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RESUMO
O Acidente Vascular Encefalico (AVE) é uma das maiores causas de morte e incapacidade
no mundo todo. Atualmente, os Unicos tratamentos disponiveis para o0 AVE séo a cirurgia de
trombectomia e o ativador de plasminogénio tecidual (t-PA), contudo o nimero de pacientes
elegiveis para seu uso € limitado, devido aos seus efeitos adversos e pequena janela
terapéutica. A angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] € um peptideo endégeno do sistema renina-
angiotensina, que tem demonstrado efeitos neuroprotetores em modelos de isquemia in vitro
e in vivo. Entretanto, a Ang-(1-7) é rapidamente metabolizada, e, por isso, a utilizacdo de
nanoparticulas, como os lipossomas, é uma alternativa para prevenir essa rapida degradacao
e assim possibilitar que a Ang-(1-7) chegue ao seu alvo de acéo e desempenhe suas funcdes.
Lipossomas sédo vesiculas biodegradaveis e biocompativeis compostas por uma bicamada
lipidica, com nucleo aquoso e com o potencial de aumentar a entrega e eficacia de farmacos
utilizados no tratamento do AVE. Portanto, seu uso como carreadores de farmacos para o
Sistema Nervoso Central (SNC) é uma ferramenta promissora para o tratamento do AVE.
Nesse estudo, a Ang-(1-7) foi encapsulada em lipossomas para o tratamento do AVE.
Camundongos CD1 foram submetidos a oclusdo da artéria cerebral média (MCAQO), e
imediatamente apds a reperfusdo ou 48 hs depois, receberam injecdo intravenosa de
lipossomas vazios ou com Ang-(1-7). Os camundongos ainda foram avaliados por escores
neurologicos para andlise funcional. Os grupos de animais tratados imediatamente apds a
cirurgia (agudo) foram sacrificados 24hs apds a injecéo, para coleta dos cérebros, analise do
volume de infarto e imunofluorescéncia. Além desses grupos, também fizemos grupos
tratados imediatamente e 48hs apds a cirurgia que foram acompanhados por 7 dias e tiveram
o volume de infarto medido por ressonéncia magnética e o tecido cerebral coletado para
analises bioquimicas. Nossos resultados sugerem que os lipossomas foram capazes de
aumentar a eficacia da Ang-(1-7) tanto quando administrados imediatamente quanto 48 horas
apos a isquemia. Esse nanossistema foi capaz de reduzir o volume de infarto e melhorar a
capacidade funcional dos animais, mesmo com a utilizagdo de uma dose menor de Ang-(1-
7). Além disso, também é sugerido possivel interagcdo dos lipossomas com as células da BHE
e liberagéo da Ang-(1-7), tanto a nivel das células endoteliais, quanto do parénquima cerebral,
para acdo da sua funcdo neuroprotetora. Portanto, essa estratégia terapéutica apresenta

grande potencial para o tratamento do AVE.

Palavras-chave: Acidente Vascular Encefalico; lipossomas; angiotensina-(1-7);

nanoparticulas; isquemia, barreira hematoencefalica.



ABSTRACT

Stroke is one of the leading causes of death and serious long-term disability worldwide. The
only therapeutic agent available is tissue-type plasminogen activator (t-PA), however the
number of potential patients is limited because of its side effects and narrow therapeutic
window. Thrombectomy is another treatment option providing the surgical removal of the brain
clot. Angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)], an endogenous peptide from the renin-angiotensin system,
has shown neuroprotective effects in models of in vitro and in vivo ischemia. Ang-(1-7) is
rapidly metabolized and to overcome this issue, liposome nanoparticle encapsulation is a
valuable approach to prevent degradation of the peptide. Liposomes are vesicles consisting
of one or more lipid bilayers surrounding an aqueous compartment. Liposomes are
biodegradable, biocompatible, and are able to increase drug efficacy in models of stroke,
therefore the use of liposomes as Ang-(1-7) carriers to the Central Nervous System is an asset
for ischemic stroke therapy. In this study, Ang-(1-7) encapsulated liposomes were synthesized
for the stroke treatment. CD1 mice underwent temporary middle cerebral artery occlusion
(MCAO) and immediately or 48h after reperfusion the treatments were intravenously injected.
CD1 were also evaluated through a neurological score for functional analyses. The MCAO
groups treated immediately after the surgery were euthanized 24h after the surgery and their
brains were removed for stroke infarct volume quantification and immunofluorescence.
Besides these groups, another group of animals also received treatment immediately or 48h
after surgery and were maintained for 7 days. Infarct volume in the brains was measured by
magnetic resonance image and the brains were removed for biochemistry analyses. Overwall,
the results showed that liposomes were able to increase Ang-(1-7) efficacy when administered
immediately or 48 after ischemia. Ang-(1-7) liposomes decreased de infarct volume and
improved the animal's function using a smaller dose of Ang-(1-7). Moreover, we also
suggested liposome interaction with brain endothelial cells and Ang-(1-7) release in the BBB
and also in brain parenchyma explaining its neuroprotective effect. Therefore, the therapeutic
strategy suggested in this work presents high potential for stroke treatment.

Keywords: Stroke; liposome; angiotensin-(1-7); nanoparticles; ischemia; blood brain barrier.
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1 INTRODUCAO

O Acidente Vascular Encefalico (AVE) é considerado uma das maiores causas
de morte e de incapacidade em adultos no mundo e principalmente em paises
subdesenvolvidos (Krishnamurthi et al., 2020). O AVE é caracterizado por distarbios
neuroldgicos causados por alteragBes do fluxo sanguineo cerebral (Sacco et al.,
2013). De acordo com o tipo de alteracdo, os AVEs podem ser classificados em duas
grandes categorias: isquémico e hemorragico (figura 1).

O AVE isquémico ou isquemia cerebral, correspondente a aproximadamente
87% dos casos, é caracterizado pela interrupcao do fluxo sanguineo para o encéfalo
em consequéncia de uma obstrucdo nas artérias que irrigam determinada area do
cérebro. Essa obstrucéo pode ser causada por um trombo (coagulo) ou um émbolo
(Luo et al., 2017).

O AVE hemorragico, menos comum ocorrendo em aproximadamente 13% dos
casos, e dividido em duas formas, o intracranial e o subaracnoide. O AVE hemorragico
intracranial, mais comum, ocorre quando ha o rompimento de uma artéria causando
extravasamento de sangue para o parénquima cerebral (S. A. Mayer & Rincon, 2005).
Esse rompimento pode ser causado principalmente por hipertensado, ma-formacao de
vasos e angiopatia amiloide. Ja o extravasamento de sangue subaracndideo, menos
comum, normalmente é causado por algum trauma ou ruptura de aneurisma (Rafii &
Hillis, 2006).

Como o AVE isquémico € 0 mais comumente encontrado entre os pacientes,
nossos estudos tém como foco esse tipo de AVE. Os danos causados pela isquemia
resultam de uma sequéncia complexa de eventos fisiopatolégicos que vao se
desenvolvendo ao longo do tempo. Sendo que 0S mecanismos principais dessa
cascata de eventos sao a excitotoxicidade glutamatérgica, despolarizacdes na regido
préxima ao infarto, estresse oxidativo, inflamacao e apoptose celular (figura 2). Todos
esses eventos se desenvolvem rapidamente no centro da lesédo (core) onde ha uma
reducéo drastica do fluxo sanguineo e morte celular intensa. Entre o centro da leséo
e a parte saudavel do cérebro, ha a regidao de penumbra, onde a reducéo do fluxo
sanguineo € significativa, mas ndo drastica e, portanto, as células ndo morrem
instantaneamente, 0 que a torna uma regido com possibilidade de recuperacgao
(Dirnagl et al., 1999).
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A pesar de todo conhecimento sobre a fisiopatologia dessa doenca, as unicas
formas de tratamento encontradas sao por meio de medicamentos fibroliticos ou a
retirada mecénica do coagulo, ou seja, todos esses tratamentos consistem na
eliminacéo do coagulo e restauracao do fluxo sanguineo (Wardlaw et al., 2012).

Contudo, um aspecto muito importante e que deve ser considerado é que,
guando o sangue retorna ao tecido, também ¢é restabelecido o fornecimento de
oxigénio e nutrientes, ou seja, energia. E isso faz com que cascatas de reacdes
intracelulares, ainda adormecidas pela falta de energia, sejam deflagradas
culminando em uma extensa morte celular (ladecola & Anrather, 2011) com aumento
do core, ou seja, das células mortas.

Portanto, é necessaria a neuroprotecao para que consigamos reduzir a perda
de tecido cerebral diante dos danos causados pela isquemia e pela reperfusdo. Nesse
contexto, a literatura vem demonstrando amplos estudos com diversas substancias
ativas neuroprotetoras que apresentam bons resultados nos experimentos
laboratoriais, mas ndo conseguem 0s mesmos resultados nas fases clinicas do
desenvolvimento (Bae & Sun, 2011; Bruch et al., 2019; Ginsberg, 2008). Uma das
razdes sugeridas para explicar a ineficacia dessas substancias em testes clinicos € a
presenca da barreira hematoencefalica (BHE) como obstaculo para a passagem de
varias substancias para o tecido cerebral. Essa barreira € uma estrutura dinamica,
composta principalmente por células endoteliais cerebrais e é responsavel por
controlar a passagem de substancias do sangue para o cérebro (Banks, 2016). Dessa
forma, ela impede que muitas substancias, desde toxicas até possiveis farmacos,
cheguem ao ambiente cerebral.

Por isso, diversas alternativas vém sendo desenvolvidas no intuito de
possibilitar a passagem pela BHE e a chegada da substancia ativa no seu alvo. Uma
alternativa amplamente estudada € o uso de nanoparticulas. Nanoparticulas sdo
sistemas coloidais compostos por polimeros ou lipideos, de tamanho variando entre
10 a 1000 nm, sendo os mais comuns entre 50 a 300 nm (T.-T. Zhang et al., 2016).

As nanoparticulas tém se tornado um dos maiores focos de estudo quando se
diz respeito a entrega de farmacos no SNC, devido a caracteristicas Unicas que essas
particulas possuem, como tamanho nanométrico, capacidade de incorporacao de alta
guantidade de farmaco, maior estabilidade nos fluidos corporais e nas condi¢cdes de

armazenamento, capacidade de liberacdo controlada e alta especificidade de acgao,
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entre outros (Alam et al., 2010; Gastaldi et al., 2014). Dentre elas, os lipossomas
também tém chamado atencéo.

Os lipossomas fazem parte da primeira geracao de nanocarreadores (Budai &
Sz0gyi, 2001) e séo definidos como vesiculas compostas por uma ou mais bicamadas
de fosfolipidios que separam o compartimento aquoso interior do meio também
aquoso externo (Ahmed et al., 2019). Os fosfolipidios que comp&em as vesiculas dos
lipossomas também sdo encontrados no organismo humano, o que os confere suas
principais caracteristicas que sao a biocompatibilidade e biodegradabilidade
(Lamichhane et al., 2018; Masserini, 2013). Além disso, como os lipossomas possuem
uma bicamada lipidica e um compartimento aquoso interno, eles conseguem
encapsular tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas, o que engloba a maior
parte das substancias terapéuticas disponiveis (Gulati et al., 1998; Wen et al., 2012).
E, uma vez encapsuladas nos lipossomas, essas substancias sdo protegidas contra
eventos fisiologicos como degradacdo, inativacdo imunoldgica e quimica e clearance
plasmatico, o que aumenta o tempo de circulagcdo das mesmas (Bozzuto & Molinari,
2015; van der Valk et al., 2015). Devido a todas essas vantagens, os lipossomas
ganharam o interesse de diversos membros da comunidade cientifica sendo um dos
sistemas nanocarreadores mais estudados para doencas do Sistema Nervoso Central
(SNC) (Bozzuto & Molinari, 2015).

No contexto do tratamento do AVE, uma substancia que vem demonstrando
resultados positivos é a Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)]. A Ang-(1-7) € um peptideo
gue faz parte do eixo alternativo do Sistema Renina-Angiotensina (SRA) (figura 4), e
diversos estudos tém mostrado que néo s esse eixo esta alterado durante a isquemia
(J. Lu et al., 2013), mas também que o uso desse peptideo como tratamento trouxe
resultados promissores em modelos diversos de isquemia cerebral (Mecca et al.,
2011; Regenhardt, Bennion, et al., 2014; Regenhardt, Mecca, et al., 2014). Contudo,
os efeitos desse heptapeptideo sédo de curta duracdo, uma vez que ele é rapidamente
metabolizado nos meios biolégicos (Jiang et al., 2013).

Por isso, esse trabalho tem o intuito de utilizar os lipossomas como sistema
nanocarreador de Ang-(1-7) para o tratamento do AVE e também avaliar possiveis

acoles e interacdes desse nanossistema no cérebro.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Acidente Vascular Encefalico

2.1.1 Dados epidemioldgicos e classificacao

O Acidente Vascular Encefélico (AVE) é a segunda causa de morte e a terceira
de incapacidade em adultos no mundo todo (Krishnamurthi et al., 2020). Segundo
dados mais recentes da American Heart Association, a cada ano, aproximadamente
795 mil pessoas apresentam um caso novo ou recorrente de AVE. No mundo todo
até 2017, a prevaléncia do AVE era de 104.2 milhdes de pessoas, sendo 82.4 milhdes
referentes a casos de AVE isquémico e 27.2 milhdes de AVE hemorragico. A taxa de
mortalidade em 2017 foi de 6.2 milhdes de pessoas. Nos Estados Unidos, a cada 19
mortes uma é devida ao AVE (Heart Disease and Stroke Statistics—2020 Update: A
Report From the American Heart Association | Circulation, n.d.). No Brasil, somente
em 2017 foram registradas 101.1 mil mortes devidas ao AVE, segundo o Ministério
da Saude (Lembrado hoje, Dia Mundial do AVC serve de alerta a populagéo, 2020).

O tipo mais comum de AVE é o isquémico, onde ocorre a reducéao do fluxo
sanguineo para alguma regiéo do cérebro. Essa reducéo se da, na maioria dos casos,
devida a ocluséo de artérias, muito raramente ocorrem oclusdes de veias. Ja4 o AVE
hemorragico € menos comum e mais perigoso e ocorre devido a ruptura de um vaso
sanguineo e extravasamento de sangue para o tecido (figura 1) (Campbell & Khatri,
2020). Aléem desses dois tipos existem outras classificacdes que vém se tornando
mais comuns como o AVE transitério (também chamado de ataque isquémico
transitorio - TIA), nesse caso, a ocorréncia da isquemia e a resolucao dos sintomas
ocorrem dentro de 24 horas, muitas vezes deixando menos sequelas do que 0s outros
tipos de AVE ja citados. Mas pacientes que ja sofreram de TIA tém mais chances de
desenvolverem um outro tipo de AVE, portanto esses pacientes devem ser

acompanhados e monitorados.
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Figura 1: Imagem representativa do AVE isquémico (direita) causado pelo blogqueio do vaso sanguineo
e do AVE hemorragico (esquerda) causado pela ruptura do vaso sanguineo e extravasamento do
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Tanto para os AVEs isquémicos, quanto hemorragicos, o tipo de sintoma
desenvolvido vai depender da regido do cérebro afetada, podendo o paciente
apresentar sintomas distintos, como paralisias, dificuldade de fala, movimentos, entre
outros. No entanto, alguns sintomas tendem a ser comuns em ambos 0s casos sendo
estas alteracdes na face, fraqueza nos bracos e dificuldade de fala.

Além desses tipos também podemos citar outras duas classificacdes que sao
0s AVEs criptogénicos e os AVEs no tronco encefélico. AVEs criptogénicos sao
aqueles que ndo tem uma causa clara definida. E estimado que 1 a cada 4 AVESs s&o
criptogénicos (Cryptogenic Stroke | NEJM, n.d.; Yaghi et al., 2017). Ja o AVE no
tronco encefalico apresenta sintomas que dependem da regido comprometida. Como
o0 tronco encefalico € responsavel por atividades basicas do Sistema Nervoso Central,
tais como percepcao, pressao arterial e respiracao, a falta de oxigénio nessa regiao
pode afetar qualquer uma dessas funcdes. Esse tipo de AVE também pode causar a
“Locked-In Syndrome” onde ha paralisia total e os pacientes afetados conseguem
mexer somente 0s seus olhos. Mas, apesar disso, ndo ha um conjunto de sintomas
caracteristicos desse tipo de AVE que facilite a sua identificacao (Brain Stem Stroke

| American Stroke Association, n.d.; Teasell et al., 2002).
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Ha alguns fatores de risco que podem contribuir para a maior ocorréncia do
AVE e, apesar de existirem diferencas entre esses fatores de acordo com o tipo de
AVE, muitos deles s&o comuns para todos os AVEs. Os fatores de risco, por sua vez,
também podem ser divididos em dois grandes grupos, os modificAveis e 0s nao
modificaveis (Boehme et al., 2017). Os ndo modificaveis, também chamados de
marcadores de risco, incluem idade, sexo, raca/etnia e fatores genéticos (tabela 1). O
AVE é mais prevalente na populacao idosa, apesar de serem relatados aumentos da
incidéncia de AVE entre pessoas de 20 a 54 anos (George et al., 2011). Mulheres tém
maior risco de sofrerem um AVE quando mais novas, mas na populacdo mais idosa,
0 risco aumenta em homens (Kapral et al., 2005). Quanto a raga/etnia os negros
apresentam maiores riscos de ocorréncia de AVE, assim como os hispanicos/latino
americanos (Cruz-Flores et al., 2011). E por fim, fatores genéticos também entram
como fatores ndo modificaveis e eles podem também estar relacionados com idade,
sexo e raca (Boehme et al., 2017).

Ja entre os fatores modificaveis podemos citar hipertensao, diabetes mellitus,
cardiopatias, dislipidemia, sedentarismo e dieta/nutricdo, consumo de alcool,
tabagismo dentre outros (tabela 1). A hipertensdo € o fator modificavel mais
importante e um dos mais relevantes, sendo que, nesse caso, 0 aumento da pressao
arterial esta diretamente relacionado com o aumento nas chances de ocorréncia de
AVE. A prevaléncia de hipertensédo também € maior na populacéo idosa, entdo esses
fatores podem se sobrepor (Boehme et al., 2017).

Diabetes mellitus € um fator de risco independente e esta associada ha um
aumento nas chances de ocorréncia de AVE. No caso da diabetes, ao contrario da
hipertenséo, a ocorréncia do AVE é maior em pessoas mais novas e negras. Isso
pode ser inclusive uma explicacdo para o aumento da incidéncia de casos de AVE na
populacdo mais nova (Kissela et al., 2005). Algumas cardiopatias como fibrilacado
atrial podem estar associadas com ma circulacdo sanguinea o que pode aumentar o
risco de ocorréncia de AVE (Boehme et al., 2017).

Quanto a dislipidemia a relacdo € um pouco mais complicada sendo observada
relacédo entre o aumento dos niveis de colesterol com aumento na ocorréncia de AVE,
mas ao mesmo tempo o aumento de HDL (high-density lipoprotein) é relacionado com
a reducado na ocorréncia de AVE (Horenstein et al., 2002; Sacco et al., 2001). Além

disso, os niveis de colesterol parecem estar relacionados com maior incidéncia de



24

AVE isquémico em grandes artérias, uma vez que niveis totais de colesterol estdo
inversamente relacionados com a ocorréncia de AVE hemorragico. Sedentarismo,
Dieta/Nutricdo, consumo de alcool elevado e tabagismo apresentam correlacao
positiva com o aumento do risco de ocorréncia de AVE. Em todos esses casos, 0
aumento da ocorréncia se da também pelo fato desses comportamentos induzirem
outros tipos de doencas como hipertenséo, diabetes e dislipidemia (Boehme et al.,
2017).

Tabela 1: Fatores de risco modificaveis e ndo modificaveis para o AVE (Boehme et al., 2017).

FATORES DE RISCO AVE

NAO MODIFICAVEIS Idade

Sexo

Raca/etnia
Fatores Genéticos
MODIFICAVEIS Hipertens&o
Diabetes Mellitus
Cardiopatias
Dislipidemia
Sedentarismo
Dieta/Nutricdo
Consumo de Alcool

Tabagismo, etc.
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2.1.2 Tipos de diagnoéstico

Quando se diz respeito ao AVE, é muito comum a expressao “tempo é
cérebro”. E estimada uma perda de até 1.9 milhdes de neurdnios por minuto apés a
isquemia (Saver, 2006). Como ainda n&o existem muitas opgbes terapéuticas
disponiveis para prote¢éo do tecido cerebral apds o AVE, o diagndstico rapido e eficaz
€ fundamental para o estabelecimento da melhor estratégia terapéutica, de modo a
evitar menor perda de tecido cerebral. As técnicas de diagndstico tém ndo somente
uma fundamental importancia na analise da situacdo cerebral permitindo a
diferenciacdo entre AVE isquémico e hemorragico, mas também na identificacdo de
possiveis causas do AVE, a fim de possibilitar a escolha da melhor abordagem
terapéutica para cada caso. Os exames diagnosticos também sdo muito importantes
para a exclusdo de outros tipos de acometimentos cerebrais, como enxaguecas, que
apresentam sintomas parecidos com os do AVE (Vilela & Rowley, 2017).

Em muitos casos os pacientes s0 chegam a ir para uma unidade de saude
muitas horas depois da ocorréncia do AVE, o que limita em parte as acbes. Mas
mesmo nesse caso, e também de pacientes que sofreram uma isquemia transitoria,
devem ser feitos exames de imagem. No caso de pacientes que sofreram TIA, esses
exames sao0 essenciais para a prevencao da ocorréncia de novos AVEs (Kamalian &
Lev, 2019).

No contexto do AVE, as técnicas de diagndstico mais utilizadas séo os exames
de imagem. Dentre eles, a tomografia computadorizada (TC), a angiografia por
tomografia computadorizada e a ressonancia magnética. A tomografia
computadorizada sem contraste € indicada para todos os pacientes de AVE como
forma de excluséo ou confirmacdo de hemorragia. Esse € um passo muito importante
porque uma vez determinada a presenca ou ndo de hemorragia as medidas a serem
tomadas sao distintas. A angiografia € utilizada para ter acesso a artérias maiores e
vasos colaterais e assim determinar o local da oclusdo. E por fim, a ressonancia
magnética, técnica mais precisa, pode ser utilizada para determinar a area do cérebro
afetada e perdida devido ao AVE (Kamalian & Lev, 2019).

A tomografia computadorizada sem utilizacdo de contraste, apesar de ser uma
técnica menos sensivel, ndo apresentando caracteristicas tipicas da isquemia nas

primeiras 3 horas apds inicio dos sintomas para alguns pacientes (Chalela et al.,
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2007), ainda é utilizada para deteccdo das primeiras modificacdes causadas pela
isquemia, principalmente para a confirmacédo da presenca ou nao de hemorragias.
Esse tipo de informacéo é de extrema importancia na tomada de decisdo do uso de
agentes tromboliticos para a dissolucdo de um possivel trombo que esté ocluindo o
vaso ou da indicacao para retirada manual do trombo. Dentre os primeiros sinais que
podem ser observados com a TC sem 0 uso de contraste, podemos citar a perda de
diferenciacao entre massa cinzenta e branca (Kidwell & Hsia, 2006). A TC também
pode ajudar na identificacdo de um trombo proximal e acessar o nivel de dano que
pode ser causado por coagulos por meio da deteccédo de sinais de vasos hiperdensos
(uma medida especifica, mas menos sensivel sobre coagulagéo intravascular).

A angiografia por tomografia computadorizada é uma técnica mais precisa que
permite a identificacdo do comprometimento de um vaso do circulo de Willis (conjunto
de artérias que suprem o cérebro e estdo dispostas no formato de um circulo) que
pode ter sido ocluido. Como esse tipo de exame fornece imagens mais nitidas dos
vasos sanguineos é possivel identificar estenoses ou oclusbes em porc¢des mais
distais dos vasos (Berkhemer et al., 2016). Assim como na TC sem contraste, a
angiografia por TC também consegue identificar as caracteristicas do coagulo e assim
determinar o tratamento ou ndo com agentes tromboliticos (Meyne et al., 2015).

Por fim, a ressonancia magnética (RM) € o padrdo ouro para deteccéo e
delineamento do nucleo do infarto por meio da imagem por difusdo, na qual é
detectado o movimento das particulas de agua presentes no tecido cerebral. A
imagem por difusédo é altamente sensivel (88-100%), especifica (95-100%) e precisa
(95%) na deteccao e delineamento do infarto mesmo sem devida perfusédo (Kamalian
& Lev, 2019). Durante a isquemia ha restricio na movimentacdo de moléculas de
agua no tecido cerebral afetado e a RM por imagem de difusédo, que vai se basear no
movimento browniano das moléculas, consegue detectar exatamente isso. Por isso,
ela é capaz de identificar a regido isquémica minutos depois da oclusdo, e, nesse
caso, a isquemia € representada na imagem por uma regido mais clara comparada
com o resto do tecido cerebral.

A imagem por difusdo possui um componente baseado na intensidade do sinal
de T2 e normalmente por meio dessa imagem € possivel observar uma associacao
entre um sinal mais claro representando menor difusdo das moléculas (maior restricao

de movimento). Contudo, em algumas imagens, as regides mais claras, ao invés de
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indicar um movimento molecular reduzido, podem na verdade estar indicando o
componente T2 (que também pode aparecer como pontos mais claros). Nesse caso,
a utilizacdo do mapa do coeficiente de difusdo aparente (ADC), que reflete uma
funcao linear da difusibilidade, em escalas de cinza pode ajudar na distingdo entre
uma regido mais clara associada a uma leséo isquémica ou somente ao componente
T2 (Chilla et al., 2015).

Portanto, a imagem por RM é capaz de definir o nucleo do infarto sendo
bastante importante como forma de se determinar um bom ou mau prognéstico do
paciente. Dessa forma, pacientes que apresentam menor nucleo de infarto sdo mais
indicados para tratamento com agentes tromboliticos, enquanto pacientes com maior
nacleo de infarto tém mais propenséao para hemorragia e por isso ndo sao indicados

para tratamento com tromboliticos (Leslie-Mazwi et al., 2016).

2.1.3 Fisiopatologia do AVE

Apos a reducao na entrega de oxigénio e nutrientes devido a reducéo do fluxo
sanguineo causada pela isquemia, uma seérie de eventos a nivel celular se iniciam.
Primeiramente, a reducdo no nivel de oxigénio e glicose causa uma queda na
producdo de ATP e consequentemente uma reducdo de energia. Essa falta de
energia, por sua vez, impede que 0s neurdnios sejam capazes de manter o gradiente
transmembrana, que é essencial na sinalizacdo neuronal (Campbell et al., 2019).
Portanto, um dos primeiros eventos que ocorrem apods a isquemia é esse prejuizo na
sinalizacdo dos neurdnios e isso leva a uma transmissao defeituosa de comandos
para os membros e 6rgdos periféricos, o que se reflete nos principais sintomas
observados em pacientes apdés a isquemia e que ja foram citados aqui como
alteracoes na face, na fala e nos movimentos dos bracos.

Devido a falta de energia, a retirada dos neurotransmissores da fenda sinaptica
também é prejudicada, uma vez que essa € uma atividade dependente de energia.
Dessa forma, a concentracdo dos neurotransmissores (inclusive do glutamato) ird
aumentar. O glutamato entédo ativara ininterruptamente seu receptor, promovendo a
despolarizacdo neuronal (Campbell et al., 2019). Essa despolarizacdo generalizada
gue ocorre apo6s o evento isquémico € chamada de despolarizacdes na regido do peri-
infarto. Além disso, a ativacao dos receptores de glutamato, como o NMDA (N-metil-

D-aspartato), leva a um aumento da concentracdo de célcio intracelular ([Ca?*]i) que
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é reforcado também pela despolarizacéo celular. O aumento do [Ca?*]i induzird uma
série de eventos célcio-dependentes, como estresse oxidativo (Love, 1999) e ativacdo

de processos de morte celular como apoptose, necrose e autofagia (figura 2).

Figura 2: Imagem esquematica representando a fisiopatologia do AVE e os eventos celulares que
ocorrem apos a isquemia. Apos falta no suprimento de energia ha acimulo de glutamato (GLU) na
fenda sinaptica, que entdo ativa seus receptores de forma constante levando a despolarizagéo celular
e cascatas intracelulares que tem inicio com o aumento do Ca?* levando a liberagdo de espécies

reativas de oxigénio e éxido nitrico (NO) que por sua vez, levam a danos celulares e inducdo da

liberacdo de mediadores inflamatérios. Figura adaptada de Dinargl et al., 1999.
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Ainda como consequéncia da acdo excessiva do glutamato (excitotoxicidade
glutamatérgica) ha entrada de sédio (Na*) e cloreto (Cl) nos neurbnios através de
canais de ions monovalentes. Como o influxo desses ions € maior que o efluxo de
potassio (K*), a agua também entrara nos neurbénios por forca osmotica seguindo o
gradiente de concentragdo. Isso levara a ocorréncia de edema, permitindo que esse
excesso de agua possa ser detectado por imagens de ressonancia magnética, como

ja discutido, o que é essencial para o diagnostico do AVE (Dirnagl et al., 1999).
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A iniciacdo do estresse oxidativo é influenciada pelos altos niveis de [Ca?*]i
gue ativam a enzima 6xido nitrico sintase neuronal que ira entdo produzir 6xido nitrico
(NO). O déxido nitrico, por sua vez, podera reagir com anions superoxido levando a
producdo de espécies reativas capazes de causar danos teciduais (ladecola, 1997).
A mitocdndria também contribui no estresse oxidativo, uma vez que a permeabilidade
de sua membrana aumenta levando a um edema mitocondrial, queda na producéo de
ATP e uma explosao na producdo de espécies reativas (Kristian & Siesjo, 1998).

A ativacdo de segundos mensageiros, além do estresse oxidativo e da propria
hipéxia, em resposta ao aumento da [Ca?i, levam a ativacdo de genes pro-
inflamatdrios induzindo a sintese de fatores de transcricdo como NF-kB (fator nuclear
kappa B), dentre outros. Com isso, ha a produgéo de mediadores inflamat6rios como
TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e IL1-B (interleucina 1 beta) pelas células
cerebrais afetadas (Hopkins & Rothwell, 1995). Consequentemente, ocorre a inducéo
de moléculas de adesdo na membrana de células endoteliais, como ICAM-1
(molécula de adeséo intercelular — 1) e P-selectina (L. I. Zhang et al., 1998). Essas
moléculas de adesdo sdo entédo capazes de interagir com neutrofilos que se aderem
ao endotélio, atravessam a parede vascular e entram no parénquima cerebral.
Macrogafos e mondcitos também s&o recrutados se tornando as células
predominantes, 5 a 7 dias ap6s a isquemia (ladecola, 1997). Mais citocinas
inflamatorias sé&o produzidas ativando células cerebrais, como astrécitos e microglia,
gue também faréo parte do processo inflamatorio.

Durante a isquemia ndo sO o0s neurdnios sao afetados, mas também outras
células cerebrais como astrocitos, oligodendrécitos e pericitos. Astrécitos séo
ativados também por acdo do glutamato, podendo se apresentar em dois estados
diferentes de ativacéo, o fendtipo pro-inflamatorio (Al) e o imunomodulatério (A2) que
podem afetar negativamente ou positivamente (modo protetor) o tecido cerebral
(Liddelow et al., 2017; Tarassishin et al., 2014). Ja para os oligodendrdcitos, é sabido
gue seus niveis, assim como 0s niveis de células progenitoras de oligodendrécitos,
estdo reduzidos no nucleo da isquemia (Dewar et al., 2003) e aumentados nas regides
do peri-infarto, o que resulta na remielinizacdo dessa area (Tanaka et al., 2003). Os
pericitos sao células contrateis que compdem também a barreira hematoencefélica
(BHE) e, durante a isquemia, sdo ativados levando a constricdo dos capilares

cerebrais. Além disso, também é reportado morte desses pericitos, o que pode levar
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a um dano irreversivel de constricdo dos capilares cerebrais culminando em danos
também na BHE (Hall et al., 2014).

2.1.4 Barreira Hematoencefalica

A barreira hematoencefélica (BHE) € uma estrutura dindmica, complexa e
adaptavel que controla a troca de substancias entre o Sistema Nervoso Central (SNC)
e o sangue. A BHE, apesar de ja ser estudada ha muito tempo, tem sido desvendada
guanto a sua funcdo ano a ano, deixando de ser conhecida somente como uma
estrutura que protege o SNC e controla essa passagem de substancia para o
parénquima cerebral, e se tornando uma estrutura capaz também de responder a
insultos patoldgicos, por meio da comunicagdo com outras células do SNC. Essa
resposta pode inclusive alterar a progresséo da doenca, sendo benéfica ou ndo para
a recuperacao tecidual (Banks, 2016).

A BHE é composta por células endoteliais dos capilares do SNC, que possuem
caracteristicas e estruturas diferentes das demais células endoteliais, além de outras
células do SNC que ajudam na composicao dessa barreira (figura 3). Na verdade, a
prépria localizacdo da BHE no SNC € um pouco complexa e nem todas as estruturas
do SNC séo irrigadas por esses capilares que possuem caracteristicas diferentes.
Além disso, as caracteristicas celulares podem ser diferentes de acordo com as

necessidades da regido cerebral (Banks, 2016).
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Figura 3: Imagem esquematica da barreira hematoencefélica com os principais componentes: células
endoteliais com suas jungdes aderentes, circundadas pelo pericito e pelos astrocitos, e micrdglias e
neurdnios que também tém fungdo importante na BHE. Imagem de autoria propria feita no aplicativo

Biorender.
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O conceito de unidade neurovascular ajuda na compreensao da BHE e suas
funcdes. A unidade neurovascular consiste nas células endoteliais e em todas as
células que interagem com elas. Dessa forma, a unidade neurovascular é composta
pelas células endoteliais, microglias, astrécitos, neurbnios, pericitos e as células
imunes circulantes (Hawkins & Davis, 2005). A comunicacdo constante entre essas
células ajuda a refinar as funcdes da BHE de modo a atender as necessidades do
cérebro e ainda facilitar a interacdo entre o cérebro e o resto do organismo (Banks,
2016).

As células endoteliais que comp&em a BHE sé&o Unicas e diferentes de células
endoteliais encontradas em outros 6rgaos, uma vez que elas ndo sdo fenestradas e
possuem juncdes ocludentes entre elas, 0 que as mantém mais proximas umas das
outras (Daneman & Prat, 2015). Dentre as jun¢des ocludentes sdo encontradas as
claudinas, ocludinas, moléculas de adesdo e zonas ocludentes que limitam a
passagem de substancias via paracelular (Abbott, 2005; Abbott et al., 2010). Além
disso, as células endoteliais do SNC também apresentam menores niveis de

transcitose quando comparadas com outras células endoteliais, o que restringe
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também o movimento transcelular de moléculas por essas células (Coomber &
Stewart, 1985). Os pericitos e astrocitos, assim como alguns interneurdnios, tem
como funcdo manter a estrutura fisica das células endoteliais formando uma barreira
(Abbott et al., 2006; Daneman et al., 2010).

Os astrécitos sao células da glia que ajudam no suporte e protecdo de
neurdnios, regulando a concentracdo de neurotransmissores e de ions, de modo a
manter a homeostase neuronal (Rodriguez-Arellano et al., 2016). Além disso,
astrocitos também sao capazes de interagir com células endoteliais através de suas
projecdes finais que circundam os capilares cerebrais (Abbott et al., 2006). Os
astrocitos ainda apresentam papel importante no suporte da integridade da BHE.
Estudos demonstraram que moléculas efetoras (hormdnios de sistema renina-
angiotensina, colesterol, apolipoproteina E) eliminadas por astrocitos tém como
fungdo aumentar e manter a impermeabilidade da barreira (Keaney & Campbell,
2015).

Pericitos sdo células perivasculares que tém como papel a regulacdo do
diametro dos capilares cerebrais, do fluxo sanguineo e dos niveis e secrecao da
proteina da matriz extracelular (Winkler et al., 2011). Ademais, os pericitos além de
terem papel importante na manutencdo da BHE durante a fase adulta também
desempenham importante funcéo durante a formacéo da barreira e durante a infancia
(Keaney & Campbell, 2015).

Ja quanto a interacdo das micrdglias, células imunes do SNC responsaveis
pela resposta inata, e das células endoteliais e sua contribuicdo para a homeostase
da BHE, pouco é sabido. No entanto, se tem conhecimento do papel importante dessa
célula na resposta inflamatoéria patoldgica no SNC. A microglia diante de uma situacao
patolégica, como a isquemia por exemplo, pode se apresentar em dois estados ativos:
um pro-inflamatério e um anti-inflamatorio. No estado pro-inflamatério, a microglia
sera responsavel pela liberacdo de citocinas pro-inflamatérias piorando o quadro
inflamatério e podendo levar a danos no tecido cerebral. JA no estado anti-
inflamatorio, a microglia libera fatores que contribuem na recuperacgéao tecidual apés
inflamacédo (H. Wang et al., 2020).

Além de todas essas funcdes celulares e caracteristicas das células
endoteliais, ha ainda mais algumas estruturas que permitem o bom funcionamento da

BHE e que explicam porgue algumas moléculas conseguem se acumular no SNC e
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outras ndo. Sistemas de transporte ativos de substancias estdo presentes nas células
endoteliais podendo transportar moléculas do sangue para o0 SNC ou do SNC de volta
para o sangue. Dentre esses sistemas podemos citar a glicoproteina P (P-gp), um
transportador de efluxo do tipo ABC, e as proteinas associadas a resisténcia a multi-
farmacos que estao presentes na superficie apical das células endoteliais (Mercier et
al., 2004). Por isso, o niumero de compostos que conseguem efetivamente atravessar
a BHE é muito baixo (resumido a substancias lipofilicas e pequenas, como oxigénio
e gas carbbnico) e mesmo substéncias essenciais como a glicose, por exemplo,
possuem transportadores especificos que permitem a passagem e entrada dessa
substancia no tecido cerebral via endocitose mediada por transportador.

2.1.5 Tratamentos disponiveis atualmente

Muito ja se sabe sobre o AVE e sua fisiopatologia. Dependendo da regiao
cerebral afetada, o paciente pode apresentar sintomas diferentes podendo estes
variar entre paralisias, dificuldade de fala, movimentos entre outros. O tipo de sequela
apresentada pelos pacientes além de variar de acordo com a area afetada também
pode ser influenciado pela rapidez de resolucdo do AVE, tanto pelo proprio corpo,
guanto por profissionais de saude. Como, atualmente, ndo ha opcdes farmacoldgicas
capazes de proteger o ceérebro, quanto mais rapido o fluxo sanguineo for
restabelecido, menores serdo as consequéncias causadas pelo AVE.

Apesar de muitos estudos ja terem sido desenvolvidos com a intencao de se
achar uma opcao terapéutica para o AVE, atualmente, apenas um farmaco é
autorizado para uso em pacientes que sofreram isquemia. E esse farmaco tem como
funcao restabelecer o fluxo sanguineo para a area afetada, ndo tendo nenhuma acéo
protetora para o tecido cerebral. O t-PA (ativador de plasminogénio tecidual) € um
agente trombolitico aprovado pelo FDA desde 1996 (Zivin, 2009). Portanto, uma vez
administrado ele atuara sobre a fibrina, presente no coagulo que esta obstruindo o
vaso sanguineo, promovendo a ativacdo do plasminogénio. O plasminogénio entao
sera convertido em plasmina, uma enzima proteolitica, que € capaz de lisar a fibrina,
dissolvendo assim o coagulo (Jilani & Siddiqui, 2021).

Contudo, t-PA possui uma janela terapéutica muito pequena e s6 pode ser
administrado até 4-5 horas apés a ocorréncia do AVE, o que reduz em muito o nimero

de pacientes que podem receber esse tipo de tratamento para menos de 5% do total
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afetado pelo AVE (D’Souza et al., 2021). Além disso, pacientes com maior risco de
hemorragia também ndo podem fazer uso desse agente e ja € reportado que o t-PA
pode promover a morte de células endoteliais da BHE e causar neurotoxicidade.
Sendo assim, o aumento nas chances de ocorréncia de hemorragia unidos a baixa
eficacia de recanalizacdo em grandes artérias reduz em muito o uso desse agente
(Hacke et al., 2008; P. Patel et al., 2020). Por isso, 0 nUmero de pacientes que
realmente se beneficia desse tratamento € bastante baixo e mesmo quando o
tratamento € eficaz, como ndo ha neuroprotecéo, a recuperacdo do paciente ainda
vai depender muito da resposta do seu organismo e de outros tipos de terapias como
a fisioterapia.

Além do t-PA, uma outra alternativa terapéutica ainda focando na resolucao
rapida da oclusdo, € a retirada mecanica do coagulo ou trombo por meio da
trombectomia. Essa cirurgia permite a retirada de trombos alocados em vasos
sanguineos maiores e ela sO0 pode ser realizada em pacientes relativamente
saudaveis e nas primeiras 16 a 24 horas apo0s a ocorréncia do AVE, sendo, nesse
caso, mais eficaz que o t-PA (Powers et al., 2018). A trombectomia possibilitou o
aumento do numero de pacientes com AVE que podem ser tratados, mas ainda ha
algumas limitacbes, como por exemplo, o acesso a hospitais onde essa cirurgia é
realizada (Bruch et al., 2019).

Até entdo, todas as alternativas terapéuticas citadas aqui estéo relacionadas
ao AVE isquémico, que por ser 0 mais comum entre pacientes, acaba sendo também
0 mais estudado. No caso do AVE hemorragico, procedimentos paliativos podem ser
feitos, mas ainda ndo ha nenhum tratamento ou procedimento eficaz reportado
(Fagan et al., 2013; S. A. Mayer & Rincon, 2005; Power et al., 2003). A estratégia
mais utilizada nesses pacientes, quando possivel, é a reducdo da pressao arterial
numa tentativa de reduzir e/ou conter o sangramento e assim reduzir os danos
causados pela hemorragia e as sequelas observadas nos pacientes. Contudo,
estudos mostram que a reducdo na pressao arterial até 3 a 6 horas apds a ocorréncia
do AVE nao é eficaz para reduzir o nimero de mortes ou de sequelas mais severas
(Anderson et al., 2013; Hankey, 2017; Qureshi et al., 2016).
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2.1.6 Estratégias terapéuticas no AVE e a dificuldade translacional
existente

Ja é de conhecimento da comunidade cientifica que ap6és o AVE ha uma
recuperacdo espontdnea que independe de estratégias terapéuticas.
Resumidamente, alguns estudos j& demonstraram o crescimento ou nascimento de
novas sinapses e dendritos (Jones & Schallert, 1992; R. L. Zhang et al., 2008),
remodelamento de axbnios e angiogénese (Ding et al., 2008; Seevinck et al., 2010;
Teng et al., 2008), aumento na expressao de genes e proteinas relacionados a
crescimento (S. Li & Carmichael, 2006) e aumento da excitabilidade neural mediada
pelos receptores NMDA e GABA (Que et al., 1999; Redecker et al., 2002). Além disso,
essas mudancas podem ser classificadas em trés grandes etapas. A primeira ocorre
nas primeiras horas apos o AVE e representa uma janela de oportunidade na tentativa
de salvar o tecido cerebral pouco afetado (penumbra) via reperfusdo ou estratégias
neuroprotetoras. A segunda etapa tem inicio dias ou até semanas apos o AVE e
corresponde a iniciacdo de reparacdo cerebral, na qual mecanismos de reparacao
sdo0 mais robustos. E a terceira etapa esta relacionada a uma fase mais cronica de
reparacdo quando o cérebro esta mais estavel, no que diz respeito a eventos
endoégenos de reparacdo, mas modificacbes na estrutura e funcdo de regifes
cerebrais ainda séo possiveis (Cassidy & Cramer, 2017).

Apesar dessa recuperacdo espontanea, o0 uso de alguma estratégia
terapéutica, como algum agente neuroprotetor, traria grandes beneficios podendo
reduzir as sequelas ou até o niumero de mortes relacionadas ao AVE. Contudo, como
ja citado, ainda ndo ha nenhum agente terapéutico disponivel para uso clinico, apesar
do extenso numero de estudos pré-clinicos presentes na literatura. E dentre esses
estudos € possivel encontrar diferentes tipos de agentes terapéuticos que podem
atuar em diferentes niveis da cascata fisiopatolégica que ocorre apos o AVE. Como
alguns exemplos podemos citar antagonistas de receptores de glutamato que atuam
na reducdo da excitotoxicidade glutamatérgica (Wu & Tymianski, 2018), agentes
antioxidantes e anti-inflamatérios que tem como funcdo agir contra o estresse
oxidativo e a reacdo inflamatéria estabelecida, respectivamente (Chamorro et al.,
2016; P. Li et al., 2018; Yu et al., 2020).

Mesmo com todo o conhecimento atual sobre o AVE, sua fisiopatologia e

possiveis opcdes terapéuticas, nenhum estudo pré-clinico de agentes
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neuroprotetores conseguiu, até o momento, ser também efetivo em estudos clinicos
levando ao seu uso em pacientes. Alguns autores discutem o porqué disso e algumas
hip6teses séo levantadas, como o uso de animais mais novos, sendo que o AVE
ocorre com mais frequéncia na populacao idosa; o tempo de administragdo do agente
terapéutico, uma vez que muitos trabalham administram logo depois da ocorréncia do
AVE e na prética raramente isso pode ser feito; a presenca da BHE como um
obstaculo impedindo a entrada das substancias ativas, além também de fatores mais
estatisticos, como a publicacdo de trabalhos cheios de viés, o que pode reduzir o
poder real de resultados satisfatorios (Cassidy & Cramer, 2017; Schmidt-Pogoda et
al., 2020).

De uma maneira geral, € possivel perceber que muito ainda deve ser feito no
gue diz respeito a busca por novas alternativas terapéuticas para o AVE. Nesse
contexto, a introducdo de outras estratégias e/ou o estudo de outros potenciais
sistemas veiculando possiveis substancias ativas neuroprotetoras é de extrema
importancia. Dessa forma, tanto o estudo do Sistema Renina Angiotensina, quanto o
uso de nanoparticulas como agentes carreadores de farmacos para o SNC podem

trazer grandes contribuicbes na busca por novas opc¢oes terapéuticas.

2.2 Sistema Renina Angiotensina
2.2.1 Classificacao e descricao

O sistema Renina Angiotensina, descoberto a mais de 120 anos atras, € um
dos reguladores cardiovasculares mais potentes presentes no N0sso organismo, além
de também ser um importante alvo de muitos tratamentos farmacologicos (R. A. S.
Santos et al., 2019). Esse sistema tem inicio no Angiotensinogénio que é convertido
em Angiotensina | pela acdo da renina, enzima produzida pelos rins. A Angiotensina
I, um peptideo de 10 aminoacidos, €, por sua vez, transformada em Angiotensina |l
(Ang Il) pela enzima conversora de angiotensina (ECA). Por muitos anos acreditou-
se que o0 unico peptideo ativo desse sistema era a Ang Il que pode agir tanto nos
receptores de angiotensina do tipo | e tipo Il, AT1 e AT, respectivamente.

O Angiotensinogénio € um membro da familia serpina, portanto um potencial
inibidor enzimatico (Heit et al.,, 2013). Os seus niveis plasméaticos podem ser
aumentados pela acao de corticosterdides, estrogénio, hormonios tireoidianos e pelos

niveis de Angiotensina Il (Verdecchia et al., 2008). A renina é secretada pelas células
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granulares do figado (Kopp, 2011) e também € considerada como horménio devido a
sua acéo sinalizadora (Brown, 2007). A queda da presséao arterial, niveis baixos de
cloreto de sddio e atividade do Sistema Nervoso Simpéatico levam a expressao dessa
enzima (Drenjancevi¢-Peri¢ et al., 2011). O decapeptideo Angiotensina | € convertido
em Angiotensina Il nos capilares pulmonares, células endoteliais e células epiteliais
dos rins pela ECA. Para que essa conversao ocorra dois aminoacidos C terminais sao
retirados da Angiotensina | (S. Patel et al., 2017).

A acao da Angiotensina Il no receptor AT leva a vasoconstricdo, aumento no
consumo de moléculas de agua e retencdo de sédio (Na*). Além de também exercer
funcBes fisiopatologicas associadas ao estresse oxidativo, fibrose, hipertrofia e
inflamacé&o. Por muitos anos essa foi a visdo desse sistema, que desempenha um
papel muito importante na homeostase do nosso organismo. Contudo, ha
aproximadamente 30 anos atras, algumas descobertas mudaram um pouco a Visdo
sobre esse sistema. A primeira descoberta foi sobre a acdo da Angiotensina Il no
receptor ATz, que gera estimulos opostos a sua acdo em ATj, resultando em
vasodilatacdo, acdes anti-inflamatdrias e antiapoptéticas (R. A. S. Santos et al., 2019).
E a segunda descoberta foi um novo peptideo, ao qual foi dado o nome de
Angiotensina-(1-7), uma vez que ele € composto por 7 aminoacidos. A descoberta
desse novo peptideo também levou a descoberta de um novo eixo do sistema renina

angiotensina que passou entdo a ser chamado de eixo alternativo (figura 4).
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Figura 4: Imagem esquematica do eixo principal e alternativo do sistema Renina Angiotensina. O eixo
principal (verde) se inicia no angiotensinogénio terminando na angiotensina Il. E eixo alternativo
(amarelo) tem a angiotensina-(1-7) como peptideo principal. Adaptado de Santos R.A.S et al., 2018.
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2.2.2 Eixo alternativo e Angiotensina-(1-7)

No eixo alternativo do sistema renina angiotensina existe a presenca da
Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] localizada no centro desse eixo, além de outros
peptideos, enzimas e peptidases (figura 4). A Ang-(1-7) teve sua primeira aparicao
em 1968 quando Yang, Erdos e Chiang descreveram um heptapeptideo gerado da
Angiotensina Il, mas neste momento eles trataram esse peptideo como um produto
final de degradacédo da Ang Il (Yang et al., 1968). Tonnaer e colaboradores chegaram
a mesma conclusdo que Yang e colaboradores quando eles encontraram o
heptapeptideo em sinaptossomas no cérebro (Tonnaer et al., 1982). Em 1988, Santos
e colaboradores examinaram tecidos retirados de cdes que tinham sido tratados com
enalapril para determinar como esse tratamento poderia afetar o sistema renina
angiotensina no cérebro. Durante os experimentos, eles detectaram o heptapeptideo
gue foi chamado de Ang-(1-7). O peptideo continuava sendo formado mesmo depois
da adicdo de um inibidor da ECA, o que significava que a Ang-(1-7) estava sendo
formada pela Ang I, mas por uma via diferente da classica e conhecida, na qual a
enzima ECA fazia parte (R. A. Santos et al., 1988).
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Contudo, diferente do que até entdo tinha sido concluido sobre o
heptapeptideo ser um produto de degradacéo final da Ang Il, Santos e colaboradores
sugeriram que a Ang-(1-7) seria na verdade um produto biologicamente ativo do
sistema renina angiotensina. Também em 1988, Schiavone e colaboradores
confirmaram a hipétese de Santos mostrando acdes da Ang-(1-7) no hipotalamo,
promovendo a liberacdo de vasopressina (Schiavone et al., 1988). Um ano depois
Campagnole-Santos e colaboradores também demonstraram as ac¢des da Ang-(1-7)
in vivo ao realizarem microinjecdes de Ang-(1-7) no nucleo do trato solitario e
demonstrarem reducdes na pressdo arterial dos animais apés a injecao
(Campagnole-Santos et al., 1989). Muitos outros trabalhos foram sendo realizados
desvendando possiveis funcdes desse novo peptideo, e em 1994, Santos, Ambuhl e
colaboradores descreveram o primeiro antagonista da Ang-(1-7), o seu analogo D-
Ala’-ANG-(1-7) que foi chamado de A-779. A presenca de um antagonista foi
essencial para a descoberta de outras a¢cdes da Ang-(1-7) e também para o posterior
achado sobre um receptor especifico sobre o qual a Ang-(1-7) possivelmente exercia
suas funcdes (Fontes et al., 1994).

Apesar das evidéncias sugerindo que a Ang-(1-7) era um peptideo
biologicamente ativo, essa ideia somente ganhou maior atencdo da comunidade
cientifica, como um todo, apés a descoberta da enzima conversora de angiotensina
(ECA2) e do receptor de Ang-(1-7) MAS. ECA2 é uma carboxipeptidase, produto de
uma duplicacdo da ECA que sofreu uma fusdo com a colectrina (Donoghue et al.,
2000; Tipnis et al., 2000). MAS & um receptor acoplado a proteina G que foi
inicialmente descrito em 1968 como um MAS oncogene (Young et al., 1986) e a
principio pensava-se que ele era um receptor da Ang Il (Jackson et al., 1988).

Com o passar do tempo, outras enzimas que também fazem parte da formacao
da Ang-(1-7), foram descobertas e um novo eixo foi formado, o eixo alternativo. Nesse
eixo a Ang-(1-7) pode ser formada pela conversédo da Ang | ou Ang Il pela acdo da
ECA2 ou de outras peptidases. Além disso, a Ang | ainda pode ser transformada em
Ang-(1-9) pela ECA2, que por sua vez, € transformada em Ang-(1-7) pela ECA ou por

outras peptidases.
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2.2.3 Acg0Oes da Angiotensina-(1-7) no organismo
Com o intenso estudo do novo peptideo Ang-(1-7) muitas descobertas foram
feitas, relacionadas as suas acdes no organismo. Ang-(1-7) vem demonstrando
funcBes em diversos 6érgaos, incluindo o cérebro, coragdo, pulmao, rins, figado, e nos

sistemas enddcrino, muscular esquelético e nos vasos sanguineos (figura 5).

Figura 5: Imagem esquematica dos 6rgaos e funcdes exercidas pela Ang-(1-7) nesses 6rgaos. A Ang-
(1-7) possui influéncia sobre diversos 6rgaos no nosso organismo como cérebro, coragdo, pulmao,
rins, figado, além de também influenciar os musculos esqueléticos, os vasos sanguineos, e o sistema

enddcrino. Imagem de autoria propria feita no aplicativo Biorender.
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Processo ovulatério

No cérebro, a Ang-(1-7) pode agir como moduladora do barorreflexo, aumentar
ou diminuir a pressao arterial, dependendo da regido do cérebro em que ela esta
agindo, diminuir o tbnus simpatico e aumentar o ténus vagal periférico, além de
também apresentar possiveis agbes em processos de estresse, memodria e
aprendizado, e de neuroprotecdo apds a ocorréncia de eventos isquémicos ou

hemorragicos no cérebro (R. A. S. Santos et al., 2018).
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No coragdo, a Ang-(1-7) exerce efeitos anti arritmogénicos, nos vasos
coronarios ela promove a vasodilatacdo, ela pode também exercer efeitos
cardioprotetores apos a ocorréncia de um infarto e evitar e disfuncéo cardiaca. Nos
vasos sanguineos, a Ang-(1-7) tem efeito vasodilatador, também potencializando o
efeito da bradicinina nos vasos, além de também induzir efeitos anti-proliferativos e
anti-tromboliticos na vasculatura (R. A. S. Santos et al., 2018).

Nos rins, a Ang-(1-7) pode exercer tanto efeitos na vasculatura, quanto no
tecido. Os efeitos no tecido variam podendo ser relacionados a a¢cfes antidiuréticas
ou natriuréticas dependendo da situacdo do experimento, além da reducao de
proteindria. E nos vasos sanguineos dos rins, ela também vai exercer um efeito
vasodilatador dependente de Oxido nitrico. No pulmdo, a Ang-(1-7) vem
demonstrando efeitos anti-inflamataorios, anti-fibrinoliticos, além de reduzir a presséo
pulmonar e arterial (R. A. S. Santos et al., 2018).

No sistema endocrino, as acgdes da Ang-(1-7) podem influenciar os efeitos do
sistema renina angiotensina no sistema cardiovascular, no metabolismo e no controle
eletrolitico. Além disso, a Ang-(1-7) também exercera funcdes na diabetes reduzindo
a nefropatia diabética, a resisténcia a insulina, protegendo o desenvolvimento de
retinopatia diabética e acelerando a melhora de ferimentos. A Ang-(1-7) também
exercera efeitos sobre o sistema reprodutor feminino atuando no processo ovulatorio,
estimulando a producdo de estradiol e aumentando a eficacia ovulatoria. Além de
também exercer importante funcédo durante a gravidez como participacao nos eventos
iniciais da gravidez incluindo angiogénese, apoptose, crescimento e também em
eventos mais tardios como funcdo no fluxo sanguineo uteroplacental. Por fim, no
sistema reprodutor masculino, a Ang-(1-7) também desempenhara funcdes na
regulacdo da espermatogénese e da erec¢do (R. A. S. Santos et al., 2018).

Dentre os efeitos da Ang-(1-7) no sistema muscular esquelético podemos citar
a reducdo de atrofia muscular, reducédo de apoptose e efeitos antifibréticos, sendo
uma possivel opcdo para tratamento de doencas musculares e caquexia. No figado,
a Ang-(1-7) desempenha efeitos benéficos incluindo melhora na esteatose nao
hepatica e inflamacéo, na fibrose hepatica e sensibilidade a insulina (R. A. S. Santos
et al., 2018).
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2.2.4 Angiotensina-(1-7) e AVE

O papel do Sistema Renina Angiotensina no AVE vém sendo estudado e ja é de
conhecimento da comunidade cientifica que, quando o eixo classico (ECA/Ang
lI/AT1R) é mais estimulado, pode haver uma piora dos processos fisiopatolégicos no
p6s-AVE, devido aos seus efeitos vasoconstritores, pro-inflamatorios, pré-fibréticos e
a estimulacéo do estresse oxidativo (Wright & Harding, 2013). Estudos mostram que
animais com a expressdo aumentada dos genes humanos da renina e do
angiotensinogénio apresentam maiores volumes de infarto (Inaba et al., 2009). Além
disso, a Ang Il foi capaz de aumentar a resposta contratil em segmentos isolados da
artéria cerebral média apés isquemia, via acdo em receptores AT, prejudicando a
reperfusdo (Stenman & Edvinsson, 2004).

De modo contréario, evidéncias sugerem que 0 eixo alternativo tenha acao
protetora no AVE, tanto pela acdo da Ang Il no receptor AT, quanto pela acdo da
Ang-(1-7) no receptor MAS induzindo a vasodilatacdo e reduzindo processos
inflamatorios, estresse oxidativo e eventos apoptéticos (Gaspari et al., 2012;
Regenhardt, Bennion, et al., 2014). Estudos mostram que, apos isquemia induzida
pela oclusédo da artéria cerebral média, niveis de AT2R estdo aumentados na regido
peri-infarto do cortex de ratos (Zhu et al., 2000) e que apds isquemia global os niveis
desse receptor também estdo aumentados no cértex e hipocampo desses animais
(Makino et al., 1996). Além disso, niveis de ECA2 e do receptor MAS também
demonstraram aumento apos oclusao da artéria cerebral (MCAO) em ratos, o que foi
associado com um concomitante aumento de Ang-(1-7), tanto no cérebro, quanto no
plasma (J. Lu et al., 2013).

Em 2011, Mecca e colaboradores mostraram, pela primeira vez, o efeito do
tratamento com Ang-(1-7) exdgena apO0s um evento de isquemia. Os resultados
comprovam que a administracdo de Ang-(1-7), anteriormente a ocorréncia de
isquemia, foi capaz de reduzir o volume de infarto dos animais, e que esse efeito foi
revertido apos uso do A-779, antagonista do receptor MAS, sugerindo uma acédo da
Ang-(1-7) por meio desse receptor (Mecca et al., 2011). Também foi demonstrada
acao neuroprotetora da Ang-(1-7) em eventos hemorragicos, com redu¢cao no nimero
desses eventos, aumento na perspectiva de vida dos animais e melhora da funcao

neurolégica (Regenhardt, Mecca, et al., 2014).
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A acéo neuroprotetora da Ang-(1-7) vém sendo explicada, principalmente por
seus efeitos anti-inflamatérios, vasodilatadores e sua acdo reduzindo o estresse
oxidativo. Estudos mostraram que a administragéo central da Ang-(1-7) atenuou o
aumento de citocinas proé-inflamatérias. Além disso, a ativagéo do eixo ECA2/Ang-(1-
7)IMAS foi capaz de reduzir o estresse oxidativo reduzindo os niveis de iINOS (6xido
nitrico sintase induzida) (ladecola et al., 1995), uma molécula pré-oxidativa, e do fator
nuclear kappa B (NF-kB) (Jiang et al., 2012). Os efeitos vasodilatadores da Ang-(1-
7) e sua possivel contribuicdo para sua acao neuroprotetora vém sendo investigados
e essa hipotese tém sido confirmada por alguns estudos nos quais a Ang-(1-7) foi
capaz de aumentar os niveis de eNOS (6xido nitrico sintase endotelial) e 6xido nitrico
durante o AVE (Jiang et al., 2014; Y. Zhang et al., 2008) e também de melhorar a
fungcéo endotelial (Fraga-Silva et al., 2013; Rentzsch et al., 2008).

Contudo, a Ang-(1-7) é rapidamente metabolizada/transformada uma vez
administrada em animais, e por isso, muitos estudos injetam esse peptideo
diretamente no cérebro. Portanto, diferentes estratégias vém sendo desenvolvidas
para aumentar o tempo de circulacdo desse peptideo, permitindo a sua acdo no SNC
mesmo apdés administracdo menos invasiva. Uma dessas estratégias € o uso de

nanoparticulas.

2.3Nanoparticulas
2.3.1 Classificacao e tipos

Nanoparticulas sé@o sistemas coloidais compostos por polimeros ou lipideos,
de tamanho variando entre 10 a 1000 nm, sendo 0s mais comuns entre 50 a 300 nm
(T.-T. Zhang et al., 2016). De uma maneira bem ampla, as nanoparticulas podem ser
classificadas de duas formas: sintéticas e biologicas. Dentre as nanoparticulas
biolégicas, podemos citar as vesiculas extracelulares. Essas vesiculas sao
secretadas pelas células e contém biomoléculas (microRNAs, proteinas e lipideos)
capazes de modular atividades celulares a distancia (de Abreu et al., 2020). Ja dentre
as sintéticas, encontramos um grande numero de exemplos como nanocapsulas,
nanogeis, lipossomas, micelas, além de varias outras. As nanoparticulas sintéticas
ainda podem ser subdivididas em nanoparticulas lipidicas, poliméricas, inorganicas e
metélicas (Bernardo-Castro et al., 2021), além das nanoparticulas de carbono (tabela
2).
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Tabela 2: Tipos de nanoparticulas

Vesicula extracelular

Vesiculas Extracelulares

Lipossomas Nanoparticulas sélidas

Nanoparticulas Lipidicas

Dendrimero Micelas

Nanoparticulas Poliméricas

Nanoparticula de ouro

Nanoparticulas Inorganicas

Nanotubo Fulereno Grafeno

Nanoparticulas de Carbono )

As nanoparticulas compostas por lipideos incluem os lipossomas, vesiculas
esféricas constituidas por bicamadas de fosfolipidios e esteréides, além de outros
surfactantes; as nanoparticulas lipidicas sélidas sdo compostas por lipideos solidos
estabilizados por varios surfactantes com boa estabilidade fisica e tolerabilidade; os
carreadores lipidicos ndo estruturados sao formados por uma mistura de lipidios
liquidos e sdlidos, o que leva a formacao de uma nanoestrutura especifica com grande
capacidade de armazenamento e integracao entre as substancias ativas, e os lipideos
gerando complexos entre eles (Tapeinos et al., 2017; Wilczewska et al., 2012).

As nanoparticulas poliméricas podem ser obtidas pelo uso de polimeros
sintéticos ou naturais, podendo apresentar diferentes formas e tamanhos (Saraiva et
al., 2016). Dentre essas nanoparticulas podemos citar as micelas poliméricas (Y. Lu
et al., 2019), os dendrimeros (S. D. Santos et al., 2018), os nanogéis poliméricos (Cui
et al., 2016), além de outros (Lombardo et al., 2020). Por fim, as nanoparticulas

inorganicas incluem nanoparticulas de metais. Os 6xidos de certos metais possuem
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caracteristicas paramagnéticas funcionando como bons agentes de contraste (Praca
et al., 2018).

Dentre as nanoparticulas de carbono, podemos citar os fulerenos, nanotubos de
carbono e grafeno como as mais estudadas (Fernandes et al., 2018). Fulerenos séo
estruturas esféricas compostas por atomos de carbono. Nanotubos de carbono sao
formados por uma camada de atomos de carbono em forma cilindrica gerando um
nanotubo. E, por fim, os grafenos também sdo formados por uma camada de atomos
de carbono, mas, no caso desses nanomateriais, a camada € aberta. Essas
nanoparticulas sdo bastante utilizadas em areas como comunicagdo, energia,
aeroespacial e também nanomedicina (De Volder et al., 2013). Mas, para seu uso em
sistemas biolégicos, é necessario que mudancas na superficie dessas nanoparticulas
sejam feitas para aumentar sua dispersao e garantir sua biocompatibilidade. De uma
forma geral, essas mudancas podem conferir caracteristicas funcionais aos
nanomateriais diversificando suas aplicacdes biologicas que podem ir desde o uso
como sensores e biomarcadores até como carreadores de farmacos (Fernandes et
al., 2018).

Para que as nanoparticulas sejam utilizadas como carreadores de farmacos,
elas devem possuir as seguintes caracteristicas: ndo serem toxicas, serem
biodegradaveis e biocompativeis, terem diametro de preferéncia menor que 200 nm;
serem estaveis no sangue, sem haver agregacao; a particula deve evitar o sequestro
pelo SFM (sistema fagocitario mononuclear) e, consequentemente, ficar por tempo
prolongado na circulacdo; devem ser capazes de encapsular pequenas moléculas,
peptideos ou &cidos nucleicos; seus excipientes devem induzir o minimo de
degradacdo quimica ou mudancas estruturais na droga; devem ser capazes de
promover uma liberacdo controlada da substancia encapsulada; e, finalmente terem

um processo de producao econdmico e eficiente (T.-T. Zhang et al., 2016).

2.3.2 Lipossomas
2.3.2.1 Classificacéo
Os lipossomas sdo a primeira geracdo de nanocarreadores (Budai & Szoégyi,
2001) tendo seu nome derivado de duas palavras gregas lipos (gordura) e soma
(corpo). Bangham em 1965 (Bangham et al., 1965) criou o conceito de lipossoma e

alguns anos depois Gregoriadis sugeriu a utilizacao dos lipossomas como um sistema
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nanocarreador de farmacos (Gregoriadis et al., 1974). Por meio de seus estudos,
Bangham percebeu que lipidios, em seu formato solido, tem a capacidade de se auto
rearranjar quando colocados em contato com quantidade suficiente de 4gua ou
alguma solucdo aquosa. Isso demonstra a ocorréncia de interacdes nao favoraveis
entre os lipideos e moléculas de agua gerando efeitos de repulsdo que guiam o
rearranjo espontaneo desses lipideos (Sopyan et al., 2020).

Os lipossomas sédo vesiculas compostas classicamente por uma bicamada de
fosfolipideos que separa um compartimento aquoso interno do meio aquoso externo,
similar ao que € visto nas membranas celulares (Ahmed et al., 2019). Os fosfolipideos
podem ser de origem natural ou sintética, mas todos eles sdo compostos por um
grupo polar ligado a duas cadeias apolares, o que os confere a classificagdo de
compostos anfifilicos (Frézard, 1999). Muitos desses fosfolipideos podem ser
encontrados no organismo humano, o que favorece duas de suas principais
caracteristicas: biocompatibilidade e biodegradabilidade (Lamichhane et al., 2018;
Masserini, 2013).

Os fosfolipidios sé@o caracterizados por uma temperatura de transicao de fase
(Tc), na qual a membrana passa de uma fase gel (cadeia hidrocarbonada do lipidio
em estado ordenado) para uma fase cristal-liquido (moléculas ficam com movimentos
mais livres e cadeias desordenadas e as cabecas polares tornam-se mais hidratadas).
A composicado da membrana influéncia na Tc, e dessa forma, membranas compostas
por lipideos diferentes podem possuir niveis de fluidez diferentes, mesmo estando em
uma mesma temperatura (Frézard et al., 2005).

Os lipossomas, por possuirem uma bicamada lipidica separando o meio
aquoso interno do externo, sdo capazes de encapsular tanto farmacos hidrofilicos
guando hidrofébicos, ou seja, a maioria dos farmacos existentes (Gulati et al., 1998;
Wen et al., 2012). Esse nanosistema também é capaz de encapsular gases,
possibilitando a administracéo intravenosa de compostos gasosos (Fix et al., 2015;
Peng et al., 2013). Além disso, uma vez encapsulado, o farmaco € protegido de
eventos fisiolégicos como degradacéo, inativacdo quimica e imunoldgica, e clearance,
0 gue prolonga a meia-vida dessas substancias (Bozzuto & Molinari, 2015; van der
Valk et al., 2015).

Outra vantagem desse sistema € a sua versatilidade. Os lipossomas podem

variar no seu tamanho, no numero de lamelas, na composi¢éo dos lipideos utilizados
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na formulacéo, nos tipos de substancias acopladas a membrana do lipossoma, e no
volume e composi¢do do meio aquoso interno (Frézard et al., 2005). Isso permite com
gue os lipossomas tenham sua bicamada lipidica e/ou superficie modificada de
acordo com os objetivos do estudo (figura 6).

Figura 6: Imagem esquematica representando as possiveis modificacdes da membrana lipossomal.
Os lipossomas séo vesiculas bastante versateis podendo serem modificadas de diferentes maneiras
(adicdo de PEG, de ligantes ou mudanca da carga da membrana) de modo a favorecer a entrega do
farmaco em determinado alvo. Retirada de Bruch et al., 2019.
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Essa versatilidade permite que os lipossomas apresentem uma entrega alvo-
especifica dentro do organismo, o que reduz o acumulo das vesiculas em outros
orgaos, diminuindo os efeitos adversos. Ainda € possivel também, a reducao da dose
do farmaco administrada, uma vez que ha a sua concentracdo na regido desejada, e
isso, consequentemente, também ir4 contribuir para uma reducdo dos efeitos
adversos (Bozzuto & Molinari, 2015).

Devido a todas essas caracteristicas e vantagens, os lipossomas se tornaram

um dos nanossistemas mais estudados e de maior sucesso no que se refere a entrega
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de farmacos em organismos humanos. Sua utilizacdo como carreador de farmacos

para o SNC também tem ganhado cada vez mais destaque.

2.3.2.2 Tipos de Lipossomas

Os lipossomas podem ser classificados tanto pelo seu método de preparo,
guanto pela sua composicao, lamelaridade e tamanho. Quanto ao método preparo,
os lipossomas podem ser classificados com base em: método de hidratacéo do filme
lipidico; método de preparo por dispersdo do solvente; métodos baseados em fusdo
ou transformacdo do tamanho da vesicula preparada; e tecnologia de fluido
supercritica. Quanto a composi¢ao dos lipossomas, eles podem ser classificados em:
convencionais; de longa duracgéo; sensiveis ao pH; catiénicos; e lipossomas alvo-
especifico. E quanto a lamelaridade e tamanho, eles podem ser unilamelares ou
multilamelares e pequenos ou grandes.

A lamelaridade diz respeito ao numero de lamelas ou bicamadas formadas
durante o rearranjo espontaneo dos lipideos, uma vez em contato com uma solucao
aquosa. Vesiculas unilamelares pequenas (SUV) possuem tamanho até 100nm e
somente uma bicamada lipidica, e as vesiculas unilamelares grandes (LUV) possuem
tamanho maior que 100nm e uma bicamada lipidica. Ja as vesiculas multilamelares
podem chegar a diversos micrometros de tamanho e possuem varias bicamadas
lipidicas (Masserini, 2013).

2.3.2.2.1 Composicao dos lipossomas

Como ja destacado anteriormente, os lipossomas sdo nanoparticulas muito
versateis podendo variar também na composi¢cdo de sua bicamada lipidica, o que
altera algumas de suas caracteristicas.

Os lipossomas convencionais sao 0s mais antigos e mais simples, em termos
de composicao. Geralmente sdo compostos exclusivamente por fosfolipidios naturais
ou sintéticos e colesterol. Mesmo sendo simples, eles sdo capazes de melhorar a
biodistribuicdo de farmacos e sua acéo alvo-especifica. Formulacdes de lipossomas
convencionais ja estdo disponiveis para uso clinico no tratamento de doencas
causadas por fungos em pacientes imunossuprimidos e varios tipos de cancer (Bruch
et al., 2019).

Contudo, quando lipossomas convencionais sdo administrados via intravenosa

ocorrem interagbes ndo especificas entre as vesiculas e proteinas plasmaticas, e
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essa adsorcao de opsoninas a superficie dos lipossomas leva a formacdo de uma
estrutura chamada corona. A corona, por sua vez, é rapidamente reconhecida e
fagocitada por macréfagos de sistema reticuloendotelial (RES) localizado
principalmente no figado e bago (Immordino et al., 2006; S.-D. Li & Huang, 2009).
Como esse processo ocorre de forma rapida, a acao de lipossomas convencionais €
prejudicada e por isso novas estratégias foram desenvolvidas para superar esse
problema. Nesse contexto, lipossomas de longa duracdo foram criados pela adicao
do polietilenoglicol (PEG) a superficie do lipossoma (Allen et al., 1991).

O PEG é capaz de aumentar o tempo de circulacdo dos lipossomas mediante
dois mecanismos: diminuicdo do nivel de agregamento das vesiculas por meio da
formacdo de uma camada de hidratagéo (interacao de moléculas de 4gua e PEG) na
superficie dos lipossomas aumentando a sua estabilidade; e efeito estérico pela
interacdo com moléculas de agua, o que impede o acoplamento de opsoninas a
superficie dos lipossomas (Milla et al., 2012). Essa melhora de desempenho
proporcionada pela adicdo do PEG é dependente de sua orientacdo, sendo
normalmente atingido quando os polimeros do PEG estdo organizados na
conformagao de “escova” (polimeros com cadeias menores necessitando maior
densidade) (Kenworthy et al., 1995; Onyskiw & Eniola-Adefeso, 2013). Atualmente,
na tentativa de aumentar a liberacdo dos farmacos encapsulados em lipossomas
PEGuilados, lipideos capazes de clivar esse polimero vém sendo propostos (Milla et
al., 2012).

Assim como os lipossomas convencionais, lipossomas PEGuilados também ja
estao disponiveis para uso clinico, como o Caelyx®, nome comercial da formulacao
de lipossomas PEGuilados que contém doxorrubicina. Quando analisados
parametros farmacocinéticos como area sobre a curva (AUC), Cmax e clearance, 0s
lipossomas PEGuilados apresentaram melhor performance do que lipossomas
convencionais (Gabizon et al., 1994; Swenson et al., 2003).

Os lipossomas sensiveis ao pH foram propostos apds extenso conhecimento
de que ha alteracdo do pH tecidual em situacdes patologicas, tumores e areas com
inflamacdo. Durante essas situacdes, ha uma reducdo do pH tecidual, quando
comparado com tecidos normais (Gullino et al., 1965; Lopes et al.,, 2013). Os
lipossomas sensiveis ao pH contém uma mistura de fosfatidiletanolamina (PE) e um

composto anfifilico com um grupo acido protonavel (carregado negativamente em pH



50

fisiologico) (Batista et al., 2007; Lopes et al., 2013; Simdes et al., 2004). Portanto, em
pH fisiolégico ocorre uma repulséo eletrostatica entre a PE e o composto anfifilico
possibilitando a formacdo da bicamada lipidica (Lai et al., 1985; Simdes et al., 2004).
Mas, em condi¢cdes &cidas, o grupo acido do composto anfifilico é protonado
resultando na perda da repulsado eletrostéatica, desestabilizacdo da bicamada lipidica
e liberacdo do farmaco encapsulado (Simdes et al., 2004; Torchilin et al., 1993).

A alteracdo dos lipidios da bicamada lipidica pode ser feita com o intuito de se
formarem lipossomas catidnicos. Esse tipo de lipossoma foi proposto apods a
descoberta de lipideos catibnicos como o N-[1-(2,3-Diol lloxi)propil]-
N,N,Trimetilambnio metilsulfato (DOTAP), bastante utilizado na formulacdo de
lipossomas catidnicos juntamente com o colesterol e outros lipideos (Khalil et al.,
2018). Essas vesiculas vém sendo utilizadas principalmente para encapsulamento de
compostos com carga negativa como DNA e RNA (Lopes et al., 2013).

Por fim, existem também os lipossomas sitio-especifico. Esse tipo de
lipossoma tem sua superficie funcionalizada de modo a aumentar a especificidade e
a quantidade de lipossomas no tecido desejado (Batista et al., 2007; D. Wang et al.,
2018). Para isso, diferentes ligantes podem ser acoplados a superficie das vesiculas,
podendo ser eles proteinas virais, moléculas que interagem com receptores
especificos e anticorpos, ou fragmentos de anticorpos (Batista et al., 2007; Lopes et
al., 2013).

Lipossomas acoplados a agonistas do receptor de transferrina sdo um exemplo
conhecido de vesiculas sitio-especificas, uma vez que essa estratégia € utilizada para
aumentar a interacéo dos lipossomas com o receptor de transferrina, encontrado em
células endoteliais de capilares cerebrais, e assim aumentar a passagem dos
lipossomas pela BHE (Y. Zhao et al., 2016). Outro exemplo séo os imunolipossomas,
vesiculas acopladas a anticorpos ou fragmentos de anticorpos que visam a interacao
especifica com células que expressam antigenos (D. Wang et al., 2018). Esse
acoplamento pode ser feito diretamente aos lipideos presentes nas bicamadas, mas,
com a utilizacdo do PEG e seu efeito estérico, a utilizacdo do polimero acoplado ao
ligante de interesse se tornou mais usual (Merino et al., 2018).

Como ja destacado anteriormente, a acdo alvo-especifica dos lipossomas
pode levar a um aumento da eficacia e reducdo da toxicidade uma vez que o

lipossoma com o farmaco se concentra na regido desejada. Mas apesar das
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vantagens e do grande numero de estudos, ainda ndo ha lipossomas sitio-especifico

disponiveis para uso clinico.

2.3.2.2.2 Método de preparo dos lipossomas

Os métodos de preparo dos lipossomas podem influenciar na quantidade de
farmaco que é incorporada e sua escolha deve levar em conta as caracteristicas do
farmaco, como hidrofobicidade e hidrofilicidade. Uma das técnicas de preparo mais
simples é a hidratacdo do filme lipidico. Esse método se da pela dissolugcdo dos
lipideos em um solvente orgénico, normalmente cloroférmio ou misturas de
cloroférmio e metanol. O solvente € entdo removido sob vacuo, formando o filme
lipidico que é hidratado com uma solucdo aquosa. ApoOs a hidratacdo, os lipideos
formam vesiculas espontaneamente. Esse método produz lipossomas multilamelares
e com tamanhos maiores que 1 micrémetro e por iSso outras técnicas precisam ser
utilizadas para a reducdo do tamanho, como a técnica de extrusao ou ultrassonicacéo
(Bangham et al., 1965; Bhatia et al., 2004; Ghanbarzadeh et al., 2013). Ele também
€ bastante utilizado como método inicial de formacéo das vesiculas para posterior
incorporacao do farmaco.

O método de preparo por dispersédo do solvente é subdividido em dois outros
métodos: injecdo de éter e injecao de etanol. Na injecdo de éter os lipossomas séo
preparados por meio da dissolucdo de lipideos em dietiléter ou uma mistura de
metanol e éter, seguido de lenta inje¢cdo da mistura a uma solucdo aquosa que contém
o farmaco que sera encapsulado. A injecéo é feita sob baixa pressao ou a 55-65 °C.
Uma desvantagem desse método € a producdo de uma populacéo de vesiculas de
tamanho heterogéneo e também a exposicdo dos farmacos a altas temperaturas
durante o processo (Mathai & Sitaraman, 1987).

A injecdo de etanol envolve a utilizacdo do etanol no processo de dissolucao
dos fosfolipideos e de colesterol. Utilizando uma seringa, a solucdo etandlica
contendo os lipideos é injetada a um volume definido de solugdo aquosa, sob
constante agitacdo. Os lipossomas sdo espontaneamente formados assim que a
solucéo etandlica entra em contato com a fase aquosa. A suspensao de lipossomas
€ entdo mantida em agitacdo por 15 minutos. Esse processo apresenta varias
vantagens como o preparo rapido e simples de vesiculas, além de sua

reprodutibilidade. Ele também evita altera¢des oxidativas e degradacao de lipideos, e
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€ capaz de produzir vesiculas unilamelares e pequenas sem a necessidade de
extrusao e ultrassonicacao (Charcosset et al., 2015; Jaafar-Maalej et al., 2010).

Os métodos baseados em fusdo ou transformacdo do tamanho da vesicula
preparada também podem ser divididos em dois: método de
congelamento/descongelamento  seguido de extrusdo; e método da
desidratacdo/reidratacdo. O método de congelamento e descongelamento é
considerado uma técnica para aumento da capacidade de encapsulacdo do
lipossoma, uma vez que ele proporciona uma quebra fisica de suas membranas pelos
cristais de gelo formados durante o congelamento (Supaporn, 2011). Juntamente a
esse metodo, o preparo dos lipossomas é feito pela formagédo do filme lipidico e
incorporacao da substancia encapsulada ao filme. Uma vez formada a suspensao, as
vesiculas sédo congeladas e imediatamente depois descongeladas e submetidas ao
vortex. Elas séo, entdo, extrusadas trés vezes e mais uma vez passam pelo ciclo de
congelamento/descongelamento (seis vezes) seguido de extrusao (oito vezes). Esse
método é frequentemente incorporado ao preparo dos lipossomas para aumento da
taxa de encapsulacao das substancias hidrossoluveis de interesse (Costa et al., 2014;
L. D. Mayer et al., 1985).

O método de desidratacao/reidratacdo também é utilizado como técnica
adicional ao preparo dos lipossomas com o0 objetivo de aumentar a taxa de
encapsulacéo de farmacos. Nessa técnica, os lipossomas séo desidratados, por meio
de liofilizacao, por exemplo, e depois o p6 é reidratado formando uma solucdo aquosa
contendo o farmaco que seré encapsulado. A desidratacao leva a formacéo de um pé
sélido contendo os lipideos em formatos pequenos e subdivididos. Apos a reidratacao
dessa dispersdo sélida vesiculas oligolamelares sédo formadas (Gregoriadis et al.,
1971, 1990). Esse método foi capaz de aumentar a taxa de encapsulacdo e a
estabilidade de antibidticos (macrolideos e aminoglicosideos) e proteinas
(Gregoriadis et al., 1990; Mugabe et al., 2006).

Por fim, a tecnologia do fluido supercritico € um estado no qual o fluido se
apresenta intermediario entre as formas gasosas e liquidas. O gas carbonico (COy),
em sua forma supercritica, € um dos gases mais utilizados. Essa técnica é utilizada
para a formacdo de dispersbes micronizadas e homogéneas de fosfolipideos.
Colesterol e outros lipideos séo dissolvidos em solvente organico. O CO; é entéo

adicionado através de spray por tubos capilares em um ambiente de precipitacdo por
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alta pressao. Devido a mudanca drastica de temperatura e pressédo, o CO2 chega a
sua fase supercritica. Subsequentemente, o solvente organico € evaporado e 0s
lipideos sdo extraidos na fase supercritica, levando a supersaturacao desses lipideos
nessa fase e a precipitacdo do material lipidico. CO2 € continuamente bombeado ao
sistema promovendo a evaporacao completa do solvente organico, e a transformacao
dos lipideos em particulas finas. Esses lipideos recebem ao final a solucdo aquosa
para formacdo dos lipossomas. Quando comparada com o preparo tradicional de
lipossomas, a tecnologia de fluido supercritico foi considerada mais sustentavel, além
de permitir producédo em larga escala em condi¢cdes de boas préaticas de producdo
(Ahmed et al., 2018; Santo et al., 2014).

2.3.2.3 Lipossomas no SNC

As doencas do Sistema Nervoso Central (SNC) vém impondo grandes desafios
para a populagdo humana sendo uma das areas que mais requerem estudos.
Atualmente, as doencas neuroldgicas estao entre os maiores causadores de morte e
incapacidade no mundo. A contribuicdo dessas doencas no contexto global vem
crescendo e, em 2016, doencas de causa neurologica foram a maior causa de
incapacidade ajustada a anos de vida (DALYs - disability-adjusted life-years)
atingindo 276 milhdes de pessoas, e a segunda maior causa de mortes (9 milhdes)
(Feigin et al., 2019). Até o momento, o diagndstico e tratamento de doengas como
Alzheimer, Parkinson, Huntington, AVE, cancer cerebral, e epilepsia ainda € um
desafio (Barchet & Amiji, 2009).

Muitas dessas doencas ainda ndo possuem tratamentos efetivos, ndo pela falta
de farmacos, mas devido a dificuldades que essas substancias enfrentam de passar
pela barreira hematoencefalica e atingir o tecido cerebral em quantidades
terapéuticas (Neuwelt et al., 2008). Como ja discutido anteriormente, a BHE é uma
estrutura dindmica responsavel por manter a homeostase cerebral protegendo o
tecido de patdgenos e substancias téxicas (Y. Chen & Liu, 2012). E isso tem grande
impacto no tratamento farmacoldgico de doencas cerebrais, uma vez que quase
100% de grandes moléculas e mais de 98% das pequenas ndo sao capazes de
atravessar a BHE (Pardridge, 2007).

Nesse contexto, a nanomedicina vem ganhando espaco, uma vez que ela

oferece possiveis solu¢des para os problemas enfrentados, aumentando o transporte
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pela BHE permitindo imagens de diagndéstico e tratamento das doencas do SNC
(Holmes, 2013). Dentro da nanomedicina, o uso de lipossomas ainda apresenta
diversas vantagens, quando comparado com outros nanossistemas, como por
exemplo, o fato deles serem considerados sistemas biocompativeis fato esse que se
confirma com o registro de varias formulacdes lipossomais terapéuticas aprovadas
pelo FDA (Zylberberg & Matosevic, 2016). E quando se trata de estudos
translacionais, os lipossomas vém demonstrando bom desempenho, apresentando
baixa toxicidade (Moreno et al., 2015) e imunogenicidade (Ahmed et al., 2018;
Bozzuto & Molinari, 2015). Por fim, devido a sua versatilidade, esse nanossistema
pode ter suas propriedades modificadas de diferentes maneiras de modo a aumentar
a passagem pela BHE o que permite um aumento do potencial terapéutico de muitos

farmacos ja existentes.

2.3.2.4 Estratégias para ultrapassar a BHE utilizando lipossomas

A complexidade da BHE, a existéncia de diferentes niveis de proteinas
transportadoras como a P-glicoproteina (P-gp) e a Proteina-1 resistente a multiplas
drogas (MRP-1) e a expressao de enzimas metabdlicas limitam a passagem da
maioria dos farmacos (Tajes et al.,, 2014) e também de muitas substancias
fisiologicamente ativas. Por isso, 0 proprio organismo apresenta diferentes
mecanismos de transporte de solutos pela BHE. Substancias hidrofilicas se difundem
pelas juncdes aderentes via 0 mecanismo paracelular (extracelular), enquanto as
moléculas lipofilicas, como colesterol e alcool, se dissolvem pela membrana lipidica
das células, pela via transcelular (Tam et al., 2016). Mas para todas as outras
moléculas esse transporte ocorre atraveés de outros mecanismos, como a transcitose
mediada por absorcao, por receptor ou por carreador e a endocitose mediada por
células. Os sistemas nanocarreadores, por sua vez, também fazem uso dessas vias
como forma de entrada no SNC (Y. Chen & Liu, 2012; Tam et al., 2016).

Dentre as inimeras modificacbes que podem ser feitas nos lipossomas, uma
das primeiras estratégias para aumento da passagem pela BHE foi a reducdo do
tamanho dessas vesiculas ou a introducdo do PEG, uma vez que com essas
modificacbes ha aumento do tempo de circulacdo e consequentemente maiores
chances de interacdo e passagem pela BHE (Dinda & Pattnaik, 2013; Gilmore et al.,
2008; Pardridge, 1999).
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Outra estratégia amplamente utilizada foi o acoplamento de ligantes
especificos para receptores presentes nas células endoteliais da BHE na superficie
dos lipossomas. Dentre esses ligantes podemos citar o OX26, um ligante para o
receptor de transferrina. Esse receptor é encontrado nas células endoteliais dos
capilares cerebrais, mas ndo € amplamente encontrado em células endoteliais do
restante do organismo (Jefferies et al., 1984), o que possibilita uma acdo mais
direcionada e especifica. Esse é também o motivo desse tipo de receptor ser um dos
mais explorados quando ha o intuito de aumentar a passagem pela BHE (Bruch et al.,
2019). Outros tipos de receptores encontrados nas células endoteliais da BHE e que
sédo alvo de ligantes utilizados em formulagdes lipossomais sdo 0s receptores de
lipoproteina de baixa densidade, transportador de glicose (GLUT1), e receptor de
insulina (Gabathuler, 2010; Spuch & Navarro, 2011; Ying et al., 2010).

Uma forma de aumentar ainda mais a especificidade dos lipossomas € por
meio do acoplamento de mais de um ligante a superficie das vesiculas. Qin e
colaboradores demonstraram esse melhoramento através da adi¢cao de transferrina e
arginina-glicina-acido aspartico ciclico aos lipossomas com o intuito de aumentar a
passagem pela BHE e concentrar no tumor cerebral, respectivamente (Qin et al.,
2014).

A adicdo de ligantes a superficie dos lipossomas utiliza o mecanismo de
transcitose mediada por receptor para passagem pela BHE. Outro mecanismo
amplamente explorado é a transcitose mediada por absorcdo. Nesse caso, a
utilizacdo de lipossomas catidnicos € favorecida, uma vez que eles conseguem
interagir com as cargas negativas presentes na membrana das células endoteliais da
BHE possibilitando sua passagem (Scherrmann, 2002; Vorbrodt, 1989). Helm e
colaboradores utilizaram lipossomas funcionalizados com soro bovino de albumina
catibnica e mostraram que essas vesiculas eram absorvidas por células endoteliais
sugerindo o potencial desse nanossistema para interacdo com a BHE e entrega de
farmacos no SNC (Helm & Fricker, 2015).

Outra estratégia que tém se estudado para aumento da especificidade dos
lipossomas com o cérebro € a utilizacdo de lipossomas magnéticos. Lipossomas
magnéticos encapsulando farmacos sédo concentrados no cérebro por aplicacdo de

um campo magnético. Esse tipo de técnica ainda € bastante recente, mas tem o
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potencial de concentrar o farmaco no tecido cerebral e reduzir efeitos adversos
sistémicos (L. B. Thomsen et al., 2015; M. Zhao et al., 2012, 2014).

Além de estratégias relacionadas as mudancas na estrutura dos lipossomas,
outros tipos de abordagens vém sendo exploradas com o intuito de aumentar o
acumulo de lipossomas e farmacos no tecido cerebral. Dentre elas podemos citar
técnicas invasivas como abertura ativa da BHE e administracdo de lipossomas
diretamente no SNC, e técnicas ndo invasivas como a administracao intranasal (figura
7).

Figura 7: Métodos para aumentar a chegada de lipossomas no SNC. Dentre eles existem 0s mais
invasivos como abertura mecénica da BHE com ultrassom ou injecdo intracerebral, e os menos
invasivos como intranasal. Além disso, os lipossomas também podem ser modificados para aumento

da passagem pela BHE. Imagem de autoria propria feita no aplicativo Biorender.
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A abertura ativa da BHE pode ser realizada por meio de choque osmotico com
0 uso de manitol, por exemplo, ou por meio do uso de ultrassom. Essas técnicas vém
sendo utilizadas juntamente com lipossomas para aumentar a passagem dessas

nanoparticulas e a entrega de farmacos no cérebro (Liu et al., 2014). Em um estudo
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de Lin e colaboradores, o ultrassom foi utilizado para abertura da BHE e os
lipossomas para entrega de DNA plasmidial no tecido cerebral (Lin et al., 2015).
Lipossomas com doxorrubicina em combinacdo com ultrassom, para a abertura da
BHE, também foram utilizados em um modelo de glioblastoma (Y.-Z. Zhao et al.,
2015). O trabalho de Sakamoto e colaboradores também mostrou que a utilizacéo de
choque osmético com o uso de manitol para abertura temporéria da BHE aumentou
a passagem de lipossomas pela BHE e seu acumulo no tecido cerebral (Sakamoto &
Ido, 1993). O equipamento necessario para implementacéo de ressonancia acoplada
a técnica de ultrassom no cérebro ja esta sendo usado em um teste clinico (NCT
00147056) e pode, potencialmente, ser usado juntamente com lipossomas no futuro
para a entrega de farmacos ao cérebro. Contudo, a abertura mesmo que temporaria
da BHE pode causar efeitos adversos e por isso 0 uso dessa técnica ainda apresenta
grandes desvantagens (Rip, 2016).

Uma outra maneira de aumentar a passagem de farmacos pela BHE é
injetando a formulacdo de interesse diretamente no liquido cefalorraquidiano ou no
fluido intersticial por meio de inje¢cdes no espaco intracerebroventricular ou intratecais.
Uma limitacdo dessa técnica é o alto nivel de clearance do SNC sofrido por agentes
lipofilicos pequenos, uma vez que moléculas pequenas escapam facilmente da regido
perfundida do cérebro para a periferia. Por isso, esse tipo de abordagem € mais
efetivo para moléculas maiores e hidrofilicas ou quando ha utilizacdo de lipossomas
no encapsulamento de moléculas menores. Ademais, uma formulacéo lipossomal
para administracdo intratecal e tratamento de meningite linfomonocitaria ja esta
aprovada para uso clinico. A citarabina encapsulada em lipossomas (Depocyt®) é
administrada via intratecal e reduz os sintomas causados pela doenca (Jahn et al.,
2015; Rueda Dominguez et al., 2005). Estudos clinicos mostraram que a citarabina
encapsulada em lipossomas melhorou a qualidade de vida de pacientes e possui a
mesma ou maior eficacia que tratamentos utilizados para meningite linfomonocitaria
ou neoplasica. Contudo, apesar dos resultados positivos para tratamento do liquido
cefalorraquidiano, ainda é questionada a eficacia dessa via para tratamento de
doencas do SNC que necessitam ampla distribuicdo do farmaco em quantidades
terapéuticas no tecido cerebral (Rip, 2016).

A administracdo de formulacfes ou farmacos diretamente no tecido cerebral

restringe bastante a distribuicdo do farmaco para locais proximos a injecao. Isso torna
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essa técnica mais aplicada para doencas que atingem o cérebro em regides
especificas como 0s tumores e eventos isquémicos focais. Administracdo de
formulagbes lipossomais contendo rénio em tumores cerebrais estdo sendo
investigadas em testes clinicos (NCT01906385) (Rip, 2016).

Apesar da administracdo direta no SNC ser uma alternativa, ela é um método
bastante invasivo apresentando varias restricdes. Dessa forma, op¢des ndo invasivas
vém sendo estudadas e uma das mais utilizadas no que diz respeito a administracédo
no SNC é a via intranasal. Essa estratégia ndo possibilita 0 aumento da passagem
pela BHE uma vez que ela é uma alternativa que nao requer a passagem por essa
barreira, o que também aumenta a quantidade de farmaco que chega ao tecido
cerebral. Portanto, essa via possibilita acesso direto ao SNC através dos nervos
olfatdrio e trigémeo (Lochhead & Thorne, 2012). Essa passagem de substancias pela
via intranasal se da pelo transporte intra-axonal lento (intra-neural) ou pela rapida
transferéncia atraves do espaco perineural que circunda as células neurais chegando
até o liquido cefalorraquidiano ou fluido intersticial do cérebro (extra-neuronal ou
transporte paracelular) (Dhuria et al., 2010). Esse tipo de administracdo tambéem
permite maior acdo local reduzindo efeito sistémico e consequentes efeitos adversos
(Meredith et al., 2015), além de também evitar maior eliminacdo dos lipossomas
encontrados no plasma (Battaglia et al., 2018).

A via intranasal também apresenta como vantagens a mucoadesao e
deposicao de farmacos, além de melhor absor¢céo das substancias ativas (lllum, 2000;
van Woensel et al., 2013). Nesse contexto, Pashirova e colaboradores utilizaram
lipossomas catidnicos via intranasal e mostraram que essa via aumentou o acumulo
dos lipossomas na cavidade nasal, melhorando também o transporte dos mesmos
para o cérebro (Pashirova et al., 2018). Zhao e colaboradores também utilizaram
lipossomas via intranasal para administracao do fator de crescimento de fibroblastos
(bFGF), uma substancia com potencial acdo neuroprotetora em pacientes com AVE,

e mostrou melhora na recuperacao da isquemia (Y.-Z. Zhao et al., 2016).

2.3.2.5 Lipossomas e AVE
Ja é bastante descrito que durante as doencas do SNC ocorrem alteracdes na
BHE. Essas mudancas podem ser o resultado de fatores extrinsecos como no caso

da esclerose multipla (Lassmann et al., 2001), ou de fatores intrinsecos como no caso
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da isquemia cerebral (Huang et al., 2006; Moustafa & Baron, 2007). Em ambos os
casos, ocorrem danos as juncdes aderentes, 0 que leva ao aumento da
permeabilidade da BHE (Knowland et al., 2014).

Essa alteracdo das juncfes aderentes esta também relacionada a auséncia de
caveolina-1 (S. Wang & Head, 2019). A caveolina-1 é uma proteina de membrana
presente nas células endoteliais dos capilares cerebrais. A isquemia pode levar a uma
reducdo dessa proteina afetando as jun¢cfes aderentes, aumentando a expressao de
metaloproteinases (MMPs) (Gu et al., 2012) e prejudicando o suporte proporcionado
pelos astrécitos, o que ira influenciar na permeabilidade da BHE (Horng et al., 2017,
M. S. Thomsen et al., 2017). Outros estudos também vém demonstrando que a
ocorréncia de degeneracao do endotélio com o aumento de vesiculas transcelulares
(responsaveis pelo transporte de moléculas através da BHE) também esta
relacionado as mudancas na permeabilidade da BHE (Krueger et al., 2013; Ronaldson
& Davis, 2012).

O dano causado pela isquemia na BHE tem um carater bifasico com dois picos
de aumento da permeabilidade e consequente aumento da entrada de compostos no
tecido cerebral (Knowland et al., 2014). Essa alteracdo caracteristica apos evento
isquémico pode ser positivamente explorada uma vez que agentes terapéuticos
também serdo capazes de ultrapassar a BHE e alcancar a regidao cerebral desejada
(figura 8). Fukuta e colaboradores mostraram que lipossomas PEGuilados
encapsulando fasudil (um inibidor da enzima rho-quinase aprovado para o tratamento
de vasoespasmo) foram capazes de se concentrar na regido isquémica, devido a
alteracao da BHE, aumentando a eficacia do farmaco quando comparado a sua forma
livre (Fukuta et al., 2016).
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Figura 8: Imagem representativa da ag¢do da isquemia na BHE aumentando a passagem dos
lipossomas. Apés ocorréncia do evento isquémico o tecido cerebral e as células endoteliais da BHE
passam por alteracbes que levam ao aumento da permeabilidade da BHE facilitando a passagem
transcelular a paracelular e acumulo de lipossomas no tecido cerebral. Imagem adaptada de
Fernandes et al., 2018.
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No entanto, anos antes do trabalho de Fukuta, outros pesquisadores ja vinham
utilizando lipossomas para a entrega de farmacos no cérebro apés a isquemia. O
primeiro trabalho que explorou o uso dessas vesiculas foi 0 de Imaizumi em 1990,
gue utilizou lipossomas com a enzima superoxido dismutase (SOD). Essa enzima
catalisa a dismutacao do superéxido em oxigénio e peréxido de hidrogénio, reduzindo
0 numero de radicais livres presentes e, consequentemente, o estresse oxidativo apos
isquemia. O trabalho de Imaizumi e colaboradores mostrou que os lipossomas
facilitaram a entrega de SOD né&o sé na regido isquémica, mas em outras areas do
cérebro reduzindo o volume de infarto (Imaizumi et al., 1990). Contudo, nesse
trabalho ainda foram utilizados lipossomas convencionais e com 0 avanco nos
estudos dos lipossomas PEGuilados esse tipo de formulacdo ganhou espaco e vem

sendo amplamente utilizada para o tratamento pré-clinico do AVE.
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No trabalho de Kim e colaboradores, lipossomas PEGuilados permitiram o
aumento no tempo de circulacdo do t-PA (Kim et al., 2009). Fukuta e colaboradores
combinaram t-PA e fasudil lipossomal e avaliaram se eles conseguiriam aumentar 0s
beneficios do tratamento com t-PA nesse novo esquema terapéutico melhorando o
problema da estreita janela terapéutica do t-PA. Os resultados mostraram que a
terapia dupla aumentou os efeitos neuroprotetores quando comparado com a
administracdo do t-PA ou fasudil sozinhos, além de também aumentar a janela
terapéutica do t-PA (Fukuta et al., 2017). Saxena e colaboradores utilizaram, além do
PEG, uma estratégia termossensivel em lipossomas para entrega de agentes
tromboliticos. Seus resultados mostraram que lipossomas termossensiveis usados
juntamente com hipertermia local foram capazes de promover a trombdlise no local
desejado reduzindo efeitos adversos sistémicos (Saxena et al., 2015).

Estudos vém demonstrando o acumulo de lipossomas PEGuilados na regiao
isquémica em fases iniciais apés a reperfusao e também a sua retencéo na leséo por
algumas horas ap0s a sua administracao (Fukuta et al., 2015, 2016; Ishii et al., 2013).
Esse acumulo de lipossomas no cérebro apos a isquemia foi potencializado com o
uso de lipossomas aniénicos e neutros como demonstrado por Campos-Martorell e
colaboradores (Campos-Martorell et al., 2016), contrariando estudos anteriores onde
lipossomas cationicos seriam mais eficientes em alcancar o tecido cerebral devido a
interacdo de sua carga positiva com as cargas negativas das proteinas de membrana
da BHE.

O grupo do professor Kostarelos foi o primeiro a demonstrar que o acumulo de
lipossomas PEGuilados ocorre em duas janelas temporais diferentes apos a
isquemia. O estudo mostrou que esses lipossomas foram capazes de acumular no
cérebro em uma fase inicial apos a reperfusao (0,5h) e numa fase mais tardia (48h).
Os autores também mostraram que a entrada dos lipossomas pela BHE na fase inicial
ocorreu através de transporte transcelular e que a entrada na fase tardia teve
influéncia do transporte transcelular e também do paracelular (Al-Ahmady et al.,
2019).

Vérios estudos vém utilizando estratégias de alteracdo na superficie dos
lipossomas e tém obtido resultados favoraveis. Dentre esses lipossomas podemos
citar a utilizacdo de ligantes como HAIYPRH (T7), um peptideo que tem como alvo o

receptor de transferrina (Z. Wang et al., 2015), a prépria transferrina (H. Zhao et al.,
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2011) e lipossomas funcionalizados com RGD (acido arginilglicilaspartico) ciclico (N.
Zhang et al., 2018). Ishii e colaboradores utilizaram asialo-eritropoetina (AEPO) como
uma ferramenta para atingir a regido isquémica por meio da interagéo dos lipossomas
com o receptor de eritropoetina em células neuronais. O estudo mostrou que 0s
lipossomas foram capazes de se ligar as células neurais e também de causar um
efeito neuroprotetor no dano isquémico. Por fim, os autores também demonstraram
gue ap6s uma unica dose de baixa concentracdo dos lipossomas foi observado
melhora cognitiva em animais isquemiados 7 dias ap06s a isquemia (Ishii et al., 2012).

Estratégias mais recentes, como o duplo acoplamento de ligantes a superficie
dos lipossomas, também vém sendo utilizadas no contexto da isquemia. Zhao e
colaboradores desenvolveram uma formulagé@o neuroprotetora acoplada ao peptideo
T7 (ligante do receptor de transferrina) e ao stroke homing peptide (SHp — peptideo
expresso preferencialmente na regido isquémica) com o intuito de aumentar a
passagem pela BHE e a especificidade pela regido isquémica, respectivamente (Y.
Zhao et al., 2016).

A utilizacdo da via intranasal para tratamento do AVC também vem sendo
amplamente explorada e no trabalho de Chung e colaboradores, lipossomas contendo
C-ficocianina (um agente neuroprotetor) foram acoplados a moléculas de quitosana
gue devido a suas cargas positivas € capaz de interagir com as cargas negativas de
residuos acido sialico presente no muco e assim interagir com o muco da cavidade
nasal. O uso desses lipossomas aumentou a janela terapéutica de tratamento da C-
ficocianina para até 6h apos o evento isquémico (Chung et al., 2018). Esse aumento
da janela terapéutica também é bastante importante no caso do AVE, uma vez que
muitos pacientes ndo conseguem receber o tratamento a tempo.

Em um trabalho de Ahmad e colaboradores, nanolipossomas de
aproximadamente 40 nm de diametro foram utilizados para o tratamento do AVE.
Nesse trabalho, os autores testaram se 0s nanolipossomas seriam capazes de reduzir
o volume de infarto em camundongos ap0s sofrerem evento isquémico. Os resultados
mostraram que 0s nanolipossomas foram capazes de reduzir o volume de infarto e o
dano neurolégico de animais quando comparados com o grupo controle (Ahmad et
al., 2021).
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Portanto diante de todos os beneficios do uso dos lipossomas e dos resultados
positivos com a Angiotensina-(1-7) no tratamento do AVE, esse trabalho utilizou a

Ang-(1-7) encapsulada em lipossomas para tratamento do AVE.

3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1 Justificativa

O AVE é uma das maiores causas de morte e incapacidade no mundo todo e
até o momento ndo existem terapias neuroprotetoras que consigam reduzir o dano
iIsquémico e consequentemente as sequelas causadas por ele nos pacientes. Em
estudos pré-clinicos, a Ang-(1-7) vem demonstrando potencial neuroprotetor no tecido
cerebral apds a isquemia, contudo esse peptideo é rapidamente degradado, uma vez
administrado ao organismo, e por isso, estratégias que consigam aumentar o tempo
de circulacdo dessa substancia ativa sdo de grande interesse. Nesse contexto, 0 uso
de lipossomas tem se destacado, uma vez que esse sistema é biodegradavel e
biocompativel, além de proteger as substancias ativas por ele encapsuladas,
reduzindo sua degradacé&o. Os lipossomas também sédo capazes de se concentrar na
regido isquémica, o que também leva ao aumento do farmaco na regido de interesse
com possivel reducao da dose.

Todos esses beneficios do tratamento com a Ang-(1-7) e do uso de lipossomas
no AVE culminaram no desenvolvimento deste trabalho cujo intuito foi utilizar esse
sistema nanocarreador para entrega de Ang-(1-7) no tecido cerebral para o
tratamento do AVE.

3.2 Objetivos
3.2.1 Objetivo Geral
Avaliar a eficacia do tratamento da isquemia cerebral in vivo usando
lipossomas carregados com Ang-(1-7), bem como a ac¢do da angiotensina-(1-7) no

ambiente isquémico cerebral.

3.2.2 Objetivos Especificos
e Preparar e realizar a caracterizacdo dos lipossomas contendo Ang-(1-7);
e Comparar os volumes de infarto dos animais isquemiados tratados com

lipossomas incorporando Ang-(1-7) ou com Ang-(1-7) livre;
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e Comparar 0s escores neurologicos dos animais isquemiados tratados com
lipossomas incorporando Ang-(1-7) ou com Ang-(1-7) livre;

e Avaliar o desempenho do tratamento com lipossomas incorporando Ang-(1-7)
em duas janelas terapéuticas diferentes;

e Avaliar os efeitos da angiotensina-(1-7) sobre o estresse oxidativo e a
inflamacéo 7 dias apés a isquemia;

e Avaliar a interacdo dos lipossomas com as células do tecido cerebral apo6s a

isquemia.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparo e caracterizacao das formulacdes de lipossomas
4.1.1 Preparo dos lipossomas vazios

Para o preparo dos lipossomas foram utilizados os lipideos diestearoil-
fosfatidilcolina (DSPC), colesterol (COL) e diestearoil-fosfatidiletanolamina-
polietilenoglicol 2000 (DSPE-PEG 2000) na proporcdo molar de 10:5:1,
respectivamente e foi incorporada a sonda fluorescente lipofilica derivada da
carbocianina, Dil (1,1 dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametil-indo carbocianina perclorato,
Molecular Probe, USA), na concentracao de 2,5mol% de DSPC para os lipossomas
usados nos experimentos de imunofluorescéncia (Fukuta et al., 2016). A
concentracdo final de lipidios para os lipossomas vazios foi de 90 mM. Para tal
preparo, utilizamos o método de congelamento-descongelamento (L. D. Mayer et al.,
1985), seguido do processo de extrusdo para a calibracdo do tamanho dos
lipossomas (Nayar et al., 1989). Sucintamente, os lipideos citados acima foram
solubilizados em cloroféormio em um baldo de fundo redondo que posteriormente foi
levado ao rotavapor (banho a 60°C) para evaporacao do solvente e formacéo do filme
lipidico. Este entédo foi hidratado com solucdo de PBS (NaCl 0,15M, fosfato 0,01 M,
pH 7,4) por 1 hora a 60°C e passou, logo em seguida, por 5 ciclos de congelamento-
descongelamento. No processo de extrusdo, a suspensdo de vesiculas
multilamelares foi submetida a filtracdo repetida a 65°C através de membrana de
policarbonato com poro de 200 nm (5 vezes) seguida de nova extrusdo pela

membrana de 100 nm (5 vezes), usando uma extrusora.
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4.1.2 Preparo dos lipossomas incorporando Ang-(1-7)

Também foram preparados lipossomas marcados com a sonda fluorescente
Dil, ou sem marcacao e que continham em seu interior Ang-(1-7) usando o método
de desidratacéo rehidratacéo (Kirby & Gregoriadis, 1984; Silva-Barcellos et al., 2001).
Os lipossomas passaram pelas mesmas etapas iniciais de preparo citadas acima e
ao final da extrusao, a suspenséo de lipossomas (1 mL) foi misturada com solugéo de
Ang-(1-7) (1 mL contendo 3mg/mL em NaCl 0,03M) e a mistura foi liofilizada. A
amostra liofilizada foi entdo ressuspendida em 0,2mL de 4gua Mili-Q e incubada por
30 min a 55°C com agitacao constante, em seguida foram adicionados 0,2mL de PBS
e novamente a disperséo foi incubada por 30 min a 55°C. Posteriormente, a amostra
foi diluida com mais 1,4 mL de PBS e extrusada em membrana de 100 nm. A Ang-(1-
7) ndo encapsulada foi retirada através de dialise em PBS a 4°C por 24h, com
agitacdo constante. Para os lipossomas com Ang-(1-7) a concentracdo final de
lipideos foi de 50 mM.

A figura 9 exemplifica todo o processo de producdo dos lipossomas vazios

(primeira linha) e dos lipossomas encapsulados com Ang-(1-7).

Figura 9: Imagem esqueméatica resumindo a producéo de lipossomas vazios e com Ang-(1-7). Na
primeira linha é possivel observar a sintese de lipossomas vazios e na segunda linha a continuacao

da sintese com adicdo de Ang-(1-7) que € incorporada aos lipossomas.
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4.1.3 Caracterizacéo dos lipossomas

O diametro hidrodindmico dos lipossomas, o indice de polidispersao (PDI), e o
potencial Zeta (carga) dos lipossomas, tanto vazios, quanto com Ang-(1-7)
encapsulada, foram determinados usando o equipamento Zetasizer (Nano — ZS90,
Malvern).

Para realizacdo dessas medidas, em cubeta apropriada, 20 uL da disperséo
de lipossomas [vazio ou com Ang-(1-7)] foram diluidos em 2 mL de solu¢éo de PBS.
A solucdo diluida foi levada ao equipamento, onde as leituras foram obtidas a 25°C.

Para determinar a taxa de encapsulacdo da Ang-(1-7) nos lipossomas, foi
utilizado o método de quantificacdo desenvolvido por Silva-Barcellos e colaboradores
(Silva-Barcellos et al., 2001), que explora a fluorescéncia intrinseca do peptideo. Em
espectrofluorimetro (Cary Eclipse, Varian), foi registrada a intensidade de
fluorescéncia (excitacdo em 280 nm; emissdo em 305 nm) do peptideo em 2mL de
metanol acrescentado 50 pL de “lipossomas brancos” [sem Ang-(1-7)]. Foi construida
uma curva de calibracdo variando a concentracdo do peptideo de 0,024 a 0,0309
mg/mL, na qual verificou-se a linearidade da relacdo da fluorescéncia com a
concentracdo. Em seguida, foi feita leitura da dispersdo de lipossomas com Ang-(1-
7) antes da dialise (100%) e depois da didlise. Os lipossomas utilizados para esse
experimento ndo estavam marcados com o Dil, uma vez que o objetivo era detectar
a fluorescéncia intrinseca da Ang-(1-7) e a fluorescéncia do marcador iria interferir
nessa quantificacdo. Utilizando os valores obtidos foi possivel determinar as
concentragcfes de Ang-(1-7) em cada situacao e assim obter a taxa de encapsulacao

(TE), que foi calculada da seguinte forma:

%TE = Concentracdo de Ang-(1-7) nos lipossomas

Concentracdo Total de Ang-(1-7)

Sendo: TE a taxa de encapsulacdo, Concentracdo de Ang-(1-7) nos lipossomas

o valor obtido com a amostra ap0s a didlise, e Concentracao total o valor obtido com

a amostra antes da didlise.
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4.2 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem CD1, com 8-12 semanas
de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais.
Os animais foram alimentados com ra¢édo balanceada padréo (Nuvilab®) e dgua ad
libitum e tiveram temperatura ambiente controlada (25°C), com fotoperiodo de 12h
claro/escuro. Todos os experimentos foram conduzidos de forma a evitar o sofrimento
dos animais e a reduzir o numero de animais utilizados. Os protocolos experimentais
foram aprovados pelos certificados CEUA-UFMG n? 327/2015 e n2 346/2019.

4.3 Cirurgia de ocluséo da artéria cerebral média (MCAQO)

O procedimento cirdrgico utilizado para a inducéo da isquemia foi baseado na
modificacdo do método descrito por Longa e colaboradores para a ocluséo transitoria
da artéria cerebral média (ACM) (Longa et al., 1989). A anestesia foi induzida pela
inalacéo de 4% Isoflurano (em O2) e mantida pela inalacéo de 1.5 - 2% de Isoflurano.
Para realizacdo da cirurgia, o animal foi colocado na posi¢cdo supina na mesa
cirargica, suas patas anteriores foram imobilizadas, os pelos da regido anterior do
pescoco foram retirados e em seguida foi realizada a assepsia dessa regido com
alcool 70 e alcool iodado. Foi realizada uma pequena incisao sagital mediana na pele
e os tecidos foram divulsionados até que a artéria carotida comum (ACC) direita,
assim como, a bifurcacdo em artéria carétida externa (ACE) e artéria cardtida interna
(ACI) pudessem ser visualizadas. A ACC foi ocluida com um microclipe e a ACE foi
ligada com um fio de seda em sua porc¢ao distal da bifurcacdo com a ACIl. Em seguida,
a ACE foi eletrocauterizada na sua porcéao distal e um novo fio de seda foi utilizado
pararealizacdo de um segundo n6 na ACE. Posteriormente, o ramo da artéria carétida
interna (ACI), pterigopalatino, e a ACI foram temporariamente ocluidos com um
microclipe cirargico. A ACE foi parcialmente seccionada e o fio de oclusdo (MCAo
suture 602356PK10/602256PK10, Doccol Corporation, USA) introduzido em direcao
a ACI até o local em que se encontrava o microclipe. Esse microclipe foi entéo
rapidamente retirado e o fio de oclusdo continuou a ser introduzido através da ACI até
a origem da artéria cerebral média (ACM) direita, ocluindo assim, a irrigacao
sanguinea do territorio correspondente pelo periodo estabelecido. A figura 10 ilustra

o caminho do fio de ocluséo até a origem da artéria cerebral média.
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Figura 10: Imagem esquematica dos vasos da regido inferior do cérebro exemplificando o caminho
percorrido pelo fio de oclusdo durante a cirurgia de MCAO. O fio de ocluséo é introduzido pela ACE,
avancando pela ACI até a chegada a ACM onde fica alojado por 1 hora estabelecendo o periodo de

isquemia.
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Foram utilizados dois critérios para determinar se o fio de oclusédo estava na
origem da ACM: a insercao do fio a uma distancia de 10 - 11mm da bifurcacéo da
ACC e/ou quando ocorria uma discreta resisténcia a passagem do fio nessa distancia.
O fio de oclusédo foi mantido nesta posicdo por meio de uma ligadura a parede da
ACE. O animal foi suturado, retirado do aparato anestésico e levado para um aparelho
de Laser Doppler (moorLDI2-HIR, moor Instruments) com a finalidade de se verificar
a reducao do fluxo sanguineo e estabelecimento da isquemia. SO foram utilizados
animais que apresentavam mais de 70% de reducéo do fluxo sanguineo. Em seguida,
eles foram encaminhados para uma gaiola de recuperacdo. Durante o periodo da
isquemia, os animais foram mantidos acordados, aquecidos e hidratados com 1 mL
de salina intraperitonealmente. Apds os 60 minutos de isquemia, os animais foram
reanestesiados e o fio de ocluséo retirado, dando inicio a reperfusédo. Imediatamente
apo6s a sutura dos animais (agudo) ou 48 horas ap0s a cirurgia (crbénico), solucao
salina, lipossoma vazio ou lipossoma com Ang-(1-7) (223 ug/kg) e Ang-(1-7) livre) 223

Mg/kg) foram injetados na veia da cauda dos animais.
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Animais sham passaram pelo mesmo procedimento cirdrgico, no entanto, sem
a efetiva oclusdo da artéria. Esses animais também receberam salina, lipossoma
vazio ou lipossoma com Ang-(1-7) ou Ang-(1-7) livre via intravenosa. O delineamento
experimental dos grupos sera exemplificado nas figuras 11 e 12.

Figura 11: Delineamento experimental dos grupos que passaram pela cirurgia de MCAO e foram
acompanhados 24 horas apés a cirurgia (agudo). Camundongos foram submetidos a cirurgia de
isquemia recebendo diferentes tratamentos via IV imediatamente apos o término da cirurgia. Esses
animais foram avaliados através de escore neurologico e volume de infarto e a interacdo dos

lipossomas com células cerebrais foi avaliada pela técnica de imunofluorescéncia.
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Figura 12: Delineamento experimental dos grupos que passaram pela cirurgia de MCAO e foram
acompanhados 7 dias apos a cirurgia (cronico). Apos a inducéo da cirurgia de MCAO o0s animais
receberam diferentes tratamentos via IV imediatamente ou 48 hs apds a cirurgia. Esses animais foram
acompanhados por 7 dias quando foram submetidos a ressonancia magnética para avaliacdo do
volume de infarto e o tecido cerebral foi removido para andlises bioguimicas (estresse oxidativo e

citocinas inflamatdrias).
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4.4 Cuidados pos-operatorios

Apoés a cirurgia, os animais foram mantidos aquecidos em uma mesa de
recuperacdo por cerca de duas horas para a manutencdo da temperatura corporal
entre 36-38°C e receberam mais 1 mL de salina e o analgésico Tramadol (5 mg/Kg).
Doze horas ap6s a cirurgia, os animais foram pesados e receberam novamente
solucéo salina e Tramadol. Também foram monitorados quaisquer efeitos adversos.
Agua e racdo umedecida foram disponibilizadas no fundo da gaiola para facilitar o
acesso. O fundo da gaiola foi coberto com papel absorvente por até 24 horas apds o
fim da cirurgia. Parte do grupo de camundongos que passaram pelo protocolo agudo
receberam tratamento imediatamente ap0s a cirurgia e foram eutanasiados 24h apos
a cirurgia para coleta dos cérebros, que foram entdo levados para realizacdo da
coloracdo com TTC. A outra parte foi submetida a perfusdo na qual 10 mL de salina
e 10 mL de PFA 2% foram injetados via intracardiaca. Posteriormente os cérebros
foram retirados e deixados em PFA 2% por 24h e depois em sacarose 30%. Por fim,

os ceérebros foram fatiados em criostato para realizagdo de imunofluorescéncia. O
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grupo de camundongos que passou pelo protocolo crénico recebeu tratamento
imediatamente ou 48h apds a cirurgia e foi mantido por uma semana na qual o peso
corporal dos animais foi monitorado e eles foram tratados com tramadol até o terceiro
dia e alimentados diariamente. No sétimo dia, os animais foram levados para
aquisicdo das imagens por ressonancia magnética e foram sacrificados para coleta
dos cérebros para andlises bioquimicas.

4.5 Coloracdo com TTC
O marcador Trifeniltetrazolium-2.3.5 Cloreto (TTC) foi utilizado neste trabalho
para avaliacdo da lesdo apos isquemia. Essa técnica histologica pode diferenciar
macroscopicamente tecidos viaveis de tecidos lesados. A intensidade da marcagéo é
correlacionada com o numero e atividade funcional das mitocondrias, sendo assim a
area nao corada pelo TTC é considerada area de infarto (Goldlust Eric J. et al., 1996).
Apoés a decapitacéo, o cérebro foi removido e seccionado em fatias de 2mm de
espessura. Essas fatias foram imersas em uma solucéo de 2% TTC a 37 °C durante
15 minutos e em seguida fixadas com paraformaldeido 4% para posterior obtencéo
de imagens. As imagens dos procedimentos histolégicos foram obtidas e fotografadas
em Microscoépio Zeiss (Stemi 2000-C). Essas imagens foram analisadas no programa

ImageJ — Image Processing and Analysis in Java (NIH, Bethesda, Maryland, USA.).

4.6 Imagens por ressonancia magnética nuclear (iIRMN)

As iRMN foram adquiridas por meio de um scanner de 4.7T (Oxford) utilizando-
se o0 programa de aquisicdo de imagens Vnmrj versdo 2.3A. Para isso, 0s animais
foram anestesiados com isoflurano (4% Isoflurano em O, e mantida pela inalacéo de
1.5 - 2% de Isoflurano) durante todo o procedimento. Foram obtidas imagens de
ressonancia magnética estrutural de todos os animais sete dias ap0s a cirurgia de
oclusdo da ACM direita. As imagens foram feitas de todo cérebro sendo cada uma
delas de 800 ym. Foram incluidos no estudo aqueles animais que apresentaram leséo
cerebral isquémica, caracterizada por area clara na imagem (cheia de liquidos). As
imagens foram analisadas utilizando-se o programa Jim versao 5.0 (Jim Image
Analysis Package, Xinapse Systems Ltd, Northants, UK). Foi quantificado o volume
de area marcada com maior intensidade de branco que representa a porcdo de

infiltrado celular/morte celular, caracteristico da regido de infarto.
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4.7 Escore neurologico

Déficits neuroldgicos foram avaliados apds a cirurgia por meio do uso do
Escore neuroldgico severo modificado (MNSS) (J. Chen et al., 2005; Y. Li et al., 2000).
Esse escore permite uma analise mais ampla dos déficits neuroldgicos apresentando
uma escala que permite avaliacdo motora, sensorial e de reflexos do animal. Nesse
escore, quanto maior a pontuacgao pior o desempenho dos animais, e € esperado que
0 grupo sham apresente valores bem baixos do escore. Essa avaliagéo foi feita por
observadores que nao sabiam os procedimentos pelos quais cada animal havia sido
submetido. A avaliacdo foi realizada 24h e 7 dias apds a cirurgia de isquemia, de

acordo com o protocolo experimental.

4.8 Testes bioquimicos com Ang-(1-7)

Analises bioquimicas foram realizadas com o objetivo de avaliar se a
angiotensina-(1-7) exerce efeitos sobre o0 estresse oxidativo e o processo inflamatorio,
7 dias apo6s a isquemia. Para isso, realizamos a quantificagédo de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS) e de superoxido dismutase (SOD) como forma de
analise do estresse oxidativo (Mecca et al., 2011).

O protocolo de TBARS foi feito por meio da realizacdo de curva padréo e
reacao das amostras com o acido tiobarbiturico (Durco et al., 2019). Resumidamente,
0S cérebros dos animais do grupo crbénico foram retirados, pesados e
homogeneizados (100 mg tecido/mL) em PBS (0.1mol/L, pH 7.4). Os homogenatos
foram entdo encubados por 45 minutos a 90°C com solucdo contendo acido
tiobarbiturico (TBA 0.37%) em solucéo acida (15% acido tricloroacético e 0.25 N acido
cloridrico). As amostras foram centrifugadas 14000 RPM (rota¢gdes por minuto) por 30
minutos a 4°C e o sobrenadante misturado com n-butanol e solucéo saturada de NacCl.
A mistura foi levada ao vortex por 30 segundos e depois centrifugada novamente
220009 por 2 minutos. Aliquotas do sobrenadante foram pipetadas em placas de 96
pocos para leitura de absorbancia a 535 nm. A quantidade de proteina foi determinada
pelo método de Bradford. Os dados foram expressos em nMol/g proteina.

Ja o protocolo para deteccdo de SOD seguiu o método do pirogalol (Marklund
& Marklund, 1974). Os cérebros dos animais foram homogeneizados em PBS
(0.1mol/L, pH 7.4) e centrifugados a 14000 RPM por 30 minutos a 4°C. O

sobrenadante, tampéo fosfato de potassio (50 mM, pH 8.2) e pirogalol foram
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transferidos para uma microplaca e misturados por 5 minutos. As leituras foram feitas
a 37°C, 420 nm em leitor de microplacas. Os dados foram expressos em nMol/g
proteina.

Realizamos também a quantificagéo de citocinas pré (IL1pB, IL-6, TNFa) e anti-
inflamatédrias (IL-10) como método para andlise da inflamacéo local desenvolvida
durante a isquemia (Mecca et al.,, 2011) por meio do protocolo de ELISA (IL1j3
RABO0275; IL-6 RAB0309; TNFa RAB0477; 1L-10 RAB0245, Sigma). Resumidamente,
nesse protocolo os cérebros dos animais do grupo crénico foram homogeneizados
em PBS e centrifugados 14000 RPM por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
adicionado as placas de 96 pocos especificas de cada citocina juntamente com a
solucdo padrdo. Em seguida as placas foram incubadas por 2h ou overnight com
agitacdo constante. Apos periodo de incubacéo, os pogos foram lavados com solucao
de lavagem seguida da adicdo do anticorpo de deteccédo e incubacéo por 1 hora. Em
seguida, os pocos foram mais uma vez lavados e foi adicionada a solugcdo com
estreptavidina com incubacdo de 45 minutos. Apés incubacdo, os pocos foram
lavados e foi adicionada a solu¢gdo com o substrato TMB (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina)
seguida de incubacéao por 30 minutos. Por fim, foi adicionada a solucéo de parada e
foi feita leitura da absorbéancia a 450 nm (todas as solucdes utilizadas pertenciam ao
kit correspondente de cada citocina). Os dados foram expressos em CONC

pg/proteina.

4.9 Imunofluorescéncia

Para andlise qualitativa da interacdo dos lipossomas com as células do tecido
cerebral (neurdnios, glia e astrocitos) nos grupos isquemiados e SHAM, foi realizada
a técnica de imunofluorescéncia pelo método free floating. As amostras foram obtidas
de 11 animais, divididos nos grupos MCAO Ang-(1-7) lipo (n=6) e SHAM Ang-(1-7)
lipo (n=5). Todos os animais foram submetidos a perfusdo intracardiaca, conforme
descrito anteriormente, e seus cérebros foram armazenados em solucdo de sacarose
30% apos fixacdo em PFA 4% por 24h. Cortes coronais da regido do cérebro mais
afetada pela isquemia (final do cértex pré-frontal, estriado e inicio hipocampo), com
espessura de 40 ym, foram obtidos por meio da seccédo do tecido em criostato (Leica
CM 1860). As fatias foram imersas em solucéo crioprotetora em placas contendo 96

pocos, sendo colocadas 6-10 fatias em cada poco, e armazenadas a -20°C.
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Foram selecionadas 4-6 fatias de cada animal, sendo algumas dessas fatias
somente de cortex e estriado e algumas contendo cértex, estriado e hipocampo. As
fatias selecionadas de cada animal (6 do grupo isquemia e 5 do grupo sham) foram
distribuidas em placas de 24 pocos onde a imunofluorescéncia foi realizada. Os
tecidos foram lavados em PBS-T 2 vezes por 5 minutos. Em seguida, as fatias tiveram
seus sitios imunorreativos inespecificos bloqueados por soro normal de cabra (NGS)
(NeuN e GFAP) ou coelho (IBA) diluido a 5% em PBS-T por 1h a temperatura
ambiente. As secc¢Oes cerebrais foram incubadas por 48h a 4°C com o anticorpo
primario NeuN (neurénios - 1:800), GFAP (astrocitos - 1:1000) ou IBA (micrdglia -
1:1000) diluido em PBS-T + NGS ou soro de coelho 5%.

ApoOs incubacao, as fatias foram lavadas 3x em PBS e, em seguida, os cortes
foram incubados por 1h30 a temperatura ambiente com o anticorpo secundario IgG
anti-camundongo (NeuN), anti-coelho (GFAP) ou anti-cabra (IBA) conjugados ao
Alexa Fluor 488 (1:1000) diluido em PBS-T + NGS ou soro de coelho 5%. Em seguida,
os cortes foram lavados 3x por 5 minutos em PBS.

Finalmente, os cortes foram incubados com o marcador DAPI (1:10000) diluido
em PBS por 5 min para evidenciar o nucleo celular. Todas as fatias incluidas neste
estudo foram simultaneamente submetidas aos passos citados, evitando possiveis
perturbacdes ao método. As laminas foram montadas para a analise em microscopio
de fluorescéncia utilizando-se o0 meio de montagem aquoso nao-fluorescente
Hydromount (National Diagnostics). Estas foram armazenadas fora do alcance da luz
a 4°C.

4.9.1 Obtencao das imagens de imunofluorescéncia
Para as andlises da imunofluorescéncia, fotos das regides do cortex, estriado e
hipocampo de ambos os grupos (MCAO Ang-(1-7) lipo e Sham Ang-(1-7) lipo) foram
adquiridas na objetiva de 10X no microscoépio de fluorescéncia AXIO IMAGER M2®.
Para obtencado das imagens, os parametros de aquisicéo (tempo de exposicao,
ganho digital, brilho e contraste) foram definidos e padronizados para obter uma faixa
ampla da intensidade do sinal. Tais parametros foram estabelecidos utilizando
amostras sobressalentes, ndo interferindo na aquisicdo do sinal nas amostras
experimentais, e mantidos ao longo da aquisi¢cao de todas as imagens. As imagens

capturadas foram salvas em formato JPEG 16-bit.
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4.10 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como médiatDP ou medianatlQ. A estatistica foi
feita utilizando o software GraphPad Prisma (7 GraphPad Software) e SPSS verséo
18.0. Considerando a distribuicdo de normalidade dos grupos experimentais foram
realizados testes paramétricos ou ndo paramétricos. Para as medidas de volume de
infarto (agudo), peso dos animais e escore neuroldgico utilizou-se ANOVA de dois
fatores (SHAM vs MCAO e diferentes tratamentos), post hoc Tukey. Para as medidas
de escore neurolégico ndo paramétricas foi utilizado o teste de Mann Whitney (MCAO
salina vs MCAO Ang-(1-7) lipo). Para as analises bioquimicas e volume de infarto
(crénico) foi utilizado ANOVA de uma via (diferentes tratamentos), post hoc Tukey e

Bonferroni. Foram considerados significativos valores p<0.05.

5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo dos lipossomas quanto ao tamanho e a taxa de
encapsulacéao

Todos os lipossomas utilizados foram analisados quanto ao seu tamanho,
indice de polidispersao (PDI) e carga. A média do tamanho dos lipossomas vazios foi
de 115.7+6.1 nm enquanto a dos lipossomas com Ang-(1-7) foi de 116.5+11.4 nm. O
PDI dos lipossomas vazios foi de 0.07+£0.04 e o dos lipossomas com Ang-(1-7) foi de
0.06x0.02. E por fim, o potencial Zeta, que indica a carga superficial detectada, nos
lipossomas vazios foi de -2.1+1.9 mV e nos lipossomas com Ang-(1-7) foi de -2.6£1.7
mV, tabela 3.

Tabela 3: Caracterizacéo de lipossomas vazios e lipossomas incorporando Ang-(1-7).

DIAMETRO iNDICE DE POTENCIAL ZETA
HIDRODINAMICO (NM) POLIDISPERSAO (MV)
LIPO VAZIO 115.7+6.13 nm 0.07+0.04 -2.1+1.87 mV

LIPO ANG-(1-7) | 116.5+11.36 nm 0.06+0.02 -2.6x£1.66 mV
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Além disso, determinamos também a concentragdo da Ang-(1-7) nos
lipossomas e a taxa de encapsulacdo do peptideo. Obtivemos uma concentragéo de
0.078 = 0.009 mg/mL na suspensao, o que corresponde a uma taxa de encapsulacao
de 7.1% nos lipossomas.

5.2 Protocolo agudo nos animais MCAO/Sham

O protocolo agudo, caracterizado pela administracdo dos diferentes
tratamentos imediatamente ap6s a reperfusdo, foi um dos esquemas terapéuticos
escolhidos para realizacéo deste trabalho. Esse tratamento pode ser dividido em dois
grupos. O primeiro grupo foi tratado imediatamente apds a cirurgia, avaliado
funcionalmente por meio de um escore neuroldgico e sacrificado 24h apds a isquemia
para retirada dos cérebros e realizacdo da coloracdo do TTC (Sham n=5; MCAO
salina n=9; MCAO lipo n=10; MCAO Ang-(1-7) lipo n=6; MCAO Ang-(1-7) n=7). O
segundo grupo recebeu como tratamento somente Lipo Ang-(1-7) e ndo passou pela
avaliacdo do escore neurolégico, mas 24h apos a isquemia ele foi submetido a
perfusdo intracardiaca com PBS e PFA 2%. Os cérebros foram retirados e fatiados
para realizacédo da imunofluorescéncia.

A coloracéo do TTC indica o volume de infarto sofrido apds a isquemia e esse
volume foi avaliado para os animais que sofreram isquemia e para o grupo sham. Os
animais do grupo sham, como esperado, nao tiveram isquemia, portanto
apresentando um volume de infarto igual a zero. Entre o grupo dos animais
isquemiados o grupo MCAO salina (46.79+6.92, n=9) e MCAO Ang-(1-7) (39.8+9.84,
n=6) livre foram os que apresentaram o0s maiores volumes de infarto ndo sendo
significativamente diferentes entre eles, como mostrado na figura 13, parte A. Ja era
esperado o alto volume de infarto do grupo salina uma vez que esse grupo nao
recebeu nenhum tratamento. Mas o alto valor de volume de infarto do grupo MCAO
Ang-(1-7) confirma que esse peptideo, uma vez injetado livre diretamente na corrente
sanguinea, € rapidamente degradado ndo exercendo seu potencial efeito como
agente neuroprotetor.

Quando analisamos os grupos tratados com lipossomas vazios (MCAO Lipo
vazio) e lipossomas com Ang-(1-7) (MCAO Ang-(1-7) lipo) obtivemos um volume de
infarto significativamente menor para 0s animais tratados com lipossomas vazios,

gquando comparados com o grupo salina e com o grupo MCAO Ang-(1-7) livre
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(31.33+5.65 vs 46.79+6.92 e 39.8+9.84). Mas apesar do grupo lipossoma vazio ja ter
apresentado reduzido volume de infarto quando analisamos o grupo MCAO Ang-(1-
7) lipo foi possivel observar uma reducdo de mais de 50% no volume de infarto
guando comparado com 0s grupos salina e Ang-(1-7) (13.92+4.98 vs 46.79+6.92 e
39.8+9.84) mostrando a eficacia desse sistema nanocarreador com Ang-(1-7) em
proteger o cérebro contra os danos isquémicos.

Além disso, os animais também foram avaliados quanto ao seu desempenho
funcional por meio da realizacdo de um escore neuroldgico (Sham salina n=6; Sham
Lipo n=4; Sham Ang-(1-7) lipo n=6, Sham Ang-(1-7) n=6; MCAO salina n=9; MCAO
lipo n=11; MCAO Ang-(1-7) lipo n=13; MCAO Ang-(1-7) n=7). O escore utilizado foi 0
MNSS para analise do efeito dos tratamentos no desempenho motor e sensorial dos
animais. Quando analisamos os resultados do escore, parte B da figura 13,
conseguimos perceber que diferente do observado no volume de infarto somente os
animais tratados com MCAO Ang-(1-7) lipo (7.61+£2.06, n=13) tiveram melhor
desempenho, e os grupos tratados com MCAO Lipo vazio (8.90+1.45. n=11) e com
MCAO Ang-(1-7) livre (8.57+1.27, n=7) apresentaram escore semelhante aos do
grupo controle (10.33+1.41, n=9).
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Figura 13: Grafico do volume de infarto e escore neuroldgico 24h apos cirurgia de MCAO e tratamento.
A figura mostra tanto o volume de infarto e imagens representativas da coloracdo de TTC realizada
para quantificacdo desse volume (A) nos diferentes grupos de tratamento (Sham n=5; MCAO salina
n=9; MCAO lipo n=10; MCAO Ang-(1-7) lipo n=6; MCAO Ang-(1-7) n=7). Também é mostrado o escore
neuroldgico dos animais 24h apos a cirurgia (B) (Sham salina n=6; Sham Lipo n=4; Sham Ang-(1-7)
lipo n=6, Sham Ang-(1-7) n=6; MCAO salina n=9; MCAO lipo n=11; MCAO Ang-(1-7) lipo n=13; MCAO
Ang-(1-7) n=7). Os valores sdo expressos em médiatdesvio padrdo. Two-way anova post hoc Tukey,
*ikn<(0.0001.
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5.3 Protocolo crénico dos animais MCAO/Sham
Além do esquema terapéutico imediatamente apdés a cirurgia também foi
realizado o tratamento 48h apds a cirurgia, uma vez gue poucos pacientes

conseguem detectar a ocorréncia da isquemia e chegar a tempo em um hospital para
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seu tratamento é importante a analise de tratamentos mais tardios. Para esse grupo,
portanto, realizamos o tratamento com Ang-(1-7) Lipo imediatamente e 48h apdés a
cirurgia (Sham n=5; MCAO salina n=9; MCAo Ang-(1-7) lipo n=4; MCAO Ang-(1-7)
lipo 48h n=6). Além disso, esses animais foram acompanhados por 7 dias durante o0s
guais todos eles foram pesados e tiveram seu desempenho funcional avaliado por
meio do escore neuroldgico, por isso esse protocolo foi chamado de crénico. Ao final
dos 7 dias os animais foram levados para um equipamento de ressonancia magnética
para deteccdo do volume de infarto e, por fim, os cérebros foram retirados para
analises bioquimicas.

O grafico 14 mostra a analise do peso desses animais ao longo dos dias. E o
gue podemos ver detalhado neste gréafico é que no dia seguinte a cirurgia (dia 1) todos
0S grupos apresentam uma queda no peso e que nenhum dos grupos consegue
recuperar seu peso inicial de antes da cirurgia (dia 0) apés os 7 dias. Mas com o
passar dos dias, principalmente a partir do dia 4, o grupo Sham (27.8+3.11, n=5) e o
grupo MCAO Ang-(1-7) lipo 48h (26+£3.03, n=6) apresentam aumento de peso
significativo, se distinguindo dos grupos MCAO salina (23.55+2.84, n=9) e MCAO
Ang-(1-7) lipo (23.75+3.4, n=4). Apesar de esperado, essa melhora consideravel nédo

foi observada no grupo MCAO Ang-(1-7) lipo.
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Figura 14: Gréfico da média dos pesos de todos os animais de todos 0s grupos experimentais que
foram acompanhados por 7 dias ap0s a cirurgia de MCAO. A figura mostra os pesos dos animais do
grupo Sham e dos grupos MCAO que receberam somente salina e os que foram tratados com lipo
Ang-(1-7) imediatamente e 48h ap0s a cirurgia ao longo dos 7 dias ap0s a realizagdo do MCAO (Sham
n=5; MCAO salina n=9; MCAo Ang-(1-7) lipo n=4; MCAO Ang-(1-7) lipo 48h n=6). Os valores séo
expressos em médiatdesvio padrdo. Two-way anova post hoc Tukey, *p<0.05, #p<0.01, &p<0.001
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A partir da analise do volume de infarto obtido pela iRMN foi possivel observar
gue o grupo tratado com Ang-(1-7) lipo apresentou reducdo de mais de 50% no
volume de infarto (5.55+1.78, n=4) quando comparado com o0 grupo nédo tratado
(17.08+3.16, n=9), (figura 15). Isso corrobora com os resultados ja encontrados
anteriormente neste trabalho. Além disso, como representado no gréafico da figura 15B
0 grupo que recebeu o tratamento 48h apds a cirurgia também teve uma reducao
significativa do seu volume de infarto (6.04+4.63, n=6) quando comparado com o
grupo néao tratado (17.08+3.16, n=9). Isso mostra a eficacia do tratamento em um

momento mais tardio.
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Figura 15: Gréfico do volume de infarto e volume total do cérebro dos animais acompanhados

cronicamente. Nos graficos podemos observar os grupos que passaram pelo MCAO e receberam como

tratamento somente salina, 0s grupos que passaram pelo MCAO e receberam lipossomas com Ang-

(1-7) imediatamente apds a cirurgia (Ang-(1-7) lipo), e os grupos que receberam lipossomas com Ang-

(1-7) 48h apos a cirurgia (Ang-(1-7) lipo 48h). A figura mostra as imagens dos volumes de infarto totais

obtidas por ressonancia magnética (A) e sua respectiva quantificacédo (B). Também podemos observar

os volumes de infarto proporcionais de cada hemisfério (direito D e esquerdo E) cerebral (C) e o volume

total dos cérebros (D) utilizados nos experimentos. Sham n=5; MCAO salina n=9; MCAo Ang-(1-7) lipo

n=4; MCAO Ang-(1-7) lipo 48h n=6. Os valores séo expressos em médiatdesvio padrdo. One-way e

two-way anova post hoc Bonferroni, ***p<0.0001, #p<0.05 comparado com sham.
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Além da analise do volume de infarto, também foi quantificada a porcentagem

do volume de infarto por hemisfério e o volume total cerebral em cada grupo 7 dias

apos a isquemia. Pela andlise por hemisfério, grafico 15C, € possivel observar que o
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volume de infarto tanto do grupo Ang-(1-7) lipo (10.45+£3.50, n=4) quanto do grupo
Ang-(1-7) lipo 48h (11.23+8.54, n=6) reduziu significativamente quando comparado
ao grupo ndo tratado (31.81+5.09, n=9). E a andlise do volume total cerebral de todos
0S grupos mostrou que, 7 dias ap0s a isquemia ndo ha diferenca significativa de
volume entre os cérebros dos grupos experimentais, figura 15D.

Também foi realizada andlise do volume de infarto ao longo das fatias
cerebrais dos grupos tratados com Ang-(1-7) lipo e com Ang-(1-7) lipo 48h comparado
com o grupo salina. E a primeira vez que é mostrada essa ac¢éo da Ang-(1-7) ao longo
das fatias e com isso conseguimos perceber que o tratamento com a Ang-(1-7)
encapsulada nos lipossomas além de reduzir o volume de infarto em cada fatia como
jA esperado, também reduziu o dano nas regifes mais rostrais e ventrais como as
fatias 6, 7 e 12 a 16, para o Ang-(1-7) lipo e as fatias 6 e 13 a 16 para o Ang-(1-7) lipo
48h que apresentaram menor volume de infarto quando comparado com o0 grupo

salina (figura 16).

Figura 16: Grafico do volume de infarto distribuido ao longo das fatias cerebrais em todos os grupos
MCAO. Na figura vemos todas as 16 fatias que foram escaneadas durante a imagem de ressonancia
magnética e logo abaixo os graficos com a quantificacdo dos volumes de infarto correspondentes a
cada fatia nos grupos MCAO salina, Ang-(1-7) lipo e Ang-(1-7) lipo 48h. Sham n=5; MCAO salina n=9;
MCAo0 Ang-(1-7) lipo n=4; MCAO Ang-(1-7) lipo 48h n=6. Os valores sdo expressos em médiatdesvio

padrdo. One-way anova, post hoc Bonferroni, **p<0.01, ****p<0.0001.
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Por fim, esses animais também foram avaliados quanto ao seu desempenho

funcional por meio do mesmo escore utilizado nos grupos de acompanhamento
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agudo. Esse escore foi realizado imediatamente e 7 dias apds a cirurgia. E como pode
ser observado na figura 17A o que ja havia sido visto na figura 13B foi reproduzido,
ou seja, os animais tratados com Ang-(1-7) lipo apresentaram significativamente
melhor desempenho (mediana 8, n=4) quando comparado com 0s animais do grupo
MCAO salina (mediana 10, n=10). Quando olhamos para o grafico 17B que mostra
os valores dos escores 7 dias apds a cirurgia vemos que ha uma melhora tanto do
grupo MCAO salina (mediana 5, n=10) quanto do grupo MCAO Ang-(1-7) lipo
(mediana 3, =4), mas também podemos observar que o grupo MCAO Ang-(1-7) lipo
teve desempenho melhor que o grupo MCAO salina com valor de p préximo a 0.05,
indicando que a melhora funcional vista 24h ap6s a isquemia também pode ser
observada apoés os 7 dias de cirurgia.

Ja quando analisamos o grupo MCAO Ang-(1-7) lipo 48h (mediana 10.5 24h;
mediana 5.5 7 dias, n=6) ndo vemos nenhuma diferenca quando comparado com o
grupo salina nem 24h e nem 7 dias depois. Ja era de se esperar ndo encontrarmos
diferenca 24h depois uma vez que nesse momento 0s animais ainda nao tinham
recebido o tratamento (que foi dado 48h depois da cirurgia) e, portanto, deveriam
apresentar valores semelhantes aos do grupo salina. No entanto, o fato de nao termos
encontrado diferenca ap0s 7 dias pode indicar uma reducao na eficacia funcional do

tratamento tardio.
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Figura 17: Escore neurologico dos animais acompanhados por 7 dias apds a cirurgia de isquemia.
Nos gréaficos temos o valor dos escores tanto 24h apds a cirurgia como 7 dias apds a cirurgia para 0s
grupos MCAO salina. MCAO Ang-(1-7) lipo e MCAO Ang-(1-7) lipo 48h. MCAO salina n=10; MCAo0
Ang-(1-7) lipo n=4; MCAO Ang-(1-7) lipo 48h n=6. Os valores sdo expressos em mediana. Mann
Whitney, *p<0.05.
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5.4 Analises Bioquimicas

Apés a realizacdo das imagens de ressonancia magnética os animais foram
sacrificados e seus cérebros coletados para a realizacdo das analises de estresse
oxidativo e de citocinas inflamatorias, portanto, essas andlises foram realizadas em
cérebros de 7 dias ap0s a cirurgia.

Como ja vem sendo amplamente descrito na literatura, a cascata de eventos
gue ocorre durante a isquemia e reperfusdo € caracterizada por ampla producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) levando ao estresse oxidativo, e também por
liberacdo de citocinas inflamatérias gerando um processo de inflamacéao local (Bruch
et al., 2019). Por isso, optamos por realizar a quantificacdo de malondialdeido (MDA),
produto da lipoperoxidacdo causada por ROS e indicativo de estresse oxidativo, por

meio do TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbittrico). E também da SOD
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(superéxido dismutase) enzima que elimina radicais livres sendo também um
indicativo de estresse oxidativo. Analisando o gréfico A da figura 18 de TBARS
percebemos um aumento na quantidade de proteina para o grupo salina (979+666.8
n=11) quando comparado com 0s outros grupos (Sham 449,4+12 n=5; Ang-(1-7) lipo
519+231.9 n=4; Ang-(1-7) lipo 48h: 787.7+585.6 n=6), e também percebemos que o
grupo Ang-(1-7) lipo apresentou valor proximo aos do grupo sham, contudo como o
desvio padrao também foi alto ndo foi detectada nenhuma diferenca significativa entre
os grupos. No gréafico B da mesma figura, percebemos o0 mesmo padrao do gréafico A,
(apesar de ser esperado o oposto) com os valores de proteina para o grupo Sham
(0.2298+0.012, n=5) e para o grupo Ang-(1-7) lipo (0.2625+0.053, n=4) similares e os
valores do grupo Salina (0.3069+0.042, n=11) e Ang-(1-7) lipo 48h (0.3038+0.059,
n=6) mais altos. Mas ainda assim nao foi possivel detectar diferenca significativa entre

0S grupos.

Figura 18: Gréfico da andlise de estresse oxidativo no hemisfério isquémico 7 dias ap6s o tratamento.
Nos gréficos podemos observar os grupos que passaram pelo MCAO e receberam como tratamento
somente salina, 0s grupos que passaram pelo MCAO e receberam lipossomas com Ang-(1-7)
imediatamente apés a cirurgia (Ang-(1-7) lipo), e os grupos que receberam lipossomas com Ang-(1-7)
48h apds a cirurgia (Ang-(1-7) lipo 48h). Sham n=5; MCAO salina n=11; MCAo Ang-(1-7) lipo n=4;
MCAO Ang-(1-7) lipo 48h n=6. Os valores sdo expressos em meédiatdesvio padrdo. Tanto no grafico
de TBARS quanto no da SOD néo houve diferenga entre os diferentes tratamentos. One-way anova,
pos hoc Tukey.

A TBARS B SOD

30001 0.5

2000

1000
0o L]
H 0.1
’l‘.- &
0.0

Sham Saline Ang-(1-7)lipo Ang-(1-7) lipo 48h Sham Saline Ang-(1-7) lipo Ang-(1-7) lipo 48h

nMol/g protein
nMol/g protein

MCAO MCAO

Durante a cascata de dano celular proporcionada pela isquemia e reperfusao,
também ocorre a liberacdo de citocinas pré e anti-inflamatérias, com esse processo

inflamatorio tendo inicio algumas horas apds a isquemia e podendo durar semanas.

Por isso, optamos também por quantificar algumas citocinas pré-inflamatérias (IL1B,
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IL-6, TNFa) e uma anti-inflamatéria (IL-10). O gréfico A da figura 19 mostra valores
de IL1B para todos os grupos muito similares (Sham 33.19+16.78 n=5; Salina
39.35£18.94 n=11; Ang-(1-7) lipo 39.01+6.75 n=4; Ang-(1-7) lipo 48h 40.98+25.1 n=6)
ndo havendo diferenca estatistica entre esses valores. O gréafico B da mesma figura
mostra um aumento no valor de IL-6 para o grupo Salina (15.78+6.07, n=11) quando
comparado com o grupo Sham (8.49+2.24, n=6), mas 0s grupos tratados né&o
apresentaram reducéo significativa nesses valores (Ang-(1-7) lipo 12.93+4.11, n=4),
sendo que o grupo Ang-(1-7) lipo 48h apresentou pequeno aumento no valor de IL-6
(16.83+6.95, n=6). Mais uma vez, ndo foi observada nenhuma diferenca entre os
niveis dessas citocinas nos grupos tratados com lipossomas contendo Ang-(1-7)
guando comparados com os grupos salina e sham. O gréfico C da figura 19 mostra
os valores para TNFa. Nesse caso, os valores do grupo Sham (148.4+80.09, n=5) e
Ang-(1-7) lipo 48h (148.8+35.22, n=6) foram 0os menores, havendo aumento no grupo
Salina (161.5+37.68, n=11) e no grupo Ang-(1-7) lipo (154.5+£10.08, n=4), mas ainda
assim nao houve diferencga significativa entre os grupos. E por fim, o grafico D mostra
os valores para a citocina anti-inflamatério IL-10 que estavam mais altos nos grupos
Sham (241.5+73.18, n=5) e Salina (262.3£76.49, n=11) quando comparados com 0s
grupos Ang-(1-7) lipo (222.4+40.06, n=4) e Ang-(1-7) lipo 48h (200.3+80.88, n=6).
Mais uma vez, no entanto, nao foi observada diferenca estatistica significativa entre

esses grupos.
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Figura 19: Gréfico da andlise de citocinas pré (IL1B, IL-6, TNFQ) e anti-inflamatérias (IL-10) no
hemisfério isquémico 7 dias apos o tratamento.

Nos graficos podemos observar os grupos que passaram pelo MCAO e receberam como tratamento
somente salina, 0s grupos que passaram pelo MCAO e receberam lipossomas com Ang-(1-7)
imediatamente ap6s a cirurgia (Ang-(1-7) lipo), e os grupos que receberam lipossomas com Ang-(1-7)
48h ap6s a cirurgia (Ang-(1-7) lipo 48h). Sham n=5; MCAO salina n=11; MCAo Ang-(1-7) lipo n=4;
MCAO Ang-(1-7) lipo 48h n=6. Os valores s@o expressos em meédiatdesvio padrdo. Em nenhum dos

graficos houve diferenca estatistica entre os tratamentos. One-way anova, pos hoc Tukey.
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5.5 Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia foi realizada como forma de analise da interacdo dos
lipossomas com as células cerebrais. Para essa avaliacdo os animais do grupo que
foi submetido ao protocolo agudo foram perfundidos tendo seus cérebros retirados e
fatiados em Criostato (Sham Ang-(1-7) lipo n=5; MCAO Ang-(1-7) lipo n=6). Para
analise da interacdo foram escolhidos os neurénios, astrocitos e microglias como as
células cerebrais de interesse e, como areas cerebrais, o coértex, hipocampo e
estriado. Como pode ser observado na figura 20, tanto no grupo isquemiado quanto
no grupo sham é possivel observar a presenca de lipossomas nas trés estruturas
(cortex, estriado e hipocampo).

A analise qualitativa dessas imagens nos permite concluir gue, nos animais

isquemiados, a presenca dos lipossomas € mais intensa do que no grupo sham. Nao
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h& diferenca aparente na quantidade de lipossomas presentes nas estruturas de
cortex, estriado e hipocampo. Contudo, ainda assim os animais sham também
apresentaram lipossomas nas suas fatias mostrando que a nanoparticula com a
substancia ativa Ang-(1-7) foi capaz de chegar ao cérebro tanto de animais

isquemiados quanto de animais sham.
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Figura 20: Grafico da andlise qualitativa da imunofluorescéncia no cérebro de animais que passaram
por cirurgia de MCAO/Sham e foram tratados com Ang-(1-7) lipo imediatamente apds a cirurgia. As
imagens sao do coértex, hipocampo e estriado 24h apds a cirurgia. Em vermelho vemos a marcagéo
dos lipossomas, em verde as marcacOes das células cerebrais (astrdcitos, neurdnios e micréglia) e em
azul DAPI. Sham Ang-(1-7) lipo n=5; MCAO Ang-(1-7) lipo n=6.
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Um fato que chamou a atencédo foi a baixa ou quase nula colocaliza¢do entre

os lipossomas e as células cerebrais marcadas (neurbnios, astrécitos e micrdoglias).
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E o que foi bem caracteristico ao se observar as imagens das fatias tanto do grupo
MCAOQO quanto do grupo Sham é que os lipossomas estao distribuidos de forma a
sugerir uma delimitacdo dos vasos sanguineos. Isso pode ser um indicativo de que
grande parte dos lipossomas interagiu majoritariamente com as células endoteliais
dos capilares sanguineos da BHE. E, por isso, a baixa colocalizagdo com as células
do tecido cerebral.

6 DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo dos lipossomas quanto ao tamanho e a taxa de
encapsulacéao

Os lipossomas utilizados nesse trabalho tiveram um diadmetro hidrodinamico
em torno de 116 nm, uma média de PDI de 0.065 e potencial zeta em torno de -2.4
mV (tabela 3). Como ja é bem demonstrado na literatura, lipossomas com diametro
pequeno, em torno de 100 nm, possuem tempo de circulacdo prolongado no sangue
(L. Chen & Gao, 2017; Dinda & Pattnaik, 2013) e elevada capacidade de atravessar
a BHE (Fukuta et al., 2016). Como nosso intuito era a passagem pela BHE e chegada
a regido isquémica optamos pela sintese de lipossomas de diametro em torno de 100
nm. Além disso, também foi feita a sintese de lipossomas PEGuilados que, como
discutido anteriormente, possuem maior tempo de circulacdo quando comparados
com 0s convencionais.

O PDI é um indice que indica a homogeneidade do tamanho dos lipossomas
presentes na disperséo analisada e ja € bem estabelecido que um valor abaixo de 0,3
indica alta homogeneidade e abaixo de 0,1 uma populacéo unica e monodispersa (D.
G. Hunter & Frisken, 1998). Como ambas as dispersdes (lipo vazio e lipo Ang-(1-7))
apresentaram PDI abaixo de 0,1 (aproximadamente 0.06), isso indica que as
dispersfes utilizadas foram populacdes monodispersas de lipossomas. Esse nivel de
homogeneidade é interessante, uma vez que, como ja evidenciado, o tamanho das
vesiculas pode influenciar na sua farmacodinamica e conseguentemente no seu
efeito. Como no caso deste trabalho, o objetivo principal era o tratamento do AVE, e
para que isso aconteca os lipossomas precisam chegar ao tecido cerebral, trabalhar

com vesiculas homogéneas também significa potencializar a acdo conjunta dessas
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vesiculas, desempenhando o mesmo papel e assim produzindo um efeito mais eficaz,
como o que foi visto no trabalho.

A eficacia de lipossomas carregados para tratamentos de doencgas do SNC, no
entanto, € um pouco contraditéria. E intuitivo pensar que lipossomas cationicos seriam
mais indicados para atravessar a BHE devido a sua interacdo com proteinas
negativas presentes nas membranas das células endoteliais dos capilares
sanguineos. E, como ja foi citado, alguns trabalhos mostram o uso desses lipossomas
para tratamento de doencas do SNC (Helm & Fricker, 2015).

Contudo, trabalhos como o de Campos-Martorell (Campos-Martorell et al., 2016)
mostram o0 uso de lipossomas neutros e anibnicos como 0S Mais propensos a se
concentrarem na regido isquémica apés o AVE. Além disso, Knudsen e
colaboradores, ao compararem os efeitos toxicologicos da administracdo intravenosa
e intracerebroventricular de lipossomas catidnicos e anidnicos, e mostraram que 0s
lipossomas catibnicos causaram maiores alteracbes toxicologicas quando
comparados com os anionicos (Knudsen et al., 2014).

Portanto, ainda ndo ha um senso comum sobre qual seria o melhor tipo de
lipossoma carregado para uso no SNC. Devido a essa falta de consenso, neste
trabalho foi escolhida a realizacdo de lipossomas com carga elétrica superficial
préoxima a zero caracterizando um lipossoma neutro. E como podemos observar pelos
resultados os lipossomas obtidos apresentaram uma carga aproximada de -2.4 mV
préxima de zero podendo ser considerados lipossomas neutros.

Além disso, determinamos também a concentracdo da Ang-(1-7) nos lipossomas
e a taxa de encapsulagéo do peptideo. Obtivemos uma concentracao de Ang-(1-7) de
0.078 mg/mL na suspensao, e uma taxa de encapsulacdo de 7.1% nos lipossomas.
O protocolo de preparacao da formulacdo de Ang-(1-7) com lipossomas foi realizado
de acordo com Silva-Barcellos e colaboradores (Silva-Barcellos et al., 2001, p.) que
obtiveram uma taxa de 15% para lipossomas de 200 nm. Como no nosso trabalho
utilizamos lipossomas de 100 nm a reducédo no tamanho pode explicar a reducéo na
taxa de encapsulacdo. Apesar de ser uma taxa baixa, a administracdo desses
lipossomas foi capaz de chegar ao cérebro e tratar os animais submetidos a oclusao

da artéria cerebral média.
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6.2 Protocolo agudo dos animais MCAO/Sham

Como foi demonstrado pelos resultados dos animais do grupo que passou pelo
protocolo agudo, o lipossoma encapsulado com Ang-(1-7) foi o mais eficaz na reducéo
do volume de infarto, mas o grupo que recebeu somente lipossomas vazios também
apresentou uma reducdo no volume de infarto. O trabalho de Partoazar e
colaboradores (Partoazar et al., 2017) também mostrou que lipossomas vazios foram
capazes de reduzir o volume de infarto de animais devido a presenca de lipidios com
caracteristicas antioxidantes na membrana dos lipossomas. Isso pode explicar o
resultado visto em nosso trabalho, mas mesmo apresentando essa reducao
significativa do volume de infarto somente o lipossoma carregado com Ang-(1-7) foi
capaz de reduzir mais de 50% do volume de infarto quando comparado com 0s grupos
salina e o grupo que recebeu somente Ang-(1-7) livre.

Mecca e colaboradores (Mecca et al., 2011) foram o primeiro grupo a tratar ratos
com Ang-(1-7) para tratamento de AVE. No caso deste trabalho, a Ang-(1-7) foi
administrada anteriormente a ocorréncia do AVE e diretamente no cérebro por meio
de uma minibomba de infusdo permitindo constante entrega do farmaco na regido de
interesse. Esse trabalho foi muito importante para mostrar o potencial da Ang-(1-7)
no tratamento do AVE, mas uma terapia preventiva e ainda invasiva ndo é a melhor
opc¢ao no caso da isquemia.

Apoés esse trabalho, outros foram publicados com a utilizacdo de ratos e
tratamento pos-isquemia com Ang-(1-7). Em 2018 Bennion e colaboradores (Bennion
et al.,, 2018) utilizaram Ang-(1-7) acoplada a ciclodextrina, uma alternativa para
aumentar o tempo de circulacdo desse peptideo. Neste trabalho, para avaliacdo da
acao neuroprotetora da Ang-(1-7) no AVE, o tratamento foi feito via oral em 3 ou 4
momentos diferentes (90 minutos, 4 horas, 1 e 2 dias ap0s a isquemia — 125/250
Mg/kg). Os ratos receberam, portanto, um total de aproximadamente 112,5 ug ou 150
Mg de Ang-(1-7) ao final do tratamento, e os resultados mostraram a reducédo do
volume de infarto e melhora funcional do animal.

Em 2019 Arroja e colaboradores (Arroja et al., 2019) também utilizaram Ang-(1-
7) pos-isquemia para avaliar sua acéo no tratamento do AVE. Neste trabalho como a
Ang-(1-7) foi administrada na sua forma livre a via escolhida foi a
intracerebroventricular com a utilizacdo de uma minibomba de infusdo com entrega

de 1uL de Ang-(1-7) por hora (1.1 nmol). Esse trabalho também mostrou reducéo no
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volume de infarto. E em 2020, Kuipers e colaboradores (Kuipers et al., 2020)
utilizaram uma formulagdo de Ang-(1-7) ciclica (angiotensina estabilizada com
lantionina) para tratamento do AVE. Neste trabalho a Ang-(1-7) foi injetada via
subcutanea ou por meio de uma bomba de infusdo. O tratamento foi feito 24h apds a
isquemia por 28 dias a uma dose de 500ug/kg/dia. Nesse caso, os ratos ao final do
tratamento receberam 4200ug de Ang-(1-7) e apresentaram melhora funcional.

Portanto, o potencial neuroprotetor da Ang-(1-7) no AVE vém sendo amplamente
confirmado e corroborado, mas um fator ainda problematico € o modelo terapéutico.
Como pode ser observado pelos trabalhos anteriores, todos tiveram que utilizar um
esquema terapéutico de mais de uma dose, com vias de administracdo diversas como
intracerebroventricular, subcutanea e oral. E nenhum desses trabalhos apresentou
uma reducao no volume de infarto de 50%. A utilizacdo dos lipossomas se mostrou
bastante eficaz promovendo resultados ainda mais promissores com doses menores
e esquema terapéutico reduzido. Isso foi observado no nosso trabalho, onde os
animais receberam uma unica dose de lipossomas equivalente a 7.8ug (223 pg/kg)
de Ang-(1-7), e essa dose foi capaz de reduzir o volume de infarto em mais de 50%,
além de também promover melhora funcional desses animais.

Essa dose, como pode se observar, € menor que a maioria das outras doses
administradas nos trabalhos anteriores e foi capaz de promover um efeito maior.
Apesar de estarmos utilizando a via intravenosa que € uma via invasiva e limita o uso
do tratamento para nivel hospitalar, esse resultado ja € bastante promissor.

Além disso, como mostrado pelos nossos resultados o tratamento com a
formulacao de lipossomas com Ang-(1-7) em dose reduzida quando comparado com
0S outros grupos tratados (salina, lipo vazio, e Ang-(1-7) livre) foi o Unico capaz de
promover melhora funcional, motora e sensorial dos animais, como mostrado pelo
escore mMNSS. Esse escore proporciona analise mais ampla dos déficits neuroldgicos
apresentando uma escala que permite avaliacdo motora, sensorial e de reflexos do
animal, por isso ele foi escolhido. E apesar de ndo ser uma analise mais especifica
de cada funcéo esse escore € amplamente utilizado na avaliagéo funcional de animais
gue sofreram isquemia cerebral.

O fato de termos mostrado uma melhora significativa dos animais tratados com
Ang-(1-7) lipo, quando comparado com 0s outros grupos, mostra que o aumento da

eficacia da Ang-(1-7) proporcionado pelos lipossomas foi capaz de melhorar ndo sé o
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volume de infarto, mas também o desempenho funcional dos animais. Esse € um
resultado muito importante, uma vez que somente a reducdo no volume de infarto
sem correlagdo com melhora funcional pode indicar um tratamento, de uma maneira
geral, ndo muito promissor, principalmente a nivel translacional. No entanto, como
vimos também essa melhora funcional, isso mostra que o tratamento lipossomal
apresentou vantagens quando comparado aos outros tratamentos sendo uma

estratégia promissora na terapia do AVE.

6.3 Protocolo crénico dos animais MCAO/Sham

Os animais acompanhados de forma cronica foram pesados todos os dias com
o intuito de acompanhar a recuperacéao de cada um deles. E 0 que podemos ver pelos
resultados € que a queda do peso no dia seguinte a cirurgia (dia 1) é algo normal que
acontece inclusive com o grupo Sham uma vez que todos ficam um pouco debilitados
com a propria cirurgia e nenhum dos grupos consegue recuperar seu peso inicial de
antes da cirurgia (dia 0) apos os 7 dias. Mas com o passar dos dias, principalmente a
partir do dia 4, o grupo Sham e o grupo MCAO Ang-(1-7) lipo 48h ja se distinguem
dos grupos MCAO salina e MCAO Ang-(1-7) lipo apresentando certa estabilizacdo do
peso. E interessante ver essa melhora de um dos grupos tratados (MCAO Ang-(1-7)
lipo 48h) quando comparado ao grupo nao tratado (MCAO salina) uma vez que era
esperado que animais menos afetados pela isquemia conseguissem se alimentar
melhor e ter uma melhora de peso quando comparado com 0s grupos mais afetados,
o que foi também observado no grupo Sham. Portanto, também era esperado que o
grupo Ang-(1-7) lipo obtivesse a melhora observada no grupo Ang-(1-7) lipo 48h. O
fato de ndo termos visto essa melhora também no grupo Ang-(1-7) lipo pode ser talvez
explicada pelo pequeno namero de animais (4).

Além, do aumento de eficacia promovido pela utilizacdo dos lipossomas 0 uso
desse sistema permitiu a ampliacdo da janela temporal de atuacdo da Ang-(1-7) no
tratamento do AVE. Como é possivel observar pelos resultados dos animais cronicos,
mais uma vez demonstramos o potencial da Ang-(1-7) lipossomal em reduzir o volume
de infarto quando administrada imediatamente apés a isquemia (tempo zero). Mas
dessa vez, também realizamos o tratamento 48h apds a cirurgia e ele foi tdo eficaz

guanto o realizado no tempo zero.
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Como ja mencionado, em 2019 foi publicado um artigo do grupo do professor
Kostarelos (Al-Ahmady et al., 2019) mostrando que apdés a isquemia ha duas janelas
de tempo nas quais ocorre uma abertura da barreira hematoencefalica (BHE)
aumentando a passagem de lipossomas por ela e entrada no SNC. Uma das janelas
€ bem depois da isquemia, quando h&d aumento da passagem dos lipossomas via
transcitose. E n0s abordamos essa janela nos primeiros grupos (agudo) que fizeram
o tratamento imediatamente apds a cirurgia. E como observamos nos resultados,
esses animais apresentaram reducao no volume de infarto e melhor desempenho no
escore neurologico.

A segunda janela temporal mostrada pelo grupo do prof. Kostarelos foi de 48h
apos a isquemia, correspondendo ha um aumento tanto da passagem via transcitose
mas também a passagem paracelular devido a abertura fisica da BHE. Por isso
resolvemos testar essa janela uma vez que ainda ndo ha registros na literatura de
tratamentos neuroprotetores 2 dias apds a ocorréncia da isquemia. N0OSs0s
resultados, mais uma vez, mostraram uma reducéo significativa do volume de infarto
apos o tratamento. Obtivemos uma reducdo de mais de 50% no volume de infarto
sendo o primeiro trabalho a mostrar que somente uma dose reduzida de Ang-(1-7)
lipossomal 48 horas apo0s a isquemia foi capaz de reduzir consideravelmente o
volume do infarto de animais que passaram por isquemia focal. Isso mostra a eficacia
do tratamento em um momento mais tardio ap0s a isquemia que provavelmente se
deve a essa abertura da BHE com maior entrada de lipossomas no tecido cerebral.
Esse resultado também € bastante interessante uma vez que aumenta a possibilidade
de tratamento para o AVE podendo, em um contexto translacional, tratar um maior
numero de pacientes afetados.

A anélise do volume de infarto de cada hemisfério mostrou o esperado, ou seja,
um maior volume de infarto no hemisfério direito, que foi o afetado pela isquemia,
guando comparado com o esquerdo. E mais uma vez, a reducao significativa do
volume de infarto causada pela formulacédo lipossomal de Ang-(1-7) foi observada.
Com relacédo ao volume total dos cérebros, apesar de haver uma perda de massa
encefalica apds a isquemia devido a morte das células neuronais (Moreau et al., 2012;
Sofroniew & Vinters, 2010), o volume total dos cérebros dos animais nao diferiu entre
0S grupos experimentais ap0s 7 dias da cirurgia. Isso pode ser um indicativo que 7

dias apds a isquemia ja seria um tempo suficiente para certa recuperacéo cerebral



96

ndo sendo possivel detectar mais nenhuma alteracdo no volume dos cérebros dos
animais dos diferentes grupos.

Jé a andlise do volume de infarto ao longo das fatias, também realizado pela
primeira vez, mostra que a acdo da Ang-(1-7) & mais eficaz nas fatias mais rostrais e
ventrais quando comparadas as mais centrais. Como ja citado anteriormente, apés a
ocorréncia da isquemia, duas regides de infarto podem ser classificadas. O core da
lesdo, onde had uma reducdo consideravel no fluxo sanguineo (mais de 80%)
causando a morte rapida das células com poucas chances de recuperacao, e a regiao
da penumbra, onde a reducdo do fluxo sanguineo, apesar de existente, ndo é tao
brusca, devido a presenca de vasos colaterais, o que induz danos, mas que podem
ser revertidos com tratamentos eficazes. Portanto, a regido da penumbra é a area de
interesse de agentes neuroprotetores. Uma vez tratada eficientemente essa regiao
nao evolui para uma area de necrose aumentado a morte celular, o volume de infarto
e perda tecidual e, consequentemente, de funcao.

Os resultados da analise da acdo da Ang-(1-7) ao longo das fatias ao mostrarem
um efeito mais ventral e rostral podem demonstrar essa acdo neuroprotetora na
regido da penumbra proporcionando a sua reducao, restando somente fatias mais
centrais que provavelmente faziam parte do centro do dano e que, portanto, morrem
rapidamente sendo mais dificil de serem recuperadas. E ao compararmos 0s grupos
Ang-(1-7) lipo e Ang-(1-7) lipo 48h podemos observar que o numero de fatias afetadas
no primeiro grupo é menor do que no segundo o que poderia ser previsto uma vez
gue o segundo grupo s6 recebeu o tratamento 48h depois da ocorréncia do infarto e
esse tempo perdido resultou em maior quantidade de tecido afetado. Mas no final, a
reducédo do volume de infarto total ainda foi consideravel, o que demonstra o potencial
desse sistema nanocarreador como tratamento para o AVE.

Os resultados dos escores realizados 24 horas e 7 dias apds a isquemia no
grupo Ang-(1-7) lipo corroboram com os anteriores do grupo agudo, mostrando o
efeito da Ang-(1-7) na recuperacao do tecido cerebral influenciando na menor perda
tecidual e perda de funcdo. Quando olhamos para o grafico 17B, que mostra os
valores dos escores 7 dias ap0s a cirurgia, vemos que ha uma melhora tanto do grupo
MCAO salina quanto do grupo MCAO Ang-(1-7) lipo, quando comparado com 0s
valores vistos no grafico A da figura 17, e essa melhora ja era esperada uma vez que

€ reportado que os animais apresentam melhora ao longo dos dias mesmo sem
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nenhum tratamento (J. Chen et al., 2005; A. J. Hunter et al., 2000). Mas também
podemos observar que o grupo MCAO Ang-(1-7) lipo obteve desempenho melhor que
o0 grupo MCAO salina com valor de p préximo a 0.05, indicando que a melhora
também pode ser observada apés os 7 dias de cirurgia. Esses resultados mostram,
mais uma vez, como o tratamento com a Ang-(1-7) encapsulada em lipossomas é
bastante promissor e, o fato de Arroja e colaboradores ndo terem mostrado essa
melhora dos animais no escore neurolégico, 7 dias apos a cirurgia de MCAO, tratando
somente com Ang-(1-7) livre, também refor¢ca o uso desse nanossistema (Arroja et
al., 2019).

Nesse ponto € interessante observar que, as fatias que foram recuperadas no
grupo MCAO Ang-(1-7) lipo foram fatias do cortex pré-frontal, estriado e cerebelo. Ja
as fatias que ainda apresentavam um volume de infarto consideravel foram fatias de
hipocampo, tanto ventrais, quanto rostrais. Dessa forma, funcdes exercidas por essas
regides (cortex, estriado e cerebelo), como a funcdo motora, poderiam apresentar
melhora, e isso foi confirmado com a melhora funcional dos animais por meio do
escore neuroldégico.

Ja os animais tratados 48h ndo apresentaram a mesma melhora funcional
mostrada pelo outro grupo. Nesse caso, 0 tratamento tardio, mesmo reduzindo
consideravelmente o volume de infarto, ndo foi tdo eficaz em recuperar fatias tao
ventrais e rostrais como Vvisto no grupo tratado no tempo zero. Observando o gréfico
16C é possivel perceber que um namero maior de fatias ainda esta afetado quando
comparado com o grupo Ang-(1-7) lipo. Fatias essas que correspondem ao final do
estriado e inicio do cerebelo. Isso pode explicar porque esses animais nao tiveram
um desempenho muito bom no escore a ponto de se diferenciar do grupo salina 7
dias ap0s a isquemia.

O pequeno numero de animais avaliados nesse escore também pode ter
influenciado nesses resultados, mas a auséncia da melhora funcional nesses animais
reflete ainda uma dificuldade muito grande no contexto do AVE que € o tratamento
tardio de pacientes. A reducdo do volume de infarto jA € um resultado bastante
animador que ainda nao foi demonstrado na literatura e que deve ser explorado, mas
a dificil tarefa de lutar contra o tempo em pacientes que sofreram AVE ainda € um

grande problema em termos pré-clinicos e clinicos.
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6.4 Analises Bioquimicas

ApoOs a realizacdo das imagens de ressonancia magnética os animais foram
sacrificados e seus cérebros coletados para a realizacdo das analises de estresse
oxidativo e de citocinas inflamatdrias, portanto, essas analises foram realizadas em
cérebros de 7 dias apds a cirurgia.

Como ja vem sendo amplamente descrito na literatura, a cascata de eventos que
ocorre durante a isquemia e reperfusdo é caracterizada por ampla producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) levando ao estresse oxidativo, e também por
liberacdo de citocinas inflamatdrias gerando um processo de inflamacéo local (Bruch
et al., 2019).

No estresse oxidativo ha a liberacdo de malondialdeido (MDA), produto da
lipoperoxidacdo causada pelas ROS (Gustaw-Rothenberg et al., 2010), e uma das
enzimas enddgenas mais importantes no combate a ROS é a superoxido dismutase
(SOD), que tem como func¢éo eliminar radicais livres que possuam o anion superoxido
reduzindo a concentracdo dessas substancias e consequentemente suas acdes de
dano ao tecido (Ma et al.,, 2019). Por isso, no nosso trabalho realizamos a
guantificacdo do MDA (TBARS — substancias reativas ao acido tiobarbitarico) e de
SOD como medidas de estresse oxidativo. Mas como foi possivel observar pelos
resultados do grafico da figura 18, nenhuma dessas medidas apresentou alteracao
apos o tratamento com Ang-(1-7) lipo. Contudo, se sabe que o processo de estresse
oxidativo se da nas primeiras horas apds a ocorréncia da isquemia e muitos trabalhos
obtiveram resultados nessas medidas, inclusive para a Ang-(1-7), quando coletaram
o tecido com aproximadamente 24h apdés a isquemia (Jiang et al., 2012; Ma et al.,
2019) ou quando trataram os animais com agentes antioxidantes nas primeiras horas
apos a isquemia (Chamorro et al., 2016). Como coletamos o tecido com 7 dias, 0s
efeitos do estresse oxidativo podem ter sido revertidos e por iSso hdo conseguimos
mais detectar as moléculas escolhidas.

Durante a cascata de dano celular proporcionado pela isquemia e reperfusao
também ocorre a liberacdo de citocinas pré e anti-inflamatérias e esse processo
inflamatorio tem inicio algumas horas ap0s a isquemia e pode durar por semanas.
Apesar da Ang-(1-7) jA ter demonstrado efeitos anti-inflamatorios vistos nos
momentos iniciais dos danos 24 a 72h (Jiang et al., 2012; Mecca et al., 2011) nao foi

possivel observar esse efeito nos estagios mais tardios da inflamagédo, como
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podemos ver no gréfico da figura 19 e também no trabalho de Arroja e colaboradores
(Arroja et al., 2019).

Estudos mostram que apesar da inflamagé&o persistir por dias os picos de muitas
citocinas (IL1B, IL-6, TNFa) ocorre nas primeiras horas apds a isquemia diminuindo
24 horas depois (Anrather & ladecola, 2016). Além disso, um estudo clinico viu
alteracdes nos niveis de IL-6 3 dias ap0s a ocorréncia do AVE (Chamorro et al., 2016).
Portanto nossos resultados corroboram com os achados da literatura mostrando que
provavelmente o pico dessas citocinas inflamatdrias ocorre nos primeiros dias apos a

isquemia, e, portanto, 7 dias depois nao é mais possivel detecta-las.

6.5 Imunofluorescéncia

A técnica de imunofluorescéncia foi realizada com o intuito de se avaliar a
interacdo dos lipossomas encapsulando Ang-(1-7) com as células cerebrais
(neurdnio, astrécitos e microglia). As areas escolhidas para a realizagdo dessa analise
gualitativa foram as areas mais afetadas pela isquemia, portanto, o cortex, o estriado,
e, em alguns casos, o hipocampo.

Os resultados desses experimentos demonstraram que animais isquemiados
apresentam aumento no acumulo de lipossomas no tecido cerebral quando
comparados com o grupo sham. Nao foi possivel observar, contudo, alta
colocalizacéo entre os lipossomas e nenhuma das células marcadas. Além de alta
semelhanca entre a disposicao dos lipossomas e 0s vasos sanguineos o que pode
sugerir que essas nanoparticulas apresentaram maior interacdo com as células
endoteliais, possivelmente liberando a maior parte do seu conteido nesse local e
assim tornando a quantidade de lipossomas que chega ao parénquima cerebral
reduzida.

De fato, j& € bem descrito que a BHE é um obstaculo para a passagem de
substancias ativas terapéuticas para o tecido cerebral, como explicado anteriormente.
No entanto, também ja é de conhecimento que apods a isquemia ha maior facilidade
de entrada de substancias e nanoparticulas uma vez que a permeabilidade dessa
barreira € alterada. E como esse aumento de permeabilidade ocorre, em maior
escala, na regido isquémica ha maior acumulo de nanoparticulas nessa regiao apés

0 evento isquémico. Isso ja foi demonstrado em inimeros trabalhos na literatura e
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também por estudos prévios do nosso grupo (Al-Ahmady et al., 2019; Fukuta et al.,
2016; Ishii et al., 2013).

Além disso, os resultados desse trabalho também demonstraram que o0s
lipossomas foram capazes de aumentar a eficacia da Ang-(1-7) no tratamento do
AVE. Dessa forma, uma hip6tese considerada era a da interacao desse nanossistema
com as células do tecido cerebral reduzindo os danos causados na cascata
fisiopatoldgica que ocorre apés a isquemia e assim reduzindo o volume de infarto.

Um estudo publicado recentemente mostra que apds injecdo intravenosa e
utilizacdo de ultrassom, para abertura temporaria da BHE, em animais saudaveis, 0s
lipossomas foram capazes de interagir com os neurénios e micréglias, mas ndo com
astrocitos na regido do hipocampo (Morse et al., 2022). Contudo, outro estudo
realizado em 2016 por Fukuta e colaboradores, também n&o conseguiu encontrar
colocalizacéo entre lipossomas e neurdnios e microglias (Fukuta et al., 2016). Nesse
estudo, 0s animais sofreram isquemia e foram tratados com lipossomas
imediatamente apoés a reperfuséo. A interacdo dos lipossomas com células do tecido
cerebral foi avaliada 3 e 24 horas apos o tratamento. Além disso, outros dois estudos
também relacionados ao tratamento da isquemia utilizando lipossomas
demonstraram que os lipossomas interagiam com ceélulas endoteliais da BHE (Ishii et
al., 2013; Z. Wang et al., 2015) reduzindo o volume de infarto.

Esses dados podem sugerir que, apés a isquemia, o0 tratamento com
lipossomas permite a chegada dos mesmos a regido cerebral, onde ha imediata
interacdo dos mesmos com as células endoteliais e a liberacdo do conteudo
terapéutico. Essa acéo a nivel da BHE ja seria bastante benéfica uma vez que, é de
conhecimento geral, que a melhora dos danos da BHE também €& importante no
tratamento de doencas cerebrais (Banks, 2016). Mas, além disso, outro possivel
mecanismo de acao seria a interacdo com as células endoteliais, mas liberacdo do
conteldo terapéutico no parénquima cerebral que entdo é capaz de interagir com as
células do tecido cerebral reduzindo os efeitos danosos da isquemia.

Para a comprovacdo dessa hipotese seria necessaria marcagdo do agente
terapéutico, no nosso caso a Ang-(1-7), mas uma dificuldade nesse sentido € que ao
marcar esse peptideo ele se torna maior 0 que pode alterar a sua taxa de
encapsulacdo no lipossoma e também o seu comportamento farmacodinamico.

Portanto, a realizagdo desse tipo de estudo ainda é um pouco desafiadora. Mas,
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sabendo que a Ang-(1-7) atua na reducédo do volume de infarto através de sua acao
antioxidante e anti-inflamatéria, como j& demonstrado na literatura, é possivel concluir
gue os lipossomas conseguem entregar a Ang-(1-7) ao tecido cerebral, tanto a nivel
das células endoteliais dos vasos sanguineos, quanto também possivelmente a nivel
do parénquima cerebral. E, a partir de uma entrega, alvo especifica e prolongada
proporcionada pelos lipossomas, ha o aumento da eficacia da acao desse peptideo
resultando em uma reducdo de mais de 50% do volume de infarto, tanto quando
administrado imediatamente quanto 48 horas ap0s a isquemia, € uma melhora no

desempenho funcional desses animais.

7 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho evidenciaram, mais uma vez, o potencial do
peptideo Angiotensina-(1-7), no tratamento do AVE agindo através da reducéo do
volume de infarto e melhora funcional dos animais. Mas além disso, esse trabalho
mostrou uma estratégia terapéutica ainda mais eficaz que a utilizagdo da Ang-(1-7)
livre. Essa estratégia se refere ao uso de lipossomas como carreadores da Ang-(1-7)
para o cérebro para tratamento do AVE.

A utilizacéo dos lipossomas para encapsular a Ang-(1-7) permitiu a reducao da
dose da Ang-(1-7) além do tratamento com uma unica administracéo via intravenosa.
Os animais tratados apresentaram reducédo de mais de 50% no volume de infarto
tanto apds receberem o tratamento imediatamente apds a isquemia quanto 48 apos
0 evento isquémico. Além disso, também houve melhora no desempenho funcional
desses animais.

Portanto, podemos concluir que a utilizacdo de sistemas lipossomais como
estratégia para carreamento e administracdo de Ang-(1-7) apresentou alto potencial
terapéutico. Dessa forma, o continuo desenvolvimento e estudo dessa estratégia,
pode permitir 0 seu avanco para a area clinica possibilitando a chegada ao paciente
gue, atualmente, ainda se vé bastante dependente da sorte e de uma resposta

fisiol6gica positiva ap6s a ocorréncia do AVE.
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