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RESUMO

O desenvolvimento de formulagdes capazes de conferir melhor biodisponibilidade
cerebral para um grande numero de farmacos é de grande relevancia no campo da
terapéutica farmacologica. Esse objetivo é dificultado por questdes farmacocinéticas,
como as influéncias do meio gastrointestinal, os processos de biotransformacdo e a
passagem pela barreira hematoencefalica. A via intranasal vem sendo explorada para
aumentar o acesso de farmacos ao cérebro (via nose-to-brain), devido a rica
vascularizacao e as terminacdes nervosas que alcangam diretamente a regido cerebral,
além da facilidade de acesso. O Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento de
Sistemas de Liberagcdo de Farmacos (LABSLiF) do Departamento de Farmacia da
Universidade Estadual de Maringa concluiu os estudos sobre uma formulacio
nanoestruturada, mucoadesiva e termorresponsiva (MEL-nano) contendo o farmaco
meloxicam (MEL), um anti-inflamatério ndo esteroidal, que vem sendo estudado como
possivel candidato para a terapia de condigdes inflamatérias cerebrais, como a
isquemia cerebral. O presente estudo objetiva avaliar se a MEL-nano administrada via
intranasal é eficaz para reduzir a resposta inflamatéria induzida por isquemia cerebral.
Para isso, camundongos foram submetidos ao modelo de oclusao bilateral das artérias
carétidas comuns (OBACC) e, imediatamente apds a isquemia e nos dois dias
consecutivos, os animais receberam aplicagdo nasal (rinario) de MEL-nano (0,5 mg/kg,
20 ul), 1x/dia. Para fins de comparacao, realizou-se o0 mesmo esquema para a
administracao oral de meloxicam® (1mg/kg). Ao final dos tratamentos, os animais
foram eutanasiados e seus cérebros extraidos para analise imuno-histoquimica dos
marcadores relacionados a inflamacao, Iba-1 (microglia) e GFAP (astrécitos).

INTRODUCAO

Milhdes de pessoas em todo 0 mundo necessitam de tratamento com farmacos que
estejam adequadamente disponiveis no sistema nervoso central (SNC). Muitas vezes,
o alcance desse objetivo é dificultado por questdes de natureza farmacocinética
inerentes a via oral de administracdo, tais como as influéncias exercidas pelo meio
gastrointestinal, processos de biotransformacdo e passagem pela barreira
hematoencefélica. Portanto, o desenvolvimento de formulagbes capazes de conferir
melhor biodisponibilidade cerebral para um grande numero de farmacos é de grande
relevancia no campo da terapéutica farmacolégica. A via intranasal (I.N.) possui grande
area superficial e vascularizacado, além da presenca de terminacdes nervosas (nervos
trigémeo e olfatério) que alcangcam diretamente a regido cerebral e, por isso, vem
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sendo explorada como estratégia para aumentar o acesso de farmacos ao cérebro
(Agrawal et al., 2020). O LABSLIF desenvolveu uma formulagdo nanoestruturada,
mucoadesiva e termorresponsiva contendo o farmaco anti-inflamatério meloxicam
(Botan et al., 2024), referido aqui como MEL-nano. Esta formulagédo foi devidamente
caracterizada do ponto de vista fisico-quimico. Entretanto, uma fase subsequente
desses estudos requer a avaliagdo in vivo da funcionalidade dessa plataforma
nanoestruturada. A neuroinflamacédo € um elemento chave na progressao de diversas
doencas do SNC, incluindo isquemia cerebral, doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson e outras. Efeitos protetores do meloxicam tém sido observados em modelos
de isquemia cerebral focal (Ugidos et al., 2023).

Portanto, o presente estudo objetivou avaliar se a formulagdo MEL-nano
administrada por via nasal, ou seja, no rinario, € eficaz para reduzir a resposta
inflamatéria desencadeada por uma condicao experimental de isquemia cerebral global
e transitéria. O rinario é definido como a regido globosa, sem pelos, em torno das
narinas, e equivalente ao nariz. Varios estudos demonstraram a viabilidade desta via
para a administracdo experimental de farmacos destinados ao cérebro (Lukas &
Neumann 2012; Medina et al., 2014 Sinen et al., 2024).

MATERIAIS E METODOS

Animais: camundongos Swiss machos foram mantidos em condi¢cdes padrdes de
alojamento. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo CEUA (n®
4343270524).

Isquemia cerebral: Sob anestesia (isoflurano/oxigénio), uma incisdo foi feita na
regiao ventral do pescogo para oclusao das artérias carétidas comuns (OBACC) com
clipes de aneurisma. Ap6s 20 minutos de oclusédo, os clipes foram removidos,
permitindo a reperfusdo cerebral. A incisdo foi suturada, e o animal foi mantido em
caixa térmica por cerca de 2 horas. No grupo controle (falso-isquémico ou “sham”),
as artérias carétidas foram expostas, mas nao ocluidas.

Tratamento farmacoldgico: Os seguintes grupos foram definidos conforme os
tratamentos: Grupo 1: Sham + Veiculo (nasal, 20 pl), Grupo 2: OBACC + Veiculo
(nasal, 20 pl); Grupo 3: OBACC + MEL-nano (0,5 mg/ml, 20 pul); Grupo 4: Sham +
veiculo (oral, 1 ml/kg); Grupo 5: OBACC + meloxicam® (1 mg/kg, oral).

Imuno-histoquimica: Apds os tratamentos, o animal foi perfundido e o cérebro foi
criopreservado. Cortes histoldégicos de 50 um foram submetidos a bloqueio de
peroxidase e de reacdoes inespecificas. As secc¢des foram incubadas com anticorpos
primarios anti-lba-1 (micréglia) e GFAP (astrécitos) overnight a 4°C, seguidos por
anticorpos secundarios e complexo avidina-biotina (ABC). A reacao foi revelada com
DAB-niquel. Andlise: A quantificagao foi realizada em microscépio 6tico, utilizando o
software Imaged para contar células imunorreativas ou medir densidade Optica
integrada (DOI) em 6-8 secc¢des/animal. Os dados sdo expressos como média *
EPM.

Estatisticas: Empregou-se a andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do
teste post hoc de Sidak para comparacbes entre grupos. O nivel de significancia
estatistica foi estabelecido em p < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 mostra os efeitos da isquemia e dos tratamentos com meloxicam oral ou
nasal sobre a resposta glial.
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Figura 1 — Efeitos da formulacdo MEL-nano e do meloxicam® comercial administrados por via nasal
ou oral, respectivamente, sobre a resposta das células gliais induzida pela OBACC. Painel A,
astrécitos (marcador GFAP); painel B, micrégila (marcador Iba-1) medidos nas regides CA1 e CA3 do
hipocampo de camundongos Swiss. As barras representam a média + EPM (n = 5-7/grupo). *p <
0,05; **p < 0.01

Para astrécitos (Fig. 1A), a densidade éptica integrada (DOI) aumentou nas regides
CA1 e CA3 do grupo isquémico (OBACC) tratado com veiculo por via oral (Veic oral,
p < 0.01), comparado ao grupo controle (‘sham’). Efeito semelhante da isquemia
ocorreu sobre as microglias na regiao CA1 do hipocampo (Fig. 1B, esquerda, p <
0.05), mas nao significativamente na regidao CA3 (Fig. 1B, direita, p > 0.05).
Comparado com o veiculo oral, o meloxicam® oral reduziu a DOI sobre os astrécitos
no CA1 e CAS3. Esse efeito, porém, nao alcancou significancia estatistica. Sobre as
micréglias (Fig. 1B), essa tendéncia de efeito do meloxicam® oral foi menos
evidente no CA1, e nenhum efeito sobre o CAS3. Efeito interessante, porém,
inesperado, ocorreu com o veiculo da formulacao nasal (Veic nasal). Neste grupo, a
DOI para astrécitos (Fig. 1A) foi significativamente reduzida no CA1 e CA3 em
comparagéo ao grupo Veic oral (p < 0.01). Este efeito do veiculo nasal foi muito
similar ao efeito da formulacdo MEL-nano nasal (p < 0.05) no sentido de proteger
contra a neuroinflamacao desencadeada pela isquemia. Se este efeito do veiculo
nasal se deve a algum excipiente da formulagdo (Poloxamer 407, hidroxipropil
metilcelulose etc.) requer investigacéo. Isto ndo ocorreu, contudo, sobre o marcador
Iba-1 (micréglia, Fig. 1B). De fato, na regido CA1, uma significativa ativacédo
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microglial ocorreu tanto no grupo Veic oral quanto no grupo Veic nasal, comparados
ao grupo sham (p < 0.05, Fig. 1B, esquerda). Efeito similar da isquemia ocorreu no
CAS3, porém, sem significancia estatistica (Fig. 1B, direita). Importante notar que, a
despeito da falta de significancia estatistica, o tratamento com a formulacao MEL-
nano nasal parece ter reduzido a DOI das células Iba-1 imunorreativas, indicando
um efeito anti-inflamatério da formulacdo MEL-nano nasal. Esse “aparente” efeito
anti-inflamatério ndo ocorreu, contudo, no grupo tratado com o meloxicam® oral.

CONCLUSOES

Em que pese a falta de significAncia estatistica, esses resultados preliminares
indicam que a formulagdo MEL-nano para aplicacao nasal foi superior a formulacao
convencional dada por via oral para entregar o farmaco meloxicam ao cérebro e
exercer efeito anti-inflamatério na presente condigcdo experimental de isquemia
cerebral. Os estudos deverdao continuar em outros modelos de neuroinflamacgéo e
com tamanho amostral maior, visando a validacdo farmacocinética e farmacolégica
da formulacdo MEL-nano.
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