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RESUMO 

O Acidente Vascular Encefálico (AVE) é uma das maiores causas de morte e incapacidade 

no mundo todo. Atualmente, os únicos tratamentos disponíveis para o AVE são a cirurgia de 

trombectomia e o ativador de plasminogênio tecidual (t-PA), contudo o número de pacientes 

elegíveis para seu uso é limitado, devido aos seus efeitos adversos e pequena janela 

terapêutica. A angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] é um peptídeo endógeno 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 utilização de 

nanopartículas, como os lipossomas, é uma alternativa para prevenir essa rápida degradação 

e assim possibilitar que a Ang-(1-7) chegue ao seu alvo de ação e desempenhe suas funções. 

Lipossomas são vesículas biodegradáveis e biocompatíveis compostas por uma bicamada 

lipídica, com núcleo aquoso e com o potencial de aumentar a entrega e eficácia de fármacos 

utilizados no tratamento do AVE. Portanto, seu uso como carreadores de fármacos 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 à oclusão da artéria cerebral média (MCAO), e 

imediatamente após a reperfusão ou 48 hs depois, receberam injeção intravenosa de 

lipossomas vazios ou com Ang-(1-7). Os camundongos ainda foram avaliados por escores 

neurológicos para análise funcional. Os grupos de animais tratados imediatamente após a 

cirurgia (agudo) foram sacrificados 24hs após a injeção, para coleta dos cérebros, análise do 

volume de infarto e imunofluorescência. Além desses grupos, também fizemos grupos 

tratados imediatamente e 48hs após a cirurgia que foram acompanhados por 7 dias e tiveram 

o volume de infarto medido por ressonância magnética e o tecido cerebral coletado para 

análises bioquímicas. Nossos resultados sugerem que os lipossomas foram capazes de 

aumentar a eficácia da Ang-(1-7) tanto quando administrados imediatamente quanto 48 horas 

após a isquemia. Esse nanossistema foi capaz de reduzir o volume de infarto e melhorar a 

capacidade funcional dos animais, mesmo com a utilização de uma dose menor de Ang-(1-

7). Além disso, também é sugerido possível interação dos lipossomas com as células da BHE 

e liberação da Ang-(1-7), tanto a nível das células endoteliais, quanto do parênquima cerebral, 

para ação da sua função neuroprotetora. Portanto, essa estratégia terapêutica apresenta 

grande potencial para o tratamento do AVE. 

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

nanopartículas; isquemia, barreira hematoencefálica. 



 

 

 

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      INTRODUÇÃO 

  

O Acidente Vascular Encefálico (AVE) é considerado uma das maiores causas 

de morte e de incapacidade em adultos no mundo e principalmente em países 

subdesenvolvidos (Krishnamurthi et al., 2020). O AVE é caracterizado por distúrbios 

neurológicos causados por alterações do fluxo sanguíneo cerebral (Sacco et al., 

2013). De acordo com o tipo de alteração, os AVEs podem ser classificados em duas 

grandes categorias: isquêmico e hemorrágico (figura 1).  

O AVE isquêmico ou isquemia cerebral, correspondente a aproximadamente 

87% dos casos, é caracterizado pela interrupção do fluxo sanguíneo para o encéfalo 

em consequência de uma obstrução nas artérias que irrigam determinada área do 

cérebro. Essa obstrução pode ser causada por um trombo (coágulo) ou um êmbolo 

(Luo et al., 2017).  

O AVE hemorrágico, menos comum ocorrendo em aproximadamente 13% dos 

casos, é dividido em duas formas, o intracranial e o subaracnóide. O AVE hemorrágico 

intracranial, mais comum, ocorre quando há o rompimento de uma artéria causando 

extravasamento de sangue para o parênquima cerebral (S. A. Mayer & Rincon, 2005). 

Esse rompimento pode ser causado principalmente por hipertensão, má-formação de 

vasos e angiopatia amilóide. Já o extravasamento de sangue subaracnóideo, menos 

comum, normalmente é causado por algum trauma ou ruptura de aneurisma (Rafii & 

Hillis, 2006). 

Como o AVE isquêmico é o mais comumente encontrado entre os pacientes, 

nossos estudos têm como foco esse tipo de AVE. Os danos causados pela isquemia 

resultam de uma sequência complexa de eventos fisiopatológicos que vão se 

desenvolvendo ao longo do tempo. Sendo que os mecanismos principais dessa 

cascata de eventos são a excitotoxicidade glutamatérgica, despolarizações na região 

próxima ao infarto, estresse oxidativo, inflamação e apoptose celular (figura 2). Todos 

esses eventos se desenvolvem rapidamente no centro da lesão (core) onde há uma 

redução drástica do fluxo sanguíneo e morte celular intensa. Entre o centro da lesão 

e a parte saudável do cérebro, há a região de penumbra, onde a redução do fluxo 

sanguíneo é significativa, mas não drástica e, portanto, as células não morrem 

instantaneamente, o que a torna uma região com possibilidade de recuperação 

(Dirnagl et al., 1999). 
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A pesar de todo conhecimento sobre a fisiopatologia dessa doença, as únicas 

formas de tratamento encontradas são por meio de medicamentos fibrolíticos ou a 

retirada mecânica do coágulo, ou seja, todos esses tratamentos consistem na 

eliminação do coágulo e restauração do fluxo sanguíneo (Wardlaw et al., 2012).  

Contudo, um aspecto muito importante e que deve ser considerado é que, 

quando o sangue retorna ao tecido, também é restabelecido o fornecimento de 

oxigênio e nutrientes, ou seja, energia. E isso faz com que cascatas de reações 

intracelulares, ainda adormecidas pela falta de energia, sejam deflagradas 

culminando em uma extensa morte celular (Iadecola & Anrather, 2011) com aumento 

do core, ou seja, das células mortas.  

Portanto, é necessária a neuroproteção para que consigamos reduzir a perda 

de tecido cerebral diante dos danos causados pela isquemia e pela reperfusão. Nesse 

contexto, a literatura vem demonstrando amplos estudos com diversas substâncias 

ativas neuroprotetoras que apresentam bons resultados nos experimentos 

laboratoriais, mas não conseguem os mesmos resultados nas fases clínicas do 

desenvolvimento (Bae & Sun, 2011; Bruch et al., 2019; Ginsberg, 2008). Uma das 

razões sugeridas para explicar a ineficácia dessas substâncias em testes clínicos é a 

presença da barreira hematoencefálica (BHE) como obstáculo para a passagem de 

várias substâncias para o tecido cerebral. Essa barreira é uma estrutura dinâmica, 

composta principalmente por células endoteliais cerebrais e é responsável por 

controlar a passagem de substâncias do sangue para o cérebro (Banks, 2016). Dessa 

forma, ela impede que muitas substâncias, desde tóxicas até possíveis fármacos, 

cheguem ao ambiente cerebral.  

Por isso, diversas alternativas vêm sendo desenvolvidas no intuito de 

possibilitar a passagem pela BHE e a chegada da substância ativa no seu alvo. Uma 

alternativa amplamente estudada é o uso de nanopartículas. Nanopartículas são 

sistemas coloidais compostos por polímeros ou lipídeos, de tamanho variando entre 

10 a 1000 nm, sendo os mais comuns entre 50 a 300 nm (T.-T. Zhang et al., 2016). 

As nanopartículas têm se tornado um dos maiores focos de estudo quando se 

diz respeito à entrega de fármacos no SNC, devido a características únicas que essas 

partículas possuem, como tamanho nanométrico, capacidade de incorporação de alta 

quantidade de fármaco, maior estabilidade nos fluidos corporais e nas condições de 

armazenamento, capacidade de liberação controlada e alta especificidade de ação, 



 

 

20 

entre outros (Alam et al., 2010; Gastaldi et al., 2014). Dentre elas, os lipossomas 

também têm chamado atenção.  

Os lipossomas fazem parte da primeira geração de nanocarreadores (Budai & 

Szógyi, 2001) e são definidos como vesículas compostas por uma ou mais bicamadas 

de fosfolipídios que separam o compartimento aquoso interior do meio também 

aquoso externo (Ahmed et al., 2019). Os fosfolipídios que compõem as vesículas dos 

lipossomas também são encontrados no organismo humano, o que os confere suas 

principais características que são a biocompatibilidade e biodegradabilidade 

(Lamichhane et al., 2018; Masserini, 2013). Além disso, como os lipossomas possuem 

uma bicamada lipídica e um compartimento aquoso interno, eles conseguem 

encapsular tanto substâncias hidrofílicas quanto lipofílicas, o que engloba a maior 

parte das substâncias terapêuticas disponíveis (Gulati et al., 1998; Wen et al., 2012). 

E, uma vez encapsuladas nos lipossomas, essas substâncias são protegidas contra 

eventos fisiológicos como degradação, inativação imunológica e química e clearance 

plasmático, o que aumenta o tempo de circulação 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 científica sendo um dos 

sistemas nanocarreadores mais estudados para doenças do Sistema Nervoso Central 

(SNC) (Bozzuto & Molinari, 2015). 

No contexto do tratamento do AVE, uma substância que vem demonstrando 

resultados positivos é a Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)]. A Ang-(1-7) é um peptídeo 

que faz parte do eixo alternativo do Sistema Renina-Angiotensina (SRA) (figura 4), e 

diversos estudos têm mostrado que não só esse eixo está alterado durante a isquemia 

(J. Lu et al., 2013), mas também que o uso desse peptídeo 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 heptapeptídeo são de curta duração, uma vez que ele é rapidamente 

metabolizado nos meios biológicos (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 possíveis 

ações e interações desse nanossistema no cérebro.  
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2      REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Acidente Vascular Encefálico  

2.1.1     Dados epidemiológicos e classificação 

O Acidente Vascular Encefálico (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 prevalência do AVE era de 104.2 milhões de pessoas, sendo 82.4 milhões 

referentes a casos de AVE isquêmico e 27.2 milhões de AVE hemorrágico. A taxa de 

mortalidade em 2017 foi de 6.2 milhões 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 Saúde (Lembrado hoje, Dia Mundial do AVC serve de alerta à população, 2020). 

O tipo mais comum de AVE é o isquêmico, onde ocorre a redução do fluxo 

sanguíneo para alguma região do cérebro. Essa redução se dá, na maioria dos casos, 

devida a oclusão de artérias, muito raramente ocorrem oclusões de veias. Já o AVE 

hemorrágico é menos comum e mais perigoso e ocorre devido a ruptura de um vaso 

sanguíneo e extravasamento de sangue para o tecido (figura 1) (Campbell & Khatri, 

2020). Além desses dois tipos existem outras classificações que vêm se tornando 

mais comuns como o AVE transitório (também chamado de ataque isquêmico 

transitório - TIA), nesse caso, a ocorrência da isquemia e a resolução dos sintomas 

ocorrem dentro de 24 horas, muitas vezes deixando menos sequelas do que os outros 

tipos de AVE já citados. Mas pacientes que já sofreram de TIA têm 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 isquêmico (direita) causado pelo bloqueio do vaso sanguíneo 

e do AVE hemorrágico (esquerda) causado pela ruptura do vaso sanguíneo e extravasamento do 

sangue. 

 

 

Tanto para os AVEs isquêmicos, quanto hemorrágicos, o tipo de sintoma 

desenvolvido vai depender da região 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 os casos sendo 

estas alterações na face, fraqueza nos braços e dificuldade de fala.  

Além desses tipos também podemos citar outras duas classificações que são 

os AVEs criptogênicos e os AVEs no tronco encefálico. AVEs criptogênicos são 

aqueles que não tem uma causa clara definida. É estimado que 1 a cada 4 AVEs são 

criptogênicos (Cryptogenic Stroke | NEJM, n.d.; Yaghi et al., 2017). Já o AVE no 

tronco encefálico apresenta sintomas que dependem da região comprometida. Como 

o tronco encefálico é responsável por atividades básicas do Sistema Nervoso Central, 

tais como percepção, pressão arterial e respiração, a falta de oxigênio nessa região 

pode afetar qualquer uma dessas funções. Esse tipo de AVE também pode causar a 

“Locked-In Syndrome” onde há paralisia total e os pacientes afetados conseguem 

mexer somente os seus olhos. Mas, apesar disso, não há um conjunto de sintomas 

característicos desse tipo de AVE que facilite a sua identificação (Brain Stem Stroke 

| American Stroke Association, n.d.; Teasell et al., 2002). 
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Há alguns fatores de risco que podem contribuir para a maior ocorrência do 

AVE e, apesar de existirem diferenças entre esses fatores de acordo com o tipo de 

AVE, muitos deles são comuns para todos os AVEs. Os fatores de risco, por sua vez, 

também podem ser divididos em dois grandes grupos, os modificáveis e os não 

modificáveis (Boehme et al., 2017). Os não modificáveis, também chamados de 

marcadores de risco, incluem idade, sexo, raça/etnia e fatores genéticos (tabela 1). O 

AVE é mais prevalente na população idosa, apesar de serem relatados aumentos da 

incidência de AVE entre pessoas de 20 a 54 anos (George et al., 2011). Mulheres têm 

maior risco de sofrerem um AVE quando mais novas, mas na população mais idosa, 

o risco aumenta em homens (Kapral et al., 2005). Quanto a raça/etnia os negros 

apresentam maiores riscos de ocorrência de AVE, assim como os hispânicos/latino 

americanos (Cruz-Flores et al., 2011). E por fim, fatores genéticos também entram 

como fatores não modificáveis e eles podem também estar relacionados com idade, 

sexo e raça (Boehme et al., 2017). 

Já entre os fatores modificáveis podemos citar hipertensão, diabetes mellitus, 

cardiopatias, dislipidemia, sedentarismo e dieta/nutrição, consumo de álcool, 

tabagismo dentre outros (tabela 1). A hipertensão é o fator modificável mais 

importante e um dos mais relevantes, sendo que, nesse caso, o aumento da pressão 

arterial está diretamente relacionado com o aumento nas chances de ocorrência de 

AVE. A prevalência de hipertensão também é maior na população idosa, então esses 

fatores podem se sobrepor (Boehme et al., 2017).  

Diabetes mellitus é um fator de risco independente e está associada há um 

aumento nas chances de ocorrência de AVE. No caso da diabetes, ao contrário da 

hipertensão, a ocorrência do AVE é maior em pessoas mais novas e negras. Isso 

pode ser inclusive uma explicação para o aumento da incidência de casos de AVE na 

população mais nova (Kissela et al., 2005). Algumas cardiopatias como fibrilação 

atrial podem estar associadas com má circulação sanguínea o que pode aumentar o 

risco de ocorrência de AVE (Boehme et al., 2017).  

Quanto a dislipidemia a relação é um pouco mais complicada sendo observada 

relação entre o aumento dos níveis de colesterol com aumento na ocorrência de AVE, 

mas ao mesmo tempo o aumento de HDL (high-density lipoprotein) é relacionado com 

a redução na ocorrência de AVE (Horenstein et al., 2002; Sacco et al., 2001). Além 

disso, os níveis de colesterol parecem estar relacionados com maior incidência de 
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AVE isquêmico em grandes artérias, uma vez que níveis totais de colesterol estão 

inversamente relacionados com a ocorrência de AVE hemorrágico. Sedentarismo, 

Dieta/Nutrição, consumo de álcool elevado e tabagismo apresentam correlação 

positiva com o aumento do risco de ocorrência de AVE. Em todos esses casos, o 

aumento da ocorrência se dá também pelo fato desses comportamentos induzirem 

outros tipos de doenças como hipertensão, diabetes e dislipidemia (Boehme et al., 

2017).  

 

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

FATORES DE RISCO AVE 

NÃO MODIFICÁVEIS Idade 

Sexo 

Raça/etnia 

Fatores Genéticos 

MODIFICÁVEIS Hipertensão 

Diabetes Mellitus 

Cardiopatias 

Dislipidemia 

Sedentarismo 

Dieta/Nutrição 

Consumo de Álcool 

Tabagismo, etc. 
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2.1.2     Tipos de diagnóstico 

Quando se diz respeito ao AVE, é muito comum a expressão “tempo é 

cérebro”. É estimada uma perda de até 1.9 milhões de neurônios por minuto após a 

isquemia (Saver, 2006). Como ainda não existem muitas opções terapêuticas 

disponíveis para proteção do tecido cerebral após o AVE, o diagnóstico rápido e eficaz 

é fundamental para o estabelecimento da melhor estratégia terapêutica, de modo a 

evitar menor perda de tecido cerebral. As técnicas de diagnóstico têm não somente 

uma fundamental importância na análise da situação cerebral permitindo a 

diferenciação entre AVE isquêmico e hemorrágico, mas também na identificação de 

possíveis causas do AVE, a fim de possibilitar a escolha da melhor abordagem 

terapêutica para cada caso. Os exames diagnósticos também são muito importantes 

para a exclusão de outros tipos de acometimentos cerebrais, como enxaquecas, que 

apresentam sintomas parecidos com os do AVE (Vilela & Rowley, 2017). 

Em muitos casos os pacientes só chegam a ir para uma unidade de saúde 

muitas horas depois da ocorrência do AVE, o que limita em parte as ações. Mas 

mesmo nesse caso, e também de pacientes que sofreram uma isquemia transitória, 

devem ser feitos exames de imagem. No caso de pacientes que sofreram TIA, esses 

exames são essenciais para a prevenção da ocorrência de novos AVEs (Kamalian & 

Lev, 2019). 

No contexto do AVE, as técnicas de diagnóstico mais utilizadas são os exames 

de imagem. Dentre eles, a tomografia computadorizada (TC), a angiografia por 

tomografia computadorizada e a ressonância magnética. A tomografia 

computadorizada sem contraste é indicada para todos os pacientes de AVE como 

forma de exclusão ou confirmação de hemorragia. Esse é um passo muito importante 

porque uma vez determinada a presença ou não de hemorragia as medidas a serem 

tomadas são distintas. A angiografia é utilizada para ter acesso a artérias maiores e 

vasos colaterais e assim determinar o local da oclusão. E por fim, a ressonância 

magnética, técnica mais precisa, pode ser utilizada para determinar a área do cérebro 

afetada e perdida devido ao AVE (Kamalian & Lev, 2019). 

A tomografia computadorizada sem utilização de contraste, apesar de ser uma 

técnica menos sensível, não apresentando características típicas da isquemia nas 

primeiras 3 horas após início dos sintomas para alguns pacientes (Chalela et al., 
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2007), ainda é utilizada para detecção das primeiras modificações causadas pela 

isquemia, principalmente para a confirmação da presença ou não de hemorragias. 

Esse tipo de informação é de extrema importância na tomada de decisão do uso de 

agentes trombolíticos para a dissolução de um possível trombo que está ocluindo o 

vaso ou da indicação para retirada manual do trombo. Dentre os primeiros sinais que 

podem ser observados com a TC sem o uso de contraste, podemos citar a perda de 

diferenciação entre massa cinzenta e branca (Kidwell & Hsia, 2006). A TC também 

pode ajudar na identificação de um trombo proximal e acessar o nível de dano que 

pode ser causado por coágulos por meio da detecção de sinais de vasos hiperdensos 

(uma medida específica, mas menos sensível sobre coagulação intravascular). 

A angiografia por tomografia computadorizada é uma técnica mais precisa que 

permite a identificação do comprometimento de um vaso do círculo de Willis (conjunto 

de artérias que suprem o cérebro e estão dispostas no formato de um círculo) que 

pode ter sido ocluído. Como esse tipo de exame fornece imagens mais nítidas dos 

vasos sanguíneos é possível identificar estenoses ou oclusões em porções mais 

distais dos vasos (Berkhemer et al., 2016). Assim como na TC sem contraste, a 

angiografia por TC também consegue identificar as características do coágulo e assim 

determinar o tratamento ou não com agentes trombolíticos (Meyne et al., 2015). 

Por fim, a ressonância magnética (RM) é o padrão ouro para detecção e 

delineamento do núcleo do infarto por meio da imagem por difusão, na qual é 

detectado o movimento das partículas de água presentes no tecido cerebral. A 

imagem por difusão é altamente sensível (88-100%), específica (95-100%) e precisa 

(95%) na detecção e delineamento do infarto mesmo sem devida perfusão (Kamalian 

& Lev, 2019). Durante a isquemia há restrição na movimentação de moléculas de 

água no tecido cerebral afetado e a RM por imagem de difusão, que vai se basear no 

movimento browniano das moléculas, consegue detectar exatamente isso. Por isso, 

ela é capaz de identificar a região isquêmica minutos depois da oclusão, e, nesse 

caso, a isquemia é representada na imagem por uma região mais clara comparada 

com o resto do tecido cerebral.  

A imagem por difusão possui um componente baseado na intensidade do sinal 

de T2 e normalmente por meio dessa imagem é possível observar uma associação 

entre um sinal mais claro representando menor difusão das moléculas (maior restrição 

de movimento). Contudo, em algumas imagens, as regiões 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 utilização do mapa do coeficiente de difusão aparente (ADC), que reflete uma 

função linear da difusibilidade, em escalas de cinza pode ajudar na distinção entre 

uma região mais clara associada a uma lesão isquêmica ou somente ao componente 

T2 (Chilla et al., 2015). 

Portanto, a imagem por RM é capaz de definir o núcleo do infarto sendo 

bastante importante como forma de se determinar um bom ou mau prognóstico do 

paciente. Dessa forma, pacientes que apresentam menor núcleo de infarto são mais 

indicados para tratamento com agentes trombolíticos, enquanto pacientes com maior 

núcleo de infarto têm mais propensão para hemorragia e por isso não são indicados 

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

  

2.1.3     Fisiopatologia do AVE 

Após a redução na entrega de oxigênio e nutrientes devido a redução do fluxo 

sanguíneo causada pela isquemia, uma série de eventos a nível celular se iniciam. 

Primeiramente, a redução no nível de oxigênio e glicose causa uma queda na 

produção de ATP e consequentemente uma redução de energia. Essa falta de 

energia, por sua vez, impede que os neurônios sejam capazes de manter o gradiente 

transmembrana, que é essencial na sinalização neuronal (Campbell et al., 2019). 

Portanto, um dos primeiros eventos que ocorrem após a isquemia é esse prejuízo na 

sinalização dos neurônios e isso leva a uma transmissão defeituosa de comandos 

para os membros e órgãos periféricos, o que se reflete nos principais sintomas 

observados em pacientes após a isquemia e que já foram citados aqui como 

alterações na face, na fala e nos movimentos dos braços. 

Devido à falta de energia, a retirada dos neurotransmissores da fenda sináptica 

também é prejudicada, uma vez que essa é uma atividade dependente de energia. 

Dessa forma, a concentração dos neurotransmissores (inclusive do glutamato) irá 

aumentar. O glutamato então ativará ininterruptamente seu receptor, promovendo a 

despolarização neuronal (Campbell et al., 2019). Essa despolarização generalizada 

que ocorre após o evento isquêmico é chamada de despolarizações na região do peri-

infarto. Além disso, a ativação dos receptores de glutamato, como o NMDA (N-metil-

D-aspartato), leva a um aumento da concentração de cálcio intracelular ([Ca2+]i) que 
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é reforçado também pela despolarização celular. O aumento do [Ca2+]i induzirá uma 

série de eventos cálcio-dependentes, como estresse oxidativo (Love, 1999) e ativação 

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

 

Figura 2: Imagem esquemática representando a fisiopatologia do AVE e os eventos celulares que 

ocorrem após a isquemia. Após falta no suprimento de energia há acúmulo de glutamato (GLU) na 

fenda sináptica, que então ativa seus receptores de forma constante levando a despolarização celular 

e cascatas intracelulares que tem início com o aumento do Ca2+ levando a liberação de espécies 

reativas de oxigênio e óxido nítrico (NO) que por sua vez, levam a danos celulares e indução da 

liberação de mediadores inflamatórios. Figura adaptada de Dinargl et al., 1999. 

 

 

Ainda como consequência da ação excessiva do glutamato (excitotoxicidade 

glutamatérgica) há entrada de sódio (Na+) e cloreto (Cl-) nos neurônios através de 

canais de íons monovalentes. Como o influxo desses íons é maior que o efluxo de 

potássio (K+), a água também entrará nos neurônios por força osmótica seguindo o 

gradiente de concentração. Isso levará a ocorrência de edema, permitindo que esse 

excesso de água possa ser detectado por imagens de ressonância magnética, como 

já discutido, o que é essencial para o diagnóstico do AVE (Dirnagl et al., 1999). 
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   A iniciação do estresse oxidativo é influenciada pelos altos níveis de [Ca2+]i 

que ativam a enzima óxido nítrico sintase neuronal que irá então produzir óxido nítrico 

(NO). O óxido nítrico, por sua vez, poderá reagir com ânions superóxido levando a 

produção de espécies reativas capazes de causar danos teciduais (Iadecola, 1997). 

A mitocôndria também contribui no estresse oxidativo, uma vez que a permeabilidade 

de sua membrana aumenta levando a um edema mitocondrial, queda na produção de 

ATP e uma explosão na produção de espécies reativas (Kristián & Siesjö, 1998). 

A ativação de segundos mensageiros, além do estresse oxidativo e da própria 

hipóxia, em resposta ao aumento da [Ca2+]i, levam à ativação de genes pró-

inflamatórios induzindo a síntese de fatores de transcrição como NF-κB (fator nuclear 

kappa B), dentre outros. Com isso, há a produção de mediadores inflamatórios como 

TNF-α (fator de necrose tumoral alfa) e IL1-β (interleucina 1 beta) pelas células 

cerebrais afetadas (Hopkins & Rothwell, 1995). Consequentemente, ocorre a indução 

de moléculas de adesão na membrana de células endoteliais, como ICAM-1 

(molécula de adesão intercelular – 1) e P-selectina (L. I. Zhang et al., 1998). Essas 

moléculas de adesão são então capazes de interagir com neutrófilos que se aderem 

ao endotélio, atravessam a parede vascular e entram no parênquima cerebral. 

Macrógafos e monócitos também são recrutados se tornando as células 

predominantes, 5 a 7 dias após a isquemia (Iadecola, 1997). Mais citocinas 

inflamatórias são produzidas ativando células cerebrais, como astrócitos e micróglia, 

que também farão parte do processo inflamatório.    

Durante a isquemia não só os neurônios são afetados, mas também outras 

células cerebrais como astrócitos, oligodendrócitos e pericitos. Astrócitos são 

ativados também por ação do glutamato, podendo se apresentar em dois estados 

diferentes de ativação, o fenótipo pró-inflamatório (A1) e o imunomodulatório (A2) que 

podem afetar negativamente ou positivamente (modo protetor) o tecido cerebral 

(Liddelow et al., 2017; Tarassishin et al., 2014). Já para os oligodendrócitos, é sabido 

que seus níveis, assim como os níveis de células progenitoras de oligodendrócitos, 

estão reduzidos no núcleo da isquemia (Dewar et al., 2003) e aumentados nas regiões 

do peri-infarto, o que resulta na remielinização dessa área (Tanaka et al., 2003). Os 

pericitos são células contráteis que compõem também a barreira hematoencefálica 

(BHE) e, durante a isquemia, são ativados levando a constrição dos capilares 

cerebrais. Além disso, também é reportado morte desses pericitos, o que pode levar 
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a um dano irreversível de constrição dos capilares cerebrais culminando em danos 

também na BHE (Hall et al., 2014).  

  

2.1.4     Barreira Hematoencefálica 

A barreira hematoencefálica (BHE) é uma estrutura dinâmica, complexa e 

adaptável que controla a troca de substâncias entre o Sistema Nervoso Central (SNC) 

e o sangue. A BHE, apesar de já ser estudada há muito tempo, tem sido desvendada 

quanto à sua função ano a ano, deixando de ser conhecida somente como uma 

estrutura que protege o SNC e controla essa passagem de substância para o 

parênquima cerebral, e se tornando uma estrutura capaz também de responder a 

insultos patológicos, por meio da comunicação com outras células do SNC. Essa 

resposta pode inclusive alterar a progressão da doença, sendo benéfica ou não para 

a recuperação tecidual (Banks, 2016).  

A BHE é composta por células endoteliais dos capilares do SNC, que possuem 

características e estruturas diferentes das demais células endoteliais, além de outras 

células do SNC que ajudam na composição dessa barreira (figura 3). Na verdade, a 

própria localização da BHE no SNC é um pouco complexa e nem todas as estruturas 

do SNC são irrigadas por esses capilares que possuem características diferentes. 

Além disso, as características celulares podem ser diferentes de acordo com as 

necessidades da região cerebral (Banks, 2016). 
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Figura 3: Imagem esquemática da barreira hematoencefálica com os principais componentes: células 

endoteliais com suas junções aderentes, circundadas pelo pericito e pelos astrócitos, e micróglias e 

neurônios que também têm função importante na BHE. Imagem de autoria própria feita no aplicativo 

Biorender. 

 

 

O conceito de unidade neurovascular ajuda na compreensão da BHE e suas 

funções. 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, micróglias, astrócitos, neurônios, pericitos e as células 

imunes circulantes (Hawkins & Davis, 2005). A comunicação constante entre essas 

células ajuda a refinar as funções da BHE de modo a atender às necessidades do 

cérebro e ainda facilitar a interação entre o cérebro e o resto do organismo (Banks, 

2016).  

As células endoteliais que compõem a BHE são únicas e diferentes de células 

endoteliais encontradas em outros órgãos, uma vez que elas não são fenestradas e 

possuem junções ocludentes entre elas, o que as mantém mais próximas umas das 

outras (Daneman & Prat, 2015). Dentre as junções ocludentes são encontradas as 

claudinas, ocludinas, moléculas de adesão e zonas ocludentes que limitam a 

passagem de substâncias via paracelular (Abbott, 2005; Abbott et al., 2010). Além 

disso, as células endoteliais do SNC também apresentam menores níveis 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 astrócitos, assim como alguns interneurônios, tem 

como função manter a estrutura física das células endoteliais formando uma barreira 

(Abbott et al., 2006; Daneman et al., 2010). 

Os astrócitos são células da glia que ajudam no suporte e proteção de 

neurônios, regulando a concentração de neurotransmissores e de íons, de modo a 

manter a homeostase neuronal (Rodríguez-Arellano et al., 2016). Além disso, 

astrócitos também são capazes de interagir com células endoteliais através de suas 

projeções finais que circundam os capilares cerebrais (Abbott et al., 2006). Os 

astrócitos ainda apresentam papel importante no suporte da integridade da BHE. 

Estudos demonstraram que moléculas efetoras (hormônios de sistema renina-

angiotensina, colesterol, apolipoproteína E) eliminadas por astrócitos têm como 

função aumentar e manter a impermeabilidade da barreira (Keaney & Campbell, 

2015).  

Pericitos são células perivasculares que têm como papel a regulação do 

diâmetro dos capilares cerebrais, do fluxo sanguíneo e dos níveis e secreção da 

proteína da matriz extracelular (Winkler et al., 2011). Ademais, os pericitos além de 

terem papel importante na manutenção da BHE durante a fase adulta também 

desempenham importante função durante a formação da barreira e durante a infância 

(Keaney & Campbell, 2015). 

Já quanto à interação das micróglias, células imunes do SNC responsáveis 

pela resposta inata, e das células endoteliais e sua contribuição para a homeostase 

da BHE, pouco é sabido. No entanto, se tem conhecimento do papel importante dessa 

célula na resposta inflamatória patológica no SNC. A micróglia diante de uma situação 

patológica, como a isquemia por exemplo, pode se apresentar em dois estados ativos: 

um pró-inflamatório e um anti-inflamatório. No estado pró-inflamatório, a micróglia 

será responsável pela liberação de citocinas pró-inflamatórias piorando o quadro 

inflamatório e podendo levar a danos no tecido cerebral. Já no estado anti-

inflamatório, a micróglia libera fatores que contribuem na recuperação tecidual após 

inflamação (H. Wang et al., 2020).  

Além de todas essas funções celulares e características das células 

endoteliais, há ainda mais algumas estruturas que permitem o bom funcionamento da 

BHE e que explicam porque algumas moléculas conseguem se acumular no SNC e 
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outras não. Sistemas de transporte ativos de substâncias estão presentes nas células 

endoteliais podendo transportar moléculas do sangue para o SNC ou do SNC de volta 

para o sangue. Dentre esses sistemas podemos citar a glicoproteína P (P-gp), um 

transportador de efluxo do tipo ABC, e as proteínas associadas a resistência à multi-

fármacos que estão presentes na superfície apical das células endoteliais (Mercier et 

al., 2004). Por isso, o número de compostos que conseguem efetivamente atravessar 

a BHE é muito baixo (resumido a substâncias lipofílicas e pequenas, como oxigênio 

e gás carbônico) e mesmo substâncias essenciais como a glicose, por exemplo, 

possuem transportadores específicos que permitem a passagem e entrada dessa 

substância no tecido cerebral via endocitose mediada por transportador. 

            

2.1.5     Tratamentos disponíveis atualmente 

Muito já se sabe sobre o AVE e sua fisiopatologia. Dependendo da região 

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 área afetada também 

pode ser influenciado pela rapidez de resolução do AVE, tanto pelo próprio corpo, 

quanto por profissionais de saúde. Como, atualmente, não há opções farmacológicas 

capazes de proteger o cérebro, quanto mais rápido o fluxo sanguíneo for 

restabelecido, menores serão as consequências causadas pelo AVE. 

Apesar de muitos estudos já terem sido desenvolvidos com a intenção de se 

achar uma opção terapêutica para o AVE, atualmente, apenas um fármaco é 

autorizado para uso em pacientes que sofreram isquemia. E esse fármaco tem como 

função restabelecer o fluxo sanguíneo para a área afetada, não tendo nenhuma ação 

protetora para o tecido cerebral. O t-PA (ativador de plasminogênio tecidual) é um 

agente trombolítico aprovado pelo FDA desde 1996 (Zivin, 2009). Portanto, uma vez 

administrado ele atuará sobre a fibrina, presente no coágulo que está obstruindo o 

vaso sanguíneo, promovendo a ativação do plasminogênio. O plasminogênio então 

será convertido em plasmina, uma enzima proteolítica, que é capaz de lisar a fibrina, 

dissolvendo assim o coágulo (Jilani & Siddiqui, 2021).  

Contudo, t-PA possui uma janela terapêutica muito pequena e só pode ser 

administrado até 4-5 horas após a ocorrência do AVE, o que reduz em muito o número 

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 não podem fazer uso desse agente e já é reportado que o t-PA 

pode promover a morte de células endoteliais da BHE e causar neurotoxicidade. 

Sendo assim, o aumento nas chances de ocorrência de hemorragia unidos a baixa 

eficácia de recanalização em grandes artérias reduz em muito o uso desse agente 

(Hacke et al., 2008; P. Patel et al., 2020). Por isso, o número de pacientes que 

realmente se beneficia desse tratamento é bastante baixo e mesmo quando o 

tratamento é eficaz, como não há neuroproteção, a recuperação 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 terapêutica ainda focando na resolução 

rápida da oclusão, é a retirada mecânica do coágulo ou trombo por meio da 

trombectomia. Essa cirurgia permite a retirada de trombos alocados em vasos 

sanguíneos maiores e ela só pode ser realizada em pacientes relativamente 

saudáveis e nas primeiras 16 a 24 horas após a ocorrência do AVE, sendo, nesse 

caso, mais eficaz que o t-PA (Powers et al., 2018). A trombectomia possibilitou o 

aumento do número de pacientes com AVE que podem ser tratados, mas ainda há 

algumas limitações, como por exemplo, o acesso a hospitais onde essa cirurgia é 

realizada (Bruch et al., 2019). 

Até então, todas as alternativas terapêuticas citadas aqui estão relacionadas 

ao AVE isquêmico, que por ser o mais comum entre pacientes, acaba sendo também 

o mais estudado. No caso do AVE hemorrágico, procedimentos paliativos podem ser 

feitos, mas ainda não há 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 possível, é a redução da pressão 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 redução na pressão arterial até 3 a 6 horas após a ocorrência 

do AVE não é eficaz para reduzir o número 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 terapêuticas no AVE e a dificuldade translacional 

existente 

Já é de conhecimento da comunidade científica que após o AVE há uma 

recuperação espontânea que independe de estratégias terapêuticas. 

Resumidamente, alguns estudos já demonstraram o crescimento ou nascimento de 

novas sinapses e dendritos (Jones & Schallert, 1992; R. L. Zhang et al., 2008), 

remodelamento de axônios e angiogênese (Ding et al., 2008; Seevinck et al., 2010; 

Teng et al., 2008), aumento na expressão de genes e proteínas 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 mudanças podem ser classificadas em três grandes etapas. A primeira ocorre 

nas primeiras horas após o AVE e representa uma janela de oportunidade na tentativa 

de salvar o tecido cerebral pouco afetado (penumbra) via reperfusão ou estratégias 

neuroprotetoras. A segunda etapa tem início dias ou até semanas após o AVE e 

corresponde a iniciação de reparação cerebral, na qual mecanismos de reparação 

são mais robustos. E a terceira etapa está relacionada a uma fase mais crônica de 

reparação quando o cérebro está mais estável, no que diz respeito a eventos 

endógenos de reparação, mas modificações na estrutura e função de regiões 

cerebrais ainda são possíveis (Cassidy & Cramer, 2017). 

Apesar dessa recuperação espontânea, o uso de alguma estratégia 

terapêutica, como algum agente neuroprotetor, traria grandes benefícios podendo 

reduzir as sequelas ou até o número de mortes relacionadas ao AVE. Contudo, como 

já citado, ainda não há nenhum agente terapêutico disponível para uso clínico, apesar 

do extenso número de estudos pré-clínicos presentes na literatura. E dentre esses 

estudos é possível encontrar diferentes tipos de agentes terapêuticos que podem 

atuar em diferentes níveis da cascata fisiopatológica que ocorre após o AVE. Como 

alguns exemplos podemos citar antagonistas de receptores de glutamato que atuam 

na redução da excitotoxicidade glutamatérgica (Wu & Tymianski, 2018), agentes 

antioxidantes e anti-inflamatórios que tem como função agir contra o estresse 

oxidativo e a reação inflamatória 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 

possíveis opções terapêuticas, nenhum estudo pré-clínico de agentes 
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neuroprotetores conseguiu, até o momento, ser também efetivo em estudos clínicos 

levando ao seu uso em pacientes. Alguns autores discutem o porquê disso e algumas 

hipóteses são levantadas, como o uso de animais mais novos, sendo que o AVE 

ocorre com mais frequência na população idosa; o tempo de administração do agente 

terapêutico, uma vez que muitos trabalham administram logo depois da ocorrência do 

AVE e na prática raramente isso pode ser feito; a presença da BHE como um 

obstáculo impedindo a entrada das substâncias ativas, além também de fatores mais 

estatísticos, como a publicação de trabalhos cheios de viés, o que pode reduzir o 

poder real de resultados satisfatórios (Cassidy & Cramer, 2017; Schmidt-Pogoda et 

al., 2020). 

De uma maneira geral, é possível perceber que muito ainda deve ser feito no 

que diz respeito à busca por novas alternativas terapêuticas para o AVE. Nesse 

contexto, a introdução de outras estratégias e/ou o estudo de outros potenciais 

sistemas veiculando possíveis substâncias ativas neuroprotetoras é de extrema 

importância. Dessa forma, tanto o estudo do Sistema Renina Angiotensina, quanto o 

uso de nanopartículas como agentes carreadores de fármacos para o SNC podem 

trazer grandes contribuições na busca por novas opções terapêuticas.   

  

2.2  Sistema Renina Angiotensina 

2.2.1     Classificação e descrição 

O sistema Renina Angiotensina, descoberto a mais de 120 anos atrás, é um 

dos reguladores cardiovasculares mais potentes presentes no nosso organismo, além 

de também ser um importante alvo de muitos tratamentos farmacológicos (R. A. S. 

Santos et al., 2019). Esse sistema tem início no Angiotensinogênio que é convertido 

em Angiotensina I pela ação da renina, enzima produzida pelos rins. A Angiotensina 

I, um peptídeo de 10 aminoácidos, é, por sua vez, transformada em Angiotensina II 

(Ang II) pela enzima conversora de angiotensina (ECA). Por muitos anos acreditou-

se que o único peptídeo ativo desse sistema era a Ang II que pode agir tanto nos 

receptores de angiotensina do tipo I e tipo II, AT1 e AT2, respectivamente. 

O Angiotensinogênio é um membro da família serpina, portanto um potencial 

inibidor enzimático (Heit et al., 2013). Os seus níveis plasmáticos podem ser 

aumentados pela ação de corticosteróides, estrogênio, hormônios tireoidianos e pelos 

níveis de Angiotensina II (Verdecchia et al., 2008). A renina é secretada pelas células 
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granulares do fígado (Kopp, 2011) e também é considerada como hormônio devido a 

sua ação sinalizadora (Brown, 2007). A queda da pressão arterial, níveis baixos de 

cloreto de sódio e atividade do Sistema Nervoso Simpático levam à expressão dessa 

enzima (Drenjančević-Perić et al., 2011). O decapeptídeo Angiotensina I é convertido 

em Angiotensina II nos capilares pulmonares, células endoteliais e células epiteliais 

dos rins pela ECA. Para que essa conversão ocorra dois aminoácidos C terminais são 

retirados da Angiotensina I (S. Patel et al., 2017). 

A ação da Angiotensina II no receptor AT1 leva à vasoconstrição, aumento no 

consumo de moléculas de água e retenção de sódio (Na+). Além de também exercer 

funções fisiopatológicas associadas ao estresse oxidativo, fibrose, hipertrofia e 

inflamação. Por muitos anos essa foi a visão desse sistema, que desempenha um 

papel muito importante na homeostase do nosso organismo. Contudo, há 

aproximadamente 30 anos atrás, algumas descobertas mudaram um pouco a visão 

sobre esse sistema. A primeira descoberta foi sobre a ação da Angiotensina II no 

receptor AT2, que gera estímulos opostos à sua ação em AT1, resultando em 

vasodilatação, ações anti-inflamatórias e antiapoptóticas (R. A. S. Santos et al., 2019). 

E a segunda descoberta foi um novo peptídeo, ao qual foi dado o nome de 

Angiotensina-(1-7), uma vez que ele é composto por 7 aminoácidos. A descoberta 

desse novo peptídeo também levou à descoberta de um novo eixo do sistema renina 

angiotensina que passou então a ser chamado de eixo alternativo (figura 4). 
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Figura 4: Imagem esquemática do eixo principal e alternativo do sistema Renina Angiotensina. O eixo 

principal (verde) se inicia no angiotensinogênio terminando na angiotensina II. E eixo alternativo 

(amarelo) tem a angiotensina-(1-7) como peptídeo principal. Adaptado de Santos R.A.S et al., 2018.  

 

 

2.2.2     Eixo alternativo e Angiotensina-(1-7) 

No eixo alternativo do sistema renina angiotensina existe a presença da 

Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] localizada no centro desse eixo, além de outros 

peptídeos, enzimas e peptidases (figura 4). A Ang-(1-7) teve sua primeira aparição 

em 1968 quando Yang, Erdos e Chiang descreveram um heptapeptídeo gerado da 

Angiotensina II, mas neste momento eles trataram esse peptídeo como um produto 

final de degradação da Ang II (Yang et al., 1968). Tonnaer e colaboradores chegaram 

à mesma conclusão que Yang e colaboradores quando eles encontraram o 

heptapeptídeo em sinaptossomas no cérebro (Tonnaer et al., 1982). Em 1988, Santos 

e colaboradores examinaram tecidos retirados de cães 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 heptapeptídeo 

que foi chamado de Ang-(1-7). O peptídeo continuava sendo formado mesmo depois 

da adição 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 clássica e conhecida, na qual a 

enzima ECA fazia parte (R. A. Santos et al., 1988).  
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Contudo, diferente do que até então tinha sido concluído sobre o 

heptapeptídeo ser um produto de degradação final da Ang II, 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 hipótese de Santos mostrando ações da Ang-(1-7) no hipotálamo, 

promovendo a liberação de vasopressina (Schiavone et al., 1988). Um ano depois 

Campagnole-Santos e colaboradores também demonstraram as ações da Ang-(1-7) 

in vivo ao realizarem microinjeções de Ang-(1-7) no núcleo do trato solitário e 

demonstrarem reduções na pressão arterial dos animais após a injeção 

(Campagnole-Santos et al., 1989). Muitos outros trabalhos foram sendo realizados 

desvendando possíveis funções desse novo peptídeo, e em 1994, Santos, Ambühl e 

colaboradores descreveram o primeiro antagonista da Ang-(1-7), o seu análogo D-

Ala7-ANG-(1-7) que foi chamado de A-779. A presença de um antagonista foi 

essencial para a descoberta de outras ações da Ang-(1-7) e também para o posterior 

achado sobre um receptor específico sobre o qual a Ang-(1-7) possivelmente exercia 

suas funções (Fontes et al., 1994). 

Apesar das evidências sugerindo que a Ang-(1-7) era um peptídeo 

biologicamente ativo, essa ideia somente ganhou maior atenção da comunidade 

científica, como um todo, após a descoberta da enzima conversora de angiotensina II 

(ECA2) e do receptor de Ang-(1-7) MAS. ECA2 é uma carboxipeptidase, produto de 

uma duplicação da ECA que sofreu uma fusão com a colectrina (Donoghue et al., 

2000; Tipnis et al., 2000). MAS é um receptor acoplado à proteína G que foi 

inicialmente descrito em 1968 como um MAS oncogene (Young et al., 1986) e a 

princípio pensava-se que ele era um receptor da Ang II (Jackson et al., 1988).  

Com o passar do tempo, outras enzimas que também fazem parte da formação 

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 conversão da Ang I ou Ang II pela ação da 

ECA2 ou de outras peptidases. Além disso, a Ang I ainda pode ser transformada em 

Ang-(1-9) pela ECA2, que por sua vez, é transformada em Ang-(1-7) pela ECA ou por 

outras peptidases.  

  

 

 



 

 

40 

2.2.3     Ações da Angiotensina-(1-7) no organismo 

Com o intenso estudo do novo peptídeo Ang-(1-7) muitas descobertas foram 

feitas, relacionadas às suas ações no organismo. Ang-(1-7) vem demonstrando 

funções em diversos órgãos, incluindo o cérebro, coração, pulmão, rins, fígado, e nos 

sistemas endócrino, muscular esquelético e nos vasos sanguíneos (figura 5). 

 

Figura 5: Imagem esquemática dos órgãos e funções exercidas pela Ang-(1-7) nesses órgãos. A Ang-

(1-7) possui influência sobre diversos órgãos no nosso organismo como cérebro, coração, pulmão, 

rins, fígado, além de também influenciar os músculos esqueléticos, os vasos sanguíneos, e o sistema 

endócrino. Imagem de autoria própria feita no aplicativo Biorender. 

 

 

 

No cérebro, a Ang-(1-7) pode agir como moduladora do barorreflexo, aumentar 

ou diminuir a pressão arterial, dependendo da região do cérebro em que ela está 

agindo, diminuir o tônus simpático e aumentar o tônus vagal periférico, além de 

também apresentar possíveis ações em processos de estresse, memória e 

aprendizado, e de neuroproteção após a ocorrência de eventos isquêmicos ou 

hemorrágicos no cérebro (R. A. S. Santos et al., 2018). 
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No coração, a Ang-(1-7) exerce efeitos anti arritmogênicos, nos vasos 

coronários ela promove a vasodilatação, ela pode também exercer efeitos 

cardioprotetores após a ocorrência de um infarto e evitar e disfunção cardíaca. Nos 

vasos sanguíneos, a Ang-(1-7) tem efeito vasodilatador, também potencializando o 

efeito da bradicinina nos vasos, além de também induzir efeitos anti-proliferativos e 

anti-trombolíticos 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 ações antidiuréticas 

ou natriuréticas dependendo da situação do experimento, além da redução de 

proteinúria. E nos vasos sanguíneos dos rins, ela também vai exercer um efeito 

vasodilatador dependente de óxido nítrico. No pulmão, a Ang-(1-7) vem 

demonstrando efeitos anti-inflamatórios, anti-fibrinolíticos, além de reduzir a pressão 

pulmonar e arterial (R. A. S. Santos et al., 2018). 

No sistema endócrino, as ações da Ang-(1-7) podem influenciar os efeitos do 

sistema renina angiotensina no sistema cardiovascular, no metabolismo e no controle 

eletrolítico. Além disso, a Ang-(1-7) também exercerá funções na diabetes reduzindo 

a nefropatia diabética, a resistência à insulina, protegendo o desenvolvimento de 

retinopatia diabética e acelerando a melhora de ferimentos. A Ang-(1-7) também 

exercerá efeitos sobre o sistema reprodutor feminino atuando no processo ovulatório, 

estimulando a produção de estradiol e aumentando a eficácia ovulatória. Além de 

também exercer importante função durante a gravidez como participação nos eventos 

iniciais da gravidez incluindo angiogênese, apoptose, crescimento e também em 

eventos mais tardios como função no fluxo sanguíneo uteroplacental. Por fim, no 

sistema reprodutor masculino, a Ang-(1-7) também desempenhará funções na 

regulação da espermatogênese e da ereção (R. A. S. Santos et al., 2018).  

Dentre os efeitos da Ang-(1-7) no sistema muscular esquelético podemos citar 

a redução de atrofia muscular, redução de apoptose e efeitos antifibróticos, sendo 

uma possível opção para tratamento de doenças musculares e caquexia. No fígado, 

a Ang-(1-7) desempenha efeitos benéficos incluindo melhora na esteatose não 

hepática e inflamação, na fibrose hepática 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 vêm sendo estudado e já é de 

conhecimento da comunidade científica que, quando o eixo clássico (ECA/Ang 

II/AT1R) é mais estimulado, pode haver uma piora dos processos fisiopatológicos no 

pós-AVE, devido aos seus efeitos vasoconstritores, pró-inflamatórios, pró-fibróticos e 

a estimulação do estresse oxidativo (Wright & Harding, 2013). Estudos mostram que 

animais com a expressão aumentada dos genes humanos da renina e do 

angiotensinogênio apresentam maiores volumes de infarto (Inaba et al., 2009). Além 

disso, a Ang II foi capaz de aumentar a resposta contrátil em segmentos isolados da 

artéria cerebral média após isquemia, via ação em receptores AT1, prejudicando a 

reperfusão (Stenman & Edvinsson, 2004).  

De modo contrário, evidências sugerem que o eixo alternativo tenha ação 

protetora no AVE, tanto pela ação da Ang II no receptor AT2, quanto pela ação da 

Ang-(1-7) no receptor MAS induzindo a vasodilatação e reduzindo processos 

inflamatórios, estresse oxidativo e eventos apoptóticos (Gaspari et al., 2012; 

Regenhardt, Bennion, et al., 2014). Estudos mostram que, após isquemia induzida 

pela oclusão da artéria cerebral média, níveis de AT2R estão aumentados na região 

peri-infarto do córtex de ratos (Zhu et al., 2000) e que após isquemia global os níveis 

desse receptor também estão aumentados no córtex e hipocampo desses animais 

(Makino et al., 1996). Além disso, níveis de ECA2 e do receptor MAS também 

demonstraram aumento após oclusão 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) exógena após um evento de isquemia. Os resultados 

comprovam que a administração de Ang-(1-7), anteriormente à ocorrência de 

isquemia, foi capaz de reduzir o volume de infarto dos animais, e que esse efeito foi 

revertido após uso do A-779, antagonista do receptor MAS, sugerindo uma ação da 

Ang-(1-7) por meio desse receptor (Mecca et al., 2011). Também foi demonstrada 

ação neuroprotetora da Ang-(1-7) em eventos hemorrágicos, com redução no número 

desses eventos, aumento na perspectiva de vida dos animais e melhora da função 

neurológica (Regenhardt, Mecca, et al., 2014). 
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A ação neuroprotetora da Ang-(1-7) vêm sendo explicada, principalmente por 

seus efeitos anti-inflamatórios, vasodilatadores e sua ação reduzindo o estresse 

oxidativo. Estudos mostraram que a administração central da Ang-(1-7) atenuou o 

aumento de citocinas pró-inflamatórias. Além disso, a ativação do eixo ECA2/Ang-(1-

7)/MAS foi capaz de reduzir o estresse oxidativo reduzindo os níveis de iNOS (óxido 

nítrico sintase induzida) (Iadecola et al., 1995), uma molécula pró-oxidativa, e do fator 

nuclear kappa B (NF-κB) (Jiang et al., 2012).  Os efeitos vasodilatadores da Ang-(1-

7) e sua possível contribuição para sua ação neuroprotetora vêm sendo investigados 

e essa hipótese têm sido confirmada por alguns estudos nos quais a Ang-(1-7) foi 

capaz de aumentar os níveis de eNOS (óxido nítrico sintase endotelial) e óxido nítrico 

durante o AVE (Jiang et al., 2014; Y. Zhang et al., 2008) e também de melhorar a 

função 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 peptídeo 

diretamente no cérebro. Portanto, diferentes estratégias vêm sendo desenvolvidas 

para aumentar o tempo de circulação desse peptídeo, permitindo a sua ação no SNC 

mesmo após administração menos invasiva. Uma dessas estratégias é o uso de 

nanopartículas.     

  

2.3 Nanopartículas 

2.3.1     Classificação e tipos 

Nanopartículas são sistemas coloidais compostos por polímeros ou lipídeos, 

de tamanho variando entre 10 a 1000 nm, sendo os mais comuns entre 50 a 300 nm 

(T.-T. Zhang et al., 2016). De uma maneira bem ampla, as nanopartículas podem ser 

classificadas de duas formas: sintéticas e biológicas. Dentre as nanopartículas 

biológicas, podemos citar as vesículas extracelulares. Essas vesículas são 

secretadas pelas células e contém biomoléculas (microRNAs, proteínas e lipídeos) 

capazes de modular atividades celulares à distância (de Abreu et al., 2020). Já dentre 

as sintéticas, encontramos um grande número de exemplos como nanocápsulas, 

nanogéis, lipossomas, micelas, além de várias outras. As nanopartículas sintéticas 

ainda podem ser subdivididas em nanopartículas lipídicas, poliméricas, inorgânicas e 

metálicas (Bernardo-Castro et al., 2021), além das nanopartículas de carbono (tabela 

2). 
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Tabela 2: Tipos de nanopartículas 

 

 

As nanopartículas compostas por lipídeos incluem os lipossomas, vesículas 

esféricas constituídas por bicamadas de fosfolipídios e esteróides, além de outros 

surfactantes; as nanopartículas lipídicas sólidas são compostas por lipídeos sólidos 

estabilizados por vários surfactantes com boa estabilidade física e tolerabilidade; os 

carreadores lipídicos não estruturados são formados por uma mistura de lipídios 

líquidos e sólidos, o que leva à formação de uma nanoestrutura específica com grande 

capacidade de armazenamento e integração entre as substâncias ativas, e os lipídeos 

gerando complexos entre eles (Tapeinos et al., 2017; Wilczewska et al., 2012). 

As nanopartículas poliméricas podem ser obtidas pelo uso de polímeros 

sintéticos ou naturais, podendo apresentar diferentes formas e tamanhos (Saraiva et 

al., 2016). Dentre essas nanopartículas podemos citar as micelas poliméricas (Y. Lu 

et al., 2019), os dendrímeros (S. D. Santos et al., 2018), os nanogéis poliméricos (Cui 

et al., 2016), além de outros (Lombardo et al., 2020). Por fim, as nanopartículas 

inorgânicas incluem nanopartículas de metais. Os óxidos de certos metais possuem 
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características paramagnéticas funcionando como bons agentes de contraste (Praça 

et al., 2018).       

Dentre as nanopartículas de carbono, podemos citar os fulerenos, nanotubos de 

carbono e grafeno como as mais estudadas (Fernandes et al., 2018). Fulerenos são 

estruturas esféricas compostas por átomos de carbono. Nanotubos de carbono são 

formados por uma camada de átomos de carbono em forma cilíndrica gerando um 

nanotubo. E, por fim, os grafenos também são formados por uma camada de átomos 

de carbono, mas, no caso desses nanomateriais, a camada é aberta. Essas 

nanopartículas são bastante utilizadas em áreas como comunicação, energia, 

aeroespacial e também nanomedicina (De Volder et al., 2013). Mas, para seu uso em 

sistemas biológicos, é necessário que mudanças na superfície dessas nanopartículas 

sejam feitas para aumentar sua dispersão e garantir sua biocompatibilidade. De uma 

forma geral, essas mudanças podem conferir características funcionais aos 

nanomateriais diversificando suas aplicações biológicas que podem ir desde o uso 

como sensores e biomarcadores até como carreadores de fármacos (Fernandes et 

al., 2018).    

Para que as nanopartículas sejam utilizadas como carreadores de fármacos, 

elas devem possuir as seguintes características: não serem tóxicas, serem 

biodegradáveis e biocompatíveis, terem diâmetro de preferência menor que 200 nm; 

serem estáveis no sangue, sem haver agregação; a partícula deve evitar o sequestro 

pelo SFM (sistema fagocitário mononuclear) e, consequentemente, ficar por tempo 

prolongado na circulação; devem ser capazes de encapsular pequenas moléculas, 

peptídeos ou ácidos nucleicos; seus excipientes devem induzir o mínimo de 

degradação química ou mudanças estruturais na droga; devem ser capazes de 

promover uma liberação controlada da substância encapsulada; e, finalmente terem 

um processo de produção econômico e eficiente (T.-T. Zhang et al., 2016). 

  

2.3.2     Lipossomas  

2.3.2.1         Classificação 

Os lipossomas são a primeira geração de nanocarreadores (Budai & Szógyi, 

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 utilização dos lipossomas como um sistema 
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nanocarreador de fármacos (Gregoriadis et al., 1974). Por meio de seus estudos, 

Bangham percebeu que lipídios, em seu formato sólido, tem a capacidade de se auto 

rearranjar quando colocados em contato com quantidade suficiente de água ou 

alguma solução aquosa. Isso demonstra a ocorrência de interações não favoráveis 

entre os lipídeos e moléculas de água gerando efeitos de repulsão que guiam o 

rearranjo espontâneo desses lipídeos (Sopyan et al., 2020).     

Os lipossomas são vesículas compostas classicamente por uma bicamada de 

fosfolipídeos que separa um compartimento aquoso interno do meio aquoso externo, 

similar ao que é visto nas membranas celulares (Ahmed et al., 2019). Os fosfolipídeos 

podem ser de origem natural ou sintética, mas todos eles são compostos por um 

grupo polar ligado a duas cadeias apolares, o que os confere a classificação de 

compostos anfifílicos (Frézard, 1999). Muitos desses fosfolipídeos podem ser 

encontrados no organismo humano, o que favorece duas de suas principais 

características: biocompatibilidade e biodegradabilidade (Lamichhane et al., 2018; 

Masserini, 2013).  

Os fosfolipídios são caracterizados por uma temperatura de transição de fase 

(Tc), na qual a membrana passa de uma fase gel (cadeia hidrocarbonada do lipídio 

em estado ordenado) para uma fase cristal-líquido (moléculas ficam com movimentos 

mais livres e cadeias desordenadas e as cabeças polares tornam-se mais hidratadas). 

A composição da membrana influência na Tc, e dessa forma, membranas compostas 

por lipídeos diferentes podem possuir níveis de fluidez diferentes, mesmo estando em 

uma mesma temperatura (Frézard et al., 2005). 

Os lipossomas, por possuírem uma bicamada lipídica separando o meio 

aquoso interno do externo, são capazes de encapsular tanto fármacos hidrofílicos 

quando hidrofóbicos, ou seja, a maioria dos fármacos existentes (Gulati et al., 1998; 

Wen et al., 2012). Esse nanosistema também é capaz de encapsular gases, 

possibilitando a administração intravenosa de compostos gasosos (Fix et al., 2015; 

Peng et al., 2013). Além disso, uma vez encapsulado, o fármaco é protegido de 

eventos fisiológicos como degradação, inativação química e imunológica, e clearance, 

o que prolonga a meia-vida dessas substâncias (Bozzuto & Molinari, 2015; van der 

Valk et al., 2015). 

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

variar no seu tamanho, no número de lamelas, na composição dos lipídeos utilizados 



 

 

47 

na formulação, nos tipos de substâncias acopladas a membrana do lipossoma, e no 

volume e composição do meio aquoso interno (Frézard et al., 2005). Isso permite com 

que os lipossomas tenham sua bicamada lipídica e/ou superfície modificada de 

acordo com os objetivos do estudo (figura 6). 

 

Figura 6: Imagem esquemática representando as possíveis modificações da membrana lipossomal. 

Os lipossomas são vesículas bastante versáteis podendo serem modificadas de diferentes maneiras 

(adição de PEG, de ligantes ou mudança da carga da membrana) de modo a favorecer a entrega do 

fármaco em determinado alvo. Retirada de Bruch et al., 2019.  

 

 

Essa versatilidade permite que os lipossomas apresentem uma entrega alvo-

específica dentro do organismo, o que reduz o acúmulo das vesículas em outros 

órgãos, diminuindo os efeitos adversos. Ainda é possível também, a redução da dose 

do fármaco administrada, uma vez que há a sua concentração na região desejada, e 

isso, consequentemente, também irá contribuir para uma redução dos efeitos 

adversos (Bozzuto & Molinari, 2015). 

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

um dos nanossistemas mais estudados e de maior sucesso no que se refere à entrega 
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de fármacos em organismos humanos. Sua utilização como carreador de fármacos 

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, 

quanto pela sua composição, lamelaridade e tamanho. Quanto ao método preparo, 

os lipossomas podem ser classificados com base em: método de hidratação do filme 

lipídico; método de preparo por dispersão do solvente; métodos baseados em fusão 

ou transformação do tamanho da vesícula preparada; e tecnologia de fluído 

supercrítica. Quanto à composição dos lipossomas, eles podem ser classificados em: 

convencionais; de longa duração; sensíveis ao pH; catiônicos; e lipossomas alvo-

específico. E quanto à lamelaridade e tamanho, eles podem ser unilamelares ou 

multilamelares e pequenos ou grandes. 

A lamelaridade diz respeito ao número de lamelas ou bicamadas formadas 

durante o rearranjo espontâneo dos lipídeos, uma vez em contato com uma solução 

aquosa. Vesículas unilamelares pequenas (SUV) possuem tamanho até 100nm e 

somente uma bicamada lipídica, e as vesículas unilamelares grandes (LUV) possuem 

tamanho maior que 100nm e uma bicamada lipídica. Já as vesículas multilamelares 

podem chegar a diversos micrômetros de tamanho e possuem várias bicamadas 

lipídicas (Masserini, 2013). 

2.3.2.2.1    Composição dos lipossomas 

Como já destacado anteriormente, os lipossomas são nanopartículas muito 

versáteis podendo variar também na composição de sua bicamada lipídica, o que 

altera algumas de suas características.  

           Os lipossomas convencionais são os mais antigos e mais simples, em termos 

de composição. Geralmente são compostos exclusivamente por fosfolipídios naturais 

ou sintéticos e colesterol. Mesmo sendo simples, eles são capazes de melhorar a 

biodistribuição de fármacos e sua ação alvo-específica. Formulações de lipossomas 

convencionais já estão disponíveis para uso clínico no tratamento de doenças 

causadas por fungos em pacientes imunossuprimidos e vários tipos de câncer (Bruch 

et al., 2019).  

         Contudo, quando lipossomas convencionais são administrados via intravenosa 

ocorrem interações não específicas entre as vesículas e proteínas plasmáticas, e 
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essa adsorção de opsoninas à superfície dos lipossomas leva a formação de uma 

estrutura chamada corona. A corona, por sua vez, é rapidamente reconhecida e 

fagocitada por macrófagos de sistema reticuloendotelial (RES) localizado 

principalmente no fígado e baço (Immordino et al., 2006; S.-D. Li & Huang, 2009). 

Como esse processo ocorre de forma rápida, a ação de lipossomas convencionais é 

prejudicada e por isso novas estratégias foram desenvolvidas para superar esse 

problema. Nesse contexto, lipossomas de longa duração foram criados pela adição 

do polietilenoglicol (PEG) à superfície do lipossoma (Allen et al., 1991). 

            O PEG é capaz de aumentar o tempo de circulação dos lipossomas mediante 

dois mecanismos: diminuição do nível de agregamento das vesículas por meio da 

formação de uma camada de hidratação (interação de moléculas de água e PEG) na 

superfície dos lipossomas aumentando a sua estabilidade; e efeito estérico pela 

interação com moléculas de água, o que impede o acoplamento de opsoninas à 

superfície dos lipossomas (Milla et al., 2012). Essa melhora de desempenho 

proporcionada pela adição do PEG é dependente de sua orientação, sendo 

normalmente atingido quando os polímeros do PEG estão organizados na 

conformação de “escova” (polímeros com cadeias menores necessitando maior 

densidade) (Kenworthy et al., 1995; Onyskiw & Eniola-Adefeso, 2013). Atualmente, 

na tentativa de aumentar a liberação dos fármacos encapsulados em lipossomas 

PEGuilados, lipídeos capazes de clivar esse polímero vêm sendo propostos (Milla et 

al., 2012).  

Assim como os lipossomas convencionais, lipossomas PEGuilados também já 

estão disponíveis para uso clínico, como o Caelyx®, nome comercial da formulação 

de lipossomas PEGuilados que contém doxorrubicina. Quando analisados 

parâmetros farmacocinéticos como área sobre a curva (AUC), Cmáx e clearance, os 

lipossomas PEGuilados apresentaram melhor performance do que lipossomas 

convencionais (Gabizon et al., 1994; Swenson et al., 2003). 

            Os lipossomas sensíveis ao pH foram propostos após extenso conhecimento 

de que há alteração do pH tecidual em situações patológicas, tumores e áreas com 

inflamação. Durante essas situações, há uma redução do pH tecidual, quando 

comparado com tecidos normais (Gullino et al., 1965; Lopes et al., 2013). Os 

lipossomas sensíveis ao pH contêm uma mistura de fosfatidiletanolamina (PE) e um 

composto anfifílico com um grupo ácido protonável (carregado negativamente em pH 
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fisiológico) (Batista et al., 2007; Lopes et al., 2013; Simões et al., 2004). Portanto, em 

pH fisiológico ocorre uma repulsão eletrostática entre a PE e o composto anfifílico 

possibilitando a formação da bicamada lipídica (Lai et al., 1985; Simões et al., 2004). 

Mas, em condições ácidas, o grupo ácido do composto anfifílico é protonado 

resultando na perda da repulsão eletrostática, desestabilização da bicamada lipídica 

e liberação do fármaco encapsulado (Simões et al., 2004; Torchilin et al., 1993). 

            A alteração dos lipídios da bicamada lipídica pode ser feita com o intuito de se 

formarem lipossomas catiônicos. Esse tipo de lipossoma foi proposto após a 

descoberta de lipídeos catiônicos como o N-[1-(2,3-Diol Iloxi)propil]-

N,N,Trimetilamônio metilsulfato (DOTAP), bastante utilizado na formulação de 

lipossomas catiônicos juntamente com o colesterol e outros lipídeos (Khalil et al., 

2018). Essas vesículas vêm sendo utilizadas principalmente para encapsulamento de 

compostos com carga negativa como DNA e RNA (Lopes et al., 2013).   

        Por fim, existem também os lipossomas sítio-específico. Esse tipo de 

lipossoma tem sua superfície 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 à superfície das vesículas, 

podendo ser eles proteínas virais, moléculas que interagem com receptores 

específicos e anticorpos, ou fragmentos de anticorpos (Batista et al., 2007; Lopes et 

al., 2013).  

         Lipossomas acoplados a agonistas do receptor de transferrina são um exemplo 

conhecido de vesículas sítio-específicas, uma vez que essa estratégia é utilizada para 

aumentar a interação 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 são os imunolipossomas, 

vesículas acopladas a anticorpos ou fragmentos de anticorpos que visam a interação 

específica com células que expressam antígenos (D. Wang et al., 2018). Esse 

acoplamento pode ser feito diretamente aos lipídeos presentes nas bicamadas, mas, 

com a utilização do PEG e seu efeito estérico, a utilização do polímero acoplado ao 

ligante de interesse se tornou mais usual (Merino et al., 2018). 

            Como já destacado anteriormente, a ação alvo-específica dos lipossomas 

pode levar a um aumento da eficácia e redução da toxicidade uma vez que o 

lipossoma com o fármaco se concentra na região desejada. Mas apesar das 
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vantagens e do grande número de estudos, ainda não há lipossomas sítio-específico 

disponíveis para uso clínico.        

  

2.3.2.2.2    Método de preparo dos lipossomas 

Os métodos de preparo dos lipossomas podem influenciar na quantidade de 

fármaco que é incorporada e sua escolha deve levar em conta as características do 

fármaco, como hidrofobicidade e hidrofilicidade. Uma das técnicas de preparo mais 

simples é a hidratação do filme lipídico. Esse método se dá pela dissolução dos 

lipídeos em um solvente orgânico, normalmente clorofórmio ou misturas de 

clorofórmio e metanol. O solvente é então removido sob vácuo, formando o filme 

lipídico que é hidratado com uma solução aquosa. Após a hidratação, os lipídeos 

formam vesículas espontaneamente. Esse método produz lipossomas multilamelares 

e com tamanhos maiores que 1 micrômetro e por isso outras técnicas precisam ser 

utilizadas para a redução do tamanho, como a técnica de extrusão ou ultrassonicação 

(Bangham et al., 1965; Bhatia et al., 2004; Ghanbarzadeh et al., 2013). Ele também 

é bastante utilizado como método inicial de formação das vesículas para posterior 

incorporação do fármaco. 

O método de preparo por dispersão do solvente é subdividido em dois outros 

métodos: injeção de éter e injeção de etanol. Na injeção de éter os lipossomas são 

preparados por meio da dissolução de lipídeos em dietiléter ou uma mistura de 

metanol e éter, seguido de lenta injeção da mistura a uma solução aquosa que contém 

o fármaco que será encapsulado. A injeção é feita sob baixa pressão ou a 55-65 ºC. 

Uma desvantagem desse método é a produção de uma população de vesículas de 

tamanho heterogêneo e também a exposição dos fármacos a altas temperaturas 

durante o processo (Mathai & Sitaraman, 1987).  

A injeção de etanol envolve a utilização do etanol no processo de dissolução 

dos fosfolipídeos e de colesterol. Utilizando uma seringa, a solução etanólica 

contendo os lipídeos é injetada a um volume definido de solução aquosa, sob 

constante agitação. Os lipossomas são espontaneamente formados assim que a 

solução etanólica entra em contato com a fase aquosa. A suspensão de lipossomas 

é então mantida em agitação por 15 minutos. Esse processo apresenta várias 

vantagens como o preparo rápido e simples de vesículas, além de sua 

reprodutibilidade. Ele também evita alterações oxidativas e degradação de lipídeos, e 
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é capaz de produzir vesículas unilamelares e pequenas sem a necessidade de 

extrusão e ultrassonicação (Charcosset et al., 2015; Jaafar-Maalej et al., 2010). 

Os métodos baseados em fusão ou transformação do tamanho da vesícula 

preparada também podem ser divididos em dois: método de 

congelamento/descongelamento seguido de extrusão; e método da 

desidratação/reidratação. O método de congelamento e descongelamento é 

considerado uma técnica para aumento da capacidade de encapsulação do 

lipossoma, uma vez que ele proporciona uma quebra física de suas membranas pelos 

cristais de gelo formados durante o congelamento (Supaporn, 2011). Juntamente a 

esse método, o preparo dos lipossomas é feito pela formação do filme lipídico e 

incorporação da substância encapsulada ao filme. Uma vez formada a suspensão, as 

vesículas são congeladas e imediatamente depois descongeladas e submetidas ao 

vortex. Elas são, então, extrusadas três vezes e mais uma vez passam pelo ciclo de 

congelamento/descongelamento (seis vezes) seguido de extrusão (oito vezes). Esse 

método é frequentemente incorporado ao preparo dos lipossomas para aumento da 

taxa de encapsulação das substâncias hidrossolúveis de interesse (Costa et al., 2014; 

L. D. Mayer et al., 1985).  

O método de desidratação/reidratação também é utilizado como técnica 

adicional ao preparo dos lipossomas com o objetivo de aumentar a taxa de 

encapsulação de fármacos. Nessa técnica, os lipossomas são desidratados, por meio 

de liofilização, por exemplo, e depois o pó é reidratado formando uma solução aquosa 

contendo o fármaco que será encapsulado. A desidratação leva a formação de um pó 

sólido contendo os lipídeos em formatos pequenos e subdivididos. Após a reidratação 

dessa dispersão sólida vesículas oligolamelares são formadas (Gregoriadis et al., 

1971, 1990). Esse método foi capaz de aumentar a taxa de encapsulação e a 

estabilidade de antibióticos (macrolídeos e aminoglicosídeos) e proteínas 

(Gregoriadis et al., 1990; Mugabe et al., 2006). 

Por fim, a tecnologia do fluido supercrítico é um estado no qual o fluido se 

apresenta intermediário entre as formas gasosas e líquidas. O gás carbônico (CO2), 

em sua forma supercrítica, é um dos gases mais utilizados. Essa técnica é utilizada 

para a formação de dispersões micronizadas e homogêneas de fosfolipídeos. 

Colesterol e outros lipídeos são dissolvidos em solvente orgânico. O CO2 é então 

adicionado através de spray por tubos capilares em um ambiente de precipitação por 
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alta pressão. Devido a mudança drástica de temperatura e pressão, o CO2 chega à 

sua fase supercrítica. Subsequentemente, o solvente orgânico é evaporado e os 

lipídeos são extraídos na fase supercrítica, levando à supersaturação desses lipídeos 

nessa fase e à precipitação do material lipídico. CO2 é continuamente bombeado ao 

sistema promovendo a evaporação completa do solvente orgânico, e a transformação 

dos lipídeos em partículas finas. Esses lipídeos recebem ao final a solução aquosa 

para formação dos lipossomas. Quando comparada com o preparo tradicional de 

lipossomas, a tecnologia de fluido supercrítico foi considerada mais sustentável, além 

de permitir produção em larga escala em condições de boas práticas de produção 

(Ahmed et al., 2018; Santo et al., 2014).               

       

2.3.2.3         Lipossomas no SNC 

As doenças do Sistema Nervoso Central (SNC) vêm impondo grandes desafios 

para a população humana sendo uma das áreas que mais requerem estudos. 

Atualmente, as doenças neurológicas estão entre os maiores causadores de morte e 

incapacidade no mundo. A contribuição dessas doenças no contexto global vem 

crescendo e, em 2016, doenças de causa neurológica foram a maior causa de 

incapacidade ajustada a anos de vida (DALYs – disability-adjusted life-years) 

atingindo 276 milhões de pessoas, e a segunda maior causa de mortes (9 milhões) 

(Feigin et al., 2019). Até o momento, o diagnóstico e tratamento de doenças como 

Alzheimer, Parkinson, Huntington, AVE, câncer cerebral, e epilepsia ainda é um 

desafio (Barchet & Amiji, 2009). 

Muitas dessas doenças ainda não possuem tratamentos efetivos, não pela falta 

de fármacos, mas devido a dificuldades que essas substâncias enfrentam de passar 

pela barreira hematoencefálica e atingir o tecido cerebral em quantidades 

terapêuticas (Neuwelt et al., 2008). Como já discutido anteriormente, a BHE é uma 

estrutura dinâmica responsável por manter a homeostase cerebral protegendo o 

tecido de patógenos e substâncias tóxicas (Y. Chen & Liu, 2012). E isso tem grande 

impacto no tratamento farmacológico de doenças cerebrais, uma vez que quase 

100% de grandes moléculas e mais de 98% das pequenas não são capazes de 

atravessar a BHE (Pardridge, 2007). 

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

oferece possíveis soluções para os problemas enfrentados, aumentando o transporte 
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pela BHE permitindo imagens de diagnóstico e tratamento das doenças 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 biocompatíveis fato esse que se 

confirma com o registro de várias formulações lipossomais terapêuticas aprovadas 

pelo FDA (Zylberberg & Matosevic, 2016). E quando se trata de estudos 

translacionais, os lipossomas vêm 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 terapêutico de muitos 

fármacos já existentes. 

      

2.3.2.4         Estratégias para ultrapassar a BHE utilizando lipossomas 

A complexidade da BHE, a existência de diferentes níveis de proteínas 

transportadoras como a P-glicoproteína (P-gp) e a Proteína-1 resistente a múltiplas 

drogas (MRP-1) e a expressão de enzimas metabólicas limitam a passagem da 

maioria dos fármacos (Tajes et al., 2014) e também de muitas substâncias 

fisiologicamente ativas. Por isso, o próprio organismo apresenta diferentes 

mecanismos de transporte de solutos pela BHE. Substâncias hidrofílicas se difundem 

pelas junções aderentes via o mecanismo paracelular (extracelular), enquanto as 

moléculas lipofílicas, como colesterol e álcool, se dissolvem pela membrana lipídica 

das células, pela via transcelular (Tam et al., 2016). Mas para todas as outras 

moléculas esse transporte ocorre através de outros mecanismos, como a transcitose 

mediada por absorção, 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 inúmeras modificações que podem ser feitas nos lipossomas, uma 

das primeiras estratégias para aumento da passagem pela BHE foi a redução do 

tamanho dessas vesículas ou a introdução do PEG, uma vez que com essas 

modificações há aumento do tempo de circulação e consequentemente maiores 

chances de interação 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 

específicos para receptores presentes nas células endoteliais da BHE na superfície 

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 não é amplamente encontrado em células endoteliais do 

restante do organismo (Jefferies et al., 1984), o que possibilita uma ação mais 

direcionada e específica. Esse é também o motivo desse tipo de receptor ser um dos 

mais explorados quando há o intuito de aumentar a passagem pela BHE (Bruch et al., 

2019). Outros tipos de receptores encontrados nas células endoteliais da BHE e que 

são alvo de ligantes utilizados em formulações lipossomais são os receptores de 

lipoproteína 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 é por 

meio do acoplamento de mais de um ligante à superfície das vesículas. Qin e 

colaboradores demonstraram esse melhoramento através da adição de transferrina e 

arginina-glicina-ácido aspártico cíclico aos lipossomas com o intuito de aumentar a 

passagem pela BHE e concentrar no tumor cerebral, respectivamente (Qin et al., 

2014).  

A adição de ligantes à superfície dos lipossomas utiliza o mecanismo de 

transcitose mediada por receptor para passagem pela BHE. Outro mecanismo 

amplamente explorado é a transcitose mediada por absorção. Nesse caso, a 

utilização de lipossomas catiônicos é 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 

catiônica e mostraram que essas vesículas eram absorvidas por células endoteliais 

sugerindo o potencial desse nanossistema para interação com a BHE e entrega de 

fármacos no SNC (Helm & Fricker, 2015).   

Outra estratégia que têm se estudado para aumento da especificidade dos 

lipossomas com o cérebro é a utilização de lipossomas magnéticos. Lipossomas 

magnéticos encapsulando fármacos são concentrados no cérebro por aplicação de 

um campo magnético. Esse tipo de técnica ainda é bastante recente, mas tem o 
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potencial de concentrar o fármaco no tecido cerebral e reduzir efeitos adversos 

sistêmicos (L. B. Thomsen et al., 2015; M. Zhao et al., 2012, 2014).  

Além de estratégias relacionadas às mudanças na estrutura dos lipossomas, 

outros tipos de abordagens vêm sendo exploradas com o intuito de aumentar o 

acúmulo de lipossomas e fármacos no tecido cerebral. Dentre elas podemos citar 

técnicas invasivas como abertura ativa da BHE e administração de lipossomas 

diretamente no SNC, e técnicas não invasivas como a administração intranasal (figura 

7). 

 

Figura 7: Métodos para aumentar a chegada de lipossomas no SNC. Dentre eles existem os mais 

invasivos como abertura mecânica da BHE com ultrassom ou injeção intracerebral, e os menos 

invasivos como intranasal. Além disso, os lipossomas também podem ser modificados para aumento 

da passagem pela BHE. Imagem de autoria própria feita no aplicativo Biorender.  

 

 

A abertura ativa da BHE pode ser realizada por meio de choque osmótico com 

o uso de manitol, por exemplo, ou por meio do uso de ultrassom. Essas técnicas vêm 

sendo utilizadas juntamente com lipossomas para aumentar a passagem dessas 

nanopartículas e a entrega de fármacos 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 combinação 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 utilização de 

choque osmótico com o uso de manitol para abertura temporária da BHE aumentou 

a passagem de lipossomas pela BHE e seu acúmulo no tecido cerebral (Sakamoto & 

Ido, 1993). O equipamento necessário para implementação de ressonância acoplada 

à técnica de ultrassom no cérebro já está sendo usado em um teste clínico (NCT 

00147056) e pode, potencialmente, ser usado juntamente com lipossomas no futuro 

para a entrega de fármacos ao cérebro. Contudo, a abertura mesmo que temporária 

da BHE pode causar efeitos adversos e por isso o uso dessa técnica ainda apresenta 

grandes desvantagens (Rip, 2016). 

Uma outra maneira de aumentar a passagem de fármacos pela BHE é 

injetando a formulação de interesse diretamente no líquido cefalorraquidiano ou no 

fluido intersticial por meio de injeções no espaço intracerebroventricular ou intratecais. 

Uma limitação dessa técnica é o alto nível de clearance do SNC sofrido por agentes 

lipofílicos pequenos, uma vez que moléculas pequenas escapam facilmente da região 

perfundida do cérebro para a periferia. Por isso, esse tipo de abordagem é mais 

efetivo para moléculas maiores e hidrofílicas ou quando há utilização de lipossomas 

no encapsulamento de moléculas menores. Ademais, uma formulação lipossomal 

para administração intratecal e tratamento de meningite linfomonocitária já está 

aprovada para uso clínico. A citarabina encapsulada em lipossomas (Depocyt®) é 

administrada via intratecal e reduz os sintomas causados pela doença (Jahn et al., 

2015; Rueda Domínguez et al., 2005). Estudos clínicos mostraram que a citarabina 

encapsulada em lipossomas melhorou a qualidade de vida de pacientes e possui a 

mesma ou maior eficácia que tratamentos utilizados para meningite linfomonocitária 

ou neoplásica. Contudo, apesar dos resultados positivos para tratamento do líquido 

cefalorraquidiano, ainda é questionada a eficácia dessa via para tratamento de 

doenças do SNC que necessitam ampla distribuição do fármaco em quantidades 

terapêuticas no tecido cerebral (Rip, 2016). 

A administração de formulações ou fármacos diretamente no tecido cerebral 

restringe bastante a distribuição do fármaco para locais próximos à injeção. Isso torna 
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essa técnica mais aplicada para doenças que atingem o cérebro em regiões 

específicas como os tumores e eventos isquêmicos focais. Administração de 

formulações lipossomais contendo rênio em tumores cerebrais estão sendo 

investigadas em testes clínicos (NCT01906385) (Rip, 2016). 

Apesar da administração direta no SNC ser uma alternativa, ela é um método 

bastante invasivo apresentando várias restrições. Dessa forma, opções não invasivas 

vêm sendo estudadas e uma das mais utilizadas no que diz respeito à administração 

no SNC é a via intranasal. Essa estratégia não possibilita o aumento da passagem 

pela BHE uma vez que ela é uma alternativa que não requer a passagem por essa 

barreira, o que também aumenta a quantidade de fármaco que chega ao tecido 

cerebral. Portanto, essa via possibilita acesso direto ao SNC através dos nervos 

olfatório e trigêmeo (Lochhead & Thorne, 2012). Essa passagem de substâncias pela 

via intranasal se dá pelo transporte intra-axonal lento (intra-neural) ou pela rápida 

transferência através do espaço perineural que circunda as células neurais chegando 

até o líquido cefalorraquidiano ou fluido intersticial do cérebro (extra-neuronal ou 

transporte paracelular) (Dhuria et al., 2010). Esse tipo de administração também 

permite maior ação local reduzindo efeito sistêmico e consequentes efeitos adversos 

(Meredith et al., 2015), além de também evitar maior eliminação dos lipossomas 

encontrados no plasma (Battaglia et al., 2018). 

A via intranasal também apresenta como vantagens a mucoadesão e 

deposição de fármacos, além de melhor absorção das substâncias ativas (Illum, 2000; 

van Woensel et al., 2013). Nesse contexto, Pashirova e colaboradores utilizaram 

lipossomas catiônicos via intranasal e mostraram que essa via aumentou o acúmulo 

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 administração do fator de crescimento de fibroblastos 

(bFGF), uma substância com potencial ação neuroprotetora em pacientes com AVE, 

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

  

2.3.2.5         Lipossomas e AVE 

Já é bastante descrito que durante as doenças do SNC ocorrem alterações na 

BHE. Essas mudanças podem ser o resultado de fatores extrínsecos como no caso 

da esclerose múltipla (Lassmann et al., 2001), ou de fatores intrínsecos como no caso 



 

 

59 

da isquemia cerebral (Huang et al., 2006; Moustafa & Baron, 2007). Em ambos os 

casos, ocorrem danos às junções aderentes, o que leva ao aumento da 

permeabilidade da BHE (Knowland et al., 2014). 

Essa alteração das junções aderentes está também relacionada à ausência de 

caveolina-1 (S. Wang & Head, 2019). A caveolina-1 é uma proteína de membrana 

presente nas células endoteliais dos capilares cerebrais. A isquemia pode levar a uma 

redução dessa proteína afetando as junções aderentes, aumentando a expressão de 

metaloproteinases (MMPs) (Gu et al., 2012) e prejudicando o suporte proporcionado 

pelos astrócitos, o que irá influenciar na permeabilidade da BHE (Horng et al., 2017; 

M. S. Thomsen et al., 2017). Outros estudos também vêm demonstrando que a 

ocorrência de degeneração do endotélio com o aumento de vesículas transcelulares 

(responsáveis pelo transporte de moléculas através da BHE) também está 

relacionado às mudanças na permeabilidade da BHE (Krueger et al., 2013; Ronaldson 

& Davis, 2012). 

O dano causado pela isquemia na BHE tem um caráter bifásico com dois picos 

de aumento da permeabilidade e consequente aumento da entrada de compostos no 

tecido cerebral (Knowland et al., 2014). Essa alteração característica após evento 

isquêmico pode ser positivamente explorada uma vez que agentes terapêuticos 

também serão capazes de ultrapassar a BHE e alcançar a região 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 região isquêmica, devido a 

alteração da BHE, aumentando a eficácia do fármaco quando comparado à sua forma 

livre (Fukuta et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

60 

Figura 8: Imagem representativa da ação da isquemia na BHE aumentando a passagem dos 

lipossomas. Após ocorrência do evento isquêmico o tecido cerebral e as células endoteliais da BHE 

passam por alterações que levam ao aumento da permeabilidade da BHE facilitando a passagem 

transcelular a paracelular e acúmulo de lipossomas no tecido cerebral. Imagem adaptada de 

Fernandes et al., 2018.  

 

 

No entanto, anos antes do trabalho de Fukuta, outros pesquisadores já vinham 

utilizando lipossomas para a entrega de fármacos no cérebro após a isquemia. O 

primeiro trabalho que explorou o uso dessas vesículas foi o de Imaizumi em 1990, 

que utilizou lipossomas com a enzima superóxido dismutase (SOD). Essa enzima 

catalisa a dismutação do superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio, reduzindo 

o número de radicais livres presentes e, consequentemente, o estresse oxidativo após 

isquemia. O trabalho de Imaizumi e colaboradores mostrou que os lipossomas 

facilitaram a entrega de SOD não só na região isquêmica, mas em outras áreas do 

cérebro reduzindo o volume de infarto (Imaizumi et al., 1990). Contudo, nesse 

trabalho ainda foram utilizados lipossomas convencionais e com o avanço nos 

estudos dos lipossomas PEGuilados esse tipo de formulação ganhou espaço e vem 

sendo amplamente utilizada para o tratamento pré-clínico do AVE. 
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No trabalho de Kim e colaboradores, lipossomas PEGuilados permitiram o 

aumento no tempo de circulação do t-PA (Kim et al., 2009). Fukuta e colaboradores 

combinaram t-PA e fasudil lipossomal e avaliaram se eles conseguiriam aumentar os 

benefícios do tratamento com t-PA nesse novo esquema terapêutico melhorando o 

problema da estreita janela terapêutica do t-PA. Os resultados mostraram que a 

terapia dupla aumentou os efeitos neuroprotetores quando comparado com a 

administração do t-PA ou fasudil sozinhos, além de também aumentar a janela 

terapêutica do t-PA (Fukuta et al., 2017). Saxena e colaboradores utilizaram, além do 

PEG, uma estratégia termossensível em lipossomas para entrega de agentes 

trombolíticos. Seus resultados mostraram que lipossomas termossensíveis usados 

juntamente com hipertermia local foram capazes de promover a trombólise no local 

desejado reduzindo efeitos adversos sistêmicos (Saxena et al., 2015). 

Estudos vêm demonstrando o acúmulo de lipossomas PEGuilados na região 

isquêmica em fases iniciais após a reperfusão e também a sua retenção na lesão por 

algumas horas após a sua administração (Fukuta et al., 2015, 2016; Ishii et al., 2013). 

Esse acúmulo de lipossomas no cérebro após a isquemia foi potencializado com o 

uso de lipossomas aniônicos e neutros como demonstrado por Campos-Martorell e 

colaboradores (Campos-Martorell et al., 2016), contrariando estudos anteriores onde 

lipossomas catiônicos seriam mais eficientes em alcançar o tecido cerebral devido a 

interação de sua carga positiva com as cargas negativas das proteínas de membrana 

da BHE.  

O grupo do professor Kostarelos foi o primeiro a demonstrar que o acúmulo de 

lipossomas PEGuilados ocorre em duas janelas temporais diferentes após a 

isquemia. O estudo mostrou que esses lipossomas foram capazes de acumular no 

cérebro em uma fase inicial após a reperfusão (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 

influência do transporte transcelular e também do paracelular (Al-Ahmady et al., 

2019). 

Vários estudos vêm utilizando estratégias de alteração na superfície dos 

lipossomas e têm obtido resultados favoráveis. Dentre esses lipossomas podemos 

citar a utilização de ligantes como HAIYPRH (T7), um peptídeo que tem como alvo o 

receptor de transferrina (Z. Wang et al., 2015), a própria transferrina (H. Zhao et al., 
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2011) e lipossomas funcionalizados com RGD (ácido arginilglicilaspártico) cíclico (N. 

Zhang et al., 2018). Ishii e colaboradores utilizaram asialo-eritropoetina (AEPO) como 

uma ferramenta para atingir a região isquêmica por meio da interação dos lipossomas 

com o receptor de eritropoetina em células neuronais. O estudo mostrou que os 

lipossomas foram capazes de se ligar às células neurais e também de causar um 

efeito neuroprotetor no dano isquêmico. Por fim, os autores também demonstraram 

que após uma única dose de baixa concentração dos lipossomas foi observado 

melhora cognitiva em animais isquemiados 7 dias após a isquemia (Ishii et al., 2012). 

Estratégias mais recentes, como o duplo acoplamento de ligantes à superfície 

dos lipossomas, também vêm sendo utilizadas no contexto da isquemia. Zhao e 

colaboradores desenvolveram uma formulação neuroprotetora acoplada ao peptídeo 

T7 (ligante do receptor de transferrina) e ao stroke homing peptide (SHp – peptídeo 

expresso preferencialmente na região isquêmica) com o intuito de aumentar a 

passagem pela BHE e a especificidade pela região isquêmica, respectivamente (Y. 

Zhao et al., 2016).  

A utilização 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 

que devido a suas cargas positivas é capaz de interagir com as cargas negativas de 

resíduos ácido siálico presente no muco e assim interagir com o muco da cavidade 

nasal. O uso desses lipossomas aumentou a janela terapêutica de tratamento da C-

ficocianina para até 6h após o evento isquêmico (Chung et al., 2018). Esse aumento 

da janela terapêutica também é bastante importante no caso do AVE, uma vez que 

muitos pacientes não conseguem receber o tratamento a tempo.  

Em um trabalho de Ahmad e colaboradores, nanolipossomas de 

aproximadamente 40 nm de diâmetro foram utilizados para o tratamento do AVE. 

Nesse trabalho, os autores testaram se os nanolipossomas seriam capazes de reduzir 

o volume de infarto em camundongos após sofrerem evento isquêmico. Os resultados 

mostraram que os nanolipossomas foram capazes de reduzir o volume de infarto e o 

dano neurológico de animais quando comparados com o grupo controle (Ahmad et 

al., 2021). 
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Portanto diante de todos os benefícios 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 não existem terapias neuroprotetoras que consigam reduzir o dano 

isquêmico e consequentemente as sequelas causadas por ele nos pacientes. Em 

estudos pré-clínicos, a Ang-(1-7) vem demonstrando potencial neuroprotetor no tecido 

cerebral após a isquemia, contudo esse peptídeo é rapidamente degradado, uma vez 

administrado ao organismo, e por isso, estratégias que consigam aumentar o tempo 

de circulação dessa substância ativa são de grande interesse. Nesse contexto, o uso 

de lipossomas tem se destacado, uma vez que esse sistema é biodegradável e 

biocompatível, além de proteger as substâncias ativas por ele encapsuladas, 

reduzindo sua degradação. Os lipossomas também são capazes de se concentrar na 

região isquêmica, o que também leva ao aumento do fármaco na região de interesse 

com possível redução da dose. 

Todos esses benefícios 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 eficácia do tratamento da isquemia cerebral in vivo usando 

lipossomas carregados com Ang-(1-7), bem como a ação da angiotensina-(1-7) no 

ambiente isquêmico cerebral. 

  

3.2.2     Objetivos Específicos 

● Preparar e realizar a caracterização dos lipossomas contendo Ang-(1-7); 

● 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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● Comparar os escores neurológicos dos animais isquemiados tratados com 

lipossomas incorporando Ang-(1-7) ou com Ang-(1-7) livre; 

● Avaliar o desempenho do tratamento com lipossomas incorporando Ang-(1-7) 

em duas janelas terapêuticas diferentes; 

● Avaliar os efeitos da angiotensina-(1-7) sobre o estresse oxidativo e a 

inflamação 7 dias após a isquemia; 

● Avaliar a interação dos lipossomas com as células do tecido cerebral após a 

isquemia. 

 

4      MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1  Preparo e caracterização das formulações de lipossomas 

4.1.1     Preparo dos lipossomas vazios 

Para o preparo dos lipossomas foram utilizados os lipídeos diestearoil-

fosfatidilcolina (DSPC), colesterol (COL) e diestearoil-fosfatidiletanolamina-

polietilenoglicol 2000 (DSPE-PEG 2000) na proporção molar de 10:5:1, 

respectivamente e foi incorporada a sonda fluorescente lipofílica derivada da 

carbocianina, Dil (1,1 dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametil-indo carbocianina perclorato, 

Molecular Probe, USA), na concentração de 2,5mol% de DSPC para os lipossomas 

usados nos experimentos de imunofluorescência (Fukuta et al., 2016). A 

concentração final de lipídios 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 extrusão para a calibração do tamanho dos 

lipossomas (Nayar et al., 1989). Sucintamente, os lipídeos citados acima foram 

solubilizados em clorofórmio em um balão de fundo redondo que posteriormente foi 

levado ao rotavapor (banho a 60°C) para evaporação do solvente e formação do filme 

lipídico. Este então foi hidratado com solução 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 extrusão, a suspensão de vesículas 

multilamelares foi submetida à filtração repetida a 65°C através de membrana de 

policarbonato com poro de 200 nm (5 vezes) seguida de nova extrusão 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 

DiI, ou sem marcação e que continham em seu interior Ang-(1-7) usando o método 

de desidratação rehidratação (Kirby & Gregoriadis, 1984; Silva-Barcellos et al., 2001). 

Os lipossomas passaram pelas mesmas etapas iniciais de preparo citadas acima e 

ao final da extrusão, a suspensão de lipossomas (1 mL) foi misturada com solução de 

Ang-(1-7) (1 mL contendo 3mg/mL em NaCl 0,03M) e a mistura foi liofilizada. A 

amostra liofilizada foi então ressuspendida em 0,2mL de água Mili-Q e incubada por 

30 min à 55°C com agitação constante, em seguida foram adicionados 0,2mL de PBS 

e novamente a dispersão foi incubada por 30 min à 55°C. Posteriormente, a amostra 

foi diluída com mais 1,4 mL de PBS e extrusada em membrana de 100 nm. A Ang-(1-

7) não encapsulada foi retirada através de diálise em PBS à 4°C por 24h, com 

agitação constante. Para os lipossomas com Ang-(1-7) a concentração final de 

lipídeos foi de 50 mM. 

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

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

 

Figura 9: Imagem esquemática resumindo a produção de lipossomas vazios e com Ang-(1-7). Na 

primeira linha é possível observar a síntese de lipossomas vazios e na segunda linha a continuação 

da síntese com adição de Ang-(1-7) que é incorporada aos lipossomas. 
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4.1.3     Caracterização dos lipossomas 

O diâmetro hidrodinâmico dos lipossomas, o índice de polidispersão (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 realização dessas medidas, em cubeta apropriada, 20 μL da dispersão 

de lipossomas [vazio ou com Ang-(1-7)] foram diluídos em 2 mL de solução de PBS. 

A solução diluída foi levada ao equipamento, onde as leituras foram obtidas a 25oC. 

Para determinar a taxa de encapsulação da Ang-(1-7) nos lipossomas, foi 

utilizado o método de quantificação desenvolvido por Silva-Barcellos e colaboradores 

(Silva-Barcellos et al., 2001), que explora a fluorescência intrínseca do peptídeo. Em 

espectrofluorímetro (Cary Eclipse, Varian), foi registrada a intensidade de 

fluorescência (excitação em 280 nm; emissão em 305 nm) do peptídeo em 2mL de 

metanol acrescentado 50 μL de “lipossomas brancos” [sem Ang-(1-7)]. Foi construída 

uma curva de calibração variando a concentração do peptídeo de 0,024 a 0,0309 

mg/mL, na qual verificou-se a linearidade da relação da fluorescência com a 

concentração. Em seguida, foi feita leitura da dispersão de lipossomas com Ang-(1-

7) antes da diálise (100%) e depois da diálise. Os lipossomas utilizados para esse 

experimento não estavam marcados com o DiI, uma vez que o objetivo era detectar 

a fluorescência intrínseca da Ang-(1-7) e a fluorescência do marcador iria interferir 

nessa quantificação. Utilizando os valores obtidos foi possível determinar as 

concentrações de Ang-(1-7) em cada situação e assim obter a taxa de encapsulação 

(TE), que foi calculada da seguinte forma:  

 

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

----------------------------------------------------------------------- x 100 

             Concentração Total de Ang-(1-7) 

 

Sendo: TE a taxa de encapsulação, Concentração de Ang-(1-7) nos lipossomas 

o valor obtido com a amostra após a diálise, e Concentração total o valor obtido com 

a amostra antes da diálise. 
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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 ração balanceada padrão (Nuvilab®) e água ad 

libitum e tiveram temperatura ambiente controlada (25ºC), com fotoperíodo de 12h 

claro/escuro. Todos os experimentos foram conduzidos de forma a evitar o sofrimento 

dos animais e a reduzir o número de animais utilizados. Os protocolos experimentais 

foram aprovados pelos certificados CEUA-UFMG no 327/2015 e no 346/2019. 

  

4.3 Cirurgia de oclusão da artéria cerebral média (MCAO) 

O procedimento cirúrgico utilizado para a indução da isquemia foi baseado na 

modificação do método descrito por Longa e colaboradores para a oclusão transitória 

da artéria cerebral média (ACM) (Longa et al., 1989). A anestesia foi induzida pela 

inalação de 4% Isoflurano (em O2) e mantida pela inalação de 1.5 - 2% de Isoflurano. 

Para realização da cirurgia, o animal foi colocado na posição supina na mesa 

cirúrgica, suas patas anteriores foram imobilizadas, os pelos da região anterior do 

pescoço foram retirados e em seguida foi realizada a assepsia dessa região com 

álcool 70 e álcool iodado. Foi realizada uma pequena incisão sagital mediana na pele 

e os tecidos foram divulsionados até que a artéria carótida comum (ACC) direita, 

assim como, a bifurcação em artéria carótida externa (ACE) e artéria carótida interna 

(ACI) pudessem ser visualizadas. A ACC foi ocluída com um microclipe e a ACE foi 

ligada com um fio de seda em sua porção distal da bifurcação com a ACI. Em seguida, 

a ACE foi eletrocauterizada na sua porção distal e um novo fio de seda foi utilizado 

para realização de um segundo nó na ACE. Posteriormente, o ramo da artéria carótida 

interna (ACI), pterigopalatino, e a ACI foram temporariamente ocluídos com um 

microclipe cirúrgico. A ACE foi parcialmente seccionada e o fio de oclusão (MCAo 

suture 602356PK10/602256PK10, Doccol Corporation, USA) introduzido em direção 

a ACI até o local em que se encontrava o microclipe. Esse microclipe foi então 

rapidamente retirado e o fio de oclusão continuou a ser introduzido através da ACI até 

a origem da artéria cerebral média (ACM) direita, ocluindo assim, a irrigação 

sanguínea do território correspondente pelo período estabelecido. A figura 10 ilustra 

o caminho do fio de oclusão até a origem da artéria cerebral média. 
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Figura 10: Imagem esquemática dos vasos da região inferior do cérebro exemplificando o caminho 

percorrido pelo fio de oclusão durante a cirurgia de MCAO. O fio de oclusão é introduzido pela ACE, 

avançando pela ACI até a chegada a ACM onde fica alojado por 1 hora estabelecendo o período de 

isquemia. 

 

 

Foram utilizados dois critérios para determinar se o fio de oclusão estava na 

origem da ACM: a inserção do fio a uma distância de 10 - 11mm da bifurcação da 

ACC e/ou quando ocorria uma discreta resistência à passagem do fio nessa distância. 

O fio de oclusão foi mantido nesta posição por meio de uma ligadura à 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 redução do fluxo sanguíneo e estabelecimento da isquemia. Só foram utilizados 

animais que apresentavam mais de 70% de redução do fluxo sanguíneo. Em seguida, 

eles foram encaminhados para uma gaiola de recuperação. Durante o período da 

isquemia, os animais foram mantidos acordados, aquecidos e hidratados com 1 mL 

de salina intraperitonealmente. Após os 60 minutos de isquemia, os animais foram 

reanestesiados e o fio de oclusão retirado, dando início a reperfusão. Imediatamente 

após a sutura dos animais (agudo) ou 48 horas após a cirurgia (crônico), solução 

salina, lipossoma vazio ou lipossoma com Ang-(1-7) (223 μg/kg) e Ang-(1-7) livre) 223 

μg/kg) foram injetados na veia da cauda dos animais.  
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Animais sham passaram pelo mesmo procedimento cirúrgico, no entanto, sem 

a efetiva oclusão 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 será exemplificado nas figuras 11 e 12. 

 

Figura 11: Delineamento experimental dos grupos que passaram pela cirurgia de MCAO e foram 

acompanhados 24 horas após a cirurgia (agudo). Camundongos foram submetidos a cirurgia de 

isquemia recebendo diferentes tratamentos via IV imediatamente após o término da cirurgia. Esses 

animais foram avaliados através de escore neurológico e volume de infarto e a interação dos 

lipossomas com células cerebrais foi avaliada pela técnica de imunofluorescência.  
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Figura 12: Delineamento experimental dos grupos que passaram pela cirurgia de MCAO e foram 

acompanhados 7 dias após a cirurgia (crônico). Após a indução da cirurgia de MCAO os animais 

receberam diferentes tratamentos via IV imediatamente ou 48 hs após a cirurgia. Esses animais foram 

acompanhados por 7 dias quando foram submetidos a ressonância magnética para avaliação do 

volume de infarto e o tecido cerebral foi removido para análises bioquímicas (estresse oxidativo e 

citocinas inflamatórias).   

 

 

4.4 Cuidados pós-operatórios 

Após a cirurgia, os animais foram mantidos aquecidos em uma mesa de 

recuperação por cerca de duas horas para a manutenção da temperatura corporal 

entre 36-38°C e receberam mais 1 mL de salina e o analgésico Tramadol (5 mg/Kg). 

Doze horas após a cirurgia, os animais foram pesados e receberam novamente 

solução salina e Tramadol. Também foram monitorados quaisquer efeitos adversos. 

Água e ração umedecida foram disponibilizadas no fundo da gaiola para facilitar o 

acesso. O fundo da gaiola foi coberto com papel absorvente por até 24 horas após o 

fim da cirurgia. Parte do grupo de camundongos que passaram pelo protocolo agudo 

receberam tratamento imediatamente após a cirurgia e foram eutanasiados 24h após 

a cirurgia para coleta dos cérebros, que foram então levados para realização da 

coloração com TTC. A outra parte foi submetida a perfusão na qual 10 mL de salina 

e 10 mL de PFA 2% foram injetados via intracardíaca. Posteriormente os cérebros 

foram retirados e deixados em PFA 2% por 24h e depois em sacarose 30%. Por fim, 

os cérebros foram fatiados em criostato para realização de imunofluorescência. O 
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grupo de camundongos que passou pelo protocolo crônico recebeu tratamento 

imediatamente ou 48h após 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 

aquisição das imagens por ressonância magnética e foram sacrificados para coleta 

dos cérebros para análises bioquímicas. 

  

4.5  Coloração com TTC 

O marcador Trifeniltetrazolium-2.3.5 Cloreto (TTC) foi utilizado neste trabalho 

para avaliação da lesão após isquemia. Essa técnica histológica pode diferenciar 

macroscopicamente tecidos viáveis de tecidos lesados. A intensidade da marcação é 

correlacionada com o número e atividade funcional das mitocôndrias, sendo assim a 

área não corada pelo TTC é considerada área de infarto (Goldlust Eric J. et al., 1996).  

Após a decapitação, o cérebro foi removido e seccionado em fatias de 2mm de 

espessura. Essas fatias foram imersas em uma solução de 2% TTC a 37 °C durante 

15 minutos e em seguida fixadas com paraformaldeído 4% para posterior obtenção 

de imagens. As imagens dos procedimentos histológicos foram obtidas e fotografadas 

em Microscópio 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 ressonância magnética nuclear (iRMN) 

As iRMN foram adquiridas por meio de um scanner de 4.7T (Oxford) utilizando-

se o programa de aquisição de imagens Vnmrj versão 2.3A. Para isso, os animais 

foram anestesiados com isoflurano (4% Isoflurano em O2 e mantida pela inalação de 

1.5 - 2% de Isoflurano) durante todo o procedimento. Foram obtidas imagens de 

ressonância magnética estrutural de todos os animais sete dias após a cirurgia de 

oclusão da ACM direita. As imagens foram feitas de todo cérebro sendo cada uma 

delas de 800 μm. Foram incluídos no estudo aqueles animais que apresentaram lesão 

cerebral isquêmica, caracterizada por área clara na imagem (cheia de líquidos). As 

imagens foram analisadas utilizando-se o programa Jim versão 5.0 (Jim Image 

Analysis Package, Xinapse Systems Ltd, Northants, UK). Foi quantificado o volume 

de área marcada com maior intensidade de branco que representa a porção de 

infiltrado celular/morte celular, característico da região de infarto. 
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4.7  Escore neurológico 

Déficits neurológicos foram avaliados após a cirurgia por meio do uso do 

Escore neurológico severo modificado (mNSS) (J. Chen et al., 2005; Y. Li et al., 2000). 

Esse escore permite uma análise mais ampla dos déficits neurológicos apresentando 

uma escala que permite avaliação motora, sensorial e de reflexos do animal. Nesse 

escore, quanto maior a pontuação pior o desempenho dos animais, e é esperado que 

o grupo sham apresente valores bem baixos do escore. Essa avaliação foi feita por 

observadores que não sabiam os procedimentos pelos quais cada animal havia sido 

submetido. A avaliação foi realizada 24h e 7 dias após a cirurgia de isquemia, de 

acordo com o protocolo experimental. 

  

4.8  Testes bioquímicos com Ang-(1-7)  

Análises bioquímicas foram realizadas com o objetivo de avaliar se a 

angiotensina-(1-7) exerce efeitos sobre o estresse oxidativo e o processo inflamatório, 

7 dias após a isquemia. Para isso, realizamos a quantificação de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e de superóxido dismutase (SOD) como forma de 

análise do estresse oxidativo (Mecca et al., 2011).  

O protocolo de TBARS foi feito por meio da realização de curva padrão e 

reação das amostras com o ácido tiobarbitúrico (Durço et al., 2019). Resumidamente, 

os cérebros dos animais do grupo crônico foram retirados, pesados e 

homogeneizados (100 mg tecido/mL) em PBS (0.1mol/L, pH 7.4). Os homogenatos 

foram então encubados por 45 minutos a 90ºC com solução contendo ácido 

tiobarbitúrico (TBA 0.37%) em solução ácida (15% ácido tricloroacético e 0.25 N ácido 

clorídrico). As amostras foram centrifugadas 14000 RPM (rotações por minuto) por 30 

minutos à 4ºC e o sobrenadante misturado com n-butanol e solução saturada de NaCl. 

A mistura foi levada ao vortex por 30 segundos e depois centrifugada novamente 

22000g por 2 minutos. Alíquotas do sobrenadante foram pipetadas em placas de 96 

poços para leitura de absorbância a 535 nm. A quantidade de proteína foi determinada 

pelo método de Bradford. Os dados foram expressos em nMol/g proteína. 

Já o protocolo para detecção 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 à 4ºC. O 

sobrenadante, tampão fosfato de potássio (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 37ºC, 420 nm em leitor de microplacas. Os dados foram expressos em nMol/g 

proteína. 

Realizamos também a quantificação de citocinas pró (IL1β, IL-6, TNFα) e anti-

inflamatórias (IL-10) como método para análise da inflamação local desenvolvida 

durante a isquemia (Mecca et al., 2011) por meio do protocolo de ELISA (IL1β 

RAB0275; IL-6 RAB0309; TNFα RAB0477; IL-10 RAB0245, Sigma). Resumidamente, 

nesse protocolo os cérebros dos animais do grupo crônico foram homogeneizados 

em PBS e centrifugados 14000 RPM por 30 minutos à 4ºC. O sobrenadante foi 

adicionado as placas de 96 poços específicas de cada citocina juntamente com a 

solução padrão. Em seguida as placas foram incubadas por 2h ou overnight com 

agitação constante. Após período de incubação, os poços foram lavados com solução 

de lavagem seguida da adição do anticorpo de detecção e incubação por 1 hora. Em 

seguida, os poços foram mais uma vez lavados e foi adicionada a solução com 

estreptavidina com incubação de 45 minutos. Após incubação, os poços foram 

lavados e foi adicionada a solução com o substrato TMB (3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina) 

seguida de incubação por 30 minutos. Por fim, foi adicionada a solução de parada e 

foi feita leitura da absorbância a 450 nm (todas as soluções utilizadas pertenciam ao 

kit correspondente de cada citocina). Os dados foram expressos em CONC 

pg/proteína. 

  

4.9  Imunofluorescência 

Para análise qualitativa da interação dos lipossomas com as células do tecido 

cerebral (neurônios, glia e astrócitos) nos grupos isquemiados e SHAM, foi realizada 

a técnica de imunofluorescência 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 à perfusão intracardíaca, conforme 

descrito anteriormente, e seus cérebros foram armazenados em solução de sacarose 

30% após fixação em PFA 4% por 24h. Cortes coronais da região do cérebro mais 

afetada pela isquemia (final do córtex pré-frontal, estriado e início hipocampo), com 

espessura de 40 μm, foram obtidos por meio da secção do tecido em criostato (Leica 

CM 1860). As fatias foram imersas em solução crioprotetora em placas contendo 96 

poços, sendo colocadas 6-10 fatias em cada poço, e armazenadas a -20°C. 
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Foram selecionadas 4-6 fatias de cada animal, sendo algumas dessas fatias 

somente de córtex e estriado e algumas contendo córtex, estriado e hipocampo. As 

fatias selecionadas de cada animal (6 do grupo isquemia e 5 do grupo sham) foram 

distribuídas em placas de 24 poços onde a imunofluorescência foi realizada. Os 

tecidos foram lavados em PBS-T 2 vezes por 5 minutos. Em seguida, as fatias tiveram 

seus sítios imunorreativos inespecíficos bloqueados por soro normal de cabra (NGS) 

(NeuN e GFAP) ou coelho (IBA) diluído a 5% em PBS-T por 1h a temperatura 

ambiente. As secções cerebrais foram incubadas por 48h a 4ºC com o anticorpo 

primário NeuN (neurônios - 1:800), GFAP (astrócitos - 1:1000) ou IBA (micróglia - 

1:1000) diluído em PBS-T + NGS ou soro de coelho 5%.  

Após incubação, as fatias foram lavadas 3x em PBS e, em seguida, os cortes 

foram incubados por 1h30 a temperatura ambiente com o anticorpo secundário IgG 

anti-camundongo (NeuN), anti-coelho (GFAP) ou anti-cabra (IBA) conjugados ao 

Alexa Fluor 488 (1:1000) diluído 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) diluído 

em PBS por 5 min para evidenciar o núcleo celular. Todas as fatias incluídas neste 

estudo foram simultaneamente submetidas aos passos citados, evitando possíveis 

perturbações ao método. As lâminas foram montadas para a análise em microscópio 

de fluorescência utilizando-se o meio de montagem aquoso não-fluorescente 

Hydromount (National Diagnostics). Estas foram armazenadas fora do alcance da luz 

a 4ºC. 

  

4.9.1 Obtenção das imagens de imunofluorescência  

Para as análises da imunofluorescência, fotos das regiões do córtex, 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 microscópio de fluorescência AXIO IMAGER M2®. 

Para obtenção das imagens, os parâmetros de aquisição (tempo de exposição, 

ganho digital, brilho e contraste) foram definidos e padronizados para obter uma faixa 

ampla da intensidade do sinal. Tais parâmetros foram estabelecidos utilizando 

amostras sobressalentes, não interferindo na aquisição do sinal nas amostras 

experimentais, e mantidos ao longo da aquisição de todas as imagens. As imagens 

capturadas foram salvas em formato JPEG 16-bit.  
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4.10 Análise Estatística 

Os dados foram expressos como média±DP ou mediana±IQ. A estatística foi 

feita utilizando o software GraphPad Prisma (7 GraphPad Software) e SPSS versão 

18.0. Considerando a distribuição de normalidade dos grupos experimentais foram 

realizados testes paramétricos ou não paramétricos. Para as medidas de volume de 

infarto (agudo), peso dos animais e escore neurológico utilizou-se ANOVA de dois 

fatores (SHAM vs MCAO e diferentes tratamentos), post hoc Tukey.  Para as medidas 

de escore neurológico não paramétricas foi utilizado o teste de Mann Whitney (MCAO 

salina vs MCAO Ang-(1-7) lipo). Para as análises bioquímicas e volume de infarto 

(crônico) foi utilizado ANOVA de uma via (diferentes tratamentos), post hoc Tukey e 

Bonferroni. Foram considerados significativos valores p<0.05. 

 

5      RESULTADOS 

5.1  Caracterização dos lipossomas quanto ao tamanho e à taxa de 

encapsulação 

Todos os lipossomas utilizados foram analisados quanto ao seu tamanho, 

índice de polidispersão (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 

0.06±0.02. 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: Caracterização de lipossomas vazios e lipossomas incorporando Ang-(1-7). 

 

  DIÂMETRO 

HIDRODINÂMICO (NM) 

ÍNDICE DE 

POLIDISPERSÃO  

POTENCIAL ZETA 

(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 -2.6±1.66 mV 

 



 

 

76 

Além disso, determinamos também a concentração da Ang-(1-7) nos 

lipossomas e a taxa de encapsulação do peptídeo. Obtivemos uma concentração de 

0.078 ± 0.009 mg/mL na suspensão, o que corresponde a uma taxa de encapsulação 

de 7.1% nos lipossomas. 

  

5.2 Protocolo agudo nos animais MCAO/Sham 

O protocolo agudo, caracterizado pela administração dos diferentes 

tratamentos imediatamente após a reperfusão, foi um dos esquemas terapêuticos 

escolhidos para realização deste trabalho. Esse tratamento pode ser dividido em dois 

grupos. O primeiro grupo foi tratado imediatamente após a cirurgia, avaliado 

funcionalmente por meio de um escore neurológico e sacrificado 24h após a isquemia 

para retirada dos cérebros e realização da coloração 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 não passou pela 

avaliação do escore neurológico, mas 24h após a isquemia ele foi submetido a 

perfusão intracardíaca com PBS e PFA 2%. Os cérebros foram retirados e fatiados 

para realização da imunofluorescência.  

A coloração do TTC indica o volume de infarto sofrido após 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, não 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 os maiores volumes de infarto não sendo 

significativamente diferentes entre eles, como mostrado na figura 13, parte A. Já era 

esperado o alto volume de infarto do grupo salina uma vez que esse grupo não 

recebeu nenhum tratamento. Mas o alto valor de volume de infarto do grupo MCAO 

Ang-(1-7) confirma que esse peptídeo, uma vez injetado livre diretamente na corrente 

sanguínea, é rapidamente degradado não 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 os animais tratados com lipossomas vazios, 

quando 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 já ter 

apresentado reduzido volume de infarto quando analisamos o grupo MCAO Ang-(1-

7) lipo foi possível observar uma redução de mais de 50% no volume de infarto 

quando comparado com os grupos salina e Ang-(1-7) (13.92±4.98 vs 46.79±6.92 e 

39.8±9.84) mostrando a eficácia desse sistema nanocarreador com Ang-(1-7) em 

proteger o cérebro contra os danos isquêmicos. 

Além disso, os animais também foram avaliados quanto ao seu desempenho 

funcional por meio da realização de um escore neurológico (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 o 

mNSS para análise 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: Gráfico do volume de infarto e escore neurológico 24h após cirurgia de MCAO e tratamento. 

A figura mostra tanto o volume de infarto e imagens representativas da coloração de TTC realizada 

para quantificação 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 

neurológico dos animais 24h após 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 são expressos em média±desvio padrão. Two-way anova post hoc Tukey, 

****p<0.0001. 

 

 

5.3 Protocolo crônico dos animais MCAO/Sham 

Além do esquema terapêutico imediatamente após a cirurgia também foi 

realizado o tratamento 48h após a cirurgia, uma vez que poucos pacientes 

conseguem detectar a ocorrência da isquemia e chegar a tempo em um hospital para 
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seu tratamento é importante a análise de tratamentos mais tardios. Para esse grupo, 

portanto, realizamos o tratamento com Ang-(1-7) Lipo imediatamente e 48h após 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 os 

quais todos eles foram pesados e tiveram seu desempenho funcional avaliado por 

meio do escore neurológico, por isso esse protocolo foi chamado de crônico. Ao final 

dos 7 dias os animais foram levados para um equipamento de ressonância magnética 

para detecção do volume de infarto e, por fim, os cérebros foram retirados para 

análises bioquímicas. 

O gráfico 14 mostra a análise do peso desses animais ao longo dos dias. E o 

que podemos ver detalhado neste gráfico é que no dia seguinte à cirurgia (dia 1) todos 

os grupos apresentam uma queda no peso e que nenhum dos grupos consegue 

recuperar seu peso inicial de antes da cirurgia (dia 0) após 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 considerável não 

foi observada no grupo MCAO Ang-(1-7) lipo. 
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Figura 14: Gráfico da média dos pesos de todos os animais de todos os grupos experimentais que 

foram acompanhados por 7 dias após 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 após a cirurgia ao longo dos 7 dias após a realização 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 são 

expressos em média±desvio padrão. Two-way anova post hoc Tukey, *p<0.05, #p<0.01, &p<0.001 

comparado com sham. 

 

 

A partir da análise do volume de infarto obtido pela iRMN foi possível observar 

que o grupo tratado com Ang-(1-7) lipo apresentou redução de mais de 50% no 

volume de infarto (5.55±1.78, n=4) quando comparado com o grupo não tratado 

(17.08±3.16, n=9), (figura 15). Isso corrobora com os resultados já encontrados 

anteriormente neste trabalho. Além disso, como representado no gráfico da figura 15B 

o grupo que recebeu o tratamento 48h após a cirurgia também teve uma redução 

significativa do seu volume de infarto (6.04±4.63, n=6) quando comparado com o 

grupo não tratado (17.08±3.16, n=9). Isso mostra a eficácia do tratamento em um 

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

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

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

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

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

obtidas por ressonância magnética (A) e sua respectiva quantificação (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 são expressos em média±desvio padrão. One-way e 

two-way anova post hoc Bonferroni, ****p<0.0001, #p<0.05 comparado com sham. 

 

 

 

Além da análise 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 

após a isquemia. Pela análise por hemisfério, gráfico 15C, é possível 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 não tratado (31.81±5.09, n=9). E a análise do volume total cerebral de todos 

os grupos mostrou que, 7 dias após a isquemia não há diferença significativa de 

volume entre os cérebros dos grupos experimentais, figura 15D. 

Também foi realizada análise 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. É a primeira vez que é mostrada essa ação 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 

já esperado, também reduziu o dano nas regiões 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 o grupo 

salina (figura 16). 

 

Figura 16: Gráfico do volume de infarto distribuído ao longo das fatias cerebrais em todos os grupos 

MCAO. Na figura vemos todas as 16 fatias que foram escaneadas durante a imagem de ressonância 

magnética e logo abaixo os gráficos com a quantificação 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; 

MCAo Ang-(1-7) lipo n=4; MCAO Ang-(1-7) lipo 48h n=6. Os valores são expressos em média±desvio 

padrão. One-way anova, post hoc Bonferroni, **p<0.01, ****p<0.0001. 

 

 

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 após a cirurgia. E como pode 

ser observado na figura 17A o que já 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 os animais do grupo 

MCAO salina (mediana 10, n=10). Quando olhamos para o gráfico 17B que mostra 

os valores dos escores 7 dias após a cirurgia vemos que há 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 próximo a 0.05, 

indicando que a melhora funcional vista 24h após a isquemia também pode ser 

observada após os 7 dias de cirurgia. 

Já quando analisamos o grupo MCAO Ang-(1-7) lipo 48h (mediana 10.5 24h; 

mediana 5.5 7 dias, n=6) não vemos nenhuma diferença quando comparado com o 

grupo salina nem 24h e nem 7 dias depois. Já era de se esperar não encontrarmos 

diferença 24h depois uma vez que nesse momento os animais ainda não 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 não termos 

encontrado diferença após 7 dias pode indicar uma redução na eficácia funcional do 

tratamento tardio. 
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Figura 17: Escore neurológico dos animais acompanhados por 7 dias após a cirurgia de isquemia. 

Nos gráficos temos o valor dos escores tanto 24h após a cirurgia como 7 dias após a cirurgia para os 

grupos MCAO salina. MCAO Ang-(1-7) lipo e MCAO Ang-(1-7) lipo 48h. MCAO salina n=10; MCAo 

Ang-(1-7) lipo n=4; MCAO Ang-(1-7) lipo 48h n=6. Os valores são expressos em mediana. Mann 

Whitney, *p<0.05.   

 

 

5.4 Análises Bioquímicas 

Após a realização das imagens de ressonância magnética os animais foram 

sacrificados e seus cérebros coletados para a realização das análises de estresse 

oxidativo e de citocinas inflamatórias, portanto, essas análises foram realizadas em 

cérebros de 7 dias após a cirurgia.  

Como já vem sendo amplamente descrito na literatura, a cascata de eventos 

que ocorre durante a isquemia e reperfusão é caracterizada por ampla produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) levando ao estresse oxidativo, e também por 

liberação de citocinas inflamatórias gerando um processo de inflamação local (Bruch 

et al., 2019). Por isso, optamos por realizar a quantificação de malondialdeído (MDA), 

produto da lipoperoxidação causada por ROS e indicativo de estresse oxidativo, por 

meio do TBARS (substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico). E também da SOD 
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(superóxido dismutase) enzima que elimina radicais livres sendo também um 

indicativo de estresse oxidativo. Analisando o gráfico A da figura 18 de TBARS 

percebemos um aumento na quantidade de proteína para o grupo salina (979±666.8 

n=11) quando comparado com os 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 próximo aos do grupo sham, contudo como o 

desvio padrão também foi alto não foi detectada nenhuma diferença significativa entre 

os grupos. No gráfico B da mesma figura, percebemos o mesmo padrão do gráfico A, 

(apesar de ser esperado o oposto) com os valores de proteína 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 não foi possível detectar diferença significativa entre 

os grupos. 

 

Figura 18: Gráfico da análise de estresse oxidativo no hemisfério isquêmico 7 dias após o tratamento. 

Nos gráficos podemos observar os grupos que passaram pelo MCAO e receberam como tratamento 

somente salina, os grupos que passaram pelo MCAO e receberam lipossomas com Ang-(1-7) 

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

48h após 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 são expressos em média±desvio padrão. Tanto no gráfico 

de TBARS quanto no da SOD não houve diferença entre os diferentes tratamentos. One-way anova, 

pos hoc Tukey. 

 

 

Durante a cascata de dano celular proporcionada pela isquemia e reperfusão, 

também ocorre a liberação de citocinas pró e anti-inflamatórias, com esse processo 

inflamatório tendo início algumas horas após a isquemia e podendo durar semanas. 

Por isso, optamos também por quantificar algumas citocinas pró-inflamatórias (IL1β, 
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IL-6, TNFα) e uma anti-inflamatória (IL-10). O gráfico A da figura 19 mostra valores 

de IL1β 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) 

não havendo diferença estatística entre esses valores. O gráfico 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 os grupos tratados não 

apresentaram redução 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, não foi observada nenhuma diferença entre os 

níveis dessas citocinas nos grupos tratados com lipossomas contendo Ang-(1-7) 

quando comparados com os grupos salina e sham. O gráfico C da figura 19 mostra 

os valores para TNFα. 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 os 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 não houve diferença significativa entre os grupos. E por fim, o gráfico D mostra 

os valores para a citocina anti-inflamatório 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 os 

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, não foi observada diferença estatística significativa entre 

esses grupos. 
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Figura 19: Gráfico da análise de citocinas pró (IL1β, IL-6, TNFα) e anti-inflamatórias (IL-10) no 

hemisfério isquêmico 7 dias após o tratamento. 

Nos gráficos podemos observar os grupos que passaram pelo MCAO e receberam como tratamento 

somente salina, os grupos que passaram pelo MCAO e receberam lipossomas com Ang-(1-7) 

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

48h após 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 são expressos em média±desvio padrão. Em nenhum dos 

gráficos houve diferença estatística entre os tratamentos. One-way anova, pos hoc Tukey. 

 

 

 

5.5  Imunofluorescência 

A imunofluorescência foi realizada como forma de análise da interação dos 

lipossomas com as células cerebrais. Para essa avaliação 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 

análise da interação foram escolhidos os neurônios, astrócitos e micróglias como as 

células cerebrais de interesse e, como áreas cerebrais, o córtex, hipocampo e 

estriado. Como pode ser observado na figura 20, tanto no grupo isquemiado quanto 

no grupo sham é possível observar a presença de lipossomas nas três estruturas 

(córtex, estriado e hipocampo).  

A análise qualitativa dessas imagens nos permite concluir que, nos animais 

isquemiados, a presença dos lipossomas é mais intensa do que no grupo sham. Não 
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há diferença aparente na quantidade de lipossomas presentes nas estruturas de 

córtex, estriado e hipocampo. Contudo, ainda assim os animais sham também 

apresentaram lipossomas nas suas fatias mostrando que a nanopartícula com a 

substância ativa Ang-(1-7) foi capaz de chegar ao cérebro tanto de animais 

isquemiados quanto de animais sham. 
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Figura 20: Gráfico da análise qualitativa da imunofluorescência no cérebro de animais que passaram 

por cirurgia de MCAO/Sham e foram tratados com Ang-(1-7) lipo imediatamente após a cirurgia. As 

imagens são do córtex, hipocampo e estriado 24h após a cirurgia. Em vermelho vemos a marcação 

dos lipossomas, em verde as marcações das células cerebrais (astrócitos, neurônios e micróglia) e em 

azul DAPI. Sham Ang-(1-7) lipo n=5; MCAO Ang-(1-7) lipo n=6. 

 

 

Um fato que chamou a atenção foi a baixa ou quase nula colocalização entre 

os lipossomas e as células cerebrais marcadas (neurônios, astrócitos e micróglias). 
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E o que foi bem característico ao se observar as imagens das fatias tanto do grupo 

MCAO quanto do grupo Sham é que os lipossomas estão distribuídos de forma a 

sugerir uma delimitação dos vasos sanguíneos. Isso pode ser um indicativo de que 

grande parte dos lipossomas interagiu majoritariamente com as células endoteliais 

dos capilares sanguíneos da BHE. E, por isso, a baixa colocalização com as células 

do tecido cerebral. 

  

6      DISCUSSÃO 

  

6.1  Caracterização dos lipossomas quanto ao tamanho e a taxa de 

encapsulação 

Os lipossomas utilizados nesse trabalho tiveram um diâmetro hidrodinâmico 

em torno de 116 nm, uma média de PDI de 0.065 e potencial zeta em torno de -2.4 

mV (tabela 3). Como já é bem demonstrado na literatura, lipossomas com diâmetro 

pequeno, em torno de 100 nm, possuem tempo de circulação 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 região isquêmica optamos pela síntese de lipossomas de diâmetro em torno de 100 

nm. Além disso, também foi feita a síntese de lipossomas PEGuilados que, como 

discutido anteriormente, possuem maior tempo de circulação quando comparados 

com os convencionais. 

O PDI é um índice que indica a homogeneidade do tamanho dos lipossomas 

presentes na dispersão analisada e já é bem estabelecido que um valor abaixo de 0,3 

indica alta homogeneidade e abaixo de 0,1 uma população única e monodispersa (D. 

G. Hunter & Frisken, 1998). Como ambas as dispersões (lipo vazio e lipo Ang-(1-7)) 

apresentaram PDI abaixo de 0,1 (aproximadamente 0.06), isso indica que as 

dispersões utilizadas foram populações monodispersas de lipossomas. Esse nível de 

homogeneidade é interessante, uma vez que, como já evidenciado, o tamanho das 

vesículas pode influenciar na sua farmacodinâmica e consequentemente no seu 

efeito. Como no caso deste trabalho, o objetivo principal era o tratamento do AVE, e 

para que isso aconteça os lipossomas precisam chegar ao tecido cerebral, trabalhar 

com vesículas homogêneas também significa potencializar a ação conjunta dessas 



 

 

91 

vesículas, desempenhando o mesmo papel e assim produzindo um efeito mais eficaz, 

como o que foi visto no trabalho.  

A eficácia de lipossomas carregados para tratamentos de doenças do SNC, no 

entanto, é um pouco contraditória. É intuitivo pensar que lipossomas catiônicos seriam 

mais indicados para atravessar a BHE devido a sua interação com proteínas 

negativas presentes nas membranas das células endoteliais dos capilares 

sanguíneos. E, como já foi citado, alguns trabalhos mostram o uso desses lipossomas 

para tratamento de doenças do SNC (Helm & Fricker, 2015).  

Contudo, trabalhos como o de Campos-Martorell (Campos-Martorell et al., 2016) 

mostram o uso de lipossomas neutros e aniônicos como os mais propensos a se 

concentrarem na região isquêmica após o AVE. Além disso, Knudsen e 

colaboradores, ao compararem os efeitos toxicológicos da administração intravenosa 

e intracerebroventricular de lipossomas catiônicos e aniônicos, e mostraram que os 

lipossomas catiônicos causaram maiores alterações toxicológicas quando 

comparados com os aniônicos (Knudsen et al., 2014).  

Portanto, ainda não há 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 realização de lipossomas com carga elétrica superficial 

próxima a zero caracterizando um lipossoma neutro. E como podemos observar pelos 

resultados os lipossomas obtidos apresentaram uma carga aproximada de -2.4 mV 

próxima de zero podendo ser considerados lipossomas neutros.  

Além disso, determinamos também a concentração da Ang-(1-7) nos lipossomas 

e a taxa de encapsulação do peptídeo. Obtivemos uma concentração de Ang-(1-7) de 

0.078 mg/mL na suspensão, e uma taxa de encapsulação de 7.1% nos lipossomas. 

O protocolo de preparação da formulação 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 redução no tamanho pode explicar a redução na 

taxa de encapsulação. Apesar de ser uma taxa baixa, a administração desses 

lipossomas foi capaz de chegar ao cérebro e tratar os animais submetidos à oclusão 

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 redução 

do volume de infarto, mas o grupo que recebeu somente lipossomas vazios também 

apresentou uma redução 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 presença de lipídios com 

características antioxidantes na membrana dos lipossomas. Isso pode explicar o 

resultado visto em nosso trabalho, mas mesmo apresentando essa redução 

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 os 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 ocorrência do AVE e diretamente no cérebro por meio 

de uma minibomba de infusão permitindo constante entrega do fármaco na região 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 não é a melhor 

opção no caso da isquemia.  

Após esse trabalho, outros foram publicados com a utilização de ratos e 

tratamento pós-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 circulação desse peptídeo. Neste trabalho, para avaliação da 

ação 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 após a isquemia – 125/250 

μg/kg). Os ratos receberam, portanto, um total de aproximadamente 112,5 μg ou 150 

μg de Ang-(1-7) ao final do tratamento, e os resultados mostraram a redução do 

volume de infarto e melhora funcional do animal.  

Em 2019 Arroja e colaboradores (Arroja et al., 2019) também utilizaram Ang-(1-

7) pós-isquemia para avaliar sua ação 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 utilização de uma minibomba de infusão com entrega 

de 1μL de Ang-(1-7) por hora (1.1 nmol). Esse trabalho também mostrou redução no 
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volume de infarto. E em 2020, Kuipers e colaboradores (Kuipers et al., 2020) 

utilizaram uma formulação de Ang-(1-7) cíclica (angiotensina estabilizada com 

lantionina) para tratamento do AVE. Neste trabalho a Ang-(1-7) foi injetada via 

subcutânea ou por meio de uma bomba de infusão. O tratamento foi feito 24h após a 

isquemia por 28 dias a uma dose de 500μg/kg/dia. Nesse caso, os ratos ao final do 

tratamento receberam 4200μg de Ang-(1-7) e apresentaram melhora funcional. 

Portanto, o potencial neuroprotetor da Ang-(1-7) no AVE vêm sendo amplamente 

confirmado e corroborado, mas um fator ainda problemático é o modelo terapêutico. 

Como pode ser observado pelos trabalhos anteriores, todos tiveram que utilizar um 

esquema terapêutico de mais de uma dose, com vias de administração diversas como 

intracerebroventricular, subcutânea e oral. E nenhum desses trabalhos apresentou 

uma redução no volume de infarto de 50%. A utilização dos lipossomas se mostrou 

bastante eficaz promovendo resultados ainda mais promissores com doses menores 

e esquema terapêutico reduzido. Isso foi observado no nosso trabalho, onde os 

animais receberam uma única dose de lipossomas equivalente a 7.8μg (223 μg/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, é 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 é uma via invasiva e limita o uso 

do tratamento para nível hospitalar, esse resultado já é bastante promissor. 

Além disso, como mostrado pelos nossos resultados o tratamento com a 

formulação de lipossomas com Ang-(1-7) em dose reduzida quando comparado com 

os outros grupos tratados (salina, lipo vazio, e Ang-(1-7) livre) foi o único capaz de 

promover melhora funcional, motora e sensorial dos animais, como mostrado pelo 

escore mNSS. Esse escore proporciona análise mais ampla dos déficits neurológicos 

apresentando uma escala que permite avaliação motora, sensorial e de reflexos do 

animal, por isso ele foi escolhido. E apesar de não ser uma análise mais específica 

de cada função esse escore é amplamente utilizado na avaliação funcional de animais 

que sofreram isquemia cerebral.  

O fato de termos mostrado uma melhora significativa dos animais tratados com 

Ang-(1-7) lipo, quando comparado com os outros grupos, mostra que o aumento da 

eficácia da Ang-(1-7) proporcionado pelos lipossomas foi capaz de melhorar não só o 
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volume de infarto, mas também o desempenho funcional dos animais. Esse é um 

resultado muito importante, uma vez que somente a redução no volume de infarto 

sem correlação com melhora funcional pode indicar um tratamento, de uma maneira 

geral, não muito promissor, principalmente a nível 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 crônico dos animais MCAO/Sham 

Os animais acompanhados de forma crônica foram pesados todos os dias com 

o intuito de acompanhar a recuperação de cada um deles. E o que podemos ver pelos 

resultados é que a queda do peso no dia seguinte à cirurgia (dia 1) é algo normal que 

acontece inclusive com o grupo Sham uma vez que todos ficam um pouco debilitados 

com a própria cirurgia e nenhum dos grupos consegue recuperar seu peso inicial de 

antes da cirurgia (dia 0) após 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 já se distinguem 

dos grupos MCAO salina e MCAO Ang-(1-7) lipo apresentando certa estabilização do 

peso. É interessante ver essa melhora de um dos grupos tratados (MCAO Ang-(1-7) 

lipo 48h) quando comparado ao grupo não 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 os 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 não termos visto essa melhora também no grupo Ang-(1-7) lipo pode ser talvez 

explicada pelo pequeno número de animais (4). 

Além, do aumento de eficácia promovido pela utilização dos lipossomas o uso 

desse sistema permitiu a ampliação da janela temporal de atuação da Ang-(1-7) no 

tratamento do AVE. Como é possível observar pelos resultados dos animais crônicos, 

mais uma vez demonstramos o potencial da Ang-(1-7) lipossomal em reduzir o volume 

de infarto quando administrada imediatamente após a isquemia (tempo zero). Mas 

dessa vez, também realizamos o tratamento 48h após a cirurgia e ele foi tão eficaz 

quanto o realizado no tempo zero.  
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Como já mencionado, em 2019 foi publicado um artigo do grupo do professor 

Kostarelos (Al-Ahmady et al., 2019) mostrando que após a isquemia há duas janelas 

de tempo nas quais ocorre uma abertura da barreira hematoencefálica (BHE) 

aumentando a passagem de lipossomas por ela e entrada no SNC. Uma das janelas 

é bem depois da isquemia, quando há aumento da passagem dos lipossomas via 

transcitose. E nós abordamos essa janela nos primeiros grupos (agudo) que fizeram 

o tratamento imediatamente após a cirurgia. E como observamos nos resultados, 

esses animais apresentaram redução no volume de infarto e melhor desempenho no 

escore neurológico.  

A segunda janela temporal mostrada pelo grupo do prof. Kostarelos foi de 48h 

após a isquemia, correspondendo há um aumento tanto da passagem via transcitose 

mas também a passagem paracelular devido a abertura física da BHE. Por isso 

resolvemos testar essa janela uma vez que ainda não há registros na literatura de 

tratamentos neuroprotetores 2 dias após a ocorrência da isquemia. Nossos 

resultados, mais uma vez, mostraram uma redução significativa do volume de infarto 

após o tratamento. Obtivemos uma redução 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 após a isquemia foi capaz de reduzir consideravelmente o 

volume do infarto de animais que passaram por isquemia focal. Isso mostra a eficácia 

do tratamento em um momento mais tardio após a isquemia que provavelmente se 

deve a essa abertura da BHE com maior entrada de lipossomas no tecido cerebral. 

Esse resultado também é bastante interessante uma vez que aumenta a possibilidade 

de tratamento para o AVE podendo, em um contexto translacional, tratar um maior 

número de pacientes afetados. 

A análise 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, 

quando comparado com o esquerdo. E mais uma vez, a redução significativa do 

volume de infarto causada pela formulação lipossomal de Ang-(1-7) foi observada. 

Com relação ao volume total dos cérebros, apesar de haver uma perda de massa 

encefálica após a isquemia devido a morte das células neuronais (Moreau et al., 2012; 

Sofroniew & Vinters, 2010), o volume total dos cérebros dos animais não diferiu entre 

os grupos experimentais após 7 dias da cirurgia. Isso pode ser um indicativo que 7 

dias após a isquemia já seria um tempo suficiente para certa recuperação cerebral 
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não sendo possível detectar mais nenhuma alteração no volume dos cérebros dos 

animais dos diferentes grupos. 

Já a análise do volume de infarto ao longo das fatias, também realizado pela 

primeira vez, mostra que a ação da Ang-(1-7) é mais eficaz nas fatias mais rostrais e 

ventrais quando comparadas às mais centrais. Como já citado anteriormente, após a 

ocorrência da isquemia, duas regiões de infarto podem ser classificadas. O core da 

lesão, onde há uma redução considerável no fluxo sanguíneo (mais de 80%) 

causando a morte rápida das células com poucas chances de recuperação, e a região 

da penumbra, onde a redução do fluxo sanguíneo, apesar de existente, não é tão 

brusca, devido a presença de vasos colaterais, o que induz danos, mas que podem 

ser revertidos com tratamentos eficazes. Portanto, a região da penumbra é a área de 

interesse de agentes neuroprotetores. Uma vez tratada eficientemente essa região 

não evolui para uma área de necrose aumentado a morte celular, o volume de infarto 

e perda tecidual e, consequentemente, de função. 

Os resultados da análise da ação da Ang-(1-7) ao longo das fatias ao mostrarem 

um efeito mais ventral e rostral podem demonstrar essa ação neuroprotetora na 

região da penumbra proporcionando a sua redução, restando somente fatias mais 

centrais que provavelmente faziam parte do centro do dano e que, portanto, morrem 

rapidamente sendo mais difícil de serem recuperadas. E ao compararmos os grupos 

Ang-(1-7) lipo e Ang-(1-7) lipo 48h podemos observar que o número de fatias afetadas 

no primeiro grupo é menor do que no segundo o que poderia ser previsto uma vez 

que o segundo grupo só recebeu o tratamento 48h depois da ocorrência do infarto e 

esse tempo perdido resultou em maior quantidade de tecido afetado. Mas no final, a 

redução do volume de infarto total ainda foi considerável, o que demonstra o potencial 

desse sistema nanocarreador como tratamento para o AVE. 

Os resultados dos escores realizados 24 horas e 7 dias após a isquemia no 

grupo Ang-(1-7) lipo corroboram com os anteriores do grupo agudo, mostrando o 

efeito da Ang-(1-7) na recuperação do tecido cerebral influenciando na menor perda 

tecidual e perda de função. Quando olhamos para o gráfico 17B, que mostra os 

valores dos escores 7 dias após a cirurgia, vemos que há uma melhora tanto do grupo 

MCAO salina quanto do grupo MCAO Ang-(1-7) lipo, quando comparado com os 

valores vistos no gráfico A da figura 17, e essa melhora já era esperada uma vez que 

é 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 

o grupo MCAO salina com valor de p próximo a 0.05, indicando que a melhora 

também pode ser observada após 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 não terem mostrado essa 

melhora dos animais no escore neurológico, 7 dias após a cirurgia de MCAO, tratando 

somente com Ang-(1-7) livre, também reforça o uso desse nanossistema (Arroja et 

al., 2019). 

Nesse ponto é interessante observar que, as fatias que foram recuperadas no 

grupo MCAO Ang-(1-7) lipo foram fatias do córtex pré-frontal, estriado e cerebelo. Já 

as fatias que ainda apresentavam um volume de infarto considerável foram fatias de 

hipocampo, tanto ventrais, quanto rostrais. Dessa forma, funções exercidas por essas 

regiões (córtex, estriado e cerebelo), como a função motora, poderiam apresentar 

melhora, e isso foi confirmado com a melhora funcional dos animais por meio do 

escore neurológico. 

Já os animais tratados 48h não apresentaram a mesma melhora funcional 

mostrada pelo outro grupo. Nesse caso, o tratamento tardio, mesmo reduzindo 

consideravelmente o volume de infarto, não foi tão eficaz em recuperar fatias tão 

ventrais e rostrais como visto no grupo tratado no tempo zero. Observando o gráfico 

16C é possível perceber que um número maior de fatias ainda está afetado quando 

comparado com o grupo Ang-(1-7) lipo. Fatias essas que correspondem ao final do 

estriado e início do cerebelo. Isso pode explicar porque esses animais não tiveram 

um desempenho muito bom no escore a ponto de se diferenciar do grupo salina 7 

dias após a isquemia.  

O pequeno número de animais avaliados nesse escore também pode ter 

influenciado nesses resultados, mas a ausência da melhora funcional nesses animais 

reflete ainda uma dificuldade muito grande no contexto do AVE que é o tratamento 

tardio de pacientes. A redução do volume de infarto já é um resultado bastante 

animador que ainda não foi demonstrado na literatura e que deve ser explorado, mas 

a difícil tarefa de lutar contra o tempo em pacientes que sofreram AVE ainda é um 

grande problema em termos pré-clínicos e clínicos.  
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6.4 Análises Bioquímicas 

Após a realização das imagens de ressonância magnética os animais foram 

sacrificados e seus cérebros coletados para a realização das análises de estresse 

oxidativo e de citocinas inflamatórias, portanto, essas análises foram realizadas em 

cérebros de 7 dias após a cirurgia.  

Como já vem sendo amplamente descrito na literatura, a cascata de eventos que 

ocorre durante a isquemia e reperfusão é caracterizada por ampla produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) levando ao estresse oxidativo, e também por 

liberação de citocinas inflamatórias gerando um processo de inflamação local (Bruch 

et al., 2019).  

No estresse oxidativo há a liberação de malondialdeído (MDA), produto da 

lipoperoxidação causada pelas ROS (Gustaw‐Rothenberg et al., 2010), e uma das 

enzimas endógenas mais importantes no combate a ROS é a superóxido dismutase 

(SOD), que tem como função eliminar radicais livres que possuam o ânion superóxido 

reduzindo a concentração dessas substâncias e consequentemente suas ações de 

dano ao tecido (Ma et al., 2019). Por isso, no nosso trabalho realizamos a 

quantificação do MDA (TBARS – substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico) e de 

SOD como medidas de estresse oxidativo. Mas como foi possível observar pelos 

resultados do gráfico da figura 18, nenhuma dessas medidas apresentou alteração 

após o tratamento com Ang-(1-7) lipo. Contudo, se sabe que o processo de estresse 

oxidativo se dá nas primeiras horas após a ocorrência da isquemia e muitos trabalhos 

obtiveram resultados nessas medidas, inclusive para a Ang-(1-7), quando coletaram 

o tecido com aproximadamente 24h após a isquemia (Jiang et al., 2012; Ma et al., 

2019) ou quando trataram os animais com agentes antioxidantes nas primeiras horas 

após a isquemia (Chamorro et al., 2016). Como coletamos o tecido com 7 dias, os 

efeitos do estresse oxidativo podem ter sido revertidos e por isso não conseguimos 

mais detectar as moléculas escolhidas. 

Durante a cascata de dano celular proporcionado pela isquemia e reperfusão 

também ocorre a liberação de citocinas pró e anti-inflamatórias e esse processo 

inflamatório tem início algumas horas após a isquemia e pode durar por semanas. 

Apesar da Ang-(1-7) já ter demonstrado efeitos anti-inflamatórios vistos nos 

momentos iniciais dos danos 24 a 72h (Jiang et al., 2012; Mecca et al., 2011) não foi 

possível observar esse efeito nos estágios mais tardios da inflamação, como 
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podemos ver no gráfico da figura 19 e também no trabalho de Arroja e colaboradores 

(Arroja et al., 2019).  

Estudos mostram que apesar da inflamação persistir por dias os picos de muitas 

citocinas (IL1β, IL-6, TNFα) ocorre nas primeiras horas após a isquemia diminuindo 

24 horas depois (Anrather & Iadecola, 2016). Além disso, um estudo clínico viu 

alterações nos níveis de IL-6 3 dias após a ocorrência do AVE (Chamorro et al., 2016). 

Portanto nossos resultados corroboram com os achados da literatura mostrando que 

provavelmente o pico dessas citocinas inflamatórias ocorre nos primeiros dias após a 

isquemia, e, portanto, 7 dias depois não é mais possível detectá-las.  

  

6.5  Imunofluorescência 

A técnica de imunofluorescência foi realizada com o intuito de se avaliar a 

interação dos lipossomas encapsulando Ang-(1-7) com as células cerebrais 

(neurônio, astrócitos e micróglia). As áreas escolhidas para a realização dessa análise 

qualitativa foram as áreas mais afetadas pela isquemia, portanto, o córtex, o estriado, 

e, em alguns casos, o hipocampo.  

Os resultados desses experimentos demonstraram que animais isquemiados 

apresentam aumento no acúmulo de lipossomas no tecido cerebral quando 

comparados com o grupo sham. Não foi possível observar, contudo, alta 

colocalização entre os lipossomas e nenhuma das células marcadas. Além de alta 

semelhança entre a disposição dos lipossomas e os vasos sanguíneos o que pode 

sugerir que essas nanopartículas apresentaram maior interação com as células 

endoteliais, possivelmente liberando a maior parte do seu conteúdo nesse local e 

assim tornando a quantidade de lipossomas que chega ao parênquima cerebral 

reduzida. 

De fato, já é bem descrito que a BHE é um obstáculo para a passagem de 

substâncias ativas terapêuticas para o tecido cerebral, como explicado anteriormente. 

No entanto, também já é de conhecimento que após a isquemia há maior facilidade 

de entrada de substâncias e nanopartículas uma vez que a permeabilidade dessa 

barreira é alterada. E como esse aumento de permeabilidade ocorre, em maior 

escala, na região isquêmica há maior acúmulo de nanopartículas nessa região após 

o evento isquêmico. Isso já foi demonstrado em inúmeros 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 os 

lipossomas foram capazes de aumentar a eficácia da Ang-(1-7) no tratamento do 

AVE. Dessa forma, uma hipótese considerada era a da interação desse nanossistema 

com as células do tecido cerebral reduzindo os danos causados na cascata 

fisiopatológica que ocorre após a isquemia e assim reduzindo o volume de infarto. 

Um estudo publicado recentemente mostra que após injeção intravenosa e 

utilização de ultrassom, para abertura temporária da BHE, em animais saudáveis, os 

lipossomas foram capazes de interagir com os neurônios e micróglias, mas não com 

astrócitos na região do hipocampo (Morse et al., 2022). Contudo, outro estudo 

realizado em 2016 por Fukuta e colaboradores, também não conseguiu encontrar 

colocalização entre lipossomas e neurônios e micróglias (Fukuta et al., 2016). Nesse 

estudo, os animais sofreram isquemia e foram tratados com lipossomas 

imediatamente após a reperfusão. A interação dos lipossomas com células do tecido 

cerebral foi avaliada 3 e 24 horas após o tratamento. Além disso, outros dois estudos 

também relacionados ao tratamento da isquemia utilizando lipossomas 

demonstraram que os lipossomas interagiam com células endoteliais da BHE (Ishii et 

al., 2013; Z. Wang et al., 2015) reduzindo o volume de infarto.  

Esses dados podem sugerir que, após a isquemia, o tratamento com 

lipossomas permite a chegada dos mesmos à região cerebral, onde há imediata 

interação dos mesmos com as células endoteliais e a liberação do conteúdo 

terapêutico. Essa ação a nível da BHE já seria bastante benéfica uma vez que, é de 

conhecimento geral, que a melhora dos danos da BHE também é importante no 

tratamento de doenças cerebrais (Banks, 2016). Mas, além disso, outro possível 

mecanismo de ação seria a interação com as células endoteliais, mas liberação do 

conteúdo terapêutico no parênquima cerebral que então é capaz de interagir com as 

células do tecido cerebral reduzindo os efeitos danosos da isquemia.  

Para a comprovação dessa hipótese seria necessária marcação do agente 

terapêutico, no nosso caso a Ang-(1-7), mas uma dificuldade nesse sentido é que ao 

marcar esse peptídeo ele se torna maior o que pode alterar a sua taxa de 

encapsulação no lipossoma e também o seu comportamento farmacodinâmico. 

Portanto, a realização desse tipo de estudo ainda é um pouco desafiadora. Mas, 
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sabendo que a Ang-(1-7) atua na redução do volume de infarto através de sua ação 

antioxidante e anti-inflamatória, como já demonstrado na literatura, é possível concluir 

que os lipossomas conseguem entregar a Ang-(1-7) ao tecido cerebral, tanto a nível 

das células endoteliais dos vasos sanguíneos, quanto também possivelmente a nível 

do parênquima cerebral. E, a partir de uma entrega, alvo específica e prolongada 

proporcionada pelos lipossomas, há o aumento da eficácia da ação desse peptídeo 

resultando em uma redução de mais de 50% do volume de infarto, tanto quando 

administrado imediatamente quanto 48 horas após a isquemia, e uma melhora no 

desempenho funcional desses animais. 

  

7      CONCLUSÃO 

  Os resultados deste trabalho evidenciaram, mais uma vez, o potencial do 

peptídeo Angiotensina-(1-7), no tratamento do AVE agindo através da redução do 

volume de infarto e melhora funcional dos animais. Mas além disso, esse trabalho 

mostrou uma estratégia terapêutica ainda mais eficaz que a utilização 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 utilização dos lipossomas para encapsular a Ang-(1-7) permitiu a redução da 

dose da Ang-(1-7) além do tratamento com uma única administração via intravenosa. 

Os animais tratados apresentaram redução de mais de 50% no volume de infarto 

tanto após receberem o tratamento imediatamente após a isquemia quanto 48 após 

o evento isquêmico. Além disso, também houve melhora no desempenho funcional 

desses animais.  

Portanto, podemos concluir que a utilização de sistemas lipossomais como 

estratégia para carreamento e administração de Ang-(1-7) apresentou alto potencial 

terapêutico. Dessa forma, o contínuo desenvolvimento e estudo dessa estratégia, 

pode permitir o seu avanço para a área clínica possibilitando a chegada ao paciente 

que, atualmente, ainda se vê bastante dependente da sorte e de uma resposta 

fisiológica positiva após a ocorrência do AVE. 
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