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RESUMO

Farmacos destinados a tratarem lesdes cerebrais possuem diversos obstaculos,
como processos de mudancas em sua conformacao ao passar pelo corpo através
do sangue e a alta seletividade da barreira hematoencefélica. Por isso, faz-se
essencial a busca por novas formas de fazer com que esses medicamentos
cheguem ao encéfalo. Este estudo visou os efeitos do antiinflamatério meloxicam
(MEL) administrado diretamente no nariz de camundongos via intranasal (IN) ou
nose-to-brain submetidos a isquemia cerebral. A via nose-to-brain oferece um
alcance direto ao cérebro e € mais simples de ser administrada, aumentando a
adesdo de uso por pacientes, além de aumentar a biodisponibilidade do farmaco.
Para isso, uma formulacdo nanoestruturada, mucoadesiva e termorresponsiva do
anti-inflamatério MEL (MEL-nano) foi introduzida diretamente no nariz de
camundongos isquémicos e os resultados comparados com a administracéo por via
oral. A isquemia cerebral foi induzida por oclusdo bilateral das artérias carétidas
comuns (OBACC). Os animais receberam o tratamento com MEL-nano uma hora
apos o procedimento e durante 3 dias consecutivos duas vezes ao dia. Apds o
tratamento, os cérebros desses animais isquémicos foram retirados e
histologicamente processados, para examinar a neurodegenera¢ao no hipocampo e
possiveis efeitos neuroprotetores da formulagdo MEL-nano. Foi evidenciado
neurodegeneracdao na regido CA1 do hipocampo em animais isquémicos que
receberam a formulacdo IN comparados ao Sham (p<0,05). Houve também
neurodegeneracao na regiao CA3 dos animais isquémicos tratados por via IN ou oral
quando comparados ao grupo Sham (p<0.05). Observou efeito neuroprotetor na
regiado CA3 apenas quando se administrou MEL-nano por via oral em animais
isquémicos.

INTRODUGAO
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A isquemia cerebral (IC) & acometida pela redugao do fluxo sanguineo cerebral
(FSC), podendo ser focal, pela oclusdo de artéria cerebral (AVC), ou global, por
parada cardiaca, hipotensdao severa ou choque e dependem de mudltiplos fatores,
como local, extensdo e duracdo da hipoperfusao (Meyer et al., 2021; Wang et al.,
2018). A falta de suprimento de oxigénio e glicose para os tecidos é incapaz de
manter o metabolismo celular, causando despolarizacao, liberacdo excessiva de
glutamato, influxo de célcio e consequentemente, liberacdo de espécies reativas de
oxigénio e radicais, indutores de apoptose, autofagia, neuroinflamacdo e
neurodegeneracao. As células piramidais das subareas do hipocampo CA1 - CA3
sdo as mais sensiveis a tal condicdo, sendo afetadas pelos mecanismos de
inflamacéao, necrose e apoptose (Sadeghzadeh et al., 2023).

Evidéncias experimentais indicam que o anti-inflamatério meloxicam (MEL)
administrado por via intra-peritoneal (i.p.) ou oral reduz a lesao isquémica e melhora
desfechos comportamentais pds-isquémicos, com efeitos neuroprotetores até 7 dias
da isquemia. O MEL regula a inflamacéo, favorecendo o crescimento axonal préximo
a area infartada, além de influenciar cicatriz glial e reatividade astrocitaria (Antiorio et
al., 2022). No entanto, a administracdo oral ou i.p. de farmacos apresentam
problemas, como a baixa biodisponibilidade e dificuldade de atravessar a barreira
hemato encefélica. Neste sentido, a administracéo intranasal (IN), € uma via nao
invasiva que permite acao local, sistémica e no cérebro com absorcao rapida, alta
biodisponibilidade e sem metabolismo de primeira passagem, além de contornar a
barreira hematoencefalica via rotas olfatéria e trigeminal (Erdé et al., 2018).

Sob esta Optica, este projeto investigou se a formula nanoestruturada com
MEL (MEL-nano), aplicada por via IN ou via nose-to-brain, pode reduzir a
degeneracdo neuronal causada pela IC. Também comparou os efeitos dessa
formulacdo com a administracdo oral da mesma em um estudo paralelo.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos jovens submetidos a
isquemia cerebral global transitéria através da técnica de oclusdo bilateral das
artérias carotidas comuns (OBACC). Apos a eutanasia, os cérebros foram extraidos,
processados e marcados pela técnica imunohistoquimica para NeuN com o
propdsito de detectar neurénios maduros. Todos os procedimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (4320080223.). A neurodegeneracao
hipocampal foi medida através da obtencao da densidade optica integrada (DOI) dos
neurdénios NeuN-imunoreativos nas regides CA1 e CA3 do hipocampo.

Para a avaliacdo da eficacia da cirurgia e posterior avaliagdo da
neuroprotecao pela administragdo de MEL-nano via IN foram utilizados 5 grupos
experimentais: Sham (n=5 - 6 ), ISQVGVO (h= 5 - 6 ), ISQMELVO (n= 4 - 5),
ISQVGIN (n= 6 - 7) e ISQMELIN (n= 4 - 6), sendo estes subdivididos e analisados
separadamente de acordo com as respectivas subareas CA1 e CA3 do hipocampo.
Sham = sem isquemia; ISQVGVO = isquemia + veiculo + via-oral; ISQMELVO =
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isquemia + MEL-nano + via oral; ISQVGIN = isquemia + veiculo + via intranasal;
ISQMELIN = isquemia + MEL-nano + via intranasal.

As anadlises estatisticas foram realizadas pela ANOVA, seguida do teste
post-hoc de Tukey, considerando uma significancia estatistica para um valor de p <
0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme demonstrado na figura 1A, evidenciou-se que animais isquémicos
dos grupos ISQVGIN e ISQMELIN apresentaram uma diminuicdo significativa da
DOI na regiao CA1 do hipocampo quando comparados aos seus controles Sham
(p<0.05). Nenhum efeito estatisticamente significativo foi detectado em animais que
receberam o tratamento MEL-nano por via oral (p>0.05). Quando avaliada a regiao
CAS na figura 1B, observou-se que animais do grupo ISQVGVO foram diferentes do
grupo Sham (p<0.05). A administragao de MEL-nano, resultou em neuroprotegao via
oral uma vez que o grupo ISQMELVO né&o foi diferente do grupo Sham. Animais
isquémicos que receberam o tratamento por via IN apresentaram significativa
neurodegeneracdo na sub-regido CA3 do hipocampo (p<0.05), o que néo foi
modificado pelo tratamento com MEL-nano.
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Figura 1: Densidade 6ptica integrada (DOI) de neurdnios imunorreativos para NeuN das subregides
CA1 (A) e CA3 (B) do hipocampo. As colunas representam as médias e as barras verticais os erros
padrdes das médias dos grupos experimentais. *p<0.05 e **p<0.001 quando comparados ao grupo
Sham. Sham = sem isquemia; ISQVGVO = isquemia + veiculo + via-oral; ISQMELVO = isquemia +
MEL-nano + via oral; ISQVGIN = isquemia + veiculo + via intranasal; ISQMELIN = isquemia + MEL-

nano + via intranasal.
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CONCLUSOES

Os resultados indicam efeito neuroprotetor da formulagdo MEL-nano
administrada por via oral na sub-regido CA3 do hipocampo de animais isquémicos.
Nao foi observado efeito neuroprotetor na sub-regido CA1 do hipocampo.
Experimentos adicionais deverdo ser conduzidos utilizando outros esquemas de
tratamento e doses (posologia) de MEL-nano para se compreender melhor os efeitos
desta formulagédo na isquemia cerebral experimental.
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