zeta)

para a preparacdo de lipossomas contendo Piridostigmina e para a preparacao de lipossomas

brancos. A figura 8 apresenta graficamente os valores de potencial zeta obtidos.

Tabela 5: Potencial zeta das amostras de lipossomas.

Potencial Zeta (mV)
Piridostigmina -50,6 £2,5
PBS -41,2+09
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Figura 8: Registro grafico do potencial zeta dos lipossomas contendo Piridostigmina.

5.1.6.Perfil de liberacao in vitro da Piridostigmina a partir dos lipossomas

Os valores obtidos na avaliacdo da liberacdo in vitro da Piridostigmina a partir dos
lipossomas incubados a 37°C estdo apresentados na tabela 6. Nao foi observada liberacao da
Piridostigmina nas 2 primeiras horas de incubacdo, sendo observado retencdo de mais de 80%

da substancia ativa ap6s 24 horas de incubacao.

Tabela 6: Parimetros indicadores da liberacdo da Piridostigmina dos lipossomas a 37°C.

Tempo de incubacao

(horas) Concentragio (mg/ml) % Liberacao
0 6,72 -
1 6,70 0,37
2 6,70 043
4 6,33 5.87
6 6,00 10,78
24 5.01 28.88
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5.2. Avaliacao das alteracoes dos parametros cardiovasculares em ratos Wistar

submetidos a ativacao simpatica

5.2.1.Padronizacao do modelo

Para a determinagdo da dose de NA a ser utilizada no modelo de ativagdao simpdtica
para a posterior avaliacdo da potencial atividade protetora da Piridostigmina, foi utilizada
inicialmente a dose de 10 pg de NA. Foi observado entdo, em 8 animais, que esta dose levou
a morte 3 animais. Nos animais que nao morreram devido a NA, foram observadas alteragdes

dos sinais de ECG e de PA ndo reversiveis no tempo experimental de 10 minutos.

Foram avaliadas, entdo, as doses de 1ug e 3 pg, as quais causaram alteracOes
significativas de PA e ECG que retornavam aos valores basais apds o tempo experimental de
5 minutos. Para o parametro PA, foram observados aumentos relevantes a partir de
5 segundos apds a administracdo de NA, com um maximo de variagdo de 55% e 73% ap0s
15 segundos para as doses de 1 e 3 ug, respectivamente, com retorno aos valores basais apos

cerca de 3 minutos, como mostra a figura 9.

A andlise do tracado do ECG mostrou que a administracdo de 1 ug de NA causou
aumento relevante do intervalo QT, com variacdo médxima de 20% apds 20 segundos, sem
alteracOes significativas dos demais parametros. Apos a administragdo de 3 pug de NA foi
observado, além de prolongamento do intervalo QT (22% apds 20 segundos), discreto
aumento do intervalo PR e complexo QRS (5% e 6% apds 20 segundos, respectivamente) e
aumento importante do intervalo RR (figura 10), implicando em uma reducdo média de 18%

na FC apds 20 segundos, com retorno aos valores basais apds cerca de 3 minutos.

Assim, as doses de 1 pg e 3 ug foram selecionadas para a realizacdo dos experimentos

com a Piridostigmina.
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Figura 9: Exemplo de registro do sinal da PA ao longo do tempo apds administragcdo IV de NA.
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Figura 10: ParAmetros do ECG em animais antes (A) e apds (B) a administragdo IV de NA.

Alessandra Teixeira Vidal

29



Resultados

5.2.2. Avaliacao das alteracoes dos parametros cardiovasculares em ratos Wistar

tratados com Piridostigmina

Para a avaliacdo da potencial atividade cardioprotetora da Piridostigmina, foram
utilizadas as doses 0,1; 0,3 e 1,0 mg/kg, sendo a primeira dose 100 vezes menor que a
utilizada em ratos por via oral — 10 mg/kg, e que apresentou tal atividade (Grabe-Guimaraes

etal., 1999).

A administracdo IV de 1,0 mg/kg de solucdo de Piridostigmina livre causou aos
animais alteracOes tdéxicas caracteristicas de hiperestimulacdo colinérgica, como piloere¢ao,
secrecdo nasal, aumento da motilidade intestinal, mic¢do, rigidez da cauda e bradicardia
severa observada no ECG, sendo descontinuados os experimentos para esta dose. A
encapsulacio da Piridostigmina foi capaz de reduzir os sinais de toxicidade, uma vez que nao
foram observados os mesmos efeitos apds a administracdo de 1,0 mg/kg da formulacdo em

lipossomas.

O brometo de Piridostigmina nas doses 0,1 e 0,3 mg/kg para a forma livre e 0,1, 0,3 e
1,0 mg/kg para a formulacdo lipossomal, administrado aos animais antes da estimulagdo
simpdtica com noradrenalina ndo induziu alteracdes relevantes de PA (figura 11) e parametros
do ECG (figuras 12 e 13). O tratamento dos animais com Piridostigmina ndo alterou os
valores absolutos basais da PA e parametros do ECG quando comparados ao grupo ndo

tratado, conforme apresentado nas tabelas 7 a 14.

As figuras 15 a 72 apresentam as variagdes percentuais dos parametros do ECG —
intervalo QT (15 a 22), intervalo PR, (25 a 32) e complexo QRS (33 a 40) — em animais ndo
tratados (controle) e tratados com Piridostigmina nas formas livre ou lipossomal em diferentes
doses e submetidos a ativagdo simpdtica. Nas figuras 41 a 56 sdo apresentadas as variagdes
percentuais da pressdo arterial — PAS (41 a 48) e PAD (49 a 56). As figuras 57 a 64
apresentam as variagdes percentuais da FC e as varia¢des do intervalo QT corrigido pela FC,
QTc, sdo apresentadas nas figuras 65 a 72. As tabelas 7 a 14 apresentam os valores absolutos
de todos os parametros, para os diferentes tempos experimentais. Os valores das variacdes
percentuais de todos os parametros constantes dos graficos estdo apresentados nas tabelas 15 a

28 do anexo.
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A administragcdo IV de Piridostigmina foi capaz de reduzir as alteracdes causadas pela
NA sobre o intervalo QT (figura 14). Nos animais que receberam Piridostigmina livre (0,1 e
0,3 mg/kg) 1 hora antes da estimulagdo simpdtica com 1 g de NA, foi observada inibi¢dao
significativa (variagdes maximas 8,7 e 6,5 %, respectivamente) das alteragdes causadas pela
NA sobre o intervalo QT. Esses efeitos ndo foram observados para as trés doses (0,1, 0,3 e
1,0 mg/kg) da formulacdo em lipossomas no mesmo tempo e mesma dose de NA (figura 15).
Para a estimulagcdo simpdtica pela administracdo de 3 pg de NA 1 hora apds os tratamentos,
apenas a formulagdo livre na dose de 0,3 mg/kg inibiu significativamente o prolongamento do
intervalo QT, sendo observado a variacdo maxima de 6,6 %, (figura 19), o que ndo foi
verificado apds a administra¢do da Piridostigmina na menor dose e nem da Piridostigmina em
lipossomas. A variacdo méxima do intervalo QT ocorreu entre 15 e 25 segundos apds a

administracao de ambas as doses de NA.

Os efeitos inibitorios sobre as variacOes do intervalo QT observados nos grupos
tratados com a Piridostigmina na forma livre reduziram no tempo de 2 horas apds a
administracdo, razdo pela qual tal formulacdo ndo foi avaliada nos protocolos com tempos
superiores a 2 horas. Por outro lado, 2 horas apds o tratamento com a formulagdo lipossomal
contendo Piridostigmina nas doses 0,1, 0,3 e 1,0 mg/kg foram observadas redugdes
significativas do prolongamento do intervalo QT induzidas por 1 pug de NA, com variacdo
maxima de 10,1, 7,8 e 8,5 %, respectivamente (figura 16). Ap6s administracdo de 3 pug de
NA, as doses 0,3 e 1,0 mg/kg foram capazes de reduzir significativamente as variacdes do
intervalo QT, com maximos de variacdo de 14,8 e 9,7 %, respectivamente (figura 20). Para

todos os grupos, as alteragdes foram maximas entre 15 e 30 segundos apds a administracdo.

A encapsulacao da Piridostigmina em lipossomas permitiu o aumento do tempo de sua
atividade inibidora do prolongamento do intervalo QT. Os efeitos anteriormente observados
com o uso da Piridostigmina sobre o intervalo QT foram mantidos quando os animais foram
tratados, 4 horas antes da estimulacdo simpatica, com 0,3 e 1,0 mg/kg para 1 pg de NA ou
1,0 mg/kg para 3 pg de NA (figuras 17 e 21, respectivamente). O tratamento com
Piridostigmina 1,0 mg/kg em lipossomas manteve a inibi¢cdo da acdo da NA sobre o intervalo
QT até 6 horas apds sua administragdo, apenas quando foi administrada NA 1 pg (figuras 18 e
22). As figuras 23 e 24 destacam os efeitos das diferentes formulacdes de Piridostigmina em

inibir as variacdes maximas do intervalo QT, as quais ocorreram entre 15 e 30 segundos apds
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a administracdo de NA.

A estimulagdo simpdtica com 1 ug de NA ndo levou a alteragdes relevantes do
intervalo PR. Nos animais tratados com Piridostigmina nas formas livres e lipossomal, nos
diferentes tempos experimentais, ndo houve alteragdes deste padrdo de resposta, como pode
ser observado nas figuras 25 a 28. A administragdo de 3 g de NA levou a um discreto
prolongamento do intervalo PR - cerca de 6% em relacdo ao periodo controle - nos 30
primeiros segundos. O tratamento prévio com Piridostigmina nas formas livres e lipossomal,
para todas as doses e tempos experimentais, foi capaz de inibir significativamente tal

alteracdo, como mostrado nas figuras 29 a 32.

Nao foram observadas diferencas significativas do complexo QRS entre os animais
ndo tratados e submetidos a estimula¢do simpética com ambas as doses de NA e tratados com
Piridostigmina nas formas livres e lipossomal, nos diferentes tempos experimentais, conforme

figuras 33 a 36 e 37 a 40, para as doses de 1 e 3 ug de NA, respectivamente.

A NA induziu aumentos marcantes de PA. Para a PAS (figuras 41 a 48), foram
observados aumentos maximos de 55 e 76% apds 15 segundos da administracdo de NA 1 uge
3 ug, respectivamente. O tratamento prévio com Piridostigmina 0,3 mg/kg na forma livre, 1
hora antes da estimulagdo simpdtica, foi capaz de impedir significativamente o aumento
causado por 1 ng de NA, com variacdo maxima de 26% (figura 41). Apesar dessa mesma
dose ndo inibir significativamente o aumento causado por 3 ug de NA, foi observada reducao
de cerca de 36% na variagdo maxima da PAS (figura 45). Para os outros tempos e doses, nao
foram observadas diferencas significativas entre os animais ndo tratados e tratados com
Piridostigmina. As variacOes maximas causadas pelas doses de 1 g e 3 ug de NA sobre a
PAD dos animais ndo tratados foi 56 e 70%, respectivamente, € o tratamento com
Piridostigmina livre e lipossomal, nas diferentes doses e tempos de tratamento, ndo foi capaz

de alterar significativamente tais variagdes, conforme apresentados nas figuras 49 a 56.

A administracio de NA 1 ug ndo alterou significativamente a FC dos animais do
grupo controle, sendo 0 mesmo observado nos animais tratados com Piridostigmina livre e em
lipossomas, para todas as doses e tempos experimentais, conforme figuras 57 a 60. A
administracdo de NA na dose de 3 pg, contudo, levou a queda expressiva de FC, com uma

diminuicdo maxima de 18% em relacdo aos valores basais no grupo controle. O tratamento
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com Piridostigmina livre e lipossomal nas diferentes doses e tempos experimentais, ndo foi

capaz de atenuar significativamente tal efeito (figuras 61 a 64).

Nos animais submetidos a estimulacido simpética com 1 pg de NA, como nio foram
observadas alteragdoes relevantes na FC, o indice QTc apresentou perfil de variacdo
semelhante ao do intervalo QT. Assim, foram observadas diminui¢Oes significativas nas
variacoes de QTc causadas pela NA 1ug quando os animais foram tratados com
Piridostigmina livre nas doses 0,1 e 0,3 mg/kg 1 hora antes da estimulacdo simpética (figura
65). Para as formulacdes lipossomais, foram observadas diferencas significativas a partir de 2
horas do tratamento com as doses 0,3 e 1,0 mg/kg, sendo estes efeitos verificados até 6 horas
apds o tratamento para a dose de 1,0 mg/kg (figuras 66 a 68). A queda expressiva na FC
causada pela NA 3 g influenciou o perfil de variagdo do indice QTc para todos os protocolos
de tratamento. Assim, ndo foram observadas diferencas significativas para este parametro
entre os grupos nao tratados e tratados com Piridostigmina devido a bradicardia reflexa

induzida pela NA (figuras 69 a 72).

A fim de verificar a influéncia da composi¢do lipidica dos lipossomas sobre os
parametros analisados, foi realizada a administracdo IV de lipossomas a animais, 0s quais
foram submetidos a estimulacdo simpatica pela administracdo de NA 1 ug e 3 ug 1 e 2 horas
apo6s o tratamento. Nao foram observadas diferengas entre os parametros do ECG e PA entre

estes animais e aqueles tratados com salina (grupo controle — dados ndo mostrados).
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Figura 11: Exemplos de registro da PA ao longo do tempo apdés administracdo IV de Piridostigmina livre e

lipossomal.
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Figura 12: Parametros do ECG em animais antes (A) e apds (B) a administragdo IV de Piridostigmina livre.
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Figura 13: Parametros do ECG em animais antes (A) e apds (B) a administracio IV de Piridostigmina
lipossomal.
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Figura 14: Parametros do ECG em animais ndo tratados e tratados com Piridostigmina antes (A) e ap6s (B) a
administracdo IV de NA 3 ug.

Alessandra Teixeira Vidal
35



Resultados

30+ Controle

L

-4 Pir0,1
¥ Pir0,3

@ PirLipo0,1
=®- PirLipo0,3
-~ PirLipo1,0

25+

20+

g

Variacao %

3

T T T T T T T T T T T T T T T J
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300
Segundos

Figura 15: Variacdo percentual do intervalo QT do ECG apds administracdo IV de 1 pg de NA, 1 hora ap6s a
administracdo IV de Piridostigmina em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a
estimulacdo simpatica. * P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.

301

Controle
Pir0,1
Pir0,3
PirLipo0, 1
PirLipo0,3
PirLipo1,0

25+

¢éo it

Variacé@o %

T T T T T T T T T T T T T T T J
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300
Segundos

Figura 16: Variacdo percentual do intervalo QT do ECG apés administragdo IV de 1 pug de NA, 2 horas apds a
administracdo IV de Piridostigmina em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a
estimulacao simpatica. * P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 17: Variacdo percentual do intervalo QT do ECG apds administragdo IV de 1 pg de NA, 4 horas apds a
administracdo IV de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a
estimulacdo simpatica. * P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 18: Variagdo percentual do intervalo QT do ECG apds administracdo IV de 1 pg de NA, 6 horas apds a
administracao IV de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a
estimulacao simpatica. * P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 19: Variacdo percentual do intervalo QT do ECG ap6s administragdo IV de 3 pug de NA, 1 hora apds a
administracdo IV de Piridostigmina em diferentes doses. Em destaque, os 60

segundos iniciais apds a
estimulacdo simpatica. * P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 20: Variacao percentual do intervalo QT do ECG apds administragdo IV de 3 pug de NA, 2 horas apds a
administracdo IV de Piridostigmina em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a
estimulacdo simpatica. * P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 21: Variacdo percentual do intervalo QT do ECG apds administragdo IV de 3 pug de NA, 4 horas apds a
administracao IV de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a
estimulacdo simpatica. * P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 22: Variagdo percentual do intervalo QT do ECG apés administracdo IV de 3 pg de NA, 6 horas apds a
administracao IV de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a
estimulacao simpatica. * P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 23: Variacdo percentual maxima do intervalo QT do ECG apés administracdo IV de 1 pug de NA, nos

diferentes tempos experimentais, ap6s administracdo IV de Piridostigmina em diferentes doses. * P < 0,05 —
ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 24: Variagdo percentual maxima do intervalo QT do ECG apés administragdo IV de 3 pg de NA, nos

diferentes tempos experimentais, apds administracdo IV de Piridostigmina em diferentes doses. * P < 0,05 -
ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 25: Variacdo percentual do intervalo PR do ECG apds administragdo IV de 1 pg de NA, 1 hora apés a
administracdo de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 26: Variacdo percentual do intervalo PR do ECG apds administragcdo IV de 1 ug de NA, 2 horas apds a
administracdo de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 27: Variacao percentual do intervalo PR do ECG ap6s administracdo IV de 1 pug de NA, 4 horas apds a
administracao de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 28: Variacdo percentual do intervalo PR do ECG ap6s administracdo IV de 1 pg de NA, 6 horas apds a
administracdo de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 29: Variacdo percentual do intervalo PR do ECG apds administragdo IV de 3 pug de NA, 1 hora apds a
administracao de Piridostigmina em diferentes doses. * P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 30: Variacdo percentual do intervalo PR do ECG apds administragao IV de 3 ug de NA, 2 horas apés a
administracao de Piridostigmina em diferentes doses. * P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 31: Variacao percentual do intervalo PR do ECG ap6s administracdo IV de 3 pg de NA, 4 horas apds a

administracdo de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. * P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de
Tukey.
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Figura 32: Variago percentual do intervalo PR do ECG apds administragio IV de 3ug de NA, 6 horas apds a

administracdo de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. * P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de
Tukey.
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Figura 33: Variagao percentual do complexo QRS do ECG apés administragcdo IV de 1ug de NA, 1 hora apds a
administracdo de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 34: Variacdo percentual do complexo QRS do ECG apds administracio IV de 1 ug de NA, 2 horas ap6s
a administrag@o de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.

Alessandra Teixeira Vidal
45



Resultados

10.01 4 Controle
@ PirLipo0,1
®- PirlLipo0,3

7.54 -~ PirLipo1,0

L 5.0

o

ug

O

8

&

>

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300
Segundos

Figura 35: Variagao percentual do complexo QRS do ECG apds administracdo IV de 1 pug de NA, 4 horas apds
a administracdo de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 36: Variagado percentual do complexo QRS do ECG apds administracdo IV de 1 pug de NA, 6 horas apds
a administracdo de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 — ANOVA.
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Figura 37: Variacdo percentual do complexo QRS do ECG apés administragdo IV de 3 g de NA, 1 hora apds a
administracdo de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 38: Variacdo percentual do complexo QRS do ECG apds administracio IV de 3 g de NA, 2 horas ap6s
a administrac@o de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 39: Variagao percentual do complexo QRS do ECG apds administracdo IV de 3 pg de NA, 4 horas apds
a administracdo de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 40: Variagao percentual do complexo QRS do ECG ap6s administragdo IV de 3 nug de NA, 6 horas apds
a administragdo de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 41: Variacdo percentual da Pressdo Arterial Sistlica ap6s administragdo IV de 1 nug de NA, 1 hora apds
a administracdo de Piridostigmina em diferentes doses. * P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 42: Variacao percentual da Pressdo Arterial Sistdlica ap6s administragdo IV de 1 pg de NA, 2 horas apds

a administrac¢do de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 — ANOVA.
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Figura 43: Variacdo percentual da Pressdo Arterial Sistélica apds administragdo IV de 1 pg de NA, 4 horas apds
a administracdo de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.

80-

704

60 4 Controle
@ PirLipo0,1

@ PirLipo0,3
-@- PirLipo1,0

Variagao %

T T T ™7 ™7 ™7 ™7 T T T ™7 T T — T T ML T 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300
Segundos

Figura 44: Variacao percentual da Pressdo Arterial Sistdlica ap6s administragdo IV de 1 pug de NA, 6 horas apds
a administracdo de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 — ANOVA.
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Figura 45: Variacdo percentual da Pressdo Arterial Sistlica ap6s administragdo IV de 3 nug de NA, 1 hora apds
a administrag@o de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 46: Variacao percentual da Pressdo Arterial Sistdlica ap6s administragdo IV de 3 ug de NA, 2 horas apds
a administrag@o de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.

Segundos

T T T T T T T
15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300

51

Alessandra Teixeira Vidal



Resultados

907 4 Controle
@ PirLipo0,1

80 =@ PirLipo0,3
- PirLipo1,0

70

Variagao %

L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) Ll
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300
Segundos

Figura 47: Variagao percentual da Pressdo Arterial Sistdlica ap6s administracdo IV de 3 ug de NA, 4 horas apds
a administragdo de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.

904
4 Controle
@ PirLipo0,1
804 -®- PirLipo0,3
-®- PirLipo1,0

Variacao %

T T T T ™7 ™7 ™7 ™7 T T T T L | — T T T ML) M
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255 270 285 300
Segundos

Figura 48: Variacao percentual da Pressdo Arterial Sistdlica ap6s administragdo IV de 3 pug de NA, 6 horas apds

a administra¢do de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. * P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de
Tukey.
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Figura 49: Variacio percentual da Pressdo Arterial Diastélica apés administracdo IV de 1 pug de NA, 1 hora
apos a administracio de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 — ANOVA.
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Figura 50: Variacdo percentual da Pressdo Arterial Diastélica apds administracdo IV de 1 ug de NA, 2 horas
apods a administracio de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 — ANOVA.
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Figura 51: Variacdo percentual da Pressdo Arterial Diastdlica ap6s administracdo IV de 1 ug de NA, 4 horas
ap6s a administra¢do de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 — ANOVA.
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Figura 52: Variacdo percentual da Pressdo Arterial Diastdlica apés administracdo IV de 1 ug de NA, 6 horas
apods a administracio de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 — ANOVA.
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Figura 53: Variagdo percentual da Pressdo Arterial Diastélica apés administracdo IV de 3 pug de NA, 1 hora
apods a administracio de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 — ANOVA.
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Figura 54: Variacdo percentual da Pressdo Arterial Diastélica apds administracdo IV de 3 ug de NA, 2 horas
apods a administracdo de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 — ANOVA, .
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Figura 55: Variacdo percentual da Pressdo Arterial Diastdlica apés administracdo IV de 3 ug de NA, 4 horas
apos a administracio de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 56: Variacdo percentual da Pressdo Arterial Diastdlica apés administracdo IV de 3 ug de NA, 6 horas
ap6s a administracdo de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 — ANOVA.
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Figura 57: Variacdo percentual da Frequéncia Cardiaca apés administracdo IV de 1 pg de NA, 1 hora apés a
administracdo de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 58: Variacdo percentual da Frequéncia Cardiaca apds administracdo IV de 1 pug de NA, 2 horas apds a
administracao de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 59: Variacdo percentual da Frequéncia Cardiaca apds administracdo IV de 1 ug de NA, 4 horas apds a
administracio de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 60: Variacdo percentual da Frequéncia Cardiaca apés administracao IV de 1 pg de NA, 6 horas apds a
administracdo de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 61: Variacdo percentual da Frequéncia Cardiaca apds administragdo IV de 3 ug de NA, 1 hora apds a
administracdo de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 62: Variacdo percentual da Frequéncia Cardiaca ap6s administragdo IV de 3 pug de NA, 2 horas apds a
administracdo de Piridostigmina em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 63: Variagdo percentual da Frequéncia Cardiaca ap6s administragdo IV de 3 pug de NA, 4 horas apds a
administracdo de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 64: Variacdo percentual da Frequéncia Cardiaca apds administragdo IV de 3 pug de NA, 6 horas apds a
administracdo de Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 65: Variacdo percentual de QTc apds administracdo IV de 1 pg de NA, 1 hora apds a administracao de
Piridostigmina em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a estimulacdo simpdtica. * P <

0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 66: Variacdo percentual de QTc apds administragdo IV de 1 ug de NA, 2 horas apds a administracio de
Piridostigmina em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a estimulacdo simpdtica. * P <

0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 67: Variacdo percentual de QTc apds administracdo IV de 1 ug de NA, 4 horas ap6s a administragdo de
Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a estimulacao
simpdtica. * P < 0,05 - ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 68: Variacdo percentual de QTc apds administragcdo IV de 1 ug de NA, 6 horas apds a administragdo de
Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a estimulagdo

simpdtica. P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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69: Variacdo percentual de QTc apds administragdo IV de 3 ug de NA, 1 hora apés a administragio de

Piridostigmina em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a estimula¢do simpdtica. * P <
0,05 — ANOVA, seguido de teste de Tukey.
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Figura 70: Variacdo percentual de QTc apds administracdo IV de 3 ug de NA, 2 horas ap6s a administragio de
Piridostigmina em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a estimula¢do simpatica.
P>0,05- ANOVA.
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Figura 71: Variacdo percentual de QTc apds administracdo IV de 3 pug de NA, 4 horas ap6s a administragdo de
Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a estimulacio
simpdtica. P > 0,05 - ANOVA.
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Figura 72: Variacdo percentual de QTc apds administracdo IV de 3 pug de NA, 6 horas ap6s a administragdo de
Piridostigmina lipossomal em diferentes doses. Em destaque, os 60 segundos iniciais apds a estimulacao
simpdtica. P > 0,05 - ANOVA.
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Discussao

12. DISCUSSAO

12.1. Caracterizaciao da preparacao de lipossomas

A eficiéncia de encapsulacdo da Piridostigmina nos lipossomas obtida no presente
trabalho pode ser considerada satisfatéria, tendo em vista a encapsulacdo de outras
substincias ativas pelo mesmo método. De Melo e colaboradores (2003), por exemplo,
obtiveram um percentual médio de encapsulacdo de 6,5% para o tartarato emético. Em
estudos para o desenvolvimento de lipossomas contendo &4cidos nucléicos, Monnard e
colaboradores (1997) mostraram que a eficiéncia de encapsulagdo poderia variar de 10 a 54%,
dependendo da dimensao dos lipossomas, do peso molecular das moléculas encapsuladas e do
procedimento de preparacdao das vesiculas. Dentre as técnicas utilizadas, o método de
congelamento/descongelamento mostrou-se o mais eficiente, sendo as moléculas de baixo
peso molecular mais eficientemente encapsuladas em lipossomas unilamelares grandes
(200 nm). Outro fator que pode influenciar a eficiéncia de encapsulacdo € a composi¢dao
lipidica das vesiculas. Como mostrado por Crosasso e colaboradores (2000) na preparagao de
lipossomas contendo paclitaxel, a adicao de colesterol a formulacdo, embora exer¢a um papel
importante no prolongamento da meia-vida dos lipossomas no sangue e previna a liberacdo do

farmaco a partir dos mesmos, € um fator que pode diminuir a sua efici€éncia de encapsulacao

nas vesiculas.

N

Em relacdo a estabilidade da formulacdo, os lipossomas contendo Piridostigmina
quando armazenados a 4°C conservaram por sete dias 95% da substancia ativa em seu
interior, indicando que sua eficicia pode ser mantida para a utilizacdo da preparacdo neste
periodo de tempo. Assim, nos experimentos realizados no presente trabalho, a formulagdo foi
utilizada somente até uma semana apds o preparo, visando a confiabilidade dos resultados

obtidos.

A anélise do perfil de liberacdo in vitro mostrou a habilidade dos lipossomas reterem a
Piridostigmina por até 4 horas de incubacdo a 37°C, com liberacdo gradual a partir deste
tempo. Nos animais que receberam a formulagcdo lipossomal, os efeitos da Piridostigmina
foram observados a partir de 2 horas da sua administracdo IV. Tal diferenca pode ser atribuida
a auséncia, no modelo in vitro, de interacOes das vesiculas com as proteinas plasmaticas e

membranas celulares (Kirby, 1980) que desencadeariam a desestruturagdo das referidas
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vesiculas e/ou reconhecimento por células do sistema fagocitario, com conseqiiente liberacdo

do conteudo das vesiculas, ou seja, da Piridostigmina encapsulada.

A concentracdo de lipidios presente na formulacdo de lipossomas contendo
Piridostigmina foi condizente com a quantidade de DSPC, lipidio base, utilizada na
preparagdo dos mesmos. A relagdo farmaco/lipidio € um parametro util para o aumento da
eficiéncia de encapsulacdo das formulagdes quando diferentes tipos e/ou proporc¢ao de lipidios
sdo utilizados, o que ndo corresponde aos objetivos do presente trabalho. Este dado pode,
porém, ser util em trabalhos futuros que visem o aumento da eficiéncia de encapsulacdo da

Piridostigmina.

O tamanho das particulas obtidas foi condizente com o esperado, uma vez que as
mesmas foram calibradas, no processo de extrusdo, através de membranas com poros de
200 nm. O baixo indice de polidispersdao obtido reflete a homogeneidade de tamanho das
particulas, sendo as amostras consideradas monodispersas quando o IP € inferior a 0,3 (Hunter

e Frisken, 1998).

O potencial zeta reflete a carga superficial das particulas e pode ser influenciado por
mudancas na interface com o meio dispersante, em razdo da dissociacdo de grupos funcionais
na superficie da particula ou da adsor¢do de espécies iOnicas presentes no meio aquoso de
dispersao (Schaffazick e Guterres, 2003). Em moddulo, um valor de potencial zeta
relativamente alto, como observado nas preparacdes do presente trabalho, € importante para
uma boa estabilidade fisico-quimica da preparacdo, pois grandes forcas repulsivas tendem a
evitar a agregacdo em funcdo das colisdes ocasionais de nanoparticulas adjacentes
(Schaffazick e Guterres, 2003). Os fosfolipidios constituintes dos lipossomas estdo entre os
principais componentes capazes de influenciar o potencial zeta, sendo que a adicdo do

polimero de PEG a membrana das vesiculas fornece um potencial negativo a interface,

prevenindo a agregacdo das vesiculas (Harasym et al., 1995)

As caracteristicas de superficie das particulas também podem alterar a resposta
biologica do farmaco associado. Quando se administram intravenosamente sistemas de
lipossomas convencionais, estes sdo rapidamente removidos da circulagdo sanguinea pela
acdo de células do sistema fagocitdrio mononuclear, dificultando a chegada do farmaco ao

sitio de acdo e, por esta razdo, a utilidade dos lipossomas foi restrita, durante certo tempo, ao
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tratamento de patologias relacionadas ao sistema fagocitario do figado e baco (Gregoriads,
1995). Diferentes estratégias foram entdo propostas para modificar a distribui¢do in vivo dos
lipossomas, baseadas principalmente na atribuicdo de potencial de superficie negativo as
particulas (Gacizon e Papahadjapoulos, 1988) e na redu¢ao da hidrofobicidade da superficie
das particulas através da adsorcdo fisica de um polimero hidrofilico (PEG), diminuindo a
ligacdo das particulas as proteinas plasmaéticas e aumentando o tempo de circulagcdo (Klibanov
et al., 1990; Mori et al., 1991; Dos Santos et al., 2007). De fato, vérios estudos mostram que a
incorporagdo de PEG a superficie lipossomal pode contribuir para o direcionamento das
vesiculas a sitios especificos, especialmente em situacdes em que ocorra menor filtragdo,
como nos casos de cancer (Gacizon e Papahadjapoulos, 1988; Papahadjopoulos, 1991) ou de
isquemia do miocardio (Torchilin et al., 1992 e 1995; Lukianov et al., 2004; Takahama et al.,
2009).

Assim, a obtencdo dos lipossomas contendo Piridostigmina no presente estudo se
mostrou satisfatoria e permitiu sua utilizagdo in vivo para a avaliagdo da sua atividade

cardioprotetora.

12.2. Avaliacao das alteracoes dos parametros cardiovasculares em ratos Wistar

submetidos a ativaciao simpatica

O modelo de ativag@o simpatica pela administragdo de NA in bolus IV foi utilizado no
presente trabalho por induzir alteracoes significativas da PA e do intervalo QT do ECG, com
o objetivo de simular as condi¢des de hiperatividade simpdética presentes em patologias
cardiovasculares, sendo util para a busca de alternativas terapéuticas que visem restaurar o
equilibrio entre os ramos do SNA. Este modelo, simples e de facil execu¢do, foi utilizado
como uma alternativa frente a modelos como a estimulagdo central pela administracdo ICV de
glutamato, o qual requer a utilizagdo de um estereotdxico (Grabe-Guimardes et al., 1999,
Catelli et al., 2003), indu¢cdao de IAM por ligadura de corondria (Goldman e Raya, 1995), e
infusdo de substancias que levem a hipertrofia miocédrdica, como o isoproterenol (Boluyt et al,

1995)

O aumento da atividade simpdtica, prevalente nas patologias cardiovasculares, é

amplamente estudado e hoje o uso dos B-bloqueadores em coronariopatas é consenso na
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prética clinica (Piegas et al., 2004). Entre 1981 e 1985, foi conduzido um amplo estudo (ISIS-
1, First International Study on Infarct Survival) envolvendo milhares de pacientes com
suspeita de IAM em diversos paises, o qual mostrou que o tratamento com atenolol foi capaz
de reduzir em cerca de 23 % a mortalidade por DCV (Collaborative Group, 1986). Este e
outros resultados favordveis levaram a universalizacdo da prescri¢dao deste grupo de farmacos
e sua posterior utilizacdo em outras desordens cardiovasculares, como a insuficiéncia cardiaca

(Packer, 1986).

Embora os beneficios da melhoria da funcdo simpdtica nas DCV tenham sido
estabelecidos com o uso dos B-bloqueadores, estudos evidenciaram que o desequilibrio
autondmico por hiperatividade adrenérgica poderia estar acompanhada de hipoatividade vagal
(Goldstein et al., 1975; Porter et al., 1990; Padley et al., 2005; Lahiri et al., 2008). Assim,
varios pesquisadores definiram os beneficios da estimulagdo elétrica vagal em cdes (Henning
et al., 1990), gatos (Zuanetti et al., 1987), ratos (Li et al., 2004) e pacientes portadores de
DCV (Zamotrinsky et al., 2001) e encorajaram a busca por alternativas terapéuticas que
modulassem o sistema parassimpatico, particularmente atuando sobre a acdo da acetilcolina.
Virios grupos avaliaram o efeito da utilizacdo da escopolamina por via transdérmica, sendo
que o principal efeito benéfico observado foi o aumento da variabilidade da freqii€éncia
cardiaca em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva avancada (La Rovere et al.,
1994; Casadei et al., 1996; Venkatesh et al., 1996). Tal efeito, contudo, sé foi observado com
baixas doses do farmaco, pois, em altas concentracdes, a escopolamina passa a exercer agao
bloqueadora colinérgica, limitando a realizacio de estudos com doses maiores e tempo

prolongado (Hayano et al., 1999).

Apesar de os beneficios da Piridostigmina terem sido definidos tanto em humanos
sadios (Nobrega, 1996 et al.; Pontes et al., 1998; Serra et al., 1998; Nobrega et al., 1999;
Castro et al., 2000; Sant’anna, 2003) quanto em pacientes com doenca coronariana, (Castro et
al., 2002, 2004 e 2006; Nobrega et al., 2008; Serra et al., 2009), o tratamento de cdes com
uma dose didria de 20 mg/kg por 14 dias levou a morte varios animais por intuscep¢ao
intestinal e, entre os animais que ndao morreram, foram observados efeitos adversos como
hiperssalivacdo e tremor (Kluwe et al., 1989). No mesmo estudo, quando os animais foram
tratados por trés meses com 2 mg/kg de Piridostigmina, foram observados efeitos intestinais

como diarréia e fezes com muco.
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A veiculagdo da Piridostigmina em lipossomas, proposta no presente trabalho, exerce
especial importincia na manutencdo dos efeitos benéficos estabelecidos sobre o sistema
cardiovascular, especialmente na prevenc¢iao de isquemias em pacientes com infarto prévio,
em que a menor filtracdo tecidual da regido infartada promove o acumulo espontaneo de
lipossomas estericamente estabilizados com PEG (Torchilin et al., 1995; Lukyanov et al.,
2004) e na reducdo de seus efeitos toxicos sobre outros 6rgaos. Além disso, Dunlap e Bibevsk
(2003), ao avaliar a densidade de receptores muscarinicos no coracio de caes sauddveis e com
IC, mostraram que, nos animais do ultimo grupo, os receptores muscarinicos encontravam-se
aumentados em numero no nd sinusal, como uma resposta adaptativa a reducdo da
estimulagdo colinérgica. Da mesma maneira, em estudo envolvendo ratos submetidos a
denervacdo sinoadrtica, foi mostrado um aumento na expressao dos receptores muscarinicos
no atrio de tais animais, 20 dias apds a denervacdo (Soares et al., 2006). Tais estudos
corroboram com a proposta de direcionamento da Piridostigmina ao tecido cardiaco
isquémico em possiveis estudos futuros envolvendo animais submetidos a ligadura de
corondria. Em relacdo a reducdo da toxicidade, de fato foi observado que a encapsulacio da

Piridostigmina resultou em reducao dos efeitos adversos causados pela dose de 1,0 mg/kg da

forma livre, o que foi avaliado apenas qualitativamente por observacdo do experimentador.

A aparente auséncia de cardiodepressdo caracterizada pela morfologia normal do ECG
e PA normal, observada apds a administracdo IV da Piridostigmina nas formas livres e
lipossomal, aponta para sua potencial utilizacdo em pacientes portadores de DCV. Tal achado
estd em conformidade com estudo de Soares e colaboradores (2004), em que a administracao
oral de Piridostigmina a ratos nio levou a alteragdes nos parametros hemodindmicos basais.
Substancias parassimpaticomiméticas podem lentificar a condug¢do do impulso elétrico
cardiaco, induzindo bradicardia (Pontes et al., 1990). Fairmacos que aumentam a duracdo dos
intervalos RR do ECG potencialmente aumentariam, também, outras varidveis
eletrocardiogrificas, como o segmento PR e o intervalo QT e, dependendo da magnitude
destes aumentos, eles poderiam significar, respectivamente, lentificacdo patoldogica da
conducdo atrioventricular (bloqueios atrioventriculares dos diferentes graus) ou aumento da
duracdo da repolarizacdo ventricular (Castro et al., 2000). Desta forma, quando sdo estudados
farmacos colinérgicos, € importante a avaliacdo de seus potenciais efeitos sobre as varidveis
do ECG para assegurar que os pacientes portadores de DCV ndo tenham seu quadro clinico

alterado.
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Embora os aumentos observados para o intervalo PR e complexo QRS do ECG apés
administracdo de NA tenham sido discretos e ndo haja diferencas estatisticas, a Piridostigmina
parece ser capaz de impedir tais alteracdes, j4 que em todos os grupos tratados com suas
diferentes doses e formulacdes os aumentos foram ainda mais discretos ou nao ocorreram. A
influéncia da atividade colinérgica sobre esses parametros no modelo rato e a observagdo

somente em uma derivacdo do ECG provavelmente contribuiram para a limitagdo da analise.

O efeito mais marcante observado pela administracdo IV de Piridostigmina foi sua
capacidade de atenuar os efeitos da NA sobre o prolongamento do intervalo QT. O tonus
autondmico exerce papel regulador sobre o intervalo QT, sendo o mesmo primariamente
controlado pelo ramo parassimpdtico, uma vez que o bloqueio colinérgico foi relacionado ao
seu prolongamento (Ahnve e Vallin, 1982). Na coronariopatia, onde a atividade vagal
encontra-se reduzida, o prolongamento do intervalo QT € um fator preditor de arritmias
(Zuanneti et al., 1987; London et al., 1998) e morte subita (Schwartz e Wolf, 1978; Ahnve,
1991). Sendo assim, a Piridostigmina, nas doses utilizadas, apresentou potencial efeito
cardioprotetor no que diz respeito a capacidade de impedir os aumentos do intervalo QT do
ECG induzidos pela NA. A utilizacdo da Piridostigmina, especialmente na forma lipossomal,
poderia prevenir a ocorréncia de arritmias ventriculares e morte subita, uma vez que a
encapsulacdo desta substincia foi capaz de promover sua lenta liberacdo prolongando, assim,
seus efeitos protetores sobre o intervalo QT até 6 horas apds a administragcdo, provavelmente

por permitir a manuteng¢do da acetilcolina na fenda sindptica por mais tempo.

Além dos efeitos benéficos sobre a fungdo cardiaca, a Ach parece exercer efeitos
protetores diretos sobre o miocdrdio pela ativagdo dos canais mitK" atp, aumentando a
refratariedade cardiaca (Oldenburg et al., 2002), com consequente estabilizacio da a atividade
do coragdo em condi¢des de hiperatividade simpdtica, como anteriormente relatado. Em caes
submetidos a ligadura de corondria para indu¢do de IAM, foi demonstrado que a estimulacao
vagal, por aumentar a Ach no miocérdio, induziu ao aumento do fator transcricional HIF-1a,
ativando mecanismos que permitem a manuten¢do da viabilidade celular em condi¢des de
escassez de oxigénio (Kakinuma er al., 2005). Estes efeitos foram observados num curto
prazo - 3 horas - apds a imposicao das condi¢des isquémicas. A Piridostigmina em lipossomas
foi capaz de manter seus efeitos no periodo de 2 a 6 horas apds sua administra¢do, sendo os

mecanismos acima provaveis candidatos para a sua eficécia.
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A administracdo da maior dose de NA causou significativa bradicardia reflexa , fator
que interferiu na avaliacdo dos efeitos benéficos da Piridostigmina sobre o indice de Fridericia
(QTc). De acordo com Indik e colaboradores (2006), tal cdlculo pode subestimar os valores
do intervalo QT quando ocorre diminui¢do da FC, conforme observado nos experimentos.
Ademais, estudos mostraram que farmacos moduladores do SNA controlam os valores
absolutos do intervalo QT independentemente da FC (Browne et al., 1982) e que as condigdes
autondmicas que afetam a funcdo ventricular causam alteragdes no intervalo QT que também

sao independentes da FC (Magnano et al., 2002).

Sobre a PA, a NA induziu aumentos que s6 foram contrapostos pela administracio de
0,3 mg/kg de Piridostigmina na forma livre. Pode-se sugerir que a auséncia de efeitos com os
demais tratamentos reside no fato de que a redugdo da atividade colinesterdsica € maior nos
tecidos que no sangue circulante e que, nos animais submetidos a estimula¢do simpética no
presente estudo, os sistemas de controle do tonus vascular encontravam-se integros. De
maneira semelhante ao observado no presente estudo pela via intravenosa, a administracao do
brometo de Piridostigmina em humanos, por via oral, produziu efeitos de estimulacdo
colinérgica, mas nao atuou nas respostas hemodindmicas reflexas induzidas por exercicio

fisico (NObrega et al., 1996), ja que age perifericamente.

Castro e colaboradores (2000) mostraram que a reducdo da dispersao do indice QTc
induzida pela administracdo oral da Piridostigmina em humanos sadios poderia representar,
caso este resultado seja reproduzido em portadores de DCV, um mecanismo de protecao
cardiaca. No presente trabalho, foi mostrado que a protecdo cardiaca conferida pela
administracdo IV de Piridostigmina em ratos envolve a modulacdo do intervalo QT em
condi¢Oes de hiperatividade simpatica. Por ter sido obtida apenas uma derivacdao do ECG, ndo
foi possivel a avaliacdo da dispersdo do intervalo QT. Ademais, independente da definicdao
dos provaveis mecanismos de cardioprotecdo promovidos pela Piridostigmina, é sabido que o
aumento do tonus vagal por ela conferido estd relacionado ao bom prognoéstico ndo s6 da
doenga cardiaca isquémica, mas também da insuficiéncia cardiaca (Osterziel e Dietz, 1996), ja
que ambas as patologias sdo caracterizadas por um aumento do tdnus simpdtico e uma

diminui¢do da atividade cardiaca vagal.

Assim, com a demonstracdo do prolongamento da atividade cardioprotetora da

Piridostigmina pela sua veiculacdo em lipossomas estabilizados estericamente, atende-se ao
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objetivo principal deste trabalho. A avaliagdo futura de seu possivel actimulo no tecido
cardiaco infartado definird sua potencial aplicabilidade em pacientes portadores de doenca

cardiaca isquémica.
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13. CONCLUSOES

De acordo com os objetivos propostos e os resultados obtidos, pode-se concluir que:

A formulacdo de lipossomas contendo Piridostigmina obtida apresentou eficiéncia de
encapsulacdo satisfatdria e caracteristicas fisico-quimicas adequadas para a sua administracao

in vivo.

A administragdo IV de Piridostigmina em ratos submetidos a estimulacdo simpética
impediu as acdes da noradrenalina sobre o intervalo QT, provavelmente por inibir a
acetilcolinesterase, estimulando a fun¢do parassimpdtica e diminuindo o desequilibrio
autondmico. Esses achados foram mais evidentes quando a estimulagdo simpdtica pela
administracdo de NA foi realizada 1 hora apds o tratamento com a formulacao livre na dose

de 0,3 mg/kg e 2 horas apds o tratamento com a formulacdo lipossomal na dose de 1,0 mg/kg.

A encapsulagdo da Piridostigmina em lipossomas permitiu o prolongamento de sua
acdo cardioprotetora sobre o intervalo QT até 6 horas apds a administracdo da dose de
1,0 mg/kg, bem como reduziu os efeitos colaterais observados apds a administracdo desta

mesma dose na forma livre.

Finalmente, a veiculacio da Piridostigmina em lipossomas estabilizados estericamente
pode ser considerada uma potencial ferramenta terapéutica na prevencdo de complicacdes
cardiovasculares, como arritmias e morte subita, causadas por hiperatividade simpdtica em

pacientes com doenga cardiaca isquémica.
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