Journa| of Amazon
Health Science

Original Article OPEN ACCES
http://revistas.ufac.br/revista/index.php/ahs/index

ESTUDO DA ATIVIDADE MOTORA EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A TRATAMENTO COM
DICLORIDRATO DE FLUNARIZINA E GINKGO BILOBA

STUDY OF MOTOR ACTIVITY IN MICE SUBMITTED TO TREATMENT WITH DICHLORIDRATE OF
FLUNARIZIN AND GINKGO BILOBA

Wagner de Jesus Pinto?, Rafael Ramo6n Rodriguez Treto?!

1- Universidade Federal do Acre .

RESUMO - A busca por novas acdes farmacolégicas em medicamentos ja conhecidos vem
ganhando espaco na farmacologia experimental, e por essa razéo, que o Dicloridrato de flunarizina
e Ginkgo biloba na forma de comprimidos foram selecionados para estudar a possivel acdo do
dicloridrato de flunarizina e Ginkgo biloba sobre o sistema motor em camundongos Swiss. Os animais
foram divididos em trés grupos de seis individuos, submetidos aos seguintes tratamentos: Grupos |
e |l tratados com doses Unicas de Dicloridrato de flunarizina e Ginkgo biloba respectivamente
enquanto que o grupo lll foi tratado com solucéo fisiol6gica. Os animais de todos os grupos foram
submetidos a prova de atividade motora espontanea numa caixa de conduta (Prova de campo
aberto) aos 30 e 150 minutos ap6s 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
gue nado houve diferenca estatistica significativa na atividade motora (exploracéo esponténea) entre
0s grupos tratados com os medicamentos quando comparados com o grupo controle. Finalmente,
se conclui que de acordo as condi¢cdes do experimento, o Dicloridrato de flunarizina e o fitofarmaco
Ginkgo biloba ndo apresentaram efeitos sobre o sistema motor em camundongos Swiss.
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ABSTRACT - 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 pills 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 pills respectively, (only one oral administration), the group number
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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INTRODUCAO

O estudo de novas acdes farmacoldgicas
em medicamentos ja conhecidos, tém se
desenvolvido bastante nos Ultimos anos,
especialmente as acdes voltadas para o sistema
nervoso central e o sistema motorl. Nesse
sentido, foram escolhidas como possiveis
candidatos a outras agbes de importancia no
Sistema Nervoso e particularmente no Sistema
Motor?, o dicloridrato de flunarizina e Ginkgo
biloba. O dicloridrato de flunarizina (derivado di-
fluorado da piperazina), comercializado como
Vertigium com agdo comprovada em nivel das
células musculares lisas, provoca vasodilatagédo
central e periférica®, além de outras a¢cdes como
induzir manifestacbes parkisonianas (rigidez
muscular e tremor unilateral em pacientes?,
reduzir episodios de vertigem em pacientes com
enxagueca® e induzir in vitro atividade apotética
em células de mieloma mudltipla e linfoma®.
Insbnia e ansiedade sdo também consequéncias
da acdo deste medicamento levando a inferir,
possivel aumento na excitabilidade do sistema
nervoso central®. O fitoterdpico Ginkgo biloba,
comercializado como Gincomed €é rico em
flavonodides, bi-flavonas, terpendéides e outros
compostos organicos’, produz efeitos similares
ao dicloridrato de flunarizina como vaso-
regulador®, além de outras agBes como
neuroprotetora, evitando a aparicdo da
substancia amildide nos neurbnios e portanto
evitando a morte dos mesmos no hipocampo’ em
pacientes portadores da doenca de Alzheimer,
ndo esta totalmente comprovada a reducdo do
risco de agravamento da doenca (Alzheimer) em
pacientes submetidos a tratamento com Ginkgo
biloba®, além do anterior as acdes antioxidante©
e semelhante aos benzodiazepinicos também
foram reportadas!®, aumento na sinteses de

dopamina e aumento do numero de receptores B
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adrenérgicos também se descrevem com relacao

a dito medicamento!?, potencializa os processos
cognitivos!?, parece aumentar a liberacdo de
GABA e noradrenalina no cérebro, diminuindo o
desgaste de receptores para a serotonina (5-
hidroxi-triptamina), ajuda na absor¢&o de colina
por parte dos neurdnios cerebrais, facilitando
assim a sintese de acetilcolina'?, apresenta acéo
comprovada nos leitos vasculares, aumentando
o fluxo sanguineo local, e portanto o suprimento
de oxigénio®*. Ginkgo biloba também é capaz de
inibir a recaptacao da serotonina nos neurdnios
pré-sinapticos!4 ,finalmente facilita a transmissao
sinaptica colinérgica e alfa adrenérgical* além de
aumentar a recaptacdo pré-sinaptica de colina
no hipocampo!*. A prova de “Campo aberto” é
uma das provas utilizadas para estudar a acéo
medicamentosa no sistema motor, pode-se
determinar a atividade motora per se
(exploratéria esponténea) e também na sua
variante atividade motora induzidal®16, Assim
pode-se caracterizar o nivel de excitabilidade do
sistema motor como um todo condutual devido a
que a atividade motora nesse modelo animal
depende da necessidade de conhecer 0 novo
ambiente e 0 medo de encarar ou enfrentar o
ambiente desconhecido. Considera-se o medo,
associado ou como consequéncia de diferentes
fatores ambientais, frequentes geradores de
respostas de alarme.

Baseado nessas informacdes esse estudo
objetiva analisar as acBes do dicloridrato de
flunarizina e do Ginkgo biloba no sistema motor
em modelo animal mediante a prova de “campo
aberto”(exploragcédo espontanea), aferida através
do indicador:nimero de quadrados

percorridos/minuto.
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METODOLOGIA

Materiais de laboratério: Utilizou-se
crondmetro digital e caixa de conduta com piso
quadriculado, solucéo fisiologica, dicloridrato de
flunarizina, comercializado com o nome de
Vertigium pela Neo quimica/Hipermarcas S/A.
Ginkgo  hiloba,

comercializada com o nome de Ginkgomed pela

Industria Brasileira e
Cimed industria de medicamentos Ltda. Industria

Brasileira.

Animais: Utilizou-se 18 camundongos albinos
Swiss machos pesando entre 30 e 45 gramas,
com idade de 8 a 10 semanas, oriundos do
biotério do laboratério de Fisio-farmacologia da
Universidade Federal do Acre (UFAC). Os
animais foram mantidos em regime de
claro/escuro de 12/12 horas, com agua e comida
ad libitum bem como temperatura ambiental
constante (25°C). Os grupos experimentais
foram formados com 6 animais cada, escolhidos
de forma aleatéria, partindo do pré-requisito da
homogeneidade da populacdo e estratificacdo
das massas corporais. Cada grupo de animais foi

tratado somente com um tipo de solug&o.

Preparacdo da solucéo de Dicloridrato
de flunarizina: em 20 mL de solugcdo salina
fisiolégica dissolve-se 2,5mg de dicloridrato de
flunarizina obtendo assim uma concentragdo de
0.125 mg/mL.O excipiente nao foi extraido.

Preparacdo da solucdo de Ginkgo
biloba: em 20 mL de solu¢éo salina fisiol6gica
dissolve-se 20mg de Ginkgomed obtendo assim
uma concentracdo de 1.0 mg/mL.O excipiente

nao foi extraido.
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Determinacdo da atividade motora: A

atividade motora (exploracdo espontanea) foi
determinada através da prova de Campo aberto
1516 realizada numa caixa de conduta de 73cm
de lado, 50cm de altura e piso quadriculado (49
guadrados) com a finalidade de quantificar os
movimentos espontaneos do animal. A atividade
motora do animal de experimentagdo foi
realizada através da contagem do numero de
guadrados percorridos pelo animal durante cinco
minutos. Para essa mensuracdo utilizou-se o
método visual e um cronbémetro digital.
Considera-se quadrado percorrido aquele onde o
animal coloca qualquer uma das patas. O
indicador da varidvel utilizada foi o numero de
quadrados  percorridos pelo animal de
experimenta¢do por minuto. O inicio da prova
deu-se no momento em que o0 animal se
posicionou no centro do piso quadriculado da
caixa de conduta. As solucdes de dicloridrato de
flunarizina e Ginkgo biloba foram administradas
30 minutos antes do inicio da prova'®. Utilizou-se
uma variavel de razdo ou proporcional, a qual se
aferiu, através do nudmero de quadrados
percorridos pelo animal durante um minuto. Os
animais foram tratados em concordancia com as
normas e principios éticos vigentes quanto a
experimentacdo animal ditadas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal em
consonadncia com as normas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentag&o Animal
(CONSEA) e Comissdo de Etica no Uso de
Animais na UFAC (CEUA), processo N-23107.
014614/2014-90 e protocolo nimero 36/2014.

ESQUEMA DE TRATAMENTO

Experimento | - Acdo do Dicloridrato de
flunarizina (DF) sobre a atividade motora
(exploragdo espontdnea) em camundongos

Swiss.
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Grupo Tratamento Det. Pés Trat. n

| 0.33 mg de DF/kg de massa corporal CA CA 6

lllc Solucéo salina fisiolégica (0,3 mL) CA CA 6
Tempo (Minutos) 0 30 150

A administracdo do medicamento Dicloridrato de flunarizina (0.3ml) se realizou por via oral (dose Unica). A
administragdo da solugdo (sIn) salina fisiolégica (0.3 ml) se realizou por via oral (dose Unica). Det. Pés Trat.:
Determinacao pés- tratamento da atividade motora; CA: Campo aberto; n: Nimero de animais por grupo.

Experimento Il - Acdo do Ginkgo biloba (GB) Para o tratamento estatistico utilizou-se a prova

obre a atividade motora (exploracdo espontanea) ndo paramétrica de U de Mann Whitney

em camundongos Swiss. As doses de Cloridrato
de flunarizina e Ginkgo bilova utilizadas neste
trabalho foram tomadas a partir das doses

reportadas nas bulas desses medicamentos.

juntamente com o teste t de Student, ambos com
intervalo de confianca de 95%, p<0.05'. Para
comprovar a distribuicdo normal dos valores se

utilizou a aprova de Shapiro-Wilk. Os resultados

se expressam através da “média e o erro padrao

da média” dos quadrados recorridos por minuto

por grupo.

Grupo Tratamento Det. Pés Trat. n

Il 4.0 mg de GB/kg de massa corporal CA CA 6

llic Solucgao fisiolégica (0,3mL) CA CA 6
Tempo (Minutos) 0 30 150

A administracdo do medicamento Ginkgo biloba (0.3ml) se realizou por via oral (dose Unica). A administracdo da
solugdo (sIn) salina fisiolégica (0.3 ml) se realizou por via oral (dose Unica). Det. PGs Trat.: Determinacéo pos-
tratamento da atividade motora; CA: Campo aberto; n: NUmero de animais por grupo.
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RESULTADOS

Experimento |

O dicloridrato de flunarizina na dose e
tempos utilizados na prova de campo aberto ndo
modifica a atividade motora, aferida através do
numero de quadrados percorridos pelo animal de
experimentagdo num minuto, de modo que n&o
existem diferencas estatisticamente relevantes
entre o grupo experimental e controle aos 30 e
150 minutos apés a administragcdo do
medicamento (Figura 1). Entretanto, pode-se
verificar certa tendéncia a queda da atividade
motora no grupo tratado quando comparado com

0 grupo controle aos 150 minutos de prova.

45
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Quadrados percorridos por minuto (Média)

Gl Gl Gl Gl
30 min. 150 min.

Figura 1 — Acgdo do dicloridrato de flunarizina sobre a
atividade motora em camundongos Swiss aos 30 e 150
minutos de prova. G I: grupo I: 0,33mg de DF/Kg de massa;
G llI: grupo Ill: 0,3mLde solugé@o fisioldgica. Para o
tratamento estatistico utilizou-se a prova ndo paramétrica de
U de Mann Whitney juntamente com o teste t de Student,
ambos com intervalo de confianca de 95%, p<0.05
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E possivel que a tendéncia observada

poderia ser confirmada estatisticamente através
do aumento no nimero de animais experimentais

por grupo.

Experimento Il

A solucdo de Ginkgo biloba, na dose e
tempos de prova utilizados no experimento
proposto, ndo modifica a atividade motora, uma
vez que ndo ha diferencas estatisticamente
significativas entre o grupo tratado e o grupo
controle (Figura 2 a,b,c). Contudo, se observa
certa tendéncia a queda na atividade motora nos
animais tratados e provavelmente essa
tendéncia manifeste-se de forma efetiva em uma
prova experimental com numero maior de

animais por grupo.
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Figura 2a — Acédo do Ginkgo biloba sobre a atividade
motora em camundongos Swiss aos 30 e 150 minutos de
prova. G Il: grupo II: 4mg de GB/Kg de massa. G Ill: grupo

111:0,3ml de solugdo salina. Para o tratamento estatistico LN

utilizou-se a prova ndo paramétrica de U de Mann
Whitney juntamente com o teste t de Student, ambos com
intervalo de confianca de 95%, p<0.05
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DISCUSSAO
A acdo farmacolégica basica do

dicloridrato de flunarizina é  bloquear
seletivamente os canais de calcio em
determinados tipos celulares tais como musculo
liso, eritrécitos e células receptoras do ouvido
interno'® . Esse efeito ocorre através da interagao
do medicamento com a calmodulina, o bloqueio
dos receptores histaminérgicos (H1) parece ser

também parte do mecanismo de agao proposto?’s.

Quadrados percorridos por minuto (Média)

Gll Gl Gl
30 min. 150 min.

Figura 2b — Acéo do Ginkgo biloba sobre a
atividade motora em camundongos Swiss
aos 30 e 150 minutos de prova. G II: grupo
Il: 4mg de GB/Kg de massa. G Ill: grupo
111:0,3ml de solucdo salina. Para o
tratamento estatistico utilizou-se a prova
ndo paramétrica de U de Mann Whitney
juntamente com o teste t de Student, ambos
com intervalo de confian¢a de 95%, p<0.05
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Quadrados percorridos por
N

Gll Gl Gl
30 min. 150 min.

Figura 2c — Agdo do Ginkgo biloba sobre a
atividade motora em camundongos Swiss
aos 30 e 150 minutos de prova. G Il: grupo
II: 4mg de GB/Kg de massa. G lll: grupo
l11:0,3ml de solucdo salina. Para o
tratamento estatistico utilizou-se a prova

Contudo, ndo esta plenamente esclarecido
se essa acdo se manifesta em neurdnios do
sistema motor ainda que tratamentos
prolongados com esse medicamento possam
induzir sono, fadiga e depressédo?®, levando a
inferir que esses efeitos séo decorrentes de uma
suposta acdo antagonista com relagdo a
dopamina e noradrenalina. Consegiientemente,
ocorre queda da atividade dos neurbnios do
sistema nervoso central, seja por antagonismo
ou devido a plasticidade neuronal. Entretanto,
essa tendéncia de queda ndo mostrou diferencas
estatisticas significativas, provavelmente em
funcdo da utilizacdo de uma dose Unica de
medicamento neste modelo experimental ou em
funcdo dos neurbnios do sistema motor de
camundongos ndo serem o alvo especifico do

medicamento.
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Sabe-se que o cloridrato de flunarizina
induz manifestagdes parkisonianas* e reduz os
episédios de vertigem em pacientes com
enxaqueca®, fatos esses pelo menos
aparentemente antagbnicos e que refletem
aumento e diminuicdo da excitabilidade.

Outra possibilidade para explicar o0s
resultados obtidos é que o fechamento seletivo
dos canais de calcio acontece somente quando
o influxo de célcio ao interior das células
musculares é expressivo'® e ndao em condi¢des
fisiologicas, como no modelo experimental
estudado. Outra manifestacdo associada a acéo
deste medicamento, é a exacerbacdo de
sintomas extrapiramidais'® decorrentes da acao
agonista dopaminérgica do medicamento’® e que
nao foi observada no experimento.

A acdo do medicamento Ginkgo biloba no
sistema nervoso central depende principalmente
dos flavondides e terpenolactonas, ja que, ao que
parece essas substancias participam de alguma
forma na inibicdo da recaptacdo de serotonina®°.
A serotonina € um importante neurotransmissor
do sistema motor e sua maior disponibilidade na
fenda sinaptica esta relacionada a queda na
atividade motora. Contudo, esse efeito ndo foi
observado no experimento Il. Assim, é possivel
gue o medicamento ndo tenha promovido de fato,
aumento nos niveis de serotonina na fenda
sindptica ou de alguma forma ocorreu um
mecanismo de compensacdo fisiolégica dos
sistemas colinérgicos e adrenérgicos motores?.
Outra possibilidade, € que a relagdo
dopamina/serotonina nos neurbnios motores
centrais, tenha se mantido constante, e, portanto,
em nivel normal a atividade motora. Sabe-se que
os componentes do fitoterapico Ginkgo biloba
facilitam a transmissdo colinérgica?® devido a
diminuicdo na recaptacdo de acetilcolina no

neurbnio pré-sinaptico e consequentemente,
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aumento da atividade muscular esquelética. Este

aumento de atividade motora também pode ser
consequéncia do aumento na sintese de
dopamina!® induzida pelo medicamento,
deprimindo a atividade motora de maneira
semelhante aos benzodiazepinicos??,
provavelmente envolvendo o neurotransmissor
GABA.

Finalmente, estudos mostram que quando
um animal de experimentacdo é colocado pela
segunda vez numa caixa de conduta a atividade
motora do mesmo é menor devido ao fendmeno
de habituacdo ao ambiente?l. Portanto,
analisando as velocidades de queda da atividade
motora para 0s grupos tratados com o0s
medicamentos e tratados com solucéo
fisiolégica, nos tempos 30 minutos e 150 minutos
apés a administracdo das solugdes, observa-se
maior velocidade de queda no grupo tratado com
o0 produto Dicloridrato de flunarizina muito
embora essa queda ndo seja estatisticamente
significativa quando comparada com a
velocidade de queda no grupo controle (Figura
1). No caso dos animais tratados com Ginkgo
biloba (Figura 2 a,b,c) o efeito foi similar daquele
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 ndo ter acao
expressiva estatisticamente significativa sobre a
atividade motora (exploracdo espontdnea) em
camundongos Swiss. Entretanto, novos testes
sdo necessarios ampliando-se o “n” das
amostras e também as doses administradas de
modo que a tendéncia mostrada nos
experimentos possa-se evidenciar de forma clara

e concludente.
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CONCLUSOES

Tendo em conta as doses administradas

aos animais experimentais, 0 modelo

experimental escolhido para realizar as
determinagdes assim como os tempos de provas
utilizados em ditas determinagbes, pode-se
concluir que: 1) O medicamento Dicloridrato de
flunarizina na dose Unica de 0.33mg/kg de massa
corporal, nos tempos de prova utilizados, néo
modifica a atividade motora exploratéria
espontdnea em  camundongos; 2) O
medicamento Ginkgo biloba na dose Unica de
4.0mg/kg de massa corporal, nos tempos de
prova utilizados, ndo modifica a atividade motora

exploratéria espontdnea em camundongos.
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