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NANOCAPSULAS CONTENDO PALMITATO DE ASCORBILA
REDUZIRAM A SUSCEPTIBILIDADE A CONVULSOES INDUZIDAS POR
PENTILENOTETRAZOL EM CAMUNDONGOS!

NANOCAPSULES CONTAINING ASCORBYL PALMITATE REDUCED THE
SUSCEPTIBILITY TO PENTYLENOTETRAZOLE-INDUCED SEIZURES IN MICE

Francine Rodrigues Ianiski’, Carla Fontoura Ferreira?, Bibiana Rocha Aldrigui’,
Marta Palma Alves* e Cristiane Luchese**

RESUMO

Neste estudo, verificou-se o efeito anticonvulsivante e antioxidante de nanocapsulas contendo palmitato de ascorbila
(NC-PA) em episddios convulsivos induzidos por pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos. As suspensoes
contendo palmitato de ascorbila (livre ou nanoencapsulada, 30 mg/kg, intragéstrica) foram pré-administradas
0,5; 24, 48 ou 72 h antes de receberem o PTZ. Apds esse processo, os camundongos foram observados durante 60
minutos quanto as alteragdes comportamentais. Foi avaliada a peroxidagao lipidica e os niveis de tidis ndo proteicos
(NPSH) no cérebro dos animais. Os animais pré-tratados com as NC-PA, em todos os tempos, apresentaram um
aumento na laténcia para o aparecimento do primeiro episodio convulsivo, uma reducdo na peroxidagao lipidica
e uma redugdo nos niveis de NPSH. O palmitato de ascorbila na forma livre ndo apresentou efeito em aumentar
a laténcia para o aparecimento do primeiro episodio convulsivo em nenhum dos tempos testados, porém reduziu
a peroxidacao lipidica (0,5 e 48 h) e alterou os niveis de NPSH. As suspensdes contendo NC-PA apresentaram
efeito anticonvulsivante. Esse efeito esta associado, a0 menos em parte, ao efeito antioxidante deste composto.
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ABSTRACT

In this study it is investigated the anticonvulsant and antioxidant effects of nanocapsules containing ascorbyl
palmitate (NC-AP) in seizures induced by pentylenetetrazol (PTZ) in mice. Suspensions containing ascorbyl
palmitate (free or nanocapsulated, 30 mg/kg, intragastric) were pre-administered 0.5; 24, 48 or 72 hours before
PTZ. After this proceedure, the mice were observed for 60 minutes about behavioral changes. It was evaluated the
lipid peroxidation and non-protein thiol (NPSH) levels in their brains. The animals pre-treated with NC-AP, in all
times, increased latency to the onset of the first convulsive episode, a reduction in lipid peroxidation and NPSH
levels. The ascorbyl palmitate in the free form did not show any effect in increasing the latency to the seizure
episode at any time tested, but it reduced the lipid peroxidation (0.5 and 48 h) and changed the NPSH levels.
Nanocapsules suspensions containing NC-AP showed an anticonvulsant effect. This effect is associated, at least
in part, to the antioxidant effect of this compound.
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INTRODUCAO

A epilepsia ¢ definida como uma desordem neurologica causada pela predisposi¢ao persistente
do cérebro emrelagdo a geragdo de crises epilépticas e pelas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas,
psicossociais e sociais da condi¢do, caracterizadas pela ocorréncia de pelo menos uma crise epiléptica
(FISHER et al., 2005). Essa patologia neuroldgica afeta cerca de 50 milhdes de pessoas em todo o
mundo e apresenta alta mortalidade e comorbidade (GLAUSER et al., 2013). As crises convulsivas
podem ser classificadas de acordo com suas caracteristicas clinicas (crises parciais complexas e crises
generalizadas tonico-clonicas) e também de acordo com a presenca ou auséncia de desenvolvimento
neurologico ou anormalidades.

Diversas evidéncias sugerem que o estresse oxidativo ¢ um fator importante relacionado ao
dano tecidual cerebral apds os episodios convulsivos, pois gera espécies reativas (ER) que podem
ocasionar a morte neuronal (LIANG et al., 2000; ERAKOVIC et al., 2001; KANEKO et al., 2002).
Essas ER reduzem os niveis de antioxidantes principalmente no cérebro, que contém uma alta
concentracdo de acidos graxos poli-insaturados, afetando a expressdo de proteinas de membrana
funcionais e receptores (MAES et al., 1999; LIANG et al., 2000). Todavia, o estresse oxidativo
induzido pelos processos convulsivos tem seus danos minimizados por um complexo sistema de
defesas antioxidantes cerebrais enzimaticas e nao enzimaticas, que sao capazes de neutralizar as ER
(BIELSKI et al., 1983; BONNEFOY et al., 2002).

A deficiéncia de firmacos empregados na terapia anticonvulsivante, destinados principalmente
para o controle das convulsdes, que associem uma alta eficacia e baixos efeitos colaterais, tem
estimulado a pesquisa por novos agentes que possam representar uma nova alternativa terapéutica.
Alguns autores tém proposto o tratamento com moléculas antioxidantes com objetivo de reduzir as
convulsoes em funcdo de reduzir o estresse oxidativo (BASHKATOVA et al., 2003; SILVA et al.,
2009; WILHELM et al., 2009). Dessa forma, a utilizacao de antioxidantes como o 4cido ascérbico (aa)
que age sequestrando os radicais livres das c€lulas e prevenindo o organismo dos danos causados pelo
estresse oxidativo tem sido avaliada (PARLE; DHINGRA, 2003). Alguns autores t€m demonstrado
que as crises convulsivas sdo atenuadas pelo uso de aa (FIGHERA et al., 1999).

Entretanto, o aa apresenta limitagdes que podem reduzir sua eficicia como a baixa meia-vida
(BENHEGYTI et al., 1997) e baixa estabilidade fisico-quimica, sendo facilmente oxidado sobre condigdes
aerobicas (KLESZCZEWSKA, 2000) e altamente sensivel ao calor, a luz e alguns metais (MULLER et
al., 2001; DALCIN et al., 2003), dificultando a sua utilizagdo em produtos farmacéuticos. Nesse sentido,
com intuito de otimizar as preparacdes farmacéuticas do aa, o L-ascorbil-6-palmitato (PA), derivado
lipossoluvel do aa, tem sido comumente utilizado (KRISTL et al., 2003). O PA apresenta auséncia de
toxidade, sendo uma molécula estavel em pH neutro e mantém as mesmas propriedades antioxidantes do

aa (ROSS etal., 1999). Além disso, devido a sua estrutura lipofilica, o PA ¢ capaz de atravessar as barreiras
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biolégicas (SNOW; FRIGG, 1990; DEATON et al., 2003; POKORSKI et al., 2003), servindo como um

carreador de ascorbato no organismo (POKORSKI et al., 2003). No entanto, embora o PA apresente maior

estabilidade que a vitamina C em formulagdes, a esterificagdo com acido palmitico na posi¢ao 6 reduz a
hidrélise do aa, mas ndo garante resultados satisfatorios em relagdo a estabilidade em produtos acabados,
pois as propriedades de estabilizagdo do PA sdo também influenciadas pelas propriedades estruturais das
formulagdes (AUSTRIA; SEMENZATO; BETTERO 1997). Assim, a utilizagdo de sistemas carreadores
de farmacos, como lipossomas e nanoparticulas, t€m sido investigadas com inten¢ao de promover maior
estabilidade do ativo (TERJARLA, 1999; SPICLIN et al., 2001; KRISTL et al., 2003).

O uso de sistemas nanoparticulados pode representar uma nova ¢ importante ferramenta
farmacoldgica para o tratamento da epilepsia. As nanoparticulas poliméricas promovem uma
liberagdo controlada do firmaco, protegem as substancias de degrada¢ao e modificam sua distribuicao,
aumentando sua atividade farmacoldgica e reduzindo os efeitos colaterais (SCHAFFAZICK et al.,
2003). Além disso, devido a sua estrutura e propriedades como auséncia de toxidade, biodegradavel e
biocompativel (CHEN; LIU, 2012), as nanoparticulas t€ém grande potencial para facilitar a circulagdo
de farmacos através da barreira sangue-cérebro, fornecendo medicamentos especificos a regioes do
cérebro que, normalmente, seriam inacessiveis pelos métodos tradicionais (SIMKO et al., 2010).

Nos ultimos anos, avangos importantes tém sido feitos no diagndstico e tratamento de
disturbios convulsivos; no entanto estudos em animais mostram que muitos fairmacos antiepilépticos
ndo conseguem ultrapassar a barreira sangue-cérebro, apesar da sua alta poténcia e seletividade. Além
disso, estes farmacos apresentam elevada incidéncia de efeitos colaterais que variam desde disturbios
gastrintestinais até hepatotoxicidade, depressao e perturbacdes cognitivas (OBY; JANIGRO, 2006).
Portanto, ha uma clara necessidade de continuar a identificar novos ativos antiepilépticos que
efetivamente possam controlar as crises convulsivas com o minimo ou nenhum efeito adverso.

Com base nas evidéncias que as convulsdes podem causar danos cerebrais, o presente estudo
teve como objetivo verificar o efeito anticonvulsivante e antioxidante de nanocépsulas contendo PA
(NC-PA) em episddios convulsivos induzidos por pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos. O PTZ é
um conhecido antagonista do receptor do dcido gama-aminobutirico e com isso causado de convulsao
(FISHER, 1989). Além disso, os resultados obtidos com as NC-PA serdo comparados com o PA na
forma livre (PA-L).

MATERIAIS E METODOS
QUIMICOS

O PTZ foi obtido da Sigma (St. Louis, MO, EUA). Todos os outros quimicos foram de grau

analitico e obtidos a partir de fornecedores comerciais padrao.
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PREPARACAO DAS NANOCAPSULAS

As suspensdes contendo NC-PA foram preparadas pelo método de deposicao interfacial
do polimero pré-formado (FESSI et al., 1988) a uma concentracao de 3,0 mg/ml. A fase organica
foi composta por palmitato de ascorbila (0,3 %), poli-g-caprolactona (1,0 %), monoestearato de
sorbitano (0,766 %), 6leo de acai (3,102 %), butil-hidroxitolueno (0,1 %) e acetona (0,267 %).
A fase aquosa era composta por agua (0,533 %), propilenoglicol (1,0 %) e polisorbato 80 (0,766
%). A fase organica foi adicionada sobre a fase aquosa, sob agitacdo magnética em banho-maria a
temperatura aproximada de 35°C. As suspensdes contendo nanocépsulas brancas (NC-B) (sem o
farmaco) foram preparadas utilizando o mesmo protocolo das suspensdes de NC-PA.

O diametro das particulas era cerca de 306 e 248 nm para o NC-PA e NC-B, respectivamente.
O potencial zeta foi cerca de -33,2 mV para NC-PA e -16,2 mV para NC-B. O teor de palmitato de

ascorbila nanoencapsulada foi de 97,51%.

ANIMAIS

Foram utilizados camundongos adultos machos, da linhagem Swiss (25-35g), obtidos a
partir de uma coldnia de reprodugao local. Os animais foram mantidos em uma sala de animais com
um ciclo de claro-escuro 12/12 h. Os animais receberam uma dieta comercial (Guabi, RS, Brasil) e
agua ad libitum. Foram aplicados rigorosos critérios €ticos em nosso estudo para minimizar a dor
e o sofrimento dos animais. Os animais foram utilizados de acordo com as diretrizes da Comissao

de Cuidados e Uso de Animais Experimentais, do Centro Universitario Franciscano.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL IN VIVO

Os camundongos foram divididos em quatro grupos (Tabela 1) com 6 animais cada. Os
camundongos pertencentes aos grupos I e II foram pré-tratados com as suspensdes contendo NC-
B. Os animais do grupo III foram pré-tratados com as suspensdes contendo NC-PA (30 mg/kg)
enquanto os animais pertencentes ao grupo IV foram pré-tratados com o PA-L (30 mg/kg). Os pré-
tratamentos foram realizados pela via intragastrica por gavagem em diferentes tempos (0,5; 24; 48
e 72 h) antes da administracdo do agente convulsivante, neste caso do PTZ (80 mg/kg, i.p.) (UZUM
et al., 2006). Os camundongos dos grupos II, III e IV receberam uma inje¢ao intraperitoneal (i.p.)

de PTZ, enquanto os animais do grupo I receberam i.p. 4gua filtrada (Tabela 1).
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Tabela 1 - Protocolo Experimental /n vivo.

Grupos Tratamentos
I — Controle NC-B (i.g.) + 4gua filtrada (i.p.)
II-PTZ NC-B (i.g.) + PTZ (i.p.)
IIT — Nano + PTZ NC-PA (i.g.) + PTZ (i.p.)
IV —Livre + PTZ PA-L (i.g.) + PTZ (i.p.)

Todos os animais foram tratados por via intragastrica (i.g.) com auxilio de sonda de gavagem 0,5; 24; 48 ou 72 h antes da injecao
intraperitoneal (i.p.) de pentilenotetrazol (PTZ) ou agua filtrada. Foram utilizados 6 animais por grupo. Suspensdes contendo
nanocapsulas brancas (sem o ativo) (NC-B); suspensdes contendo nanocapsulas de palmitato de ascorbila (NC-PA); suspensdes
contendo o palmitato de ascorbila na forma livre (PA-L).

Os animais foram observados durante 1 h, em caixas de acrilico, imediatamente ap0s a injecao
1.p. de PTZ, para o aparecimento de crises tonico-clonicas com duragdo superior a 5 s. A laténcia
para o inicio do primeiro episddio convulsivo também foi registrada. Posteriormente ao episodio
da convulsdo, os camundongos foram decapitados. Os animais que ndo exibiram convulsdes foram
considerados protegidos e mortos 1 h apds a administracao de PTZ. Os cérebros dos animais foram

removidos e utilizados em ensaios ex vivo.

ENSAIOS EX VIVO

Para avaliar as alteragdes das convulsdes induzidas por PTZ na peroxidacao lipidica e nos
niveis de NPSH, as amostras de cérebro dos camundongos foram homogeneizadas em Tris-Hcl 50

mM pH 7,5 (1/5, v/v) e centrifugadas a 900 x g durante 15 min para a obten¢ao do sobrenadante (S1).

PEROXIDACAO LIPIDICA

A determinagdo da peroxidagdo lipidica foi realizada através da reacdo de espécies reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS), de acordo com Ohkawa et al. (1979). Foi utilizada uma aliquota de
S1 (200 pl), misturada de com 4cido tiobarbittrico (TBA) (0,8 %), acido acético e dodecil sulfato de
sodio (SDS) (8,1 %). Essa mistura foi incubada a 95°C durante 2 h. Os niveis de peroxidacao lipidica

foram expressos como nmol MDA/mg de proteina.

NIVEIS DE NPSH

Osniveis de NPSH foram determinados pelo método de Ellman (1959). O S1 foi homogeneizado
(1:1) com 10% de acido tricloroacético e posteriormente foi centrifugado. Apds a centrifugacao, o
sedimento foi descartado e as proteinas livres dos grupos-SH foram determinadas no sobrenadante
limpido. Uma aliquota do sobrenadante foi adicionada em tampao fosfato de potassio Il M pH 7,4 e
foi adicionado 10 mM DTNB. A reagao de cor foi verificada em 412 nm. Os niveis de NPSH foram

expressos como nmol NPSH/mg de proteina.
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PROTEINAS

A concentragdo de proteinas foi avaliada de acordo com o método descrito por Bradford

(1976), utilizando-se albumina de soro bovino como padrao.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro-padrdo (E.P.) Foi realizada uma anélise
de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Duncan. Os valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS E DISCUSSOES

EXPERIMENTOS IN VIVO

Na tabela 2, demonstra-se a laténcia para o aparecimento do primeiro episddio convulsivo dos
grupos I e II. Nesse teste, a ANOVA de uma via verificou uma diferenca significativa entre os grupos |
e Il na laténcia para o aparecimento do primeiro episdédio convulsivo (p < 0,00001). Todos os animais
do grupo I e II foram pré-tratados por via i.g. com as suspensdes contendo nanocapsulas brancas (sem
0 ativo), entretanto os animais do grupo I receberam injecdo i.p. de dgua filtrada e ndo apresentaram
nenhuma alteragdo comportamental durante 1 h em que foram observados. Todavia, os animais do
grupo II receberam injecdo i.p. de PTZ (80 mg/kg) e foram observados durante 1 h. Foi verificado
que todos os animais do grupo II convulsionaram e que a laténcia para o aparecimento do primeiro
episodio convulsivo foi de 66+ 5 s. Esse era um resultado esperado ja que o PTZ ¢ um antagonista de
receptor acido gama-aminobutirico e amplamente utilizado como modelo para estudar novas drogas

com efeito anticonvulsivante (FISHER, 1989).

Tabela 2 - Laténcia para o aparecimento do primeiro episodio convulsivo dos grupos I e I1.

Convulsoes
Grupos o
n’/n Laténcia (s)
I — Controle 0*/6 nc*
11-PTZ 6%/6 66 + 5%

Dados expressos como média + erro-padrao. Todos os animais foram tratados por via intragastrica (i.g.) com auxilio de sonda de
gavagem 0,5; 24; 48 ou 72 h antes da injecdo intraperitoneal (i.p.) de pentilenotetrazol (PTZ) ou agua filtrada. Foram utilizados de 6
animais por grupo. Grupo I: NC-B (i.g.) + 4gua filtrada (i.p.) e grupo II: NC-B (i.g.) + PTZ (i.p.). Suspensodes contendo nanocapsulas
brancas (sem o ativo) (NC-B). #p < 0,00001 em rela¢ao ao grupo I; *p < 0,00001 em relagéo ao grupo II. “nc” indica que os animais

ndo convulsionaram durante o periodo de observagao.

A ANOVA de uma via expressou uma significativa diferenca entre os animais pré-tratados com as
suspensoes contendo NC-PA e que receberam a injecdo i.p. de PTZ (grupo III) e os animais pré-tratados

com as suspensoes contendo NC-B (sem o ativo) e que receberam a inje¢ao i.p. de PTZ (grupo II) (Figura
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1). Assim, pode-se observar que o pré-tratamento, em todos os tempos, com as NC-PA aumentou a laténcia

para o aparecimento do primeiro episddio convulsivo quando comparados com o grupo PTZ (Figura 1).
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Figura 1 - Laténcia (s) para o aparecimento do primeiro episddio convulsivo dos animais pré-tratados com as

FTZ

suspensdes contendo nanocapsulas de palmitato de ascorbila (NC-PA), nos diferentes tempos analisados (0,5; 24; 48
€72 h). Dados expressos como média + erro-padrdo. *p < 0,05 em rela¢do ao grupo PTZ.

J& os animais pré-tratados com o PA-L ndo apresentaram alteracdes na laténcia para o
aparecimento do primeiro episddio convulsivo quando comparados com o grupo PTZ (Figura 2). Dessa
forma, pode-se analisar que as suspensoes contendo NC-PA apresentaram um efeito anticonvulsivante

em camundongos induzidos com PTZ, enquanto o PA-L ndo apresentou efeito.
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Figura 2 - Laténcia (s) para o aparecimento do primeiro episddio convulsivo dos animais pré-tratados com o palmitato

de ascorbila na forma livre (PA-L), nos diferentes tempos analisados (0,5; 24; 48 €72 h).
Dados expressos como média £ erro-padrao.

Portanto, este estudo demonstra, pela primeira vez, o efeito anticonvulsivante de NC-PA. O PA, um
derivado sintético lipofilico do ascorbato, ¢ amplamente utilizado na industria alimenticia e farmacéutica

(CORT, 1974; JOHNSTON et al., 1994) e mantém as mesmas propriedades antioxidantes do acido ascorbico
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(ROSS et al., 1999). Uma caracteristica importante do PA ¢ que serve como um carreador de ascorbato no
organismo (POKORSKI et al., 2003), promovendo um aumento dos niveis desse antioxidante.

Outros estudos t€ém demonstrado os beneficios de ativos antioxidantes em desordens cerebrais
(FREITAS; TOME, 2010; CALABRESE et al., 2003). Nesse contexto, Freitas e Tome (2010)
investigaram o efeito neuroprotetor do acido ascorbico em alteragdes histopatologicas observadas em
ratos convulsivos e concluiram que os farmacos antioxidantes, em especial o acido ascérbico, podem
influenciar a epileptogénese, protegendo pacientes epiléticos contra as lesdes cerebrais por meio da
remocao de radicais livres, promovendo a¢des neuroprotetoras durante as convulsdes.

Todavia, os estudos relatados acima utilizaram metodologia diferente e o farmaco ¢
administrado na forma livre em doses muito elevadas. Dessa forma, pode-se observar que a
administracdo do ativo nanoencapsulado promove uma importante redu¢do na dose administrada,
além da manuten¢ao do efeito do farmaco por tempo prolongado. Assim, nota-se que a utilizagdo
do PA em sistemas carreadores de farmacos pode representar uma nova e importante ferramenta
farmacoldgica para o tratamento da epilepsia. No presente estudo, observou-se que quando o PA
nanoencapsulado foi administrado, o aumento do tempo para o aparecimento do primeiro episddio
convulsivo foi estatisticamente significativo. Acredita-se que esse resultado se deve ao fato de que
carreadores submicrométricos de farmacos possibilitam a otimiza¢dao da capacidade do ativo em
atingir o sitio de acao especifico, além de possibilitar a liberagdo do farmaco seletivamente no local
alvo. Vérios autores citam as vantagens da utiliza¢do de nanoparticulas, entre elas esta a incorporacao
de farmacos com baixa estabilidade, liberagdo do ativo diretamente no sitio de acdo, promovendo
maior eficacia terapéutica, com liberagao progressiva e controlada do farmaco (CHAVEZ et al., 2002;
SCHAFFAZICK et al., 2003; DURAN; MATTOSO; MORALS, 2006).

Na tentativa de tentar explicar o melhor efeito farmacologico das NC-PA quando comparado com
o PA-L, pode-se sugerir a maior biodisponibilidade das NC-PA em relacao a forma livre, as propriedades
fisico-quimicas e o didmetro de particulas reduzido (306 nm) (EL-SHABOURI, 2002; HU et al., 2004).
As nanoparticulas poliméricas protegem o farmaco da degradagao pelo trato intestinal, promovendo assim
uma maior absor¢do, prolongando o tempo de permanéncia no estdmago por muco adesdo e consequente
absorcao pelas células intestinais e por translocagao de particulas através da barreira intestinal, favorecendo
a absorc¢ao oral (DES RIEUX et al., 2006; YAMANAKA; LEONG, 2008).

Outra hipdtese para o melhor efeito anticonvulsivante das NC-PA ¢ a inibi¢ao do processo de
reconhecimento molecular e a captura desses sistemas pelas células do sistema fagocitico mononuclear
no sangue (DES RIEUX et al., 2006), prolongando o tempo de permanéncia do farmaco na circulagio
(ARBOS etal., 2004). Dessa forma, pode-se afirmar que as NC-PA apresentam maior eficacia terapéutica,
pois promovem uma liberagdo progressiva e controlada do farmaco em relacao ao PA-L.

Além disso, os sistemas nanoencapsulados, devido a sua constitui¢do, t€ém grande potencial

para facilitar a circulagdo de farmacos através da (BHE), fornecendo medicamentos especificos a
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regides do cérebro que normalmente seriam inacessiveis pelos métodos tradicionais (SIMKO et al.,
2010). A BHE ¢ o fator limitante mais importante no desenvolvimento de novos medicamentos que
atuem no SNC, razao pelo qual muitos farmacos nao chegam ao cérebro (RINGE et al., 2004). Neste
sentido, as nanoparticulas tém atraido um interesse consideravel na condugao de ativos para o cérebro,
pois apresentam grande potencial para facilitar a circulagdo de farmacos através da BHE, além de
melhorar a qualidade de vida dos pacientes, pois podem ser administrados por via ndo-invasiva, tais

como a via oral (GARCIA-GARCIA et al., 2005).

EXPERIMENTOS EX VIVO

Peroxidacao Lipidica

Tem sido demonstrado que um desequilibrio entre a producdo e a remocao das ER pode levar a
efeitos neurotoxicos no sistema nervoso central (TAKUMA et al., 2004). Assim, destaca-se que o estresse
oxidativo tem uma importante participagdo na neurogénese das convulsodes. O ascorbato, por ser um agente
antioxidante, participa do sistema da defesa celular contra lesdes induzidas por radicais livres e produz
alteragoes benéficas nos parametros comportamentais induzidos pelas convulsdes (FREITAS; TOME, 2010).

Neste sentido, este estudo buscou investigar se o efeito antioxidante das NC-PA estaria envolvido
no efeito anticonvulsivante destes sistemas. Através da dosagem dos niveis de TBARS, como medida
de peroxidacao lipidica, nos cérebros dos camundongos apos o episddio convulsivo, verificou-se que o
PTZ causou um aumento nos niveis de TBARS, quando comparado com o grupo controle (Tabela 3).

Virios estudos foram desenvolvidos com o proposito de relacionar o envolvimento do estresse
oxidativo ao processo convulsivo. O aumento em diversos marcadores de formagdo de ER, como
TBARS e proteina carbonila (PATSOUKIS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2004), assim como uma
reducdo na atividade da enzima Na"K*-ATPase (OLIVEIRA et al., 2004), em modelos de convulsdo
induzidos por PTZ, tem sido demonstrado, o que sugere que a geragdo de ER de oxigénio e nitrogénio

estariam relacionadas aos efeitos convulsivantes e neurotoxicos do PTZ (BASHKATOVA et al., 2003).

Tabela 3 - Niveis de peroxidagao lipidica dos grupos I e II.

Grupos TBARS (nmol MDA/mg proteina)
I — Controle 6,6 £ 1,2%
I-PTZ 18,4 £ 0,2*

Dados expressos como média + erro-padrdo. Niveis da peroxidagdo lipidica em nmol de TBA/ mg de proteina. Grupo I: NC-B (i.g.)
+ agua filtrada (i.p.) e grupo II: NC-B (i.g.) + PTZ (i.p.). Suspensdes contendo nanocapsulas brancas (sem o ativo) (NC-B). Espécies
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) #p < 0,0002 em relagéo ao grupo I; *p < 0,0002 em relagido ao grupo II.

Na figura 3, pode-se observar que os animais pré-tratados com as NC-PA, em todos os tempos
de pre-tratamento, reduziram a peroxidacao lipidica no cérebro dos animais, quando comparado com

o grupo PTZ (Figura 3).
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Figura 3 - Niveis de peroxidacao lipidica (nmol de MDA/mg de proteina) dos animais pré-tratados com as suspensdes
contendo nanocapsulas de palmitato de ascorbila (NC-PA) nos diferentes tempos analisados (0,5; 24; 48 €72 h).
Dados expressos como média + erro-padrdo. *p < 0,05 em relagdo ao grupo PTZ.

Todavia, os animais pré-tratados com PA-L demonstraram uma redugdo significativa na
peroxidagdo lipidica somente nos tempos de 0,5 e 48 h no cérebro dos animais (Figura 4). Além
disso, no tempo de 72 h de pré-tratamento ocorreu um aumento significativo na peroxidacgao lipidica,

quando comparado com os animais do grupo PTZ (Figura 4).
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Figura 4 - Niveis de peroxidacao lipidica (nmol de MDA/mg de proteina) dos animais pré-tratados com as suspensdes

contendo palmitato de ascorbila na forma livre (PA-L) nos diferentes tempos analisados (0,5; 24; 48 €72 h).
Dados expressos como média * erro-padrdo. *p < 0,05 em relagdo ao grupo PTZ.

Neste sentido, estudos tém demonstrado que o tratamento com antioxidantes foi capaz de
atenuar as convulsdes induzidas pelo PTZ e/ou o dano induzido pelas espécies reativas (KABUTO
et al.,, 1998; BASHKATOVA et al., 2003). Além disso, Xavier et al. (2007) e Santos et al. (2008)

sugerem que o acido ascorbico apresenta efeito anticonvulsivante através da redugdo do teor de
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peroxidagdo lipidica e do aumento da atividade da catalase cerebral, reduzindo assim a formagao
de radicais livres durante a crise convulsiva. Tal achado aponta que o uso de farmacos antioxidantes

pode apresentar uma a¢ao neuroprotetora durante o tratamento das convulsdes em humanos.

Niveis de NPSH

Em relacdo aos niveis de NPSH, pode-se observar que os animais do grupo PTZ apresentaram

uma reducao nos niveis de NPSH no cérebro dos camundongos (Tabela 4).

Tabela 4 - Niveis de NPSH no cérebro dos grupos I e I1.

Grupos NPSH (nmol NPSH/mg proteina)
I — Controle 4,45+ 0,08*
I-PTZ 3,46+ 0,15#

Dados expressos como média * erro-padrao. Niveis de tiois ndo proteicos em nmol de NPSH/ mg de proteina. Grupo I: NC-B (i.g.) +
agua filtrada (i.p.) e grupo II: NC-B (i.g.) + PTZ (i.p.). Suspensodes contendo nanocédpsulas brancas (sem o ativo) (NC-B). #p < 0,001
em relacdo ao grupo [; *p < 0,001 em relacdo ao grupo II.

Os animais pré-tratados com as NC-PA reduziram nos niveis de NPSH nos tempos de 0,5; 24

e 48 h, quando comparados com os animais do grupo PTZ (Figura 5).
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Figura 5 - Niveis de tiois nao proteicos (NPSH) (nmol de NPSH/mg de proteina) dos animais pré-tratados com as
suspensdes contendo nanocapsulas de palmitato de ascorbila (NC-PA) nos diferentes tempos analisados (0,5; 24; 48 ¢72
h). Dados expressos como média + erro-padrdo. *p < 0,05 em relagdo ao grupo PTZ.

Da mesma forma, os animais pré-tratados com PA-L demonstraram redugdo significativa nos
niveis de NPSH nos tempos (0,5; 24 ¢ 48 h) em relacdo ao grupo PTZ (Figura 6). Entretanto, no
tempo de 72h, a ANOVA de uma via demonstrou um aumento significativo nos niveis de NPSH no

cérebro dos camundongos (Figura 6).
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Figura 6 - Niveis de tiois nao proteicos (NPSH) (nmol de NPSH/mg de proteina) dos animais pré-tratados com as
suspensdes contendo palmitato de ascorbila na forma livre (PA-L) nos diferentes tempos analisados (0,5; 24; 48 €72 h).
Dados expressos como média * erro-padrdo. *p < 0,05 em relagdo ao grupo PTZ.

Em concordancia com o presente estudo, Tome et al. (2010) demonstraram que compostos
antioxidantes como o acido ascorbico podem exercer efeitos neuroprotetores, ¢ esses resultados
podem estar associados a inibicdo da producdo de radicais livres, sugerindo que o acido ascorbico

como um tratamento promissor de doengas.
CONCLUSOES

Atualmente ha um grande interesse na liberagdo seletiva e modificada de farmacos, em vista
disso, sistemas carreadores tém sido bastante estudados com objetivo de melhorar a seletividade e
eficacia das substancias. Neste contexto, pode-se inferir que o palmitato de ascorbila nanoencapsulado
demonstrou efeito anticonvulsivante quando administrado pela via intragastrica em camundongos, pois
aumentou o tempo para o aparecimento do primeiro episédio convulsivo, provavelmente por liberar
seletivamente o ativo no cérebro dos animais e aumentar a meia-vida desta vitamina. Além disso, o
estresse oxidativo parece estar envolvido, a0 menos em parte, no efeito anticonvulsivante. Ademais,
cabe ressaltar a importancia de novos estudos sobre a utilizagdo de PA nanoencapsulado no intuito de

fortalecer os mecanismos de agao que justifiquem seu uso no tratamento clinico de pacientes epilépticos.
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