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Resumo

A busca por novas ações farmacológicas em medicamentos já conhecidos vem ganhando espaço na farmacologia experimental, e por essa razão, a associação de Dicloridrato de flunarizina e Ginkgo biloba na forma de comprimidos foram selecionados para verificar possíveis efeitos sobre o sistema motor em camundongos Swiss. Os animais foram divididos em três grupos de seis indivíduos, submetidos aos seguintes tratamento: grupos I e II tratados com doses únicas de Dicloridrato de flunarizina e Ginkgo biloba respectivamente enquanto que o grupo III foi tratado com solução fisiológica. Os animais de todos os grupos foram submetidos à prova de atividade motora numa caixa de conduta (Prova de campo aberto) aos 30 e 150 minutos após os tratamentos. Os dados obtidos foram analisados de acordo com a prova U de Mann Whitney e o teste t de Student, considerando p<0.05. O resultado mostrou que não houve diferença estatística significativa na atividade motora espontânea entre os grupos tratados com os medicamentos quando comparados com o grupo controle. Finalmente, se conclui que de acordo às condições do experimento, o Dicloridrato de flunarizina e o fitofármaco Ginkgo biloba não apresentaram efeitos sobre o sistema motor em camundongos Swiss.
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Abstrac

New pharmacological properties in known”s drugs had been an important objective for the experimental pharmacology. The aim of this paper is to study of the possible action of Flunarizine dicloridrate pils and Ginkgo biloba pils on the motor system in Swiss mice. The animals were shared in three groups of six animals each, the first and second group were treated with the Flunarizine dicloridrate pils and Ginkgo biloba pils respectively, (only one oral administration), the group three was a control and received a saline physiological solution. After 30 and 150 minutes of the drugs treatment and the saline physiological solution, the mouse motor system was studied in each animals, through the Open Field test (spontaneous motor activity). The results were analyzed by the Mann Whitney U test and the student t test, considered p<0.05. In conclusion there is no statistical difference between the group”s results, showing no action of the drugs studied on the motor activity level in Swiss mice.
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INTRODUÇÃO

O estudo de novas ações farmacológicas em medicamentos já conhecidos, têm se desenvolvido bastante nos últimos anos, especialmente as ações voltadas para o sistema nervoso central e o sistema motor1. Nesse sentido, buscou-se drogas como possíveis candidatos a outras ações de importância no Sistema nervoso e particularmente no Sistema motor2 como, por exemplo, o dicloridrato de flunarizina comercializado como Vertigium com ação comprovada a nível das células musculares lisas, provocando  vasodilatação central e periférica3. Esta ação parece depender do bloqueio da entrada do íon cálcio ao interior da célula muscular lisa3 e traz como consequência, aumento do fluxo sanguíneo e maior suprimento de oxigênio aos tecidos. Insônia e ansiedade são também consequências da ação deste medicamento levando a inferir, possível aumento na excitabilidade do sistema nervoso central. O fitoterápico Ginkgo biloba, produz efeitos similares ao dicloridrato de flunarizina e é comercializado como Ginkgomed. Apresenta ação comprovada nos leitos vasculares, aumentando o fluxo sanguíneo local e, portanto o suprimento de oxigênio4. O Ginkgo biloba também é capaz de inibir a recaptação da serotonina nos neurônios pré-sinápticos4 facilitando a transmissão sináptica colinérgica e alfa adrenérgica4 além de aumentar a recaptação pré-sináptica de  colina no hipocampo4. Uma das provas utilizadas para estudar a ação medicamentosa no sistema motor, é determinar a atividade motora espontânea e a sua variante atividade motora induzida5,6. Esses parâmetros são capazes de caracterizar a atividade motora propriamente dita que nesse modelo animal depende da necessidade de conhecer o novo ambiente e o medo de encarar ou enfrentar o ambiente desconhecido. Considera-se o medo, associado ou como consequência de diferentes fatores ambientais, frequentes e geradores de respostas de alarme. Baseado nessas informações propõe-se estudar a possível ação desses dois medicamentos, sobre o sistema motor através da atividade motora de acordo com a prova de “campo aberto”, utilizando camundongos Swiss como modelo experimental.

MATERIAIS E MÉTODOS

Materiais de laboratório: Utilizou-se cronômetro e caixa de conduta com piso quadriculado, solução fisiológica, dicloridrato de flunarizina, comercializado com o nome de Vertigium pela Neo química/Hipermarcas S/A.Industria Brasileira e Ginkgo biloba,  comercializada com o nome de Ginkgomed pela Cimed industria de medicamentos Ltda. Industria Brasileira.

Animais: Utilizou-se 18 camundongos albinos Swiss machos pesando entre 30 e 45g, com idade de 8 a 10 semanas, oriundos do biotério do laboratório de Fisio-farmacologia da Universidade Federal do Acre. Os animais foram mantidos em regime de claro/escuro de 12/12 horas, com água e comida ad libitum bem como temperatura ambiental constante (25ºC). Os grupos experimentais foram formados com 6 animais cada, escolhidos de forma aleatória, partindo do pré-requisito da homogeneidade da população e estratificação das massas corporais.

Preparação da solução de Dicloridrato de flunarizina: em 20 mL de solução fisiológica dissolve-se 2,5mg de dicloridrato de flunarizina obtendo assim uma concentração de 0.125 mg/mL.
Preparação da solução de Ginkgo biloba: em 20 mL de solução fisiológica dissolve-se 20mg de Ginkgomed  obtendo assim uma concentração de 1.0 mg/mL.
Determinação da atividade motora: A atividade motora foi determinada através da prova de Campo aberto5,6, realizada numa caixa de conduta de 73cm de lado e 50cm de altura, e piso quadriculado (49 quadrados) com a finalidade de quantificar os movimentos do animal. A atividade motora do animal de experimentação foi realizada através da contagem do número de quadrados percorridos pelo animal durante cinco minutos.  Para essa mensuração utilizou-se o método visual e um cronômetro digital. Considera-se quadrado percorrido aquele onde o animal coloca qualquer uma das patas. O indicador da variável utilizada foi o número de quadrados percorridos pelo animal de experimentação por minuto. O início da prova deu-se no momento em que o animal se posicionou no centro do piso quadriculado da caixa de conduta. As soluções de dicloridrato de flunarizina e ginkgo biloba foram administradas 30 minutos antes do início da prova5. Utilizou-se uma variável de razão ou proporcional, a qual se aferiu, através do número de quadrados percorridos pelo animal durante um minuto. Os animais foram tratados em concordância com as normas e princípios éticos vigentes quanto à experimentação animal ditadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal em concordância com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONSEA) e Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) processo N-23107.014618/2014-78.
ESQUEMA DE TRATAMENTO 

Experimento I - Ação do Dicloridrato de flunarizina (DF) sobre a atividade motora em camundongos Swiss.

           
Experimento II - Ação do Ginkgo biloba (GB) sobre a atividade motora em camundongos Swiss.


Para o tratamento estatístico utilizou-se a prova não paramétrica de U de Mann Whitney juntamente com o teste t de student com intervalo de confiança de 95%. Para comprovar a  distribuição normal dos valores se utilizou a aprova de Shapiro Walt. Os resultados se expressam através da  mediana dos quadrados recorridos por minuto por grupo.

RESULTADOS 

Experimento I

O dicloridrato de flunarizina na dose e tempos utilizados na prova de campo aberto não modifica a atividade motora, aferida através do número de quadrados percorridos pelo animal de experimentação, de modo que não existem diferenças estatisticamente relevantes entre o grupo experimental e controle aos 30 e 150 minutos após a administração do medicamento (Figura 1). Entretanto, pode-se verificar certa  tendência à queda da atividade motora no grupo tratado quando comparado com o grupo controle aos 150 minutos de prova. Essa tendência pode se confirmar estatisticamente significativa provavelmente pelo aumento do número de animais experimentais. 
Experimento II

A solução de Ginkgo biloba, na dose e tempos de prova utilizados no experimento proposto, não modifica a atividade motora, uma vez que não há diferenças significativas entre o grupo tratado e o grupo controle (Figura 2). Contudo, se observa certa tendência à queda na atividade motora nos animais tratados e provavelmente essa tendência manifeste-se de forma efetiva em uma prova experimental com numero maior de animais.
DISCUSSÃO

Sabe-se que a ação farmacológica básica do dicloridrato de flunarizina é bloquear os canais de cálcio em determinados tipos celulares tais como músculo liso, eritrócitos e células receptoras do ouvido interno8. Contudo, não está devidamente comprovado que essa ação se manifesta em neurônios do sistema motor ainda que 
tratamentos prolongados com esse medicamento podem induzir sono, fadiga e depressão8, levando a inferir que esses efeitos são decorrentes de uma suposta ação antagonista da dopamina. Como consequência desse efeito ocorre queda pelo menos em parte, da atividade dos neurônios do sistema nervoso central. Entretanto, essa tendência de queda não mostra diferenças estatísticas provavelmente em função da utilização de uma dose única no modelo experimental ou em função do medicamento não ter como alvo os neurônios do sistema motor em camundongos. 
Outra possibilidade para explicar esses resultados é que o fechamento dos  canais de cálcio acontece somente quando o influxo de cálcio ao interior das células musculares é expressivo8 e não em condições normais, como neste modelo experimental. Outra manifestação associada à ação deste medicamento, é a exacerbação de sintomas extrapiramidais9 que se associa mais ao caráter agonista do medicamento com relação à dopamina9 do que a um aumento na liberação de outros neurotransmissores acompanhada de uma possível  ação antagônica com relação à serotonina ou até mesmo à abertura dos canais de cálcio a nível dos neurônios do sistema motor. A ação do medicamento Ginkgo biloba no sistema nervoso central depende principalmente dos flavonóides e terpenolactonas, já que, ao que parece essas substancias participam de alguma forma na inibição da recaptação de serotonina10. A serotonina é um importante neurotransmissor do sistema motor e sua maior disponibilidade na fenda sináptica está relacionada à queda na atividade motora. Contudo, esse efeito não foi observado no  experimento II. Assim, é possível que o medicamento não tenha promovido de fato aumento nos níveis de serotonina na fenda sináptica ou de alguma forma ocorreu um mecanismo de compensação fisiológica dos sistemas colinérgicos e adrenérgicos motores1. Outra possibilidade, é a alteração da relação dopamina/serotonina nos neurônios motores centrais, se conservando portanto, em nível normal a atividade motora. Sabe se que os componentes do fitoterápico Ginkgo biloba facilitam a transmissão colinérgica10 consequentemente, aumentando a atividade muscular esquelética.
Finalmente, estudos mostram que quando um animal de experimentação é colocado pela segunda vez numa caixa de conduta a atividade motora do mesmo é menor devido ao fenômeno de habituação ao ambiente11. Portanto, analisando as velocidades de queda da atividade motora para os grupos tratados e controle, entre os 30 minutos e 150 minutos após as administrações dos medicamentos e solução salina respectivamente, observamos uma velocidade de queda maior no grupo tratado com o produto Dicloridrato de flunarizina muito embora essa queda não seja estatisticamente significativa quando comparada com a velocidade de queda no grupo controle. No caso dos animais tratados com Ginkgo biloba, o efeito foi similar àquele descrito para o dicloridrato de flunarizina. Dessa forma, o dicloridrato de flunarizina e o Ginkgo biloba nas doses estudadas e nos tempos de provas utilizados parecem não ter ação expressiva estatisticamente sobre a atividade motora em camundongos Swiss. Entretanto, maiores testes são necessários ampliando-se o “n” das amostras e também as doses administradas de modo que a tendência mostrada nos experimentos possam se evidenciar de forma clara.
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A administração do medicamento (0.3ml) se realizou por via oral (dose única). A administração da solução (sln) salina fisiológica (0.3 ml) se realizou por via oral (dose única). Det. Pós Trat (determinação pós tratamento); CA (Campo aberto) ; n (número de animais por grupo).
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A administração do medicamento (0.3ml) se realizou por via oral (dose única). A administração da solução (sln) salina fisiológica (0.3 ml) se realizou por via oral (dose única). Det. Pós Trat. (determinação pós tratamento); CA (Campo aberto) ; n (número de animais por grupo).
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Figura 2 – Ação do Ginkgo biloba sobre a atividade motora em camundongos Swiss.
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Figura 1 – Ação do dicloridrato de flunarizina sobre a atividade motora em camundongos Swiss.
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