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RESUMO
A piridostigmina encapsulada em lipossomas multilamelares (PIR-Lip) foi desenvolvida com o
objetivo de prolongar seu efeito inibitdrio sobre a acetilcolinesterase e reduzir seus efeitos colaterais.
No presente estudo foram avaliados os efeitos da administracdo subcutanea (SC) da PIR-Lip sobre a
toxicidade geral em camundongos Swiss e sobre a funcao respiratoria de camundongos mdx, modelo
murino de distrofia muscular de Duchenne (DMD). PIR-Lip foi avaliada em comparagéo a PIR livre
nos testes de campo aberto, haste girante e aparelho de tracdo, indicadores da fun¢do neumuscular, e
parametros hematoldgicos e bioquimicos (funcdo renal e hepéatica) em camundongos Swiss. Em
camundongos machos, o tratamento em doses repetidas com a PIR-Lip (14 dias, 10 mg/kg, 20 mg/kg
ou 40 mg/kg) causou reducdo da atividade locomotora dos animais no campo aberto. N&o houve
alteracdo significativa no teste da haste girante, utilizado para avaliar a coordenagdo motora e
equilibrio, e no teste de tracdo, utilizado para avaliar a forca muscular. Quanto as alteracGes
bioquimicas, nenhuma alteracdo foi encontrada em camundongos machos, no entanto nas fémeas
houve aumento significativo de creatinina e TGP nas doses 10, 20 e 40 mg/kg. Na avaliacdo
hematoldgica ap6s o tratamento com a dose 40 mg/kg de PIR-Lip foram observados aumento do
hematocrito e VCM em fémeas e reducdo em machos, porém permanecendo em valores dentro da
normalidade. Foi avaliado o efeito da administracdo SC da PIR livre e PIR-Lip sobre a funcéo
respiratéria de camundongos C57BL10 (animais controle) e camundongos mdx. Os parametros
respiratérios (VC: volume corrente, VM: ventilacdo minuto; e FR: frequéncia respiratéria) dos
animais foram registrados durante o fluxo de ar ambiente e em condi¢des de hipercapnia (8% CO>),
por pletismografia de corpo inteiro. A pletismografia foi realizada antes e ap0s o tratamento em dose
Unica com a PIR livre (0,1 mg/kg) e PIR-Lip (1 mg/kg e 5 mg/kg). Foi realizado também o teste de
contratilidade in vitro do diafragma. Apds o tratamento em doses repetidas (30 dias, PIR-Lip
5 mg/kg), o masculo foi estimulado eletricamente em diferentes frequéncias e a contragdo maxima
medida. A PIR livre (1 mg/kg) foi toxica para os camundongos mdx e 0s animais morreram apos a
administracdo. N&o foi observado nenhum desses efeitos nos animais tratados com PIR-Lip em dose
Unica ou doses repetidas. No entanto, a PIR-Lip ndo apresentou nenhum efeito benéfico sobre os
parametros respiratorios avaliados. Em sintese, os resultados obtidos indicam um possivel efeito da
PIR livre e PIR-Lip sobre a atividade locomotora dos animais. A dose 40 mg/kg de PIR-Lip induziu
algumas alteracdes indicativas de toxicidade hematoldgica, no entanto, a dose 10 mg/kg nao
apresentou nenhuma alteracéo relevante e, portanto, € segura para o uso em longo prazo. Para a

avaliacdo de PIR-Lip para a terapéutica de DMD, novos estudos deverdo ser realizados.

Palavras-chave: Piridostigmina, lipossoma, toxicidade, Distrofia Muscular de Duchenne, funcéo
respiratoria.
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ABSTRACT

Pyridostigmine encapsulated in multilamellar liposomes (PYR-Lip) has been developed with the aim
of prolonging its inhibitory effect on acetylcholinesterase and reducing its side effects. In the present
study we evaluated the effects of the subcutaneous administration (SC) of PYR-Lip on the general
toxicity in Swiss mice and on the respiratory function of mdx mice, murine model of Duchenne
muscular dystrophy (DMD). PYR-Lip was evaluated in comparison to free PYR in the open field
test, rotarod and traction test, indicators of neuromuscular function, and hematological and
biochemical parameters (renal and hepatic function) in Swiss mice. In male mice, repeated doses of
PYR-Lip (14 days, 10 mg/kg, 20 mg/kg or 40 mg/kg) reduced locomotor activity of mice in the open
field test. In the rotarod test, used to assess coordination and balance, and in the traction test, used to
assess muscular strength, no significant effects were observed. No biochemical alterations were
observed in male mice, however in females, there were increases in creatinine and TGP at doses 10,
20 and 40 mg/kg. Hematological evaluation after treatment with a 40 mg/kg dose of PYR-Lip showed
increase in hematocrit and VCM in female, while in males, some reduction was observed, but
remained within normal values. The effect of SC administration of free PYR and PYR-Lip on a
respiratory function of C57BL10 mice (control animals) and mdx mice was evaluated. The respiratory
parameters (TV: tidal volume, MV: minute ventilation, and RR: respiratory rate) of the animals were
registered during both ambient air flow and hypercapnia conditions (8% CQO>). Plethysmography was
performed before and after treatment with PYR-Lip (1 mg/kg and 5mg/kg) and free PYR
(0.1 mg/kg). In vitro contractility test of the diaphragm was also performed after treatment in repeated
doses (30 days, PYR-Lip 5 mg/kg), the muscle was stimulated electrically at different frequencies
and the maximum contraction was measured. Free PYR (1 mg/kg) was toxic to the mdx mice and the
animals died after administration. No side effects were observed in animals treated with PYR-Lip
upon either single or repeated doses. However, PYR-Lip had no beneficial effect on respiratory
parameters. In summary, the results indicate a possible effect of free PYR and PYR-Lip on locomotor
activity of the animals. The 40 mg/kg dose of PYR-Lip induced haematological toxicity, however, a
dose of 10 mg/kg presented no relevant alterations and is therefore safe for use in the long term. For
an assessment of PYR-Lip in DMD therapy, further studies should be performed.

Key-words: Pyridostigmine, liposome, toxicity, Duchenne Muscular Dystrophy, respiratory function.
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1. INTRODUCAO

A Piridostigmina (PIR) é um carbamato aménio quaternario inibidor de acetilcolinesterase
(AChE) (Figura 1). A formula quimica da PIR foi sintetizada em 1945 pelo laboratorio Roche e
comercializada desde entdo, com o nome Mestinon®. PIR possui meia vida plasmatica de 2 horas e
aproximadamente 10 % de absorc¢do gastrointestinal e consequentemente, baixa biodisponibilidade
por via oral. PIR é metabolizada no figado, onde é hidrolisada por colinesterases e excretada pelos
rins na sua forma inalterada ou em metabdlitos (Aquilonius et al., 1980). A a¢do da PIR é descrita
predominantemente periférica, pois ndo atravessa a barreira- hematoencefélica (BHE) devido a

presenca do grupo amdénio-quaternario em sua estrutura (Birtley et al., 1966).

Figura 1: Estrutura quimica da Piridostigmina (CoH13BrN2Oy).
Fonte: National Center for Biotechnology Information. PubChem Substance Database

PIR atua inibindo reversivelmente a AChE, enzima responsavel pela hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina (ACh). Sua atividade anticolinesterasica promove o acimulo de ACh
na fenda sinaptica, aumentando a estimulacdo de receptores colinérgicos (Aquilonius et al., 1980).
ACh é um importante neurotransmissor do sistema nervoso central (SNC), sistema nervoso autbnomo
(SNA) e da juncdo neuromuscular (JNM). ACh é sintetizada a partir da colina e da acetil coenzima
A (acetil-CoA) pela enzima colina acetiltransferase (ChAT). Apds sua sintese, ela € transportada e
armazenada em vesiculas sinapticas, pelo transportador vesicular de acetilcolina (VACHT). A
exocitose da ACh na fenda sinaptica ocorre pela fusdo da vesicula sinaptica com a membrana
plasmatica pré-sindptica. Uma vez liberada, a ACh ativa 0s receptores pds-juncionais induzindo
respostas bioldgicas em oOrgdos efetores ou a ativacdo de neurbnios. Posteriormente, ACh é
hidrolisada em acetato e colina pela enzima AChE, localizada ancorada a membrana pods-sinaptica
(Taylor et al., 1999) (Figura 2).

AChE pertence a uma familia de enzimas denominadas colinesterases, da qual também faz parte

a butirilcolinesterase (BUChE). AChE é a principal delas e estd expressa nos neurénios no SNC e
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SNA, musculo esquelético, musculo cardiaco e liso, glandulas enddcrinas e exdcrinas, e na membrana
dos eritrocitos. A BuChE é encontrada, em sua maioria, no plasma sanguineo e por isso, € também

conhecida como colinesterase plasmética (Massoulié et al., 1993).
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Figura 2: Sintese, armazenamento, liberacdo e degradacao da ACh.
Fonte: Adaptado de Ganong et al., 2012.

ACh atua sobre dois tipos de receptores, muscarinicos e nicotinicos (Figura 3). Receptores
muscarinicos sdo receptores de membrana acoplados a proteina G com sete dominios transmembrana.
Os receptores M1, M3 e Ms estdo acoplados a proteinas G responsaveis pela estimulacdo da
fosfolipase C. Por outro lado, os receptores Mz e M4 estéo acoplados a proteinas G responsaveis pela
inibicdo da adenilil ciclase e ativacdo dos canais de K* (Caulfield e Birdsall, 1998).

No SNA, os receptores muscarinicos mediam as respostas a ACh em todos os érgdos inervados
pelo sistema nervoso parassimpatico (SNP). No coracgdo, a ativacdo dos receptores M» reduzem a
velocidade de conducdo nos nos sinoatrial e atrioventricular, reduzindo assim a frequéncia cardiaca
(FC) e a forca de contracdo dos atrios (Brodde et al., 2001). No sistema respiratorio, os receptores Ms
promovem brococonstricdo e aumento das secre¢des bronquicas (Olsen et al., 1965; Baker et al.,
1985). No sistema urinario aumentam a pressdo miccional e o peristaltismo uretral (Chess-Willians,

2002). ACh tambeém aumenta a secrecdo de todas as glandulas que recebem inervacdo do SNP ou


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4104281/#R114
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4104281/#R7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4104281/#R7

simpatica colinérgica, via receptores muscarinicos (Caulfield e Birdsall, 1998). No SNC, os
receptores muscarinicos estdo envolvidos em respostas complexas, como cognicdo, controle motor,
regulacdo do apetite, nocicepgao entre outros (Wess et al., 2007).

Receptores nicotinicos sdo canais idnicos ativados por ligante, permeéveis aos ions sddio e
potassio. Os receptores nicotinicos presentes no musculo esquelético de mamiferos séao
heteropentameros constituidos por subunidades a, B, y, 6 € € e estdo divididos em dois subtipos, N1 e
N2 (Albuquerque et al., 2009). Receptores N1 ou Nwm s&o os Unicos receptores de ACh encontrados na
JNM e a estimulagéo desses receptores promove a despolarizacdo da membrana da fibra muscular
levando a contracdo muscular (Martyn et al. 2009). Receptores N2> ou Ny desempenham papel
fundamental na transmissédo de sinais colinérgicos no SNA, eles podem ser encontrados nos ganglios
autondémicos colinérgicos e adrenérgicos, também estdo presentes na medula adrenal (Tiwari et al.,
2013). No SNC, receptores N2 ou Ny atuam nos processos de cognigéo, atengdo, aprendizagem e

desenvolvimento, e modulam a liberacdo de outros neurotransmissores (Dani et al., 2001).
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Figura 3: Receptores Acetilcolina.
Fonte: Adaptado de Jones et al., 2012.

Desde a década de 1950, a PIR tem sido o farmaco de escolha para o tratamento da Miastenia
gravis, desordem autoimune caracterizada por deficiéncia de receptores nicotinicos para a ACh na
placa motora do musculo esquelético e por fraqueza muscular (Phillips, 2003). A PIR prolonga a a¢éo
da ACh sobre os receptores nicotinicos, melhora a transmissdo neuromuscular e consequentemente,
aumenta a forga de contragdo muscular (Maggi et al., 2011).

Além disso, a PIR é um agente promissor na terapéutica das doencgas cardiovasculares devido
sua influéncia na fungdo autondémica cardiaca. A desregulacdo deste sistema nervoso autbnomo

(SNA) caracterizada por aumento da atividade simpatica e reducdo da atividade parassimpatica
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contribui para a patologia cardiovascular, incluindo hipertensao, doenca cardiaca isquémica, arritmias
e insuficiéncia cardiaca congestiva (Merz et al., 2015). Uma alternativa terapéutica para contrapor
este desequilibrio é o aumento da atividade parassimpéatica em nivel cardiaco. PIR confere
cardioprotecdo, pois aumenta a atividade da ACh nas sinapses pos-ganglionares parassimpaticas. Em
pacientes com isquemia cardiaca, a administracdo oral de PIR melhorou as respostas autondmicas e
hemodindmicas em repouso (Castro et al., 2004) e durante o exercicio (Castro et al., 2006). Na
insuficiéncia cardiaca (IC), além de equilibrar a atividade autonémica (Serra et al., 2009), a PIR
reduziu a incidéncia de arritmias ventriculares (Behling et al., 2003). Estudos experimentais também
demonstraram o efeito cardioprotetor da PIR no controle de disfuncGes do SNA. Em ratos saudaveis,
a PIR atenuou o consumo de oxigénio pelo miocardio evocado pela estimulacdo simpatica central
(Grabe-Guimaraes et al., 1999) e reduziu o prolongamento do intervalo QT em animais submetidos
a hiperestimulacdo simpatica (Vidal et al., 2010); em ratos infartados, melhorou a sensibilidade
baroreflexa e aumentou a variabilidade da FC (Sabino et al., 2012; La Fuente et al., 2013).

Entretanto, a PIR apresenta meia vida plasmatica curta, baixa biodisponibilidade por via oral
(Aquilonius et al., 1980) e efeitos adversos em doses terapéuticas (Pope et al., 2005), fatores que
limitam seu uso em longo prazo. Nosso grupo de pesquisa desenvolveu uma formulacéo farmacéutica
na qual a PIR foi encapsulada em lipossomas multilamelares, constituida por dioleil-fosfatidilcolina
(DOPC) e colesterol (CHOL) (Souza et al., 2013). Esta foi capaz de prolongar a acdo da PIR,
ampliando o tempo de seu efeito cardioprotetor em ratos anestesiados submetidos a estimulacéo
simpatica (Souza, 2013b). No entanto, a toxicidade da PIR em lipossomas ainda ndo havia sido
avaliada em estudos ndo clinicos, sendo de suma importancia para a sua avaliacdo clinica no futuro.
No presente estudo foi avaliada a toxicidade geral em camundongos Swiss utilizando um conjunto de
testes neurocomportamentais in vivo e avaliagdes bioquimicas e hematoldgicas para avaliacdo da
seguranca do uso da formulacdo administrada em doses repetidas.

Considerando a a¢do da PIR sobre o muasculo esquelético, outro objetivo do nosso trabalho foi
avaliar o efeito da PIR em lipossomas em um modelo murino de distrofia muscular de Duchenne
(DMD). Esta doenca é causada por uma mutacdo no gene responsavel pela expressdo da proteina
distrofina, cuja auséncia leva a inflamagdo cronica e degeneracdo de musculos esqueléticos, e
consequentemente perda do ténus e forca muscular (Hoffman et al., 1987). A insuficiéncia
respiratoria, causada pela atrofia dos musculos respiratérios, principalmente o diafragma, é uma das
principais causas de morte em pacientes com DMD (Mah et al., 2014). Os musculos distroficos
apresentam também alteracdo da transmissdo colinérgica, caracterizada por alteracdes no padrdo de
distribuicdo dos receptores nicotinicos na jungcdo neuromuscular (JNM) (Nagel et al., 1990, Lyons

and Slater, 1991) e redugdo no tamanho do potencial em miniatura da placa motora (MEPP)
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(Personius et al., 2006, Pijl et al., 2016). No presente estudo foi avaliado o efeito da PIR em
lipossomas sobre a funcdo respiratéria in vivo e a contratilidade do diafragma in vitro de

camundonhos mdx.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da PIR encapsulada em lipossomas multilamelares sobre a toxicidade geral

em camundongos Swiss e fungdo respiratéria em modelo murino de DMD (mdx).

2.2 Objetivos especificos

e Mensurar a atividade da AChE em camundongos Swiss ap6s administracdo SC de PIR em

lipossomas.

e Avaliar a toxicidade da PIR em lipossomas administrada por via SC em doses mdultiplas em testes

comportamentais, parametros hematoldgicos e bioquimicos em camundongos Swiss.

e Avaliar o efeito da PIR sobre a funcao respiratoria, in vivo e in vitro, de camundongos mdx.



CAPITULO 1

PREPARO E CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS MULTILAMELARES
CONTENDO PIR E MENSURAGAO DA ATIVIDADE DA AChE



1. INTRODUCAO

Lipossomas (Figura 1.1) sdo vesiculas esféricas, constituidas de uma ou vérias bicamadas
concéntricas de lipideos (Bangham et al., 1965), que séo utilizadas como vetores no transporte e
liberacdo de farmacos (Zylberberg et al., 2016). Os lipossomas podem ser preparados a partir de
misturas de fosfolipidios naturais ou sintéticos e colesterol (Vemuri e Rhodes, 1995). Substancias
hidrossoltveis farmacologicamente ativas podem ser incorporadas no compartimento aquoso interno,
e substancias lipofilicas ou anfifilicas nas bicamadas lipidicas dos lipossomas (Lasic et al., 1998). A
encapsulagdo de farmacos em lipossomas aumenta a estabilidade do farmaco, protegendo-o da
eliminacdo ou degradacdo rapida, prolongando sua acdo bioldgica (Vidal et al., 2010), além de reduzir
a toxicidade da substancia encapsulada (Maciel et al., 2010; Leite et al., 2012, Castro et al., 2014).
Lipossomas também podem ter sua superficie modificada de modo a apresentar maior especificidade
para células e orgaos especificos (Sapra et al., 2003).

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o tamanho, nimero de bicamadas
(lamelas), constituicdo lipidica e mecanismo de liberacdo do farmaco (Lopes et al., 2013).
Lipossomas multilamelares (MLV, multilamellar vesicles) possuem varias bicamadas lipidicas e
apresentam 400 a 5000 nm de diametro. Lipossomas unilamelares possuem apenas uma bicamada
lipidica envolvendo o ndcleo aquoso, sdo classificados em 3 subtipos: vesiculas unilamelares
pequenas (SUV, small unilamellar vesicles), quando apresentam de 20 a 50 nm de didametro; vesiculas
unilamelares grandes (LUV, large unilamellar vesicles) que apresentam o didmetro maior do que
100 nm; e as vesiculas unilamelares gigantes (GUV) com dimensdes superiores a 1 mM.
(Gregoriadis, 1993).

De acordo com a composicdo e interacdo com os sistemas bioldgicos, os lipossomas sdo
classificados como convencionais, de circulacdo prolongada, polimorficos e sitio-especificos.
(Batista et al., 2007). Lipossomas convencionais possuem baixa estabilidade no trato gastrointestinal,
pois sdo degradados pelos acidos gastricos, e por fosfolipases e sais biliares do intestino (Rowland et
al., 1980). Quando administrados por via IV, os lipossomas sdo rapidamente removidos da circulacéo
sistémica por macrofagos do sistema fagocitario mononuclear e se acumulam principalmente, no
figado, baco e medula dssea (Scherphof et al., 1985), reduzindo sua acdo em outros 6rgdos e tecidos.
Esta remocédo rapida ocorre devido ao processo de opsonizagdo, processo em que as proteinas
denominadas opsoninas aderem a membrana lipossomal e fazem com que sejam reconhecidos e
fagocitados rapidamente pelos macrofagos (Yan et al., 2005). Uma alternativa para evitar o processo
de fagocitose é revestir o lipossoma com polimeros hidrofilicos sintéticos, sendo o mais utilizado o

polietilenoglicol (PEG). O revestimento do lipossoma com PEG reduz a ligagdo de opsoninas



evitando o reconhecimento dos lipossomas por macrofagos, aumentando sua permanéncia na
circulacéo sistémica (Torchilin et al., 2005). Lipossomas que possuem PEG em sua composicao, sao
denominados lipossomas de circulacdo prolongada.

Lipossomas polimorficos sdo aqueles que se tornam reativos devido a mudanca na sua estrutura
desencadeada por uma alteracdo de pH, temperatura ou carga eletrostatica. Um exemplo sdo 0s
lipossomas pH-sensiveis que tém sido utilizados no tratamento do cancer para liberar farmacos no
tecido tumoral, uma vez que, o pH destes tecidos é reduzido em relagdo ao tecido normal (Leite et
al., 2012). Lipossomas sitio-especificos sdo aqueles que apresentam ligantes especificos acoplados a
superficie, estes ligantes sdo especificos para sitios alvos, permitindo a liberacdo do farmaco em

orgaos e tecidos de interesse (Sapra et al., 2003).
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Figura 1.1: Caracteristicas estruturais de lipossomas.
Fonte: Frézard et al., 2005

Nosso grupo de pesquisa desenvolveu formulagbes farmacéuticas nas quais a PIR foi
encapsulada em lipossomas unilamelares para a administragdo IV (Vidal et al., 2010) e
multilamelares para a administracdo por via SC (Souza et al., 2013), com o objetivo de prolongar os
efeitos da PIR e reduzir os efeitos colaterais.

Primeiramente, foi desenvolvida formulacdo onde a PIR foi encapsulada em lipossomas
unilamelares de longa circulagdo constituido de distearoilfosfatidiletanolamina e PEG (DSPE-PEG)
(Vidal et al., 2010). O efeito da PIR em lipossomas unilamelares foi avaliado sobre alteragdes
eletrocardiogréaficas em ratos submetidos a estimulacao simpatica farmacologica, em comparacao aos

efeitos da PIR na sua forma livre. Vidal e colaboradores, demonstraram que a PIR encapsulada em
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lipossomas unilamelares foi capaz de reduzir o prolongamento do intervalo QT do eletrocardiograma
(ECG), parametro preditor de arritmias e risco de morte subita (Shwartz et al., 1978) em até 6 horas
apos a administracdo 1V, em ratos submetidos a estimulacdo adrenérgica, efeito este que foi cerca de
3 vezes mais prolongado que o da PIR livre (Vidal et al., 2010).

Em um estudo subsequente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu duas formulagdes
farmacéuticas, nas quais a PIR foi encapsulada em lipossomas multilamelares convencionais, sendo
uma constituida por distearoilfosfatidilcolina e colesterol (DSPC: CHOL) e outra por
dioleilfosfatidilcolina e colesterol (DOPC: CHOL).

Os lipossomas multilamelares de PIR foram desenvolvidos para a administracdo SC, uma vez
que esta via € de mais facil manejo e confortavel para o paciente que a via IV. Quando administrados
por via SC, lipossomas ndo tem acesso direto a circulagdo sanguinea, pois a permeabilidade dos
capilares sanguineos € limitada a pequenas moléculas (<16 kDa). Lipossomas menores (< 0.1 pm)
séo absorvidos pelos vasos linfaticos e os lipossomas maiores, como os multilamelares, ficam retidos
no tecido subcutaneo, suas membranas se desestabilizam lentamente e liberam a substancia

encapsulada para a circulacdo sanguinea (Figura 2.2) (Oussoren et al., 2001).
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Figura 2.2: Esquema da distribuicdo de lipossomas apos administracéo SC.
Fonte: Adaptado de Oussoren et al., 2001.
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As formulacGes de PIR em lipossomas DOPC: CHOL e DSPC: CHOL, nas doses 10 mg/kg e
20 mg/kg, foram capazes de reduzir significativamente o intervalo QT em ratos anestesiados
submetidos a estimulacdo adrenérgica, com uma inibicdo méxima de 76,4% e 73,0%,
respectivamente. O efeito da formulacdo PIR/DOPC foi mais prolongado que com PIR/DSPC, na
qual a inibicdo do prolongamento do QT foi observada em até 24 horas apds a administracao,
enquanto a inibicdo pela formulacdo PIR/DSPC persistiu por 12 horas. Ambas as formulagdes
também atenuaram o aumento da presséo arterial dentro de 24 a 12 horas, respectivamente para
DOPC e DSPC (Souza, 2013b).

Os lipossomas multilamelares contendo PIR administrados por via SC formam um depdsito do
farmaco, permitindo sua liberacdo lenta e sustentada, prolongando seu efeito. Logo, a PIR em
lipossomas pode ser uma alternativa terapéutica mais eficaz que sua forma livre. No entanto,
avaliagdes pré-clinicas sdo de grande importancia para avaliar a seguranca desta formulacdo, como a
avaliacdo da estabilidade da formulacdo, a eficacia na inibicdo da AChE in vivo, e estudos de
toxicidade em doses repetidas em roedores.

O presente trabalho teve como objetivo dar continuidade aos estudos com a formulagéo da PIR
em lipossomas multilamelares constituidos de DOPC: CHOL. Esta formulacdo apresentou resultado
mais eficaz em relacdo a formulacdo lipossomal com DSPC: CHOL em relacdo ao teor de
encapsulacao e prolongamento do efeito da PIR (Souza, 2013b). A formulacéo lipossomal de PIR foi
preparada e caracterizada como descrito por Souza e colaboradores (2013). Adicionalmente, foi
avaliada a eficicia da PIR em lipossomas em inibir a atividade da AChE determinada em soro de
camundongos Swiss tratados por via SC, realizadas pela primeira vez para esta formulagéo.

2. METODOLOGIA
2.1 Animais

Para a dosagem da atividade da AChE foram utilizados camundongos Swiss machos com peso
entre 25 e 30 g. Os animais foram obtidos do biotério central CCA/UFOP e alojados no Laboratdrio
de Farmacologia Experimental da Escola de Farmacia/Cipharma/UFOP durante todo o periodo de
experimentacdo. Os animais eram mantidos em caixas de polipropileno com acesso ad libitum a ragdo
e 4gua. Os protocolos para a utilizacdo de camundongos foram aprovados pelo Comité de Etica de
Uso Animal da Universidade Federal de Ouro Preto - CEUA/UFOP (2016/27).
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2.2 Farmacos e reagentes

Piridostigmina (Sigma Aldrich), Colesterol (Sigma Aldrich), DOPC (Lipoid GmbH), Metanol
(Synth), Cloroférmio (Synth) e agua Millig.

2.3 Preparacéo dos lipossomas multilamelares contendo piridostigmina

Lipossomas convencionais constituidos de DOPC e CHOL na relagdo molar 5:4 foram
preparados conforme descrito por Souza e colaboradores (2013). Resumidamente: os lipidios foram
solubilizados em cloroférmio e este evaporado com auxilio de rotavapor (Laborota4000®, Heidolph
Instruments, Alemanha) a 7000 rpm, na temperatura de 60° C. Apds completa evaporacgéo do solvente
organico, o filme lipidico formado na parede do bal&o, foi hidratado com tampéo fosfato-salino (PBS)
(NaCl 0,15 M, fosfato 0,01 M, pH 7,2) ou solucéo de brometo de piridostigmina (37,0 mg/ml PBS),
para obtencdo de lipossomas “brancos ou vazios” e lipossomas contendo a substancia ativa,
respectivamente. As solucbes obtidas foram, entdo, homogeneizadas por 5 minutos e submetidas a
10 ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 60 °C. Para
separacdo da substancia ativa ndo encapsulada dos lipossomas foi realizada filtracdo por diélise
quando a solucéo foi colocada em membrana de celulose de 6 mm de didmetro (Sigma Aldrich, USA)
e mantida em PBS (pH = 7,2) durante 24 horas.

2.4 Determinacao do teor de encapsulagao

Para a quantificacdo da porcentagem de PIR encapsulada na preparagdo de lipossomas,
aliquotas da formulacdo foram retiradas antes e ap0s a dialise. As aliquotas foram solubilizadas em
metanol para rompimento da membrana vesicular e consequente liberacdo da PIR encapsulada.
Posteriormente, foram realizados doseamentos, em triplicata, por metodologia de espectrofotometria
ultravioleta (UV) (Espectrofotdmetro Model B582 Micronal), no comprimento de onda de 270 nm
como descrito por Hegazy e colaboradores (2002). O teor de encapsulacdo foi determinado como o
teor de PIR presente na formulacdo apos didlise de 24 horas, em relagdo ao total encontrado na
preparacdo ndo submetida a dilise, utilizando a equacdo:

Teor de encapsulacdo = Concentracdo de PIR nos lipossomas apés a didlise x 100
Concentracao de PIR antes da dialise
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2.5 Determinacdo do tamanho, indice de polidisperséao e potencial zeta

O tamanho dos lipossomas, indice de polidispersdo (IP) e o potencial zeta foram determinados
por espectroscopia de correlagdo de fotons, utilizando o equipamento Zetasizer 3000 HS (Malvern
Instruments, UK). As formulagfes lipossomais foram diluidas na proporcéo de 1:200 em PBS e 0s

parametros foram avaliados em triplicata.

2.6 Estabilidade da formulacéo lipossomal

A formulacdo lipossomal contendo PIR foi preparada como descrito em 2.2 foi armazenada em
geladeira, a 4°C, por 5 dias. Amostras foram avaliadas ap06s 24 horas, 48 horas e 5 dias de
armazenamento. Aliquotas de 100 ul da formulacdo lipossomal foram colocadas em ultrafiltros de
celulose (Microcon® 50,000 MWCO) e centrifugados por 30 minutos a 12000rpm, 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 separadamente solubilizados
em metanol e, em seguida, submetidos ao doseamento por espectrofotometria UV (270 nm), sendo
os valores obtidos comparados aqueles referentes a preparacdo inicial. Também foram determinados

o tamanho, IP e potencial zeta.

2.7 Determinacéo da atividade da AChE em soro de camundongos Swiss

Camundongos Swiss machos (peso + 30 g) foram tratados por via SC com PIR na sua forma
livre (1 mg/kg) e encapsulada em lipossoma multilamelares (10 mg/kg). Posteriormente, os animais
foram eutanaziados e o sangue total coletado para posterior obtencéo do soro. As amostras de sangue
foram coletadas 2, 6 e 24 horas ap6s a administracdo e armazenadas no freezer -80°C até o dia da
dosagem da atividade da enzima.

A atividade da AChE foi determinada indiretamente utilizando-se o kit colorimétrico
(MAK119-Sigma Aldrich, USA). Este ensaio € uma versdo otimizada do método descrito por Ellman
e colaboradores (1961). Resumidamente, a tiocolina originada da hidrolise da ACh pela AChE ao
reagir com DTNB (5,5’-ditio-bis-2nitrobenzoato), produz um composto amarelado, que pode ser
quantificado a 405 nm (VICTOR™ X3 Multilabel Plate Reader). O composto amarelado formado é
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proporcional a atividade da AChE. Uma unidade da AChE catalisa a producéo de 1,0 uM de tiocolina

por minuto a temperatura ambiente em pH 7,5.

2.8 Analises estatisticas

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o software Graph Pad Prism® 5.0 (Graph Pad
Software, EUA). Os dados foram submetidos a um teste de normalidade Kolmogorov Smirnov. Para
analisar os dados da estabilidade foi utilizando o teste t student pareado. Para analisar a atividade da
AChE foi utilizado o teste One-way ANOVA seguido do pds-teste de Bonferroni. Os dados estdo
expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m), foi utilizado intervalo de confianca de 95 %
e as diferengas foram consideradas significativas quando P foi menor que 0,05 (p < 0,05).
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3. RESULTADOS
3.1 Caracterizacao fisico-quimica da formulacéo lipossomal

As caracteristicas fisico-quimicas da formulacdo foram avaliadas em relacdo ao tamanho, IP,
potencial zeta e teor de encapsulacdo (Tabela 1.1). Para esta primeira caracterizacao, as amostras da
formulacdo foram utilizadas logo ap6s o seu preparo. As medidas de tamanho demonstraram que 0s
lipossomas possuem distribuicdo de tamanho polidisperso, uma vez que o IP foi superior a 0,3. Além
disso, os grandes didmetros medios obtidos indicam os lipossomas como multilamelares. A
formulacéo exibiu um potencial zeta negativo e a eficiéncia de encapsulacdo de PIR nos lipossomas

foi semelhante a descrita por Souza e colaboradores (2013).

Tabela 1.1: Parametros de caracterizacdo da formulagéo lipossomal.

% Potential zeta
Tamanho (nm) IP
Encapsulacéo (mV)
PIR em lipossomas 175+438 2556 + 180 0,49 +£0,03 -5,0+3,7
Lipossoma vazio - 1194 + 72 0,7+0,42 -1,0+0,2

IP: indice de polidispersao. Valores expressos em média + D.P.

3.2 Estabilidade da formulacéo

As caracteristicas fisico-quimicas da formulacdo e a concentracdo de PIR contida nos
lipossomas foram avaliadas por 5 dias para determinar a estabilidade da formulacdo. Apos 24 e
48 horas do preparo da formulacédo, houve liberacéo de 0,4 % e 7,0 % da PIR dos lipossomas. No 5°
dia, a liberacdo foi 7,7 % do farmaco (Tabela 2). Em relacdo ao tamanho, IP e potencial zeta foram
encontradas alteracfes significativas entre o 1° e o 5° dia. Os lipossomas contendo PIR e 0s
lipossomas vazios apresentaram um aumento significativo do tamanho e reducgéo do IP. O potencial
zeta tornou-se menos negativo nos lipossomas contendo PIR e mais negativo nos lipossomas vazios
(Tabela 3).

Tabela 1.2: Liberacdo da PIR contida nos lipossomas multilamelares.

Concentragéo PIR

Tempo contida nos lipossomas % Liberacéo
(mg/ml)
0 horas 4,55 -
24 horas 4,53 0,4
48 horas 4,23 7,0
5 dias 4,20 7,7
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Tabela 1.3: Caracteristicas fisico-quimicas entre 1° e 5° dia de preparo da formulacao.

Tamanho (nm) IP Potencial zeta (mV)
© DOPC vazio 1194 + 58,8 1,0 £ 0,000 -0,9+0,17
©
= PIR em lipossomas 2191 + 43,8 0,8 + 0,008 1,712
© DOPC vazio 1525 + 98,6* 0,75 = 0,09* -4,1 +2,0*
©
i PIR em lipossomas 2907 + 93,4* 0,5+0,15* -3,3+£0,33*

IP: indice de polidispersdo. Valores expressos em média £ D.P. Teste t pareado *(p<0,05), comparado

com o primeiro dia.

3.3 Dosagem da atividade da AChE no soro de camundongos Swiss

A atividade da AChE em soro dos camundongos foi avaliada 2, 6 e 24 horas ap6s o tratamento.
Apds 2 horas, PIR livre reduziu a atividade da AChE em 47 %, no grupo tratado com PIR em
lipossomas foi observada inibicdo de 49 %. Apds 6 e 24 horas, a PIR em lipossomas manteve a
inibicdo da enzima em 48 %, e 46 %, respectivamente. No grupo tratado com PIR livre, a inibicéo da

AChE ndo foi signifiativa nestes tempos (Figura 1.3).

2250+

2000+

1750+

1500+

1250+

1000+

7501

500+

2501

Atividade AChE (unidades/I)

Salina 2h 6h 24h 2h 6h 24h
PIR livre PIR em lipossomas

Figura 1.3: Atividade da AChE em soro de camundongos Swiss machos tratados com PIR na sua
forma livre (1 mg/kg) e encapsulada em lipossomas multilamelares (10 mg/kg). Valores expressos
em média = E.P.M. *p < 0,05, comparado ao grupo salina. One-way ANOVA seguido do pds-teste
Bonferroni.
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6. DISCUSSAO

A eficiéncia de encapsulacdo da PIR em lipossomas foi semelhante a descrita por Souza e
colaboradores (2013), assim como todos os parametros fisico-quimicos avaliados - tamanho, IP e
potencial zeta. A determinacdo do tamanho e do IP (superior a 0,3) foi importante para demonstrar
que os lipossomas sdo multilamelares com didmetro médio grande e polidisperso. Os lipossomas
exibiram potencial zeta levemente negativo. O potencial zeta reflete a carga de superficie das
vesiculas e se relaciona com a repulsdo eletrostatica entre elas e com a estabilidade da suspenséo
(Heurtault et al., 2003). Quanto maior o potencial zeta, mais provavel que a suspenséo seja estavel
porque as particulas carregadas se repelem e, assim, evitam a tendéncia natural de agregacdo. Em
geral, valores de potencial zeta em modulo entre 30 mV e 60 mV sdo considerados ideiais, e
potenciais entre 5 mV e 15 mV estdo proximos do limiar de agregacdo (Heurtault et al., 2003).

Em relacdo a estabilidade da formulagdo os resultados demonstraram uma perda de
aproximadamente 7-8 % da PIR encapsulada ap6s 2 e 5 dias respectivamente demontrando que esta
formulacdo ndo tem longa estabilidade quando armazenada em geladeira a 4° C. Em relacdo ao
tamanho, houve aumento do didmetro dos lipossomas, o que pode indicar agregacdo das vesiculas
(Lentz et al., 1985).

No presente estudo foi demonstrado que PIR em lipossomas (10 mg/kg), foi capaz de inibir a
atividade da AChE ap6s 2 horas em aproximadamente 50% semelhante a PIR livre (1 mg/kg). Esta
porcentagem de inibicdo da AChE foi similar ao encontrado por Kant e colaboradores (2001) para a
PIR livre administrada SC em ratos (1,5 mg/kg/dia) e para a PIR livre (10 mg/kg) administrada por
via oral em ratos (Van Haaren et al., 1999).

Adicionalmente, PIR em lipossomas manteve a inibicdo da enzima até 24 horas ap0s
administracdo em dose unica. Lipossomas multilamelares quando administrados por via SC ficam
retidos no tecido cutaneo devido ao grande tamanho, suas membranas desestabilizam lentamente e o
farmaco é liberado gradualmente na circulacéo sistémica (Oussoren et al., 2001). Assim, € possivel
concluir que a encapsulacdo da PIR em lipossomas multilamelares ampliou o tempo do efeito

inibitorio da PIR sobre a AChE, mostrando assim, sua vantagem em relacdo a forma livre de PIR.

18



CAPITULO 2

AVALIACAO DA TOXICIDADE GERAL DA PIRIDOSTIGMINA ENCAPSULADA
EM LIPOSSOMAS MULTILAMELARES EM CAMUNDONGOS SWISS
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1. INTRODUCAO

Nesta etapa, a toxicidade da formulagéo lipossomal de PIR foi avaliada em camundongos Swiss
apos tratamento em doses repetidas. Estudos ndo-clinicos de toxicidade e seguranca farmacologica
sdo indispensaveis para o desenvolvimento de novos medicamentos. Os estudos de toxicidade com
doses repetidas ttm como objetivo, caracterizar o perfil toxicologico da substancia pela administracao
de doses diarias em um periodo minimo de 2 semanas (ANVISA, 2013).

Geralmente, sdo avaliadas 3 doses para os testes em doses repetidas. Estas sdo estabelecidas a
partir de estudos de toxicidade aguda ou testes piloto (EMEA, 2010). As doses de PIR foram
selecionadas baseado em estudo anterior realizado por Souza e colaboradores (2013), no qual foram
utilizadas as doses 10 mg/kg e 20 mg/kg da formulacao lipossomal de PIR. Como foi preconizado a
utilizacdo de 3 doses para estudos de administracdo repetida, sugerindo-se intervalos de 2 a 4 vezes
entre elas (ANVISA, 2013), selecionamos também a dose 40 mg/kg. O efeito das 3 doses de PIR
lipossomal foi comparado a PIR livre (1 mg/kg), dose que nédo apresenta efeitos adversos quando
administrada SC (Bernatova et al., 2003).

Os efeitos colaterais da PIR sdo, em sua maioria, consequéncia da hiperestimulacdo dos
receptores colinérgicos periféricos. Efeitos colaterais muscarinicos sdo caracterizados por miose,
bradicardia, hipotensdo, distarbios gastrointestinais (ex.: diarreia), aumento da salivacdo e das
secrec¢des brénquicas, e broncospasmos. Efeitos colaterais nicotinicos na juncdo neuromuscular do
musculo esquelético podem causar fraqueza, fasciculacBes, tremores e eventualmente paralisia
(Pope et al., 2005).

Efeitos adversos em decorréncia do uso de inibidores de AChE ocorrem em um terco dos
pacientes com Miastenia gravis (Beekman et al., 1997; Punga et al., 2008). Pacientes idosos parecem
ser mais sensiveis a PIR que pacientes jovens (Punga et al., 2008). Alem disso, uma pequena
porcentagem de pacientes miasténicos apresentam um polimorfismo na subunidade catalitica da
AChE o que os tornam mais sensiveis aos antiacetilcolinesterasicos (Shapira et al., 2000). Os efeitos
adversos muscarinicos sdo mais comuns gque 0s nicotinicos e precisam ser controlados pela
administracdo de atropina por via oral ou parenteral (Skeie et al., 2006). Por outro lado, doses muito
elevadas de PIR causam desensibilizacdo de receptores nicotinicos na placa motora resultando no
aumento da fraqueza muscular, paralisia e insuficiéncia respiratoria, quadro conhecido como crise
colinérgica (Gold et al., 2008), nestes casos, a medicacédo deve ser suspendida imediatamente. Apesar
dos efeitos colaterais, a PIR é o famaco mais utilizado no tratamento de todas as formas de Miastenia

gravis, principalmente nas formas mais leves e nos estagios iniciais da doenca (Maggi et al., 2011).
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Outro dado interessante em relacéo aos efeitos colaterias da PIR € sua correlagcdo com Sindrome
da guerra do Golfo (SGG) em soldados. Na Guerra do golfo (1990-1991), a PIR foi utilizada
profilaticamente para proteger contra a inativacdo permanente de AChE por organofosforados
(Cook et al., 1992). SGG é caracterizada por fadiga crénica, dor muscular e disturbios cognitivo-
psicoldgicos, como perda de memdaria, confusdo, incapacidade de concentracdo, mudancas de humor,
especialmente irritabilidade e sonoléncia (Landrigan et al., 1997). Entretanto, a acdo da PIR €
predominantemente periférica, uma das hipéteses para a ocorréncia de tais efeitos seria a associacao
da PIR ao estresse (Amourette et al., 2009). A exposi¢édo ao estresse pode alterar a permeabilidade o
BHE e aumentar a neurotoxicidade de algumas substancias (Belova et al., 1982). Assim, o
envolvimento do estresse durante o tratamento com a PIR permitiria 0 acesso desta ao SNC e
consequentemente a inibigdo da AChE no cérebro (Friedman et al., 1996). No entanto, os estudos séo
controversos e 0 mecanismo pelo qual a PIR exerce tais efeitos ndo esta claro.

Nesta etapa, a toxicidade da formulacao lipossomal de PIR foi avaliada sobre sinais clinicos de
hiperestimulacdo colinérgica periférica como, aumento da salivacdo, lacrimacdo, motilidade
intestinal, e mic¢des. Testes comportamentais também foram realizados, com o objetivo de identificar
efeitos adversos sobre a locomocéo, equilibrio e coordenagdo motora, e fungdo muscular.

Além disso, foram avaliados parametros bioquimicos, para analise de funcao renal e hepatica.
O figado possui papel central no metabolismo de farmacos, e, portanto, é particularmente suscetivel
a toxicidade de diferentes farmacos. Entre as alteracdes hepaticas mais comuns estdo alteracdo da
homeostasia do calcio, que pode levar a lise celular, lesdo canalicular, lesdo das mitocondrias e
apoptose. A exposicao repetida a farmacos toxicos podem causar inflamacéo (hepatite), necrose,
fibrose e insuficiéncia hepética (Navarro et al., 2006). O rim também é sensivel, a nefrotoxicidade
pode manifestar-se como alteracdes na hemodindmica renal, lesdo e obstrucdo tubular, nefropatia
glomerular e nefrite intersticial o que pode levar a insuficiéncia renal progressiva (Naugthon et al.,
2008).

Adicionalmente foram avaliados parametros hematoldgicos. Disturbios hematoldgicos sdo
geralmente raros, no entanto, quando presentes podem ser muito graves. As alteracfes hematoldgicas
induzidas por farmacos podem ser o resultado de toxicidade direta do farmaco ou de seus metabdlitos
ou uma reacdo imune. Farmacos toxicos podem afetar qualquer tipo celular, incluindo glébulos
brancos, glébulos vermelhos e plaquetas, e podem causar diferentes tipos de anemia, agranulocitose

(reducdo de leucdcitos) e trombocitopenia (reducdo de plaquetas) (Rao, 2014).
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2. METODOLOGIA
2.1  Animais

Para os testes de toxicidade foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas com peso
entre 25 e 30 g. Os animais foram obtidos do biotério central CCA/UFOP e alojados no Laboratorio
de Farmacologia Experimental da Escola de Farmacia/Cipharma/UFOP durante todo o periodo de
experimentacdo. Os animais eram mantidos em caixas de polipropileno com acesso ad libitum a ragdo
e 4gua. Os protocolos para a utilizagdo de camundongos foram aprovados pelo Comité de Etica de
Uso Animal da Universidade Federal de Ouro Preto - CEUA/UFOP (numero 2014/12).

2.2 Protocolo experimental

A toxicidade da formulacdo lipossomal de PIR foi avaliada sobre sinais clinicos de
hiperestimulacéo colinérica periférica como, aumento da salivagao, lacrimagao, motilidade intestinal,
e miccdes e tremores. Testes comportamentais também foram realizados, com o objetivo de
identificar efeitos adversos sobre a locomocao, equilibrio e coordenacdo motora, e funcdo muscular.
Camundongos Swiss machos foram aleatoriamente distribuidos nos diferentes grupos experimentais
que receberam por via SC dose Unica diaria:

1. Controle Salina (200 ul) (n=6)

Lipossoma vazio (200 ul) (n=6)
PIR na forma livre 1 mg/kg (n=6)
PIR em lipossomas 10 mg/kg (n=6)
PIR em lipossomas 20 mg/kg (n=6)

o gk~ w N

PIR em lipossomas 40 mg/kg (n=6)

2.3 Testes comportamentais

A avaliacédo da toxicidade da PIR foi realizada pela observacéo e quantificacdo das alteracoes
comportamentais em camundongos adultos, induzidas pelo farmaco livre ou encapsulado em
lipossomas, utilizando os métodos de campo aberto, haste girante e aparelho de tracdo, para a
avaliacdo da locomocdo, equilibrio e forga muscular, respectivamente (Figura 1). Os animais foram
tratados por 14 dias e submetidos aos testes antes da administracdo das formulacGes, para o registro
basal dos comportamentos avaliados 2, 6 e 24 horas apés receberem a primeira dose, 6 horas apos a
sétima dose e 6 horas e 24 horas apds a décima quarta dose das formulac6es. Este protocolo seguiu

as orientacbes do Guia para a conducdo de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranca
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farmacoldgica necessarios ao desenvolvimento de medicamentos da Agéncia Nacional de vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

Tratamento PIR Livre e PIR em lipossomas SC

LU L 9!

Basal 3 Ge24h _ &h 6e24h
apos 12 dose apos 7° dose apos 142 dose

Figura 2.1: Esquema protocolo experimental dos testes neurocomportamentais.

2.3.1 Método campo aberto (Open Field)

Para avaliar a atividade locomotora dos animais foi utilizada a técnica de campo-aberto, método
proposto por Turner e colaboradores (1972). O campo aberto (Insight Equipamentos Cientificos,
Brasil) consiste em uma base de acrilico 100x80 cm, demarcada por 12 campos e cercada por parede
circular de acrilico transparente de 60 cm de didmetro e 50 cm de altura. Os animais foram colocados
individualmente dentro da camara e, ap6s 2 minutos de ambientagdo, a locomocao espontanea foi
registrada por 5minutos. Na andlise do comportamento foram contados o numero de campos
invadidos; o nimero de vezes que o animal levantou apoiando-se nas patas posteriores (rearing),
incluindo as vezes em que apoiou na parede lateral do campo aberto; 0 movimento de limpar
(grooming), considerado pelos movimentos dirigidos a cabeca, efetuados com as patas dianteiras; e

a contagem dos bolos fecais.

2.3.2 Método de haste girante (Rotarod)

O método da haste girante foi realizado utilizando o método descrito por Dunham e Miya (1957)
com o objetivo de avaliar a coordenacdo motora e equilibrio dos animais. A haste (Insight
Equipamentos Cientificos, Brasil) consiste em uma barra giratdria, dividida por discos intercalados
em quatro setores de 10 cm. Os animais foram colocados individualmente num setor por 1 minuto
para ambientacdo e, em seguida, foram colocados novamente por 2 minutos com aceleracéo
progressiva de 5 a 20 rpm. Os experimentos foram filmados e o numero e tempo de quedas no tempo

experimental foram avaliados.
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2.3.3 Método de tracao

O método de tracédo foi realizado de acordo com o método descrito por Rudzik et al. (1973),
com o objetivo de detectar alteragdes do ténus muscular. O aparelho de tracdo consiste em um fio
metalico horizontal estendido a 30 cm de altura, sustentado por duas barras laterais. Foi avaliada a
capacidade dos animais de se prender e sustentar no fio de metal com as patas anteriores e, quando
livre, colocar uma das patas posteriores no fio em até 5 segundos. Cada animal foi colocado trés vezes

no aparelho no dia anterior para treinamento.

Figura 2.2: Testes comportamentais. A) Campo aberto. B) Rotarod). C) Barra de tracao.

2.4 Avaliacao dos parametros hematoldgicos e bioquimicos

No 15° dia apds a primeira dose do tratamento e 24 horas ap0s a Ultima dose, os animais foram
anestesiados com ketamina (75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e amostras de sangue foram coletadas
da veia cava inferior. Para a analise hematoldgica, as amostras foram coletadas em tubos eppendorfs
contento &cido etilenodiamino (EDTA) a 10% e os parametros avaliados utilizando aparelho de
contagem eletronica (ABX diagnostics, micros 60).

Para a andlise bioquimica foram coletadas amostras de sangue sem anticoagulante,
centrifugadas (1000 rpm, 30 minutos) e o soro obtido foi mantido a -4°C. Os niveis séricos de
creatinina, uréia, acido Urico, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e
fosfatase alcalina foram avaliados utilizando os Kits colorimetricos especificos (Roche, EUA), e
dosados em aparelho (Cobas Integra 400). Todas as dosagens foram realizadas no Laboratorio Piloto
de Analises Clinicas da UFOP (LAPAC-UFOP).
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2.5 Analises estatisticas

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o software Graph Pad Prism® 5.0 (Graph Pad
Software, EUA). Os dados foram submetidos a um teste de normalidade Kolmogorov Smirnov. Para
analizar os dados obtidos no campo aberto, labirinto em cruz elevado, haste girante, parametros
bioquimicos e histologicos foi utilizando o teste t student pareado. Os dados estdo expressos como
média + erro padrdo da média (e.p.m), foi utilizado intervalo de confianca de 95 % e as diferencas
foram consideradas significativas quando P foi menor que 0,05 (p < 0,05). Para avaliar o método de
tracdo foi utilizado o teste exato de Fisher e os resultados foram expressos em nimero de animais que

ndo obtiveram éxito no teste.

3. RESULTADOS
3.1 Sinais clinicos de toxicidade colinérgica

Apbs o tratamento em doses repetidas por 14 dias com a PIR livre (1 mg/kg) ou PIR em
lipossomas (10, 20 e 40 mg/kg), ndo foi observado nenhum efeito de hiperestimulacdo colinérgica

periférica como, aumento da salivacdo, lacrimacgdo, motilidade intestinal, e micgdes e tremores.

3.2 Testes comportamentais
3.2.1 Campo aberto

Para avaliar a atividade locomotora espontanea dos animais foi utilizado o método de campo
aberto. Na analise do campo aberto foi observado reducdo significativa no nimero de campos
explorados (Tabela 2.1) do grupo tratado com lipossomas vazios 6 e 24 horas ap0s a primeira dose e
24 horas ap0s a Ultima dose tratamento.

Os animais tratados com PIR livre e lipossomal apresentaram redugdo no nimero de campos
explorados (Tabela 2.1), nos movimentos de rearing (Tabela 2.2). O grupo tratado com PIR livre
1 mg/kg apresentou redugdes no nimero de campos explorados e rearings apds a 7° e 14° doses e
também 24 horas ap06s a ultima dose. O tratamento com PIR lipossomal 10 mg/kg casou reducdes no
nimero de campos explorados e rearings observado 6 e 24 horas ap6s a 142 dose. Na dose 20 mg/kg
0s animais apresentaram redugdes no nimero de campos explorados apds 2 horas e também 6 e 24
horas apds a 142 dose; o numero de rearings foram reduzidos apos 2, 6 e 24 horas ap6s a 12 dose e
também 6 e 24 horas ap6s a 142 dose. O grupo tratado com PIR em lipossomas 40 mg/kg apresentou
reducdo do numero de campos explorados apos 6 horas da administracdo da primeira dose e 24 horas
apos a 142 dose.
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O efeito do tratamento com PIR livre e PIR em lipossomas sobre 0 movimento de gromming
ndo esta claro (Tabela 2.3). No grupo PIR livre 1 mg/kg houve aumento 24 horas ap6s a 142 dose.
Nos animais tratados com PIR em lipossomas 20 mg/kg houve aumento no nimero de groomings
24 horas ap6s a 142 dose. No grupo PIR em lipossomas 40 mg/kg houve aumento 24 horas apos a
primeira dose. Ndo foram encontradas diferencas significativas no nimero de bolos fecais entre os

grupos avaliados.

Tabela 2.1: Namero de campos explorados por camundongos Swiss machos tratados por 14 dias

com PIR livre e PIR em lipossomas no campo aberto.

) Lipossoma PIR livre PIR em lipossomas
Tempo Salina )
vazio 1 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg

Basal 67 %87 62+8,1 59+39 88 +8,0 86 + 11,6 78+119
2 2 62+10,8 55+6,5 51+11,7 72+16,5 73+11,8* 59+120
=
2 6 32+9,1* 37x74*% 41+75 66 + 9,12 71+7,0 47 £5,9*
24 54+85 43+7,6% 71+18,2 101 + 16,1 78 +10,5 48+ 7,4
7 60+12,7 50+16,8 28 +5,8* 67+114 54 +8,3 5257
__c;é 14 75+6,9 53+59 28 +7,4* 53 +£9,5* 47 +13,0r 30+11.2*

15 64 +3,5 31 +4,5* 21 +£5,1* 34 +9,0* 37 + 8,6* 24 +8,1*

Tempo: horas ap6s administracdo da primeira dose; dias se refere a 6 horas ap6s a 72 e 142 dose e 15
dias corresponde a 24 horas ap6s a 142 (Gltima dose). Teste t student pareado. * p < 0,05 comparado

ao tempo Basal (antes do tratamento). (n=6).
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Tabela 2.2: Ndmero de vezes que camundongos Swiss machos tratados por 14 dias com PIR livre e

PIR em lipossomas apoiaram o corpo sobre as patas traseiras (rearing) no campo aberto.

) Lipossoma PIR livre PIR em lipossomas
Tempo Salina ]
vazio 1 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg

Basal 3038 19+4,4 28+45 36 +4,3 38+29 32+5,0

2 2 16+£19* 25+29 16+ 4,6 25%6,3 23 +3,8* 22+6,7
=

2 6 12+1,3* 9+34 16 £ 5,7 22+55 22 +3,1* 19+43

24 19 +3,7 15+3,7 30+8,8 28 +6,3 21 + 2,5* 18+5,9

7 21+43 15+ 3,7 9+2,7* 28 +£5,5 24 6,7 14 +5,8

é 14 21+45 13+24 7+25* 21 +£3,2* 19 £5,5* 9+5.2*

15 30+21 15+4,5 6+1,1* 11 +3,2* 21 +4.4* 8+4,1*

Tempo: horas ap6s administracdo da primeira dose; dias se refere a 6 horas apés a 72 e 142 dose e 15
dias corresponde a 24 horas ap6s a 142 (Gltima dose). Teste t student pareado. * p < 0,05 comparado

ao tempo Basal (antes do tratamento). (n=6).

Tabela 2.3: Numero de movimentos de limpar (groomming) realizados por camundongos Swiss
machos tratados por 14 dias com PIR livre e PIR em lipossomas no campo aberto.

Lipossoma PIR livre PIR em lipossomas
Tempo Salina ]

vazio 1 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg

Basal 3+14 3+0,9 5+16 3+0,8 3+1,3 2+0,6

@ 2 4+0,6 4+05 4+172 3+0,7 5+16 3+0,6
e 6 3+08 2+1.2 T£17 4+15 4+0,8 3+0,8
24 5+1,7 5+0,9 6+1,7 4+0,7 62,7 7+0,1*

7 2+10 5+0,8 716 4+0,9 4+172 4+11

< 14 2+0,7 4+0,9 6+1,6 4+1.2 3+1,3 3+14
° 15 5+18 511 5+25* 4+15 6+1,9* 6+1,8

Tempo: horas ap6s administracdo da primeira dose; dias se refere a 6 horas apos a 72 e 142 dose e 15
dias corresponde a 24 horas apds a 142 (ultima dose). Teste t student pareado. * p < 0,05 comparado

ao tempo Basal (antes do tratamento). (n=6).
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3.2.2 Teste coordenacgdo motora e equilibrio (Rotarod)

No teste de coordenacdo motora e equilibrio, avaliada pelo método da haste girante, a maioria
dos animais tratados com PIR em lipossoma conseguiram permanecer por 2 minutos na haste e ndo
foram encontradas alteragdes significativas entre os grupos. No grupo tratado com lipossoma vazio,
um animal caiu da haste aos 92 segundos no 15° dia. No grupo tratado com PIR livre 1mg/kg, um
animal caiu da haste aos 16 segundos ap6s 6 horas de tratamento e aos 111s no teste realizado no 15°
dia.

3.2.3 Tracéo

No teste de for¢a muscular, avaliada pelo método de tracdo, ndo foram encontradas alteracGes
significativas na capacidade dos animais em se sustentar o prprio peso no fio metélico apds o
tratamento com PIR livre ou PIR em lipossomas. Nos grupos tratados com PIR livre 1 mg/kg e PIR
rm lipossomas 10 mg/kg, 20 mg/kg e 40 mg/kg apenas um animal ndo conseguiu se sustentar no fio

metéalico e caiu durante os testes para alguns tempos avaliados (Tabela 2.4).

Tabela 2.4: Efeito do tratamento com PIR livre e PIR lipossomal sobre a forga muscular de

camundongos Swiss machos por 14 dias

) Lipossoma PIR livre PIR em lipossomas
Tempo Salina )
vazio 1 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg
Basal 0 0 0 0 0 0
0 2 0 0 1 0 1 0
o
2 6 0 0 1 0 1 0
24 0 0 0 1 0 1
7 0 0 0 0 0 1
< 14 0 0 1 1 0 0
©
15 0 0 1 0 0 1

Tempo: horas ap6s administracdo da primeira dose; dias se refere a 6 horas apos a 72 e 142 dose e 15
dias corresponde a 24 horas apds a 142 (Gltima dose). Os dados representam o nimero de animais que

ndo passaram no teste de tragc@o por grupo (Teste exato de Fisher). (n=6).
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3.3 Parametros bioquimicos

Os niveis séricos de uréia e creatinina foram dosados para avaliacdo da funcdo renal
(Figura 3.3). Nos camundongos machos, ndo houve alteracdes nos niveis de uréia e creatinina em
nenhum dos grupos tratados em relagéo ao controle. Nos camundongos fémeas, houve aumento de
creatinina nos grupos tratados com PIR em lipossomas nas doses 20 mg/kg e 40 mg/kg.

Os niveis séricos de TGP, TGO e fosfatase alcalina foram dosados para avaliar a funcao
hepética (Figura 3.4). Nos camundongos machos houve reducao dos niveis de TGO no grupo tratado
com PIR livre 1 mg/kg e redugdo dos niveis séricos de fosfatase alcalina no grupo PIR lipossomal
40 mg/kg. Nos camundongos fémeas, houve aumento de TGP nos grupos tratados com PIR

lipossomal nas doses 10 mg/kg e 40 mg/kg.
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Figura 2.3: Niveis séricos de ureia e creatinina de camundongos Swiss tratados por 14 dias com
piridostigmina. A) Camundongos Swiss machos. B) camundongos Swiss fémeas. Valores expressos
em média + E.P.M. One-way ANOVA seguido do p6s-teste Bonferroni. *p<0,05, comparado com o

grupo Salina (controle).
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Figura 2.4: Niveis séricos de TGP, TGO e fosfatase alcalina de camundongos Swiss tratados por 14
dias com piridostigmina. A) Camundongos Swiss machos. B) Camundongos Swiss fémeas. Valores
expressos em média + E.P.M. One-way ANOVA seguido do pds-teste Bonferroni. *p<0,05,

comparado com o grupo Salina (controle).

3.4 Parametros hematologicos

Nas fémeas, o tratamento por 14 dias com PIR na dose 40 mg/kg aumentou 0 HCT e 0 HCM
(Tabela 2.5), na série branca foi observado um aumento da % de neutrofilos e reducdo da % de
linfocitos (Tabela 2.6). Nos camundongos machos houve redugdo no hematocrito, VCM, HCM e
aumento de CHCM (Tabela 2.7). Na série branca, houve aumento da % de neutréfilos e reducéo da
% de linfocitos nos animais tratados com a dose 40mg/kg (Tabela 2.8). Camundongos tratados com

lipossoma vazio apresentaram reducdo da % de neutrofilos.

30



Tabela 2.5: Parametros hematoldgicos (série vermelha) camundongos Swiss fémeas tratadas com

PIR livre e PIR lipossomal por 14 dias.

Eritrécitos HGB HCT VCM HCM CHCM
Grupos 6 3 3
10 /mm g/dl (%) mm Pg g/dl

Salina 70,6 1026 32+£3,1 47+0,5 14+£32 31+6,6
Lipossoma vazio 8+0,1 13+£0,2 37+0,3 38+11,2 17+0,3 35+0,7
PIR livre 1 mg/kg 8+04 13+04 39+13 51+22 17+£03 30+3,5
PIR lipossomas 10 mg/kg 8+ 0,6 13+£1,2 39+46 48+2,1 15+03 32+0,7
PIR lipossomas 20 mg/kg 8+ 0,2 13+£0,3 36+0,7 48+0,7 17+0,3 36=+0,8
PIR lipossomas 40 mg/kg 8+0,1 14+£05 43+1,7* 50+1,3 16+04* 32+0,7

One-way ANOVA seguido do poés-teste Bonferroni. * p<0,05. HGB: Hemoglobina, HCT:
Hematdcrito, VCM: Volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM:

concentracdo da hemoglobina corpuscular média.

Tabela 2.6: Parametros hematoldgicos (série branca) camundongos Swiss fémeas tratadas com PIR

livre e PIR lipossomal por 14 dias.

Leucoécitos Neutrofilos Linfocitos Mondcitos Eosinofilos Basofilos
Grupos 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
10 /mm 10 /mm 10 /mm 10 /mm 10 /mm 10 /mm

Salina 52+1,7 06+£02 45+1,2 6+4,6 0,2+0,1 0,0£0,0

Lipossoma vazio 43+18 0,703 34+£14 0,1+£0,0 0,1+0,0 0+0,0

PIR livre 1 mg/kg 39+£1,6 04+0,1 35+1,0 0,0+00 0,1+0,5 0+0,1
PIR lipossomas 10 mg/kg 8,1+3,0 49+25* 29+02 0,1+£0,1 0,1+£00 0,1+0,1
PIR lipossomas 20 mg/kg 8,2+22 1.8+£1,2 55+0,7 05+02 0,1+0,1 04=+0,2
PIR lipossomas 40 mg/kg 10,1+1,7 65+1,0* 34+04 0,0+0,1 0,1+£00 0,0£0,0

Valores expressos em média + e.p.m. (One-way ANOVA seguido do pds-teste Bonferroni). * p<0,05.
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Tabela 2.7: Parametros hematoldgicos (série vermelha) camundongos Swiss machos tratados com

PIR livre e PIR lipossomal por 14 dias.

Eritrécitos HGB HCT VCM HCM CHCM
Grupos 6 3 3
10 /mm g/dl (%) mm pPg g/dl
Salina 8+0,2 13+0,3 41+1,5 55+1,5 17+0,2 31+0,9
Lipossoma vazio 8+0,2 13+£0,2 42+ 1,0 55+2,0 17+0,3 32+0,7
PIR livre 1 mg/kg 7+0,3 13+0,3 40+ 1,6 54+£2,0 17+0.4 32+1,2

PIR lipossomas 10 mg/kg 7+0,2 12+0,4 38+0,8 53+2,1 17+0,3 33+1,4
PIR lipossomas 20 mg/kg 7 +0,2 12+0,3 38+2,3 52+2,6 17+0,3 33+1,4
PIR lipossomas 40 mg/kg 6+ 04 12+0,6 34+£1,9* 47+0,7* 16+0,3* 34+04*

Valores expressos em média x e.p.m. (One-way ANOVA seguido do pds-teste Bonferroni). *p<0,05.
HGB: Hemoglobina, HCT: Hematdcrito, VCM: Volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina
corpuscular média; CHCM: concentracdo da hemoglobina corpuscular média.

Tabela 2.8: Parametros hematoldgicos (série branca) de camundongos Swiss machos tratados com
PIR livre e PIR lipossomal por 14 dias.

Leucocitos Neutréfilos Linfocitos Monocitos Eosinéfilos Basofilos

Grupos 3 3
10 /mm % Y% % % %
Salina 6+0,9 20£8,1 69+64 1+0,3 2+1,1 0+0,0
Lipossoma vazio 4+14 6+1,3* 73+44 5+£2,0 0£0,3 3+£2,0
PIR livre 1 mg/kg 5+£14 17+£8,8  78+8,1 1+0,3 0+0,3 0+0,0

PIR lipossomas 10 mg/kg 4+ 0,8 19+7,2 78 £4,8 1+£0,7 1+0,7 0=+0,0
PIR lipossomas 20 mg/kg 5+2,0 29+9,5 70+9,7 1+0,6 0+0,2 0+0,1
PIR lipossomas 40 mg/kg 6 +0,8 48 + 3,8 48 +3,3* 3+0,9 1+£0,4 0+0,0

Valores expressos em média + e.p.m. (One-way ANOVA seguido do pds-teste Bonferroni). * p<0,05.
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4. DISCUSSAO

Em nosso estudo foi avaliada a toxicidade geral da formulacdo lipossomal de PIR sobre sinais
clinicos de hiperestimulacdo colinérgica, parametros comportamentais indicativos de funcao
neuromuscular, e pardmetros hematol6gicos e bioquimicos.

O tratamento cronico por 14 dias com a PIR livre (1 mg/kg) ou PIR em lipossomas (10, 20 e
40 mg/kg), ndo causou nenhum efeito colateral caracteristico de hiperestimulacdo colinérgica
periférica nos camundongos machos. No estudo realizado por Souza (2013) a administragdo SC de
PIR livre nas doses 3, 5 e 10 mg/kg causou alteragcdes como piloere¢do, aumento da secrecédo nasal,
aumento da motilidade intestinal, micgdo e tremores. Apenas na dose de 1 mg/kg de PIR livre por via
SC ndo foi observado tais efeitos colinérgicos. Bernatova e colaboradores (2003) também
demonstraram que a PIR livre 1 mg/kg administrada via SC por 7 dias ndo causou bradicardia ou
hipotensdo em camundongos. Em nosso estudo foram utilizadas doses de PIR em lipossomas 10 a 40
vezes superiores a PIR livre e nenhum desses efeitos descrito para a hiperestimulacéo colinérica foi
observado. Por via oral, o tratamento por 14 dias de PIR livre nas doses 10 mg/kg e 20 mg/kg causou
hipersalivacdo, tremores, e a morte de cées (Kluwe et al., 1989). Doses superiores a 5 mg/kg por via
SC causam muitos efeitos colaterais em roedores e atropina deve ser utilizada para controlar 0s
sintomas (Richtsfeld et al., 2013). Assim, fica claramente demonstrado que a encapsulacgdo da PIR
em lipossomas multilamelares constituidos de DOPC, € capaz de impedir os efeitos toxicos causados
por hiperestimulacéo colinérgica.

Em relacdo aos testes comportamentais, os resultados obtidos no campo aberto demonstraram
que em todos os grupos avaliados houve reducéo da atividade locomotora. Todos os camundongos
Swiss submetidos ao tratamento com PIR livre 1 mg/kg e PIR em lipossomas (10, 20 e 40 mg/kQ)
apresentaram reducdo no numero de campos explorados e rearing ap0s o tratamento em doses
repetidas. Camundongos expostos repetidamente ao teste de campo aberto apresentam reducéo
espontanea na atividade locomotora (Walsh e Cummins, 1975), no entanto, o gupo salina ndo
apresentou reducdo da atividade locomotora como nos grupos tratados. Logo, os resultados obtidos
indicam possivel efeito da PIR livre e PIR lipossomal sobre a atividade locomotora dos animais.

A avaliacdo dos efeitos comportamentais € um componente importante para o rastreio in vivo
de farmacos ou compostos potencialmente toxicos em camundongos (Moser et al., 2011). O campo
aberto é utilizado para avaliar a atividade locomotora, ansiedade (Prut et al., 2003) e comportamento
exploratorio de roedores (Walsh e Cummins, 1976). Locomocdo é um comportamento complexo
afetado por diferentes regides cerebrais, incluindo o telencefalico, sistema dopaminérgico e cerebelo,

bem como por anormalidades periféricas, por exemplo fraqueza muscular (Karl et al., 2003).
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PIR possui uma amina quaternaria em sua composicao, caracteristica que impede sua passagem
atraves da BHE, limitando seus efeitos sobre o SNC. No entanto, existem evidéncias de que a PIR
causa alteracGes comportamentais que podem estar associadas ao SNC. Na década de 90, a exposi¢do
a PIR, juntamente com outros produtos quimicos e/ou estresse cronico foi associada ao
desenvolvimento da "Sindrome de Guerra do Golfo" (Haley e Kurt, 1997). Em ratos, foi reportado
que a PIR reduz a atividade locomotora sozinha (Wholthius et al., 1984, Hoy et al., 2000) ou em
combinagdo com estresse cronico e inseticidas como DEET e permetrina (Abou-Donia et al., 2004).
O estresse combinado a baixas doses de PIR, DEET, permetrina também produziu alteracBes
neuroquimicas como, a reducdo da atividade de AChE, e neuropatoldgicas no cortex cerebral,
hipocampo e cerebelo, areas do cérebro, respectivamente, importantes para a manutencao das fungdes
motoras e sensoriais, aprendizagem e memdria, marcha e coordenacdo dos movimentos. Os
mecanismos pelos quais tais efeitos sdo mediados ainda ndo sdo conhecidos e uma possivel
explicacdo seria que o estresse poderia alterar a permeabilidade da BHE e aumentar a neurotoxicidade
de algumas substancias. No entanto, os estudos a respeito da PIR sdo contraditorios, pois alguns
estudos demonstram que apos o estresse, ndo ha nenhuma alteragdo do efeito de PIR sobre a atividade
de AChE no cérebro (Grauer et al., 2000, 2001; Lallement et al., 1998; Telang et al., 1999); por outro
lado, outros estudos relatam aumentos da permeabilidade da BHE e inibicdo da atividade da AChE
cerebral ap6s a exposicao ao estresse (Friedman et al., 1996).

O campo aberto também tem sido utilizado na avaliacdo da funcdo neuromuscular (Tatem
et al., 2014). Logo, a reducdo na locomocgédo observada em nosso estudo pode estar relacionada ao
efeito periférico da PIR livre ou em lipossomas sobre a JNM. A excessiva inibi¢cdo de AChE por
doses elevadas de PIR, permite que as moléculas de ACh se liguem a multiplos receptores nicotinicos,
prolongando o tempo de decaimento do o potencial da placa motora (EPP), prejudicando a sincronia
entre os EPPs e os potenciais de acdo muscular, o que pode causar fraqueza, fasciculacGes, tremores
e eventualmente paralisia muscular (Pope et al., 2005). Além disso, alteracGes morfolégicas da JINM
foram demonstradas nos musculos do diafragma, extensor longo dos dedos e soleus de ratos tratados
com PIR em dose Unica (Gebbers et al, 1986) e em doses repetidas (Adler et al., 1992). Entretanto,
no teste de tracdo, que permite detectar anormalidades neuromusculares através da avaliacdo da
capacidade dos camundongos em se sustentar em seu proprio corpo, o que requer forgca muscular
(Rudzik et al., 1973), ndo foram observadas alteragdes significativas nos animais tratados com PIR
livre e PIR em lipossomas em nenhuma das doses utilizadas.

O método rotarod tem sido utilizado tradicionalmente para avaliar a coordena¢do motora e
equilibrio, e assim como o campo aberto, também ¢é util para avaliar tanto a fun¢do neuromuscular

periférica quanto a modulacdo do SNC sobre estes parametros (Deacon et al., 2013). Em nosso
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estudo, os animais tratados com PIR em lipossomas, bem como a PIR livre ndo apresentaram
nenhuma alteracdo no teste rotarod. Abdullah e colaboradores (2012) reportaram que a PIR
(1,3 mg/kg) em combinagdo com estresse e inseticidas altera a coodenagdo motora e equilibrio, ratos
expostos a estas substancias por 7 dias, reduzindo na capacidade dos animais em permanecer sobre a
haste girante (Abdullah et al., 2012).

Em relacéo as alteracGes bioguimicas, a PIR em lipossomas nas doses 10 mg/kg, 20 mg/kg e
40 mg/kg aumentaram os niveis séricos de TGP, indicando possivel efeito hepatotoxico. Nas fémeas,
também houve aumento dos niveis de creatinina nas doses 20 e 40 mg/kg, indicando possivel efeito
toxico sobre a funcdo renal. Efeitos toxicos sobre a funcdo hepatica e renal foram documentados
anteriormente para doses elevadas (45 mg/kg/dia) de PIR livre por via oral em ratos (Bigoniya et al.,
2013).

Para os parametros hematologicos foram encontradas alteracfes na série vermelha de
camundongos machos e fémeas apos o tratamento com a dose 40 mg/kg de PIR em lipossomas. Os
resultados encontrados sdo opostos, enquanto nas fémeas houve aumento de HCT e HCM, nos
machos houve reducdo destes parametros acompanhado de um aumento de CHCM. O significado
biol6gico destas alteragbes ndo esta claro.

A dose 40 mg/kg também induziu alteracdo na série branca, com aumento da porcentagem de
neutrofilos e reducdo na porcentagem de linfocitos em ambos os grupos. Efeitos sobre parametros
hematoldgicos também foram documentados para doses elevadas de PIR livre (45 mg/kg/dia),
caracterizada por reducdo da contagem global de hemacias e aumento da contagem global de
leucécitos, com significativo aumento de eosinofilos (Bigoniya et al., 2013).

Em sintese, os resultados obtidos indicam um possivel efeito da PIR livre e PIR em lipossomas
sobre a atividade locomotora dos animais. As doses 20 mg/kg e 40 mg/kg de PIR em lipossomas
apresentaram alguns indicativos de toxicidade renal, hepatica e hematoldgica, no entanto, a dose
10 mg/kg ndo apresentou nenhuma alteracdo relevante e, portanto, é segura para 0 uso em longo

prazo.

35



CAPITULO 3
AVALIAQAO DO EFEITO DA PIRIDOSTIGMINA NA FUNC}AO RESPIRATORIA
DE CAMUNDONGOS mdx
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1. INTRODUCAO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca hereditaria recessiva ligada ao
cromossomo X, caracterizada por degeneracdo muscular progressiva e fraqueza muscular
generalizada, que afeta 1 em cada 3.500 nascidos vivos do sexo masculino (Dooley et al., 2010). A
DMD ¢é causada por mutacGes no gene que codifica a distrofina, localizado no brago curto do
cromossomo X, locus Xp21 (Hoffman et al., 1987). As mutagdes provocam a expressdo truncada da
proteina (ndo funcional) ou impedem a expressao da mesma nas células musculares estriadas, células
endoteliais e células do SNC (Mendell et al., 1995; Van den Bergh et al., 1995; Mehler, 2000).

A distrofina possui fungdo estrutural, sendo um componente importante para manutengédo da
integridade da fibra muscular e a estabilidade do sarcolema (Kapsa et al., 2003). Ela se liga a actina
e a um complexo de glicoproteinas, denominado complexo distrofina-glicoproteinas (CDG), e
conecta o citoesqueleto a matriz extracelular (Figura 3.1). A distrofina limita o estresse mecanico
sarcolemal desenvolvido durante ciclos repetidos de contracdo-relaxamento muscular (Petrof et al.,
1993).
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Figura 3.1: Esquema do complexo distrofina-glicoproteinas nas células musculares esqueléticas.

Fonte: Berne e Levy, 20009.

Na musculatura estriada, a auséncia da distrofina desorganiza os componentes do CDG
deixando o sarcolema instavel durante os ciclos de contracdo-relaxamento, levando a lesdo do
sarcolema, degeneracdo da miofibra, inflamacdo e fibrose (Hoffman et al., 1988). A distrofina

também esta envolvida em cascatas de sinalizacdo celular, regulando proteinas associadas a
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membrana, incluindo canais idnicos, e indiretamente via segundos mensageiros como Ca*? e 6xido
nitrico (Mosqueira et al., 2013b). A auséncia da proteina afeta a permeabilidade da membrana
causando aumento do influxo de Ca*? (Matsumura et al., 2011). O aumento das concentragdes de
Ca*? intracelular aumentam a producio de espécies reativas de oxigénio pela mitocondria (Netthery
et al., 2000) e ativa proteases (Matsumura et al., 2011), contribuindo para 0s processos de necrose e
inflamacdo muscular.

Na DMD, a auséncia da distrofina também esta associada a alteragdes na morfologia da JNM e
na transmissao sinaptica. Os musculos distroficos apresentam alteracéo no padrdo de distribuicdo dos
receptores nicotinicos de ACh na JNM da membrana pdéssinaptica. Os receptores séo distribuidos em
numerosas ilhas, diferentemente do padrdo normal em “bracos continuos” caracteristicos da JNM
adulta (Nagel et al., 1990, Lyons and Slater, 1991). AChE esté redestribuida da mesma forma que os
receptores (Olivier et al., 1992). A auséncia de distrofina também provoca a desestabilizagéo,
aumenta a internalizacdo e a degradacao de receptores nicotinicos (Xu et al., 1997; Di Angelantonio
et al, 2011; Ghedini et al., 2012) e consequentemente afeta a transmissdo colinérgica (Personius et
al., 2006). Alguns estudos demonstraram uma reducdo no tamanho do potencial em miniatura da
placa motora (MEPP), que representa a despolarizacdo da membrana em resposta a liberacdes
espontaneas de ACh, em camundongos mdx (Nagel et al., 1990; Lyons and Slater, 1991; Carlson and
Roshek, 2001, Pijl et al., 2016). No entanto, ainda ndo estd claramente compreendido, qual a
contribuicdo efetiva das alteracdes na JNM para a reducdo do ténus muscular e fragueza na DMD.

Pacientes com DMD apresentam os primeiros sintomas da doenca no inicio da infancia aos 2
a 5 anos de idade. Inicialmente sdo observadas alteracbes na postura e marcha da crianga,
acompanhado do déficit motor da cintura pélvica e escapular. Posteriormente, outros musculos séo
afetados de maneira progressiva e generalizada. As criancas perdem a capacidade de ambular por
volta dos 9-12 anos de idade (Ciafaloni et al., 2009; Bushby et al., 2010; Verma et al., 2010). Com a
evolucdo da doenca, os musculos respiratorios e cardiacos também sdo afetados. As insuficiéncias
cardiaca e respiratoria sdo as principais causas de morte em portadores de DMD (Mah et al., 2014).

A insuficiéncia cardiaca em pacientes com DMD ¢é causada pela substituicdo progressiva das
fibras musculares cardiacas por tecido conjuntivo e adiposo, causando arritmias ventriculares,
dilatacdo do ventriculo esquerdo e consequente disfuncdo sistélica (Finsterer et al, 2003). Os
pacientes também apresentam disfuncdo do SNA, com aumento da atividade simpética e redugéo do
tdnus parassimpatico (Inoue et al., 2009).

Os problemas respiratorios estdo relacionados a degeneracdo do diafragma, musculos
intercostais e acessorios. Os pacientes apresentam hipoventilacdo, reducdo da expansibilidade

pulmonar, que consequentemente podem causar hipoxemia e hipercapnia durante o sono (Smith et
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al., 1988; Smith et al., 1989; Toussaint et al., 2007) e, com a progressao da doenca, durante o periodo
de vigilia (Hukins e Hillman, 2000). Os pacientes com DMD também apresentam tosse ineficiente,
0 que consequentemente os tornam mais susceptiveis a infeccbes pulmonares e obstrucdo das vias
aereas respiratorias (Szeinberg et al., 1988).

O camundongo mdx é o modelo animal utilizado para o estudo da fisiopatologia da DMD
(McGreevy et al., 2015). Estes animais apresentam uma mutacao pontual espontanea no exon 23 do
gene da distrofina, que introduz um codon de paragem prematuro, levando a expressdo de distrofina
com comprimento incompleto (Sicinski et al., 1989). A distrofia muscular nos camundongos mdx
ndo é tdo grave quanto em humanos, a regeneracdo do tecido muscular é bastante eficiente e sua
funcionalidade é mantida até a senescéncia dos animais. O diafragma é o musculo mais afetado,
apresentando um padrdo de degeneragédo similar aos pacientes com DMD (Coirault et al., 2003), o
musculo ndo é capaz de manter os ciclos repetidos de degeneracao e regeneracdo, ocorrendo excessiva
producdo de tecido conjuntivo com progressiva perda de funcdo contratil e enfraquecimento
muscular. Por esta razdo, a avaliacdo da funcdo contratil do diafragma é um alvo importante para o
estudo de novas terapias para a DMD.

Sinais de disfuncdo do diafragma aparecem nos animais ainda jovens entre 6-10 semanas de
idade, caracterizada por reducdo da funcdo contrétil in vitro (Stedman et al., 1991). Em animais mais
idosos, a disfuncdo do sistema respiratorio, que depende em parte da funcdo dos mdsculos
respiratorios, também pode ser avaliada in vivo, parametros ventilatérios como frequéncia respiratdria
(RR), volume corrente (VC) e ventilagdo minuto (VM), bem como a resposta a hipoxia e hipercapnia,
podem ser avaliados por pletismografia de corpo inteiro (Gosselin et al., 2003; Matecki et al., 2005;
Gayraud et al., 2007, Mosqueira et al., 2008, Mosqueira et al., 2013a, Burns et al., 2015, Burns e
O'Hororan, 2016).

Atualmente, as terapias existentes para a DMD incluem o uso de corticosteroides, ventilagao
artificial, cirurgias ortopédicas e fisioterapia. Os corticosterdides mais utilizados sdo
prednisona/prednisolona e deflazacort. Estudos clinicos demonstraram que pacientes tratados com
estes farmacos apresentaram melhora na fungdo muscular, ambulacgéo, e funcao cardiaca e respiratoria
(Bonifati et al., 2000; Escobar et al., 2011; Moxley et al., 2010). No entanto, eles também tém efeitos
adversos importantes, como alteracbes do peso corporal, fraturas vertebrais, hipertensao,
imunossupressao e problemas gastrointestinais (Beytia et al., 2012).

Considerando entdo que ndo esta claramente demonstrado que a reducdo na transmissao
colinérgica contribui efetivamente para fraqueza muscular na DMD, no presente estudo, nés
hipotetizamos que as alteracbes colinérgicas da transmissdo neuromuscular no JNM participam

ativamente da progressdo da DMD e que farmacos conhecidos por potencializar a neurotransmissao
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no JNM, como a PIR, podem melhorar a fungdo muscular respiratoria in vivo em camundongos madx.
Para verificar esta hipotese, avaliamos se o tratamento com PIR melhoraria a fun¢do muscular
respiratdria in vivo e in vitro devido a sua capacidade de aumentar a disponibilidade de ACh na placa
motora. Além disso, a PIR possui acdo anti-inflamatéria (Rocha et al., 2016; De Cuba et al., 2014) e
efeito antifibrotico (Liu et al., 2015), o que poderia contribuir para prevenir ou reduzir a degeneracao
do diafragma e consequentemente, melhorar a forca muscular em camundongos mdx.
Adicionalmente, avaliamos também a PIR em lipossomas, a fim de fornecer a inibicdo da AChE por
tempo prolongado em dose Unica diéria.

O presente estudo foi baseado na hipétese que as alteracBes da transmissdo na JNM podem
contribuir para a progressdo da DMD. Para verificar esta hipotese, nds avaliamos se o tratamento com
PIR melhoraria a fungdo muscular respiratoria in vivo e in vitro em camundongos mdx, devido a sua
capacidade em aumentar a disponibilidade de ACh na placa motora e consequentemente a forca de
contracdo muscular. Além disso, avaliamos para futuras aplicacdes clinicas, a eficacia da PIR

encapsulada em lipossomas no mesmo modelo.

2. METODOLOGIA
2.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BL10 (C57BL/10ScSnJ) e mdx
(C57BL/10ScSnDmdmdx/J). Os camundongos foram fornecidos pelo biotério IGMM CNRS
UMR5535 (Montpellier, Franca) e mantidos no biotério do laboratério INSERM 1064 (Montpellier,
Franca) durante todo o periodo experimental. Os animais foram mantidos em gaiolas e alojados em
temperatura ambiente, com acesso ad libitum a racéo e 4gua, em ambiente com ciclos claro e escuro
de 12 horas. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes institucionais
francesas (Comité d’éthique pour I’expérimentation animale Languedoc-Roussillon, n° CEEA-LR-
12078).

2.2 Avaliacao da fungéo respiratoria in vivo

A funcéo respiratdria dos camundongos foi avaliada por pletismografia de corpo inteiro. Para
isso foi utilizado pletismégrafo constituido de quatro cameras individuais (EMKA, Technologies,
Paris, Franca) que permite avaliar a funcdo pulmonar em camundongos conscientes e em livre
movimentacao (Figura 3.2). Os animais foram colocados aleatoriamente nas camaras e as alteracoes
do volume de ar correspondentes a respiracdo espontanea foram obtidas usando um transdutor de

pressdo. Este sinal de pressdo foi utilizado para calcular os parametros ventilatérios, como descrito
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por Drorbaugh e Fenn (1955). Para a analise dos dados foi utilizado o software iox2 (EMKA,
Technologies, Paris, Franca). Os parametros ventilatorios analisados foram:
e Volume corrente (VC), volume de ar que ¢ inspirado e expirado numa respiracédo normal;
e Frequéncia respiratdria (FR), respiracdes por minuto;
e Volume minuto (VM), quantidade total de ar novo que entra nas vias respiratorias a cada
minuto. (Vm=VTxFR)

Figura 3.2: Fotografia do sistema de pletismografia de corpo inteiro (EMKA, Technologies, FR).

2.3 Contratilidade in vitro do diafragma

Para o teste de contratlilidade in vitro foram utilizados camundongos mdx entre 10 a 11 meses
de idade no inicio do experimento. Os animais foram tratados por 30 dias com PIR em lipossomas na
dose 5 mg/kg ou com lipossomas vazios. Ao final do tratamento, os camundongos foram eutanasiados
por deslocamento cervical e o diafragma removido cirurgicamente, como descrito anteriormente por
Matecki e colaboradores (2005).

Resumidamente, o diafragma foi removido juntamente com as costelas e mergulhado em placa
de petri contendo solugdo Krebs (NaCl, KCI, MgSO4, KH2POj4, CaCl, NaHCO3) oxigenada incubada
a 28°C. Uma tira transversal do musculo (2 mm de largura) foi retirada, a regido costal foi fixada a
um suporte de plastico e o tenddo foi conectado a um transdutor de forga isométrica (Aurora Scientific
Instruments, EUA) (Figura 3.3). Para obter a forca de contracdo méxima, a tira foi estimulada em
diferentes frequéncias 20, 30, 50, 60, 80, 100 e 120 Hz, com 2 minutos de intervalo entre cada
estimulacdo. Os valores foram normalizados em relacdo a area total da tira muscular e expressos em

Newton por centimetro quadrado (N/cm?).
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Figura 3.3: Fotografia do sistema de transducédo de forca isomérica.

2.4 Avaliacdo da toxicidade da PIR em camundongos mdx.

A toxicidade da PIR na sua forma livre foi avaliada afim de definir a dose a ser utilizada em
camundongos mdx. Sintomas caracteristicos de toxicidade do SNA parassimpatico como aumento da
lacrimacdo, salivacdo, defecacgdo e urina, causados pela hiperestimulacdo parassimpética (Pope et al.,
2005) foram observados qualitativamente. Foram utilizados camundongos de 17 meses de idade e
seus controles (mdx, n=17 e C57BL10, n=10). Foi observada também a mortalidade para a doses
avaliadas. Os camundongos foram tratados com as doses 0,01 mg/kg, 0,1 mg/kg ou 1 mg/kg de PIR
livre por via SC. A dose 0,1 mg/kg foi selecionada para a avaliacdo da funcéo respiratoria pois, nao
apresentou nenhum sinal de toxicidade e mortalidade.

2.5 Protocolos Experimentais
2.5.1 Caracterizacao da funcdo respiratéria dos camundongos mdx

A funcdo respiratoria foi avaliada in vivo por pletismografia de corpo inteiro em camundongos
C57BL10 e mdx com diferentes idades: 6 meses (C57BL10, n=12; mdx, n=10); 17 meses (C57BL10,
n=10; mdx, n=17); 22 meses (C57BL10, n=3; mdx, n=3).

Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos de quatro e colocados nas cameras para
ambientacdo. Apds 1 hora, com 0s animais em repouso, 0s parametros ventilatorios basais foram
registrados em fluxo de ar ambiente. Em seguida, os animais foram submetidos a hipercapnia com
fluxo de ar contendo 8% CO2, e novamente, o registro foi realizado nos animais em repouso. A

duracéo de cada registro foi de aproximadamente 15 minutos.
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2.5.1 Avaliacéo do efeito da PIR livre e PIR lipossomal sobre os parametros respiratorios de

camundongos mdx ap6s dose Unica

Camundongos C57BL10 e mdx com 17 meses de idade foram tratados com: A) PIR livre
(0,1 mg/kg); B) PIR em lipossomas (1 mg/kg); C) PIR em lipossomas (5 mg/kg). A funcédo

respiratoria foi avaliada por pletismografia, conforme protocolo descrito no item 2.5.1.

2.5.2 Avaliacdo do efeito PIR lipossomal sobre os parametros respiratérios e contratilidade do

diafragma de camundongos mdx apds doses repetidas

Camundongos mdx com 10 meses de idade foram tratados por 30 dias com PIR em lipossomas
na dose 5 mg/kg ou lipossomas vazios. A funcdo respiratdria in vivo foi avaliada antes (basal) e ap6s
0 tratamento nos tempos 2, 6, e 24 horas apds a primeira dose, e no 15° e 30° dias por pletismografia,
conforme protocolo descrito no item 2.5.1. Ao final, os animais foram eutanaziados por deslocamento

cervical, o diafragma foi removido e a contratilidade mensurada in vitro, como descrito no item 2.3.

2.6 Analises estatisticas

Para a andlise estatistica foi utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Os dados obtidos na
pletismografia foram avaliados pelos testes One-way ANOVA e pos-teste Bonferroni ou Teste
t student pareado, e para a contratilidade do diafragma foi utilizado analise de variancia (Two-way
ANOVA) e pobs-teste Bonferroni. Foi adotado intervalo de confianca de 95%, sendo as diferencas

consideradas significativas quando o valor P for menor que 0,05 (p<0,05).
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3. RESULTADOS
3.1. Caracterizacdo da funcéo respiratdéria dos camundongos mdx

A influéncia da idade nos parametros da funcgdo respiratoria foi avaliada em camundongos
C57BL10 e mdx em condigdes normais (ar ambiente) e de hipercapnia (8% de CO») (Figura 3.4). Os
experimentos foram realizados em animais adultos (6 meses de idade) e idosos (17 e 22 meses de
idade).

Nos camundongos de 6 meses de idade ndo foram observadas diferencas significativas nos
parametros ventilatérios basais, VC (0,23+0,01 vs. 0,2+0,02pul), VM (30,3+25 vs.
39,324 ml/min) e FR (137+£4 vs. 159 £5bpm) entre camundongos mdx e C57BL10,
respectivamente. Durante a condicdo de hipercapnia também ndo foram observadas diferencas entre
0s grupos. Em ambos os grupos, houve aumento significativo de VC (0,41 + 0,03 vs. 0,39 £ 0,02 ul),
VM (126,1 £10,4 vs. 112,3 £ 9,8 ml/min), e FR (302 + 6 vs. 298 + 13 bpm) em comparacdo aos
valores obtidos durante o fluxo de ar ambiente.

Nos camundongos mdx de 17 meses, em condi¢cdes de normocapnia, houve reducdo do VC
(0,24 £0,01 vs. 0,35£0,03 pl) e aumento de FR (178 £6 vs. 148 = 8 bpm), em relacdo aos
camundongos C57BL10 de mesma idade (Figura 3.4). Durante a hipercapnia, houve redugédo
significativa do VC (0,46 £ 0,03 vs. 0,63 £ 0,03 ul), VM (131,9 + 7,6 vs. 172,9 + 10,6 ml/min), e FR
(259 + 3 vs. 276 + 7 bpm) em relacdo aos camundongos C57BL10 de 17 meses (Figura 4).

Os camundongos de 22 meses de idade apresentaram reducdo de VC em condicGes de
normocapnia (0,24 £ 0,03 vs. 0,42 £ 0,03 pl) e hipercapnia (0,38 + 0,02 vs. 0,58 + 0,07 pul), e reducéo
de VM (102,2 £ 7,7 vs. 156,8 + 15,1 ml/min) apenas sob hipercapnia em relacdo ao C57BL10 de
mesma idade. Ndo foram observadas alteracfes no FR em relacdo ao C57BL10 de 22 meses.

Assim, esses primeiros resultados mostram a presenca de alteracBes na funcdo respiratoria
dependentes da idade, caracterizada por reducgédo do VC sob normocapnia e hipercapnia, e MV apenas
sob hipercapnia em mdx de 17 e 22 meses de idade.
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Figura 3.4: Caracterizacao in vivo da funcéo respiratoria de camundongos C57BL10 e mdx por
pletismografia. C57BL10 6 meses (n=12), C57BL10 17 meses (n=10), C57BL10 22 meses (n=3)
mdx 6 meses (n=10), mdx 17 meses (n=17) e mdx 22 meses (n=3). Teste t student ndo pareado.

*P<0,05 camundongos C57BL10 comparados aos mdx de mesma idade.
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3.4 Determinacédo da dose ndo toxica de PIR a ser utilizada em camundongos mdx

Né&o foi observado efeitos toxicos em camundongos C57BL10 de 17 meses de idade tratados
com 0,01 mg/kg (n=10), 0,1 mg/kg (n=9) e 1 mg/kg (n=7) de PIR livre. Por outro lado, a PIR livre
foi toxica e letal para camundongos mdx de 17 meses. Dois camundongos morreram apos a
administracdo da dose 0,01 mg/kg (n = 10), um camundongo mdx morreu com a dose 0,1 mg/kg
(n=9) e todos os camundongos mdx tratados com PIR livre 1 mg/kg (n=6) vieram a Obito. Para esta
ultima dose, foi observado tremor, aumento da salivacéo e defecacéo, e sudorese. Considerando estes
resultados, selecionamos a dose de 0,1 mg/kg como a dose mais segura para realizar testes in vivo
com aPIR livre.

Com o objetivo de avaliar se a formulagéo lipossomal seria capaz de reduzir os efeitos toxicos
da PIR livre, foram avaliadas duas doses de PIR em lipossomas. Primeiramente, a dose 1 mg/kg que
na sua forma livre foi letal para camundongos mdx. A PIR em lipossomas (1 mg/kg) ndo induziu
efeitos adversos ou morte nesta dose (n=6). Posteriormente, uma dose mais elevada de PIR em
lipossomas foi testada, a dose 5 mg/kg. Esta também nédo induziu quaisquer efeitos adversos ou morte

(n=5) nos camundongos mdx ou C57BL10.

3.5 Efeito do tratamento em dose Unica com PIR livre e PIR lipossomal sobre os parametros

respiratorios de camundongos madx

Nos camundongos mdx de 17 meses nenhuma alteracdo foi observada apds o tratamento com
PIR livre 0,1 mg/kg em dose Unica (Figura 3.5), em condi¢cdes normais ou de hipercapnia.

Considerando que a PIR livre é hidrolisada rapidamente e que a dose de 1 mg/kg foi toxica para
camundongos mdx, foi avaliado o efeito da PIR em lipossomas em dose unica 1 mg/kg. A PIR em
lipossomas nao alterou nenhum parémetro respiratorio durante o fluxo de ar ambiente ou durante a
hipercapnia, pois 0s parametros avaliados se mostraram iguais antes e ap6s o tratamento (Figura 3.5).

Nos camundongos mdx de 17 meses tratados com 5 mg/kg de PIR em lipossomas, também néo

foram observadas diferencas significativas em nenhum dos pardmetros avaliados (Figura 3.6).
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Figura 3.5: Paramétros respiratorios em resposta ao ar ambiente e 8% CO2 em camundongos
C57BL10 e mdx tratados com PIR livre e em lipossomas por via SC. Test t student pareado. *p<0,05:

Camundongos mdx ap0s tratamento comparado ao basal para 0s mesmos animais.
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Figura 3.6: Paramétros respiratorios em resposta ao ar ambiente e 8% CO2 em camundongos mdx

de 17 meses de idade tratados com PIR em lipossomas 5 mg/kg por via SC. Teste t student pareado.
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3.6 Efeito do tratamento em doses repetidas com PIR em lipossomas multilamelares sobre os

parametros respiratorios em camundongos mdx

Camundongos mdx de 10 meses de idade foram tratados por 30 dias com PIR em lipossomas

na dose 5 mg/kg. Nenhuma alteracdo dos parametros respiratdrios avaliados em relacdo aos valores

basais foi observada ap6s o tratamento, observado nos tempos 2, 6 e 24 horas ap0s a primeira dose,

no 15° e 30° dias apds x horas da administracdo das formulagdes (Figura 3.7).
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Figura 3.7: Paramétros respiratorios em resposta ao ar ambiente e 8% CO2 em camundongos tratados

por 30 dias com PIR em lipossomas 5 mg/kg por via SC. Teste t student pareado entre mdx 10 meses

basal e mdx 10 meses tratado.

49



3.6.1 Efeito tratamento em doses repetidas da PIR em lipossomas sobre a contratilidade do

diafragma

Camundongos mdx de 10 meses de idade tratados por 30 dias com PIR em lipossomas na dose
5 mg/kg ndo apresentaram nenhuma alteracdo na forca de contracdo em relacdo aos valores basais

apos estimulo em frequéncias crescentes. Também néo foi observado alteragdes no grupo tratado com

lipossoma vazio (Figura 3.8).
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Figura 3.8: Efeito do tratamento com PIR em lipossomas (5 mg/kg, SC) em doses repetidas sobre a
forca de contracdo do diafragma de camundongos mdx com 10 meses de idade. Two-way ANOVA,

Pos-teste de Bonferroni.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos que a administracdo SC de PIR nao teve nenhum efeito sobre
0 sistema respiratorio e a fungéo contratil do diafragma em camundongos madx.

Em relagdo a influéncia da idade sobre a funcdo respiratéria in vivo, observamos que
camundongos mdx com 6 meses de idade apresentam funcgdo respiratoria normal. Nesta idade, o
diafragma apresenta um grau expressivo de degeneracéo e perda da funcao contratil (Steldman et al.,
1991), no entanto, os musculos respiratdrios acessorios, como 0s musculos intercostais, ndo estao tao
afetados, o que ameniza a disfungéo do diafragma, impedindo um maior comprometimento da funcédo
ventilatéria (Gayraud et al., 2007). Por outro lado, com a progressao da doenca, que afeta todos os
musculos, incluindo os musculos intercostais, camundongos mdx mais velhos (17 e 22 meses de
idade) apresentaram alteracfes na funcdo ventilatoria, caracterizada por reducdo do VC sob
normocapnia e hipercapnia, e MV apenas sob hipercapnia em ambos os mdx de 17 e 22 meses de
idade.

Sob condi¢des de normocapnia, para evitar uma diminuicdo de VM e assim manter a
homeostase do didxido de carbono no sangue, camundongos mdx de 17 meses de idade aumentam a
FR para compensar a baixa VC devido ao comprometimento da funcdo contratil dos musculos
respiratérios (Gayraud et al., 2007). Este padrdo de respiracdo especial, denominado respiracao
superficial rapida, tem sido claramente observado no paciente com DMD, devido ao aumento da
carga elastica do sistema respiratorio associada a presenca de fraqueza muscular respiratoria (Misuri
et al., 2000). Curiosamente, com a progressao da doenca, este mecanismo compensatorio nao € mais
eficiente, camundongos mdx de 22 meses de idade que apresentaram o mesmo nivel de FR em relagdo
aos camundongos controle C57BL10. Sob condi¢cbes de hipercapnia, esses mecanismo
compensatorio de aumento da FR também néo foi observado nos camundongos mdx de 17 meses.

A resposta a hipercapnia é resultado da forca muscular dos musculos respiratérios e da
sensibilidade dos quimiorreceptores respiratérios as variacbes de pressao de CO. e Oz. Nos
camundongos mdx, os quimiorreceptores periféricos localizados no corpo carotideo tém menor
sensibilidade ao aumento da pressdo de O2 (Mosqueira et al., 2013a), o que contribui, pelo menos
parcialmente, para as alteracOes respiratorias observadas em camundongos mdx. No entanto,
considerando que o corpo carotideo ndo é o principal responsavel pela resposta ventilatoria ao didxido
de carbono (Pan, 1995; Bernards, 1966; Coles, 2002; Gautier, 1979; Dejours, 1963) e camundongos
mdx de 6 meses de idade apresentaram resposta ventilatoria similar ao C57BL10 de mesma idade,
poderiamos considerar que a diferenca na resposta ventilatoria observada foi principalmente devido

a progressao da degeneracdo muscular.
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No presente estudo, nds hipotetizamos que as alteracdes da transmissdo neuromuscular na JNM
podem contribuir parcialmente para a progressdo da DMD. De fato, a distrofina é importante para a
maturacdo e estabilizacdo dos receptores nicotinicos no musculo (Kong et al., 1999; Grady et al.,
2000; Jacobson et al., 2001). Nos musculos distroficos, os receptores nicotinicos tém uma densidade
reduzida na membrana pds-sinaptica (Nagel et al., 1990), taxas de degradacdo aumentadas (Xu et al.,
1997), e regulacdo positiva na membrana extrajuncional (Ghedini et al., 2008). Além disso,
camundongos mdx apresentam disfuncéo na transmisséo neuromuscular, caracterizada por redugédo
da amplitude de MEPP, indicando uma perda da sensibilidade p6s-sinaptica para ACh (Nagel et al.,
1990, Pijl et al., 2016). Esta reducdo na amplitude de MEPP é acompanhada por aumento da liberagédo
de ACh pré-sinaptica, provavelmente como efeito compensatério (Carlson et al. , 2001). Esse
aumento compensatério homeostatico na liberacdo de ACh também ocorre na myasthenia gravis,
onde anticorpos reduzem os receptores nicotinicos na placa motora (Plomp et al., 1995).

Assim, primeiramente, avaliamos se o tratamento com PIR livre poderia melhorar a funcéo
respiratoria e a forca contratil diafragma dos camundongos mdx, devido a sua capacidade de aumentar
a disponibilidade de ACh na placa motora muscular. No entanto, o efeito da PIR livre 0,1 mg/kg na
funcdo respiratéria de camundongos mdx de 17 meses, avaliado por pletismografia de corpo inteiro,
foi negativo. Nao observamos nenhuma modificacdo de MV, VC e FR, tanto em condicGes de
normocapnia, quanto de hipercapnia.

Por outro lado, a dose PIR livre 1 mg/kg foi toxica e 0s animais morreram ap0s a administracao
subcutanea do farmaco. A mesma dose ndo foi toxica para camundongos C57BL10. Assim, esta
observacdo indica fortemente que camundongos mdx sdo mais sensiveis a sobrecarga ACh do que os
C57BL10. A morte provavelmente deveu-se a superestimulacdo dos receptores muscarinicos. No
trato respiratorio, ACh modula o ténus broncomotor e a secre¢cdo de muco pelas glandulas
submucosas nas vias aéreas (Colebatch et al., 1963; Baker et al., 1985). Assim, as possiveis causas
da morte de camundongos mdx podem ter sido broncoconstricgdo e/ou aumento da secre¢do de muco
(Taylor et al., 2001), o que pode agravar a disfuncgdo respiratoria ja presente em camundongos mdx.
No entanto, ndo sdo conhecidas quaisquer alteracbes na morfologia ou fungdo dos receptores
muscarinicos nas vias aéreas de camundongos mdx.

Com o objetivo de avaliar se a formulacao lipossomal de PIR seria capaz de reduzir os efeitos
colaterais da PIR livre, testamos o efeito da formulacao lipossomal PIR na dose 1 mg/kg em mdx de
17 meses de idade. Nenhum efeito colateral foi observado nos camundongos mdx tratados com esta
dose. No entanto, a PIR lipossomal ndo teve nenhum efeito benéfico na funcdo respiratoria dos

camundongos mdx.
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Finalmente, para avaliar se 0 aumento crénico de ACh enddgena na JNM poderia apresentar
um melhor efeito sobre a funcdo muscular em comparacdo com a dose Unica, camundongos mdx de
10 meses de idade foram tratados com PIR lipossomal 5 mg/kg ou com lipossomas vazios durante
30 dias. Entretanto, nenhum dos parametros ventilatérios foram afetados no 1°, 15° ou 30° dia de
tratamento com PIR em comparagdo com valores basais. No final do protocolo, a contratilidade do
diafragma foi avaliada in vitro e nenhuma diferenca foi observada entre os grupos.

Juntos, esses resultados mostraram que 0 aumento das concentragcdes de ACh néo foi suficiente
para melhorar a funcdo muscular respiratéria. Camundongos mdx com idade superior a 10 meses
apresentam diafragma com extensa mionecrose com areas de infiltrado inflamatério, que
progressivamente vai sendo substituida por tecido fibroso (Steldman et al., 1991; Gosselin et al.,
2003; Gayraud et al., 2007). Logo, o aumento das concentragdes de ACh e consequentemente,
aumento da forca de contracédo, seja insuficiente para melhorar a fungdo muscular devido ao grau
avancado de degeneracdo muscular.

Por outro lado, embora nédo tenha sido observado nenhum beneficio na funcéo respiratoria, a
auséncia total de efeitos adversos observados qualitativamente e nenhuma morte, mesmo apds dose
PIR em lipossomas 5 mg/kg, indicam que a encapsulagéo de PIR em lipossomas foi eficaz em reduzir
os efeitos toxicos deste farmaco. A PIR liposomal é mais segura do que a PIR livre porque a PIR
encapsulada em lipossomas ¢é liberada gradualmente e de forma sustentavel na corrente sangiinea,
reduzindo os efeitos adversos.

Apesar do resultado da contratilidade do diafragma n&o ser positivo, o efeito da PIR na
inflamacdo muscular deve ser avaliado em estudo futuro. Estudo recente demonstrou que a ativagédo
de receptores nicotinicos de ACh pode reduzir a inflamacéo de células musculares em camundongos
mdx (Leite et al., 2010; Leite et al., 2014). Além do seu efeito excitatério no musculo esquelético,
ACh liberada a partir das terminac6es sinapticas vagais inibe a secre¢do de TNF-a, IL-1p e uma série
de outros mediadores inflamatérios por macréfagos (Tracey, 2002). A acdo anti-inflamatéria da PIR
foi demonstrada em outras espécies, como em ratos submetidos a doenca cardiaca isquémica, quando
0 aumento da modulacdo colinérgica por PIR induziu o recrutamento de células antiinflamatorias
(Rocha et al., 2016).

Em resumo, podemos concluir que a PIR livre (1 mg/kg) foi toxica para camundongos mdx, ao
contréario da PIR em lipossomas, que ndo mostrou nenhum efeito relacionado ao acimulo de ACh,
confirmando que o encapsulamento em lipossomas é eficaz na reducdo dos efeitos toxicos deste
farmaco. O tratamento com PIR em lipossomas, em dose Unica ou multiplas doses, ndo mostrou

nenhum efeito benéfico na funcao respiratdria desse modelo experimental de DMD.
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5. CONCLUSOES GERAIS

54



O presente trabalho foi realizado para dar continuidade a avaliagdo da formulacdo de PIR em
lipossomas para a administragdo SC. A mesma formulacdo foi desenvolvida e caracterizada em
trabalho anterior de nosso laboratorio (Souza et al., 2013) com o objetivo inicial de melhorar a
potencial atividade cardioprotetora da PIR, o que foi avaliado pela capacidade em reduzir o
prolongamento do intervalo QT do ECG induzido por noradrenalina em ratos quando administrado
por via IV como lipossomas unilamelares (Vidal et al., 2010) e por via SC em duas formulacdes de
lipossomas multilamelares (Souza et al., 2013). Assim, foram apresentados aqui os resultados da
mesma formulag&o de lipossomas multilamelares de PIR para administragdo SC com caracteristicas
fisico-quimicas equivalentes aquela ja validada, e adicionalmente foi realizada avaliacdo da
estabilidade da formulagio quando armazenada a 4 C por 5 dias, fator importante para a avalia¢éo
de uma potencial producéo futura para o uso clinico.

Outra realizacdo do presente trabalho foi a avaliacdo da inibicdo da atividade da AChE em
camundongos, esta analise foi essencial para verificar se a encapsulacdo em lipossomas, de fato,
prolonga a atividade inibitdria da PIR sobre a AChE. Esta atividade foi questionada, por exemplo,
quando a formulacdo ndo produziu efeito na fungdo respiratéria e contratilidade do diafragma nos
camundongos mdx. No entanto, esta de fato existe e demonstra que todos os efeitos observados se
devem realmente a PIR liberada a partir dos lipossomas.

Mais especificamente, para a avaliacdo da PIR no modelo mdx de DMD, o presente trabalho
foi capaz de deixar sua contribuicdo quanto a melhor caracterizacdo temporal, relativo as idades dos
camundongos avaliados, quanto aos parametros respiratérios avaliados por pletismografia in vivo e
as diferengas comparadas ao camundongo sem a presenca de DMD, o camundongo C57BL10. Nossa
hipétese inicial de que o maior acumulo de ACh poderia contribuir para melhoria da funcdo
respiratéria dos mdx ou mesmo impedir a progressdo da doenca ndo foi demonstrada, mas
acreditamos que novos protocolos e modelos devem ser avaliados, pois a hipotese ainda néo foi
descartada. No entanto, ficou claramente demonstrado que os mdx apresentam grande sensibilidade
ao acumulo de ACh, pois a administragdo de PIR livre levou rapidamente ao 6bito em doses que ndo
o fazem em roedores saudaveis. Foi demonstrado ainda que a PIR em lipossomas, provavelmente por
sua liberagé@o controlada e mais lenta, mesmo em doses altas, ndo produziu os efeitos caracteristicos
da estimulacdo aumentada de receptores muscarinicos, responsaveis por grande parcela dos efeitos
colaterais dos inibidores de AChE. Se considerarmos este achado em conjunto com os dados ja
obtidos de cardioprotecdo, podemos supor ainda que provavelmente a PIR em lipossomas tera este
efeito na DMD, o que seria de grande valor, visto que a DMD tem como caracteristica de seu

desenvolvimento a insuficiéncia cardiaca.
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Prosseguindo o estudo de avalia¢do da formulacdo de PIR em lipossomas, foi realizado estudo
de sua toxicidade assim como dos lipossomas sem o farmaco, ja que a sua composi¢do em lipideos
poderia néo ser totalmente inerte ou desprovida de efeitos. Assim, partindo do pressuposto que a dose
utilizada com beneficios sera a de 10 mg/kg de PIR em lipossomas, avaliamos os efeitos desta dose,
de seu dobro (20 mg/kg) e o dobro desta (40 mg/kg) comparadas a dose de 1 mg/kg de PIR livre, dose
eficaz na cardioprotecdo (Souza, 2013Db) e isenta de efeitos adversos. No conjunto de dados obtidos
nas avaliacbes de comportamento e das toxicidades hematoldgica, renal e hepatica, estas duas
avaliadas por pardmetros bioquimicos, podemos afirmar que a formulacdo de PIR em lipossomas
apresenta 6tima seguranca terapéutica.

Todos os resultados até 0 momento obtidos nos encorajam a continuar com o estudo e afirmar

que PIR em lipossomas deve ser levada a estudos clinicos.

CONCLUSOES

e A formulacdo de PIR em lipossomas multilamelares (DOPC: CHOL) quando administrada SC
libera lentamente a PIR para a circulacdo sanguinea prolongando seu efeito sobre a inibicdo de
AChE e reduzindo seus efeitos colaterais.

e A PIR em sua forma livre ou encapsulada em lipossomas nédo foi capaz de melhorar a funcéo

respiratoria de camundongos mdx.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The current work was conducted to verify the contribution of neuromuscular transmission defects at the neu-
romuscular junction to Duchenne Muscular Dystrophy disease progression and respiratory dysfunction. We
tested pyridostigmine and pyridostigmine encapsulated in liposomes (liposomal PYR), an acetylcholinesterase
inhibitor to improve muscular contraction on respiratory muscle function in mdx mice at different ages. We

Keywords:
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PDliZty}iIrr;Oxgnrag)lzractili evaluated in vivo with the whole-body plethysmography, the ventilatory response to hypercapnia, and measured
Lip(l))somge v in vitro diaphragm strength in each group. Compared to C57BL10 mice, only 17 and 22 month-old mdx presented

blunted ventilatory response, under normocapnia and hypercapnia. Free pyridostigmine (1 mg/kg) was toxic to
mdx mice, unlike liposomal PYR, which did not show any side effect, confirming that the encapsulation in
liposomes is effective in reducing the toxic effects of this drug. Treatment with liposomal PYR, either acute or
chronic, did not show any beneficial effect on respiratory function of this DMD experimental model. The en-

capsulation in liposomes is effective to abolish toxic effects of drugs.

1. Introduction

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a recessive hereditary
disorder linked to X chromosome (Hoffman et al., 1987), resulting of
the lack of dystrophin (427 kDa) expression in all muscles and neurons
(Van Den Bergh et al., 1995; Mehler, 2000). Dystrophin is cytoskeleton
protein that limits sarcolemmal mechanical stresses developed during
repeated cycles of muscle contraction-relaxation (Petrof et al., 1993).
Dystrophin deficiency causes progressive muscle damage resulting in
necrosis, fibrosis and muscle strength loss (Hoffman et al., 1988).
Consequently, patients present ambulation loss, motor skills and gra-
dually develop cardiac and respiratory failure (McDonald et al., 1995).
Respiratory failure is the most common cause of death in DMD patients
(Mah et al., 2014). Diaphragm degeneration leads to lung compliance
reduction, nocturnal hypoventilation, hypoxemia and hypercapnia
(Smith et al., 1988; Smith et al., 1989; Toussaint et al., 2007) pro-
gressing to hypoventilation during wakefulness (Hukins and Hillman,
2000). DMD patients also exhibit inefficient cough, which consequently
makes them more susceptible to pulmonary infections and airway ob-
struction (Szeinberg et al., 1988).

Few pharmacological treatments for DMD exist. Glucocorticoids

such as predinesone and deflazacort (Beytia et al., 2012) are the only
one, which have some beneficial effects on cardiac and respiratory
functions of patients (Eagle et al., 2007; Markham et al., 2008; Moxley
et al., 2010). They however have also important adverse effects such as
body weight changes, vertebral fractures, hypertension, im-
munosuppression and gastrointestinal problems (Beytia et al., 2012)
that limit considerably their prescription.

Among natural rodent and canine animal models of DMD, the mdx
mouse model is the most commonly studied (McGreevy et al., 2015).
The diaphragm of mdx mice is the only muscle, which exhibits de-
generation pattern, fibrosis and severe dysfunction similar to human
patients (Stedman et al., 1991). Signs of diaphragm dysfunction appear
early in 6-10 weeks young animals as indexed by a force generation
decrease evaluated in vitro (Stedman et al., 1991). However, this in vitro
parameter only represents sarcomeric contractile function of the dia-
phragm fiber. Respiratory system dysfunction caused in part by re-
spiratory muscle damage, can be also assessed by measuring in vivo
using a plethysmograph, ventilatory parameters [respiratory rate (RR),
tidal volume (VT) and minute ventilation (MV) as well as integrity of
hypoxic and hypercapnic-ventilatory reflexes (HVR and HCVR, re-
spectively) (Gosselin et al., 2003; Matecki et al., 2005; Gayraud et al.,
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2007; Mosqueira et al., 2008; Mosqueira et al., 2013; Burns et al., 2015;
Burns and O'Halloran, 2016). These parameters integrate breathing
pattern control, electric signal transmission, ventilatory mechanics and
respiratory muscle contractile properties, which represent more clini-
cally relevant deficits to be considered as main end-point for evaluating
the efficacy of various therapies for muscular dystrophy.

However, this non-invasive in vivo approach has a lower dis-
criminative power than in vitro evaluation of maximal diaphragm
strength. Indeed, only old mdx mice present a blunted ventilation re-
sponse to hypercapnia (Gayraud et al., 2007) or hypoxia (Mosqueira
et al., 2013; Burns et al., 2015; Burns and O’Halloran, 2016) compared
to control mice. The evolution of in vivo respiratory system dysfunction
with age in mdx mice is not yet fully described. This is however im-
portant because numerous factors may contribute to respiratory system
dysfunction in DMD and mdx mice, which are not considered by in vitro
assessment of diaphragm strength.

Among them, alterations at neuromuscular junction (NMJ) may
participate to DMD disease progression in addition to intrinsic muscle
contractile property deficit (Pijl et al., 2016). Indeed, dystrophic mus-
cles have altered nicotinic acetylcholine receptor (nAChRs) distribution
pattern at postsynaptic membrane of NMJ (Nagel et al., 1990; Lyons
and Slater, 1991). Evidences indicate that dystrophin absence could
cause neuromuscular transmission defects at NMJ (Personius and
Sawyer, 2006). Some studies showed decrease of miniature endplate
potentials, that corresponds to depolarizations resulting from sponta-
neously single acetylcholine (ACh) quanta released in dystrophic
muscle (Nagel et al., 1990; Lyons and Slater, 1991; Carlson and Roshek,
2001; Pijl et al., 2016), indicating a possible reduction of post-synaptic
sensitivity to ACh. It is unknown whether this reduction participate to
muscular weakness in DMD and whether drugs known to potentiate the
neurotransmission at the NMJ such as cholinesterase inhibitors may
improve in vivo respiratory muscle function in mdx mice.

Pyridostigmine (PYR) is an acetylcholinesterase (AChE) inhibitor
used to improve muscular contraction for diseases with a deficit in
neurotransmission such as Myasthenia gravis (Maggi and Mantegazza,
2011). AChE is an enzyme found at NJM and cholinergic synapses re-
sponsible for ACh hydrolysis (Quinn, 1987). PYR promotes increase of
endogenous ACh with a beneficial effect on muscular tonus and
strength (Adler et al., 1992) and may be efficient to limit muscular
weakness in DMD, additionally PYR has anti-inflammatory (Rocha
et al., 2016; De Cuba et al., 2014) and antifibrotic effect (Liu et al.,
2015), which could be contribute to prevent or reduced diaphragm
damage and consequently, improve muscle force on mdx mice. How-
ever, PYR has a short half-life and, it is poorly absorbed from the gas-
trointestinal tract, which results in a low oral bioavailability
(Aquilonius et al., 1980). Additionally, PYR induces side effects and
toxicity, due to its parasympathic effects. Muscarinic side effects in-
clude diarrhea, nausea, hypersalivation, urinary incontinence, in-
creased bronchial secretion, miosis, and lacrimation. Nicotinic side ef-
fects are muscle cramps, fasciculations, and weakness (Pope et al.,
2005). Such side effects and weak bioavailability may be reduced by a
different formulation, encapsulated in liposomes and injected in-
travenously (Vidal et al., 2010) or subcutaneously (S.C.) (Souza et al.,
2013). Liposomes are lipid bilayer vesicles composed of an aqueous
compartment able to encapsulate hydrophilic and hydrophobic sub-
stances in their internal water compartment or into the membrane,
respectively (Bangham et al., 1974). Liposomes confer sustained drug
release (Blume and Cevc, 1990), increase drug effects and/or reduce its
toxicity (Lasic, 1998). We already demonstrated that liposomal PYR
formulation increases the duration of the PYR cardioprotective effects
and prevent cardiovascular disturbances resulting from sympathetic
hyperactivity in Wistar rats (Vidal et al., 2010).

We hypothesized that neuromuscular transmission defects at NMJ
participate to DMD disease progression. To verify this hypothesis, we
evaluated whether PYR treatment would improve in vivo respiratory
muscle function due to its ability to increase ACh availability at
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endplate. Furthermore, we hypothesized that if the cholinergic nicotinic
receptors at endplate under long-term overstimulation could be in-
crease in vitro muscle force. We also verified for future clinical appli-
cation if PYR availability could be optimized by testing the efficacy of
PYR encapsulated in liposomes.

Thus, the first aim was to verify the discriminative power of in vivo
respiratory muscle function assessment, by plethysmography, between
control and mdx mice at different stage of muscular disease to select the
best age of mdx mice, to be treated with PYR. The second aim was to
evaluate in mdx mice at the selected age the effect of free PYR and
liposomal PYR on in vivo respiratory muscle function. Moreover, to
individualize the specific effect of PYR on the diaphragm, in vitro stu-
dies were performed on isolated diaphragm fiber.

2. Material and methods
2.1. Drugs and reagents

Pyridostigmine bromide was purchased from Sigma Aldrich France.
Distearoyl phosphatidylcholine (DOPC) and cholesterol (CHOL) were
purchased from Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Germany). The solvents
were analytical grade and all other chemicals were commercially
available. Water was purified by reverse osmosis (Symplicity System
185, Millipore, USA).

2.2. Liposomes preparation and characterization

For the free PYR formulation pyridostigmine bromide was dissolved
the salt in phosphate buffered saline. Liposomal PYR formulation was
prepared according to our previously described protocol (Souza et al.,
2013). In summary, multilamellar liposomes were composed of DOPC
and CHOL at a molar ratio 5:4. PYR encapsulation was carried out by
freeze-thaw method proposed by Nayar et al. (1989). Empty liposomes
were prepared using only PBS (0.15M NaCl, 0.01 M phosphate, pH
7.2). Analysis by UV spectrophotometry (270 nm; Model B582, Sao
Paulo, Brazil) was performed to evaluate encapsulation efficiency as
described by Souza et al., 2013; final concentration of pyridostigmine in
liposomal formulation was about 6.5 mg/ml. Particle size, poly-
dispersity index (PDI) and zeta potential of liposomes were determined
using Zetasizer 3000 HS (Malvern Instruments, UK).

2.3. Animals

Male wild-type (C57BL/10ScSnJ) and mdx mice (C57BL/
10ScSnDmdmdx/J) were purchased at 6 month-old from Jackson
Laboratories, Bar Harbour, ME). Animal were housed conventionally in
controlled humidity and temperature, operating on 12 h of light and
dark cycle with food and water available ad libitum. All investigations
conformed to the European Parliament Directive 2010/63/EU and were
approved by the local ethics committee (Comité d’éthique pour
Pexpérimentation animale Languedoc-Roussillon, n° CEEA-LR-12078).

2.4. Plethysmography

As already performed in our lab (Gayraud et al., 2007; Matecki
et al., 2005), the respiratory function in conscious and unrestrained
mice was measured using whole body plethysmography and signal was
analyzed by iox2 software (EMKA Technologies, Paris, France). All mice
were randomly placed into individual chamber. After one hour stabi-
lisation, each animal was visually monitored and ventilatory para-
meters were recorded during inactive phase for 15 min under two ex-
perimental conditions. First, each animal was submitted to 100% room
airflow (air breathing). Second, each animal was exposed to hy-
percapnia with 8% COs-enriched airflow (8% CO- breathing) to chal-
lenge respiratory function.

Air volume changes corresponding to spontaneously breathing were
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obtained using a pressure transducer (EMKA Technologies, Paris,
France). This pressure signal was used to calculate the ventilatory
parameters: tidal volume (TV), respiratory rate (RR) and minute vo-
lume (MV).

2.5. Diaphragm isometric contractile measurement

In vitro diaphragm contractility was measured as previously per-
formed in our lab in mdx mice (Pauly et al., 2012). Mice were eu-
thanized and diaphragm together with the ribs was surgically removed.
Briefly, the diaphragm was dipped into a petri dish containing Krebs
solution (NaCl, KCl, MgSO4, KH2PO4, CaCl,, NaHCO3) oxygenated and
incubated at 28 °C. A transverse strip muscle (2 mm) was isolated and
connected to an isometric force transducer (Aurora Scientific Instru-
ments, USA). The force—frequency relationship was determined by se-
quentially stimulating the muscles for 600 ms at 10, 20, 30, 50, 60, 80,
100, and 120 Hz with 2 min between each stimulation train. Forces
were normalized by muscle strip cross-sectional area determined by
dividing muscle weight by its length and tissue density (1.056 g/cm®)
and expressed in Newton per square centimeter (N/cm?).

2.6. Experimental protocols

Firstly, respiratory system was evaluated in vivo using whole body
plethysmography under air and 8% CO, in C57BL10 and mdx mice at
different ages, 6 month-old (C57BL10, n = 12; mdx, n = 10), 17
month-old (C57BL10, n = 10; mdx, n = 17), 22 month-old (C57BL10,
n = 3; mdx, n = 3).

Secondly, in a preliminary experiment, we tested the dose-depen-
dent toxicity of free PYR in 17 month-old animals. Some common
symptoms used to characterized autonomic nervous system toxicity are
lacrimation, salivation, defecation and urination, caused by excessive
secretory stimulation at parasympathetic end organs (Pope et al.,
2005). After single dose injection of PYR, the presence or absence of
these adverse effects was qualitatively observed, as well as mortality
rate. C57BL10 mice and mdx mice, both 17 month-old were then
treated, subcutaneously (S.C.), with 0.01, 0.1 or 1 mg/kg of free PYR.
The highest doses without any adverse effect concerning autonomic
signs of toxicity and mortality were selected for evaluated the re-
spiratory function.

Then, 17 month-old mdx mice (n = 6) were treated with free PYR
(0.1 mg/kg) and compared to C57BL10 mice (n = 9) similarly treated.
To evaluate the efficacy of liposomal PYR formulation compared to free
PYR treatment, a third group of mdx mice (n = 5) were treated with
lyposomal PYR (1 mg/kg) and compared to the mdx group (n = 6)
treated with free PYR (0.1 mg/kg). We also evaluated liposomal PYR
(5 mg/kg) (n = 5).

Finally, a group of 10 month-old mdx mice were treated during
30 days with liposomal PYR (5 mg/kg, n = 6) or empty liposome
(n = 5). In vivo respiratory function was evaluated before and after
treatment at 2, 6, and 24 h, and days 15 and 30 by plethysmography. At
the end of the protocol, animals were euthanized by cervical dislocation
for in vitro measurement of isometric diaphragm contractile properties
as previously described (Matecki et al., 2016).

2.7. Statistical analysis

All parameters are expressed as mean * S.E.M. Data were statis-
tically compared using two-way ANOVA (age and disease) or One-way
ANOVA with Bonferroni post-hoc test. Value of P < 0.05 was con-
sidered statistical significant for all tests.
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Fig. 1. In vivo characterization of respiratory function of C57BL10 and mdx mice by
plethysmography at different ages. 6 month-old (C57BL10, n = 12; mdx, n = 10), 17
month-old (C57BL10, n = 10; mdx, n = 17), 22 month-old (C57BL10, n = 3; mdx,
n = 3). C57BL10: air breathing, white circle; 8% CO,, white diamond. Mdx: air
breathing, black circle; 8% CO,, black diamond. * P < 0.05: Significant difference be-
tween C57BL10 and mdx mice (ANOVA two-way). F values interaction (age x mutation)
were 0.53, 6.00, 10.08, respectively for MV, TV and RR at air breathing and 6.53, 5.90,
1.21 for the same parameters at 8% CO,. *P < 0.05: Significant difference compared to
6 month-old C57BL10 (ANOVA one-way). F values was 3.65, 14.08, 0.72, respectively for
MV, TV and RR at air breathing and 9.88, 17.30, 1.24 for the same parameters at 8% CO,.

3. Results
3.1. Respiratory function characterization of mdx mice
We tested the effect of age on respiratory function parameters in

C57BL10 and mdx mice in normal conditions i.e. air breathing (Fig. 1).
The respiratory function has been also evaluated under reduced O,
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environment (8% CO,). Experiments have been performed in adult (6-
month old) and old animals (17-month old). Very old animals of 22
month-old have been tested to test whether the respiratory declines
dramatically at the end life of the mice. At 6 month-old mdx and
C57BL10 mice had similar ventilatory response to both normocapnia
(air breathing) and hypercapnia (8% CO-) conditions (Fig. 1).

Under normocapnia condition, 17 and 22 month-old mdx mice
present similar MV to age related C57BL10 mice (Fig. 1A) but with a
different breathing pattern. Indeed, compared to age related control
mice, the 17 and 22 month-old mdx mice present a reduced TV
(p < 0.001; p < 0.01, respectively) (Fig. 1B) associated with a sig-
nificant increase of RR (p = 0.0003) only for 17 month old mdx mice
(Fig. 1C). The 22 month-old mdx mice presented similar RR to control
mice.

Under hypercapnia, 17 and 22 month-old mdx mice had a reduced
MV compared to age related C57BL10 mice (p < 0.01) which is un-
derlined, compared to control mice, by a decrease of TV (p < 0.01) for
both mdx mice groups, and RR (p < 0.01) only for 17 month-old mdx
mice. The 22 month-old mdx mice presented similar RR than control
mice.

Thus, these first results show the presence of an age dependent al-
teration of respiratory function, mostly characterized by a lower TV
under normocapnia and hypercapnia, and MV only under hypercapnia
in both 17 and 22 month-old mdx mice. Those 3 parameters were
chosen as endpoint to evaluate the effect of PYR treatment on in vivo
respiratory function.

3.2. Determination of nontoxic PYR dose

No toxic effect was observed in C57BL10 mice treated with
0.01 mg/kg (n = 10), 0.1 mg/kg (n = 9), and 1 mg/kg (n = 7) of free
PYR. On the contrary, free PYR was toxic and lethal in mdx mice just
after the injection. Two mdx 17 month-old animals died soon after
0.01 mg/kg free PYR (n = 10), one mdx with 0.1 mg/kg (n = 9) and all
mdx mice treated with free PYR 1 mg/kg (n = 6). For this last dose,
tremor, salivation, defecation, and sweating, preceding death were
observed. We considered that acetylcholinesterase inhibition with free
PYR was mortal for mdx mice that already presented cardiac failure and
respiratory dysfunction at that age. Considering these results, we se-
lected the dose 0.1 mg/kg as the safest dose to perform in vivo tests with
free PYR.

To test the beneficial effect of liposomal formulation, we first tested
liposomal PYR at 1 mg/kg that was lethal concentration for mdx mice
when administrated free. Liposomal PYR did not induce any adverse
effects or death at 1 mg/kg (n = 6). A higher dose of liposomal PYR
was tested at 5 mg/kg. This 5 mg/kg dose administrated free PYR is
known to cause muscarinic side effects in Sprague-Dawley rats
(Richtsfeld et al., 2013). Liposomal PYR at 5 mg/kg did not induce any
adverse effects or death (n = 5) to mdx mice or C57BL10 mice.

3.3. Effect of PYR single-dose on 17 month-old mice in vivo respiratory
function

We observed, as showed in Fig. 2A and 2B, that free PYR (0.1 mg/
kg) has no effect on the 3 main endpoints. Indeed, in 17 month-old
mice, one and two hours after free PYR single-dose compared to base-
line, under normo and hypercapnia, TV did not significantly increase,
neither MV under hypercapnic condition.

We did not observe also any effect in RR under normo and hy-
percapnic conditions, neither MV under hypercapnic solution between
baseline and one or two hours after free PYR injection. This was an
expected result considering that these 3 parameters were not dis-
criminant (Fig. 2C).

Considering that, free PYR is rapidly hydrolyzed and that the dose 1
mg/kg was toxic for mdx mice, we tested the effect of a single dose
injection of its liposomal formulation at 1 mg/kg in 17 month-old mdx
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Fig. 2. Ventilatory parameters in response to air and 8% CO,, breathing of 17 month old
mdx mice treated with S.C. single dose of free PYR and liposomal PYR. 0.1 mg/kg free
PYR (n = 6): air breathing, black circle; 8% CO,, black diamond. 1 mg/kg liposomal PYR
(n = 5): air breathing, white triangle; 8% CO,, white square. One way-ANOVA. F values
for dose comparison: 8.68, 2.0, 1.68 for MV, TV, RR, respectively at air breathing and
6.69, 3.55, 2.12 for the same parameters at 8% CO-.

Table 1
Physiochemical parameters of liposomal PYR formulation (mean = SD).

EE (%) Particle size (nm) PDI Zeta potential
(mV)
Liposomal 17.5 = 48 2556 * 180 0.49 * 0.03 -5.0 = 3.7
PYR
Empty - 1194 = 72 0.7 = 0.42 -1.0 = 0.2
liposome

PDI: Polydispersity index; EE: Encapsulation efficiency.
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Fig. 3. Ventilatory parameters in response to air and 8% CO2 breathing of 17 month-old
mdx mice treated with S.C. single dose of liposomal PYR 5 mg/kg. Air breathing, (white
triangle), 8% CO, (white square), n = 5. One way-ANOVA. F values for dose comparison:
10.34, 11.97, 3.79 respectively for MV, TV, RR at air breathing and 4.30, 8.24, 3.90 for
the same parameters at 8% CO,.

mice.

Physiochemical characteristics of liposomal PYR formulation were
determined before in vivo use (Table 1). A liposomal formulation for
subcutaneous administration was developed to permit a gradual release
of the drug into systemic circulation (Souza et al., 2013). PDI de-
termination (superior to 0.3) was important to demonstrate that it was
obtained multilamellar liposomal PYR with large and polydisperse
mean diameter. Formulation exhibited a negative zeta potential and
PYR encapsulation efficiency in liposomes was similar to that described
by Souza et al. (2013). Liposomal PYR formulation presents appropriate
physiochemical characteristics for S.C. administration.

Similarly to free PYR treatment, none of the respiratory parameters
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Fig. 4. Ventilatory parameters in response to air and 8% CO2 breathing of 10 month-old
mdx mice after 30 days of S.C. treatment with liposomal PYR. Empty liposome, n = 5 (air
breathing, black circle; 8% CO,, black diamond). 5 mg/kg liposomal PYR, n = 6 (air
breathing, white circle; 8% CO,, white diamond). One way-ANOVA. F values for dose
comparison: 0.83, 0.63, 0.67 respectively for MV, TV, RR at air breathing and 1.47, 1.25,
2.65 for the same parameters at 8% CO».

were affected by a single dose injection of 1 mg/kg liposomal PYR
(Fig. 2). Then, we tested a highest dose of liposomal PYR (5 mg/kg), but
this dose had no effect either (Fig. 3).

3.4. Effect of liposomal PYR repeated doses on 10 month-old mdx mice in
vivo and in vitro respiratory function

None of respiratory parameters were affected after first dose or 15
and 30 days of treatment of liposomal PYR (5 mg/kg) or liposome
empty injection compared to basal values (p > 0.05) (Fig. 4). No dif-
ference was observed between the liposomal PYR or liposome empty
groups.

The same treatment did not improve the diaphragm contractile
force at any stimulation frequency used, since there was no difference
between treated compared to non-treated groups (p > 0.05) (Fig. 5).
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Fig. 5. Diaphragm contractile specific force-frequency relationships of 11 month-old mdx
mice after 30 days of S.C. treatment with liposomal PYR. Non-treated mdx, n = 5 (black
circle). Empty liposome, n = 3 (white diamond). 5 mg/kg liposomal PYR, n = 6 (black

diamond). Two-way ANOVA, followed by Bonferroni post-test. F values for treatment
14.93 and frequency 27.22.

4. Discussion

In this study, using both in vivo and in vitro techniques, we de-
monstrated that PYR injection did not have any effect on the respiratory
system and diaphragm contractile function in mdx mice.

Although we observed that mdx mice have in vivo normal re-
spiratory function at 6 month-old, at this age, their diaphragm present
already significant histological muscle fiber degeneration and loss of
contractile force evaluated in vitro (Steldman et al., 1991). Those results
are consistent with previous study showing that their respiratory in-
tercostal muscles, which are less affected may compensate the dia-
phragm weakness to prevent respiratory system impairment evaluated
in vivo (Gayraud et al., 2007). However, with the muscular disease
progression, which affects all the muscle including intercostal muscles,
we observed in older mdx animals (17 and 22 month-old) a blunted
ventilatory pattern under normo and hypercapnia, compare to age re-
later control mice.

In both conditions, due to the metabolic control of breathing, when
carbon dioxide accumulate in the blood, MV increase to reestablish its
baseline level, by increasing VT (Mosqueira et al., 2013). The decreased
VT observed in both conditions with our 17 and 22 month-old mdx
mice, is the result of an increase muscular weakness due to age related
disease progression. To prevent a MV decrease and thus maintain blood
carbon dioxide level homeostasis, 17 month-old mdx mice are able to
increase at rest their RR to compensate their low VT due to respiratory
muscle contractile defect. This particular breathing pattern, so called
rapid shallow breathing have been clearly observed in DMD patient,
due to an increase of respiratory system elastic load associated to pre-
sence of respiratory muscle weakness (Misuri et al., 2000). Indeed, the
breathing pattern generator is predominantly influenced by ventilatory
mechanics change to propose the best economical breathing pattern
minimizing the work of breathing necessary to maintain a constant
level of carbon dioxide (Younes et al., 1988).

Interestingly, with disease progression, under air, this compensatory
mechanism is not any more efficient in 22 month-old mdx mice, which
present the same level of RR compared to age related control mice.
Indeed, considering their constant decline in VT with age, which de-
creased the ventilatory efficiency, 22 month old mdx mice, to correctly
compensate their low VT should have increase their MV and their RR,
with higher value compared to age related control mice.

Those defects of compensatory mechanism are accentuated under
hypercapnic condition and thus can be detected earlier. Indeed, in our
17 month mdx mice, VT is lower compared to age related control mice,
but on contrary to air ambient, we also observed a lower MV due to
their inaptitude to sufficiently increase their RR which is lower than
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control group.

The response to hypercapnia is a result of both muscular strength of
respiratory muscles and sensitivity of the respiratory chemoreceptors to
CO, and O, pressure variations. In mdx mice, the peripheral chemor-
eceptors located in carotid body have less sensitivity to O, pressure
decrease (Mosqueira et al., 2013), which contributes, at least partially,
to alterations observed on mdx mice. However, considering that carotid
body are not mainly responsible for ventilatory response to carbon di-
oxide (Pan et al., 1995; Bernards et al., 1966; Coles et al., 2002; Gautier
and Bonora, 1979; Dejours, 1963), and our 6 month-old mdx mice
presented similar ventilatory response than age related control mice,
we could consider that the difference in ventilatory response we ob-
served was mainly due to muscular disease progression.

In this study, we wanted to ascertain if functional deficit at NMJs
may aggravate muscle dysfunction and participate in this progressive
degeneration of muscle fiber which is the main cause of muscle weak-
ness in patients with DMD. ACh augmentation at muscle endplate of
Myasthenia gravis muscle with PYR, which present some similarities
with dystrophin deficient muscle, improve contractile function (Maggi
and Mantegazza, 2011). Indeed, dystrophin is important to maturation
and stabilisation of nAChR at muscle (Kong and Anderson, 1999; Grady
et al., 2000; Jacobson et al., 2001). Dystrophic muscles have reduced
density of nAChR at postsynaptic membrane of motor endplates (Nagel
et al., 1990), increased degradation rates of nAChR (Xu and Salpeter,
1997) and upregulation of extrajunctional nAChR (Ghedini et al.,
2008). Mdx mice present neuromuscular synaptic dysfunction, char-
acterized by reduction of postsynaptic neurotransmitter sensitivity,
demonstrated by reduced MEPP amplitudes (Nagel et al., 1990; Pijl
et al., 2016), increased presynaptic ACh release, probably as a com-
pensatory effect (Carlson et al., 2001).

Thus, we firstly hypothesized that treatment with free PYR could
improve respiratory function and contractile force of diaphragm mdx
mice, due to its ability to increase the availability of ACh at muscle
endplate of 17 month old mdx mice.

We choose this age, because at this level of muscular disease pro-
gression, all parameters of ventilatory response to hypercapnia was able
to discriminate from age related control mice.

However, the effect of (0.1 mg/kg) free PYR on 17 month-old mdx
mice respiratory function measured by whole body plethysmography
method was negative. Indeed, we did not observe any modification of
MV, VT and RR, in both condition (ambient air and 8% CO2) between
baseline and 1 or 2 h after injection free PYR injection.

To ascertain that this negative effect was not simply due to an in-
sufficient level of free PYR administration, we firstly tested higher dose
(1 mg/kg), which induced mdx mice death, observed after S.C. ad-
ministration. However, similar dose in control age related mice was
never toxic. Thus, this observation strongly indicates that mdx mice are
more sensitive to ACh overload than C57BL10 mice. The death prob-
ably was due to the overstimulation of muscarinic receptors. At re-
spiratory tract, ACh has effects on bronchomotor tone and mucus se-
cretion from airway submucosal glands regulation (Colebatch and
Halmagyi, 1963; Baker et al., 1985). Thus, the possible causes of mdx
mice death could be bronchoconstriction and/or increase of mucus
secretion (Taylor, 2001), which may aggravate respiratory dysfunction
already present in mdx mice. Though, any alterations of number,
morphology or function of muscarinic receptors of mdx mice airways
are known.

Multilamellar liposomes of PYR was developed for S.C. adminis-
tration since it is more comfortable than intravenous route, generally
used for unilamellar liposomes (Vidal et al., 2010). Liposomal PYR is
safer than free PYR because PYR encapsulated in liposomes is gradually
and sustainably release into the blood compartment, reducing the ad-
verse effects and prolonging its effect, as demonstrated for the PYR
cardioprotective effect when intravenously administered (Vidal et al.,
2010).

Thus, to decrease side effect of higher dose of PYR and increase the
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duration of delivery and action we tested the effect PYR liposomal
formulation at 1 mg/kg single dose on 17 month-old mdx mice re-
spiratory system. Indeed, considering that no side effect was observed
in mdx treated with this dose, we hypothesized a potential benefit effect
for this formulation on muscular function. However, single dose of li-
posomal PYR did not have any beneficial effect on respiratory function
of 17 month-old mdx mice.

Finally, to evaluate a chronic increase of endogenous acetylcholine
at NMJs which may have a better effect on muscular function compared
to single dose, we finally, in a group of mdx mice of 10 month-old,
injected a daily liposomal PYR 5 mg/kg dose or with empty liposomes
during 30 days. As showed in Fig. 3, none of the ventilatory parameters
were affected by 1, 15 and 30 days of treatment of PYR or empty li-
posomal injection compared to basal values. At the end of the protocol,
contractile properties in isometric condition was determined, and no
difference was observed between groups (Fig. 5).

Taking together, these results showed that increase of ACh con-
centrations is not sufficient to improve respiratory muscle function.
These negative results could be due to advanced degree of muscle de-
generation present in old mdx mice (Steldman et al., 1991. Gayraud
et al., 2007). Future in vitro diaphragm contractile evaluation should be
carried out with higher doses of liposomal PYR on younger mdx mice
and the electrical activity of the membrane should be measures to as-
certain that neuromuscular transmission defects at NMJ may not par-
ticipate to DMD disease progression.

Moreover, although no benefit was observed on respiratory func-
tion, the total absence of adverse effects observed qualitatively and no
death even after higher dose of PYR (5 mg/kg) indicate its potential for
further therapeutic evaluation and even for mechanism studies on mdx
mice.

Despite the result on the contractility of the diaphragm not being
positive, the effect of PYR on muscle inflammation should be evaluated
in future study. A recent study demonstrated that activation of nicotinic
ACh receptors can reduce inflammation of muscle cells in mdx mice
(Leite et al., 2014). Furthermore, the excitatory effect on skeletal
muscle, ACh released from the vagal synaptic endings inhibits the se-
cretion of TNF-a, IL-1f3, and a host of other inflammatory mediators by
macrophages (Tracey, 2002). The PYR anti-inflammatory action has
been demonstrated in other species, as in rats subjected to ischaemic
heart disease, when increased cholinergic modulation by PYR induced
recruitment of anti-inflammatory cells (Rocha et al., 2016).

In summary, we can conclude that free PYR (1 mg/kg) was toxic to
mdx mice, unlike liposomal PYR, which did not show any side effect,
confirming that the encapsulation in liposomes is effective in reducing
the toxic effects of this drug. Treatment with liposomal PYR, either
acute or chronic, did not show any beneficial effect on respiratory
function of these DMD experimental model.
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