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RESUMO

O acidente vascular encefalico isquémico (AVEI) é uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em adultos no mundo inteiro. Atualmente, a Unica terapia farmacoldgica disponivel
para tratar essa desordem neural aguda emprega um agente trombolitico de custo elevado, que
deve ser administrado em até 4 horas do inicio dos sintomas, trazendo consigo o significativo
risco de transformar a &rea inicialmente oligémica em uma hemorragia cerebral de proporgdes
catastroficas. Nas ultimas décadas, nanoparticulas especialmente configuradas para ter maior
afinidade com certos tecidos e maior difusibilidade através de barreiras biologicas tém sido
empregadas como veiculos para carrear agentes terapéuticos. Entre estas, a nanoparticula lipidica
lipossomal LDE, conjugada ao agente Metotrexato (cCLDE/MTX), tem sido testada com sucesso
em varios modelos experimentais de inflamacdo, revelando resultados promissores.
Considerando que a modulacdo do processo inflamatério que acompanha o infarto cerebral
possui relevancia progndstica, a presente pesquisa investigou os efeitos do cLDE/MTX em um
modelo experimental de isquemia cerebral induzida pelo agente vasoconstrictor endotelina-1
(ET-1) no cértex cerebral de ratos adultos. Na primeira fase do estudo, foi investigado por meio
de cintilografia o comportamento da LDE triciada (LDE3H"), injetada pela via caudal, frente a
barreira hematoencefalica (BHE) em animais sham (N=18) e em animais submetidos a isquemia
focal com injecdo de ET-1 (80pMol/ul) diretamente no cortex frontal (N=5). Em seguida,
avaliaram-se os efeitos anti-inflamatorios e neuroprotetores do cLDE/MTX (1 mg/kg) injetado
pela veia caudal, em animais isquémicos (N=5), com o grupo controle que recebeu apenas LDE.
Todos os animais foram perfundidos com soluc¢éo salina a 0,9%; e paraformaldeido, a 4%, 7 dias
apo6s a inducdo isquémica. Os achados histopatoldgicos foram avaliados pela coloragdo com
violeta de cresila e imuno-histoquimica para corpos neuronais adultos (anti-NeuN), astrdcitos
(anti-GFAP) e micrdglia (anti-lbal). Os resultados encontrados demonstraram que a LDE3H"
atravessa a BHE tanto nos animais sham quanto nos animais isquémicos, e o tratamento com
cLDE/MTX néo reduz a area total de infarto primario, mas reduz consideravelmente a ativacao
microglial no centro da lesdo, induzindo, ainda, a preservacdo neuronal na periferia do infarto,
guando comparado com 0s animais controles, injetados apenas com a LDE ndo conjugada
(P<0.01). Por fim, a astrocitose normalmente observada na isquemia cerebral manteve-se
inalterada. Os resultados indicam que o cLDE/MTX € um promissor agente anti-inflamatério e
neuroprotetor neste modelo experimental de acidente vascular encefalico isquémico. Estudos
futuros s@o desejaveis para ampliar os conhecimentos acerca desses resultados, incluindo
modelos animais com sobrevida mais prolongada.

Palavras-Chave: Cortex Motor. Isquemia. Neuroprotecdo. Neuroinflamacdo. LDE.
Nanotecnologia.



ABSTRACT

Ischemic stroke is one of the leading causes of morbidity and mortality in adults worldwide.
Currently, there is only a single pharmacological therapy available to treat such neural disorder,
using a high-cost thrombolytic agent, which must be administered within 4 hours of the onset of
symptoms, but with a significant risk of transforming the initially oligoemic area into a
catastrophic cerebral haemorrhage. In the last decades, nanoparticles with high affinity for certain
types of tissues and specially configured with an enhanced diffusibility through biological
barriers, have been employed as vehicles to carry therapeutic agents. Among these, the novel
liposomal nanoparticle LDE conjugated to the agent methotrexate (CLDE / MTX) has been
successfully tested in several experimental models of inflammation, with promising results.
Considering that modulation of the inflammatory process that accompanies cerebral infarction is
of prognostic significance, the present study investigated the effects of cLDE / MTX upon an
experimental model of cerebral ischemia induced by the vasoconstrictor agent endothelin-1 (ET-
1) in the cerebral cortex of adults rats. During the first phase of the study, the behavior of
tritiated LDE particles (LDE3H™) concerning the blood-brain barrier (BBB), once injected
through the caudal vein, was evaluated in either sham animals (N = 18) and animals submited to
ET-1 injection (80pMol / MI) directly into the frontal cortex (N = 5). Further, the anti-
inflammatory and neuroprotective effects of cLDE / MTX (1 mg / kg), also injected by caudal
vein, were investigated in ischemic animals (N = 5), with the control group (N = 5) receiving
only free LDE. All animals were perfused with 0.9% saline and 4% paraformaldehyde 7 days
after ischemic induction. Histopathological findings were evaluated by staining with cresyl violet
and immunohistochemistry for adult neuronal bodies (anti-NeuN), astrocytes (anti-GFAP) and
microglia (anti-lbal). The results showed that LDE3H" positively crosses BBB in both sham
animals and ischemic animals, and that cLDE / MTX treatment, despite the fact that it reduces
not the total area of primary infarction, was able to considerably reduces microglial activation
phenomenon at the center of the lesion, inducing as well a significant neuronal preservation at the
periphery of the infarction, when compared to the control animals, injected only with
unconjugated LDE (P <0.01). At last, the astrocytosis phenomena usually encountered in cerebral
ischemia remained unchanged. The results indicate that cLDE / MTX is a promising anti-
inflammatory and neuroprotective agent in such experimental model of ischemic stroke. Future
studies are desirable in order to increase knowledge about these outcomes, including in animal
models with longer survivals.

Key words: Stroke. Neuroinflammation. Neuroprotection. Therapy. Liposomes. Methotrexate.
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1 INTRODUCAO

O sistema nervoso central (SNC) pode ser acometido por doencas agudas e cronicas.
No primeiro caso, a morte das células nervosas ocorre em questdo de minutos, horas ou dias, com
perda irreparavel da &rea envolvida. Neste grupo, incluem-se algumas das principais desordens
encontradas na pratica clinica, como os traumatismos do SNC e os acidentes vasculares
encefalicos (AVEs). Ja no segundo caso, predominam enfermidades de natureza cronica e
degenerativa, tais como as doencas de Parkinson e de Huntington, o mal de Alzheimer, a
Esclerose Lateral Amiotrofica e a Epilepsia, em que a perda celular e os défices neurolégicos se
instalam gradualmente, ao longo de meses, de anos ou até mesmo de décadas (DEMUTH et al.,
2017; MOSKOWITZ; LO; IADECOLA, 2010).

Entre as enfermidades agudas, o Acidente Vascular Encefalico isquémico (AVEi) (do
grego oyoupio (ischaimia) - interrupcdo de sangue) € uma das doencas mais encontradas em
adultos, resultado da reducdo ou interrupcdo do fluxo sanguineo para determinada éarea do
encéfalo. Uma vez privadas de oxigénio e glicose, as células nervosas sofrem um verdadeiro
colapso energético e 0 microambiente torna-se tdxico o suficiente para determinar a morte de
toda a area afetada, evento facilmente reconhecido em razdo das manifestacdes clinicas, como
disturbios de fala e consciéncia e défices motores. A situacdo de oligoemia desencadeia uma série
de reacGes bioguimicas que geralmente levam a danos permanentes nas células da area acometida
(DEMUTH et al., 2017; MOSKOWITZ; LO; IADECOLA, 2010).

A diminuicdo da oferta de sangue para uma determinada regido do encéfalo esta
vinculada a fatores locais e sisttmicos e a uma série de situacdes individuais e ambientais
(genética, habitos de vida, estresse etc.), que concorrem para desenvolver a doenca, tendo como
causa mais frequente a oclusdo do limen de artérias extracranianas ou intracranianas devido a
presenca de um trombo em uma area de ateroma (do grego abnpa (athera) - aveia), a regido
nodular inflamatoria que se forma gradualmente na parede intima das arterias, pelo acimulo
progressivo de colesterol e calcio na intima do vaso, parte do processo de aterosclerose (do grego
aptmpio (arteria), artéria, e oxinpwoig (sklerosis), endurecimento), fazendo parte do curso
natural de envelhecimento dos seres humanos (BOUSSEL et al., 2011; DEMUTH et al., 2017
MOSKOWITZ; LO; IADECOLA, 2010; SPENCE, 2016; SWIRSKI; WEISSLEDER; PITTET,
2009).


https://en.wiktionary.org/wiki/sclerosis
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A ateroesclerose ¢ uma sindrome inflamatoria cronica, caracterizada pela invasdo e
pelo acumulo de elementos celulares (leucdcitos, macrofagos), seguida da proliferacéo de células
da camada intima e muscular, gerando uma placa (ateromatosa) constituida por material
degenerativo fibrotico, que reduz progressivamente o calibre do vaso e altera a dindmica
circulatoria. Essa lesdo do endotélio vascular, componente da Triade de Virchow, induz o
surgimento de estase venosa e hiercoagulabilidade local, favorecendo a agregacéo de plaguetas e
de outros elementos sanguineos, com a formacdo de trombos, os quais podem ocluir totalmente a
luz do vaso e/ou se desprender (situacdo conhecida como tromboembolia), impactando em um
vaso distal e obstruindo, desse modo, a circulacéo a jusante (KOWOLL et al., 2016).

Com frequéncia um pouco menor, outros tipos de anormalidades circulatorias
também podem ocasionar a interrupcdo do fluxo sanguineo para o encéfalo. Entre essas,
destacam-se as arritmias cardiacas — em especial a fibrilacdo atrial crénica -, a hipotensao arterial,
0s traumatismos com disseccdo arterial, algumas desordens inflamatdrias sistémicas com
predilecdo por vasos de pequeno e médio calibres (doenca de Behcet, lGpus eritematoso
sistémico), infecdes, coagulopatias, leucoses e tromboflebites com trombose de veias cerebrais,
também podem causar distdrbios circulatérios no encéfalo, reduzindo ou interrompendo a
irrigacdo e causando infarto venoso com edema cerebral e alteracdo da funcdo neuroldgica
(BOUSSEL et al., 2011; DEMUTH et al., 2017; MOSKOWITZ; LO; IADECOLA, 2010;
SWIRSKI; WEISSLEDER; PITTET, 2009).

Independente da origem ou causa imediata, a doenca cerebrovascular isquémica
constitui uma importante causa de morbidade e mortalidade na populacdo adulta e idosa no
mundo todo, sendo responsavel por significativa parcela de gastos com pesquisas e métodos de
tratamento para recuperar as mazelas decorrentes da doenca. Apesar desta elevada ocorréncia na
populacdo, existe, por outro lado, uma surpreendente caréncia de métodos terapéuticos capazes
de prevenir e tratar a enfermidade, razdo pela qual o AVEi ocupa uma das principais
preocupacdes em termos de salde publica na maioria dos paises, fazendo desta afeccdo um dos
maiores desafios da Medicina moderna e gerando uma necessidade critica para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas neuroprotetoras (BOUSSEL et al., 2011;
DEMUTH et al., 2017; MOSKOWITZ; LO; IADECOLA, 2010; SWIRSKI; WEISSLEDER,;
PITTET, 2009).


https://en.wikipedia.org/wiki/Beh%C3%A7et%27s_disease
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1.1 EPIDEMIOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO

A isquemia aguda do tecido cerebral possui elevada incidéncia e prevaléncia em
todos os paises do globo, levando a significativo numero de pacientes com sequelas neuroldgicas
e Obitos em decorréncia de complica¢fes advindas da doenca. Nos Estados Unidos da América
(EUA), estima-se a ocorréncia de aproximadamente 800.000 casos de AVE a cada ano, sendo
que, na China, a enfermidade pode atingir até 1,5 milhdo de pessoas anualmente (LLOYD-
JONES et al., 2009). No Brasil, onde nado ha notificacdo compulséria, os dados sdo escassos e
menos precisos. Ainda assim, segundo estimativas do Ministério da Saude, cerca de 200.000
pessoas sdo afetadas a cada ano, acarretando aproximadamente 129.000 mortes e um numero
desconhecido de pacientes que sobrevivem com sequelas permanentes (LOTUFO, 2005).

Estudos epidemioldgicos indicam que a incidéncia global da enfermidade
cerebrovascular possui uma conformagdo ascendente com o passar dos anos (FEIGIN;
KRISHNAMURTHI et al., 2015) (Gréfico 1). Isso se deve, em parte, a uma reduzida consciéncia
da populacdo a respeito da exposicdo a fatores de maior risco (dieta aterogénica, obesidade,
sedentarismo) aliados a um controle ineficiente das comorbidades associadas (hipertensédo
arterial, diabetes), fato mais relevante ainda em paises com baixos indices de Desenvolvimento
Humano (IDH) (KRISHNAMURTHI et al., 2015; TAYLOR et al., 1996). Isso levou paises
desenvolvidos a classificar os AVEs como doengas prioritarias, incentivando programas para
implementar métodos preventivos e optimizar os cuidados de assisténcia aos doentes
(KRISHNAMURTHI et al., 2015; TAYLOR et al., 1996).

Gréafico 1 - Epidemiologia do acidente vascular encefalico.
Incidéncia, prevaléncia e mortalidade (1990-2013).

Incremento do AVE Isquémico na Populagdo Mundial (1990-2013)

= 1990
H 2013

Incidéncia Prevaléncia Mortalidade

Fonte: Feigin, Krishnamurthi et al. (2015a).
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Ainda, segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude, de 2012, a doenga vascular
isquémica do coracdo e do encéfalo representaram, naquele ano, respectivamente, a primeira e
segunda causa de morte em adultos no mundo inteiro e a terceira causa mais frequente de
incapacidade (ajustada para a idade) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016) (Gréfico 2).
Tipicamente, o AVE isquémico surge com mais frequéncia a partir dos 45 anos de idade,
atingindo o apice entre pessoas de 60-65 anos, afetando ambos 0s sexos de maneira equivalente
(KRISHNAMURTHI et al., 2015), e, quando reunidas, essas duas enfermidades constituem a
principal causa de morbidade e mortalidade na populacdo adulta do mundo contemporaneo
(Figura 1), representando consideravel fonte de sofrimento individual, familiar e contribuindo

significativamente para onerar o 6nus com saude publica.

Gréfico 2 - As 10 principais causas de morte no mundo em 2012.

10 Principais causas de morte no mmndo, em milhdes (2012)
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IAM — Infarto Agudo do Miocardio

AVE — Acidente Vascular Encefalico

DPOC — Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica

BCP — Broncopneumonias

DTB — Doengas Traqueobronquicas

HIV/AIDS - Virus da Imunodeficiéncia Humana / Sd. imunodeficiéncia
adquirida

DGI - Doenca Gastrointestinal

Fonte: World Health Organization (2016).
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Figura 1 — Mapa mostrando a incidéncia de AVE ajustada para a populacdo da OMS por
quartis.

Classificac@o por Incidéncia Variavel [ ] Q1 (41a79) 1 Q2 (80a112)
I Q3 (112 a 169) EN Q4 (170 a 238)
] pados n3o disponiveis

Fonte: Thrift et al. (2017).

Em termos globais, a doenca possui distribuicdo ubiqua, com tendéncia um pouco
maior naqueles paises com IDH menos favorecido, possivelmente pela caréncia de cuidados
preventivos. Calcula-se que aproximadamente 260 pessoas por cada 100.000 habitantes por ano
sejam acometidas, representando uma prevaléncia de 30 milhGes de pessoas afetadas, o que
corresponde a mais de 25 milhGes de doentes, considerando somente o AVEi (OVBIAGELE et
al., 2013). Esses eventos respondem por cerca de 80% dos novos casos, levando a quase 30
milhGes de sobreviventes ao episddio inicial e aproximadamente 6,5 milhdes das mortes
diretamente relacionadas ao AVE, gerando mais de 113 milhdes de pessoas incapacitadas em
consequéncia de um infarto no tecido cerebral (Gréfico 3) (FEIGIN et al., 2010; FEIGIN;
MENSAH et al., 2015).

Gréafico 3 - AVE Isquémico: Proporcgdes entre casos novos, mortes,
sobreviventes e sequelas permanentes.

AVE Isquémico

® Novos casos = Mortes Sobreviventes ® |ncapacitados

Fonte: Epidemiology (2016).
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Baseando-se nessas informacdes, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) prevé que,
ao longo dos proximos anos, a doenca siga afetando um numero cada vez maior de pessoas e
mantenha-se entre as primeiras colocadas no ranking de causas mais comuns de incapacidade em
adultos ao redor do mundo, levando a uma expectativa de que o valor notificado em 1990,
indicando que mais de 38 milhGes de pacientes afligidos por esse mal quase duplique em 2020
para provaveis 61 milhdes, mesmo quando sdo levadas em conta diferencas relevantes,
relacionadas a idade da populacdo, a etnia, a distribuicdo geografica, ao IDH e as acles
preventivas implementadas pelas agéncias reguladoras de saide nos diferentes paises dos cinco
continentes (EPIDEMIOLOGY, 2016).

Segundo relatérios de agéncias europeias de saude, apenas no continente europeu,
com mais de 700 milhGes de habitantes (EUROPE population live, 2016) e uma populacdo
composta majoritariamente por idosos, a prevaléncia dos AVESs é estimada em acima de 1 milhdo
de eventos por ano, com a previsdo de incremento gradual e progressivo ao longo do tempo, até
atingir um patamar de 1,5 milhdo de casos/ano em 2025, estimando-se um custo com gastos
relacionados a AVE préximo de 27 bilhGes de euros/ano, somente com 0s pacientes que tiveram
um AVE com défice neuroldgico mantido e sequelas permanentes, excluidos os casos de doenca
vascular isquémica transitéria (TRUELSEN et al., 2006).

Quando se analisa paises do continente asiatico, regido que possui quase dois tercos
da populacdo mundial — um contingente populacional ao redor de 4,5 bilhdes de habitantes
(ASIA population live, 2016), dotado de impressionante diversidade populacional, apenas no que
se refere ao extremo leste do continente, a enfermidade responde por 60% da mortalidade
mundial ligada a doenca cerebrovascular, sendo que a maioria dos eventos (40%) acontece
naqueles paises situados mais ao sul do continente, como india, Paquistio, Bangladesh e Sri
Lanka, regibes muito populosas que albergam cerca de 22% da populacdo mundial, e onde
predominam condi¢bes socioecondmicas mais precarias e, portanto, com baixo IDH
(ANDERSON, 20186).

Apesar de ser 0 mais robusto dos continentes e contar com a maior populacdo do
planeta, com mais da metade da populagdo mundial e a maior densidade demogréfica por
quildmetro quadrado da terra, muitos paises do continente asiatico carecem de estudos
epidemioldgicos acurados, e as agéncias governamentais responsaveis pelo cadastro, pela coleta e

pela organizacdo de dados n&do disponibilizam ou n&o possuem informagOes atualizadas e
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confidveis sobre a situacdo da doenca cerebrovascular naquela regido do plantea. Os dados mais
confiaveis sobre o tema podem ser obtidos pela China e pela india, paises que abrigam juntos
mais de 50% da populacdo asiatica, compostos por duas etnias muito distintas, mas que
transmitem um panorama bastante realista acerca do tema na asia como um todo
(MEHNDIRATTA et al., 2014) (Tabela 1).

Tabela 1 - Prevaléncia e incidéncia aproximada de AVEs em alguns paises asiaticos.

PAIS PERIODO PREVALENCIA INCIDENCIA
China 1985-1991 260-719 116-219
Coreia 2004-2005 1590 216

India 2003-2005 545 145

Fonte: Mehndiratta et al. (2014).
Nota: Prevaléncia: por cada 100.000 habitantes /Incidéncia: por cada 100.000 habitantes por ano

Por outro lado, quando se observam as informacgfes sobre o tema, disponibilizadas
pelas agéncias nacionais de saide na América do Norte, onde os Estados Unidos da América € o
pais mais representativo, com populacdo superior a 300 milhdes de habitantes (USA population
live, 2016), relatos indicam que mais de seis milhdes de pessoas com idade acima de 20 anos
receberam um diagndstico de AVE somente entre os anos de 2009 e 2012 — o que leva a uma
prevaléncia geral estimada em 2,6% da populacdo, mostrando, ainda, que a doenca é mais
comum em idosos da raca negra, que pertencem a faixas socioeconémicas menos favorecidas da
populacdo, a maioria delas residentes na Regido Sudoeste do pais (MOZAFFARIAN, 2016).

A anédlise dos dados coletados na ampla série de trabalhos cientificos acerca da
epidemiologia das doencas circulatérias e da doenca cerebrovascular existentes naquele pais,
permite inferir que as projecfes possuem uma clara tendéncia para estabilidade, possivelmente
como resultado de inimeras campanhas intensivas implementadas nas ultimas décadas, com o
intuito de identificar, resgatar, transportar e tratar precocemente uma pessoa que acaba de sofrer
um ataque isquémico cerebral, aliado ainda a instituicdo de programas e medidas para prevenir a
enfermidade, por meio da reducdo de habitos nocivos (tabagismo, sedentarismo, etilismo etc.) e
controle de comorbidades, tais como hipertensdo arterial, diabetes e dislipidemias
(MOZAFFARIAN, 2015).

No Brasil, os dados sdo muito mais escassos e menos precisos, possivelmente em

razdo de os registros disponiveis serem oriundos, em grande parte, dos sistemas publicos de
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assisténcia, nos quais a precariedade e a notdria desorganizacao imperam, fato reforgcado, ainda,
pela auséncia de necessidade em se notificar compulsoriamente a doenga cerebrovascular. Ainda
assim, o Estudo Longitudinal de Saude do Adulto (ELSA-Brasil), investigagdo multicéntrica de
coorte com o proposito de investigar a incidéncia e os fatores de risco para doengas cronicas,
detectou uma prevaléncia de AVEs da ordem de 1,3% entre a idade de 35 e 74 anos, com cerca
de 70 mil mortes a cada ano, sendo a principal causa de incapacidade entre nés.

Em termos regionais, os principais trabalhos versando sobre esse assunto avaliam o
perfil da populacao de grandes cidades do Sul, do Sudeste e do Nordeste do Pais, tais como Porto
Alegre, Séo Paulo, Rio de Janeiro, Belo Horizonte, Salvador e Recife, ndo se encontrando com
facilidade informes mais detalhados sobre a real situacdo existente nos grandes mas pouco
populosos estados do Centro-Oeste e do Norte, e sequer mengdo ainda aos casos existentes da
doenca em areas mais longingquas, como aquelas situadas, por exemplo, em longinquos interiores
e regides fronteiricas da Amazonia. Ainda assim, em 2007, a OMS alocou o Brasil na sexta
posicdo entre 0s paises com maior indice de acometimentos por AVE, sendo o pais da América
latina de incidéncia mais elevada de AVE, indicando um problema grave de salde publica
(LOTUFO, 2005; LOTUFO; BENSENOR, 2007).

Mesmo considerando tais limitacGes, os dados disponiveis entre nds sdo concordantes
com os informes globais, pelo menos em termos de morbimortalidade, os quais indicam que o
AVE ocupou a terceira causa de incapacidade e a segunda causa de morte em adultos, no mundo,
durante o0 ano de 2012. As taxas de mortalidade globais do AVE sdo superadas apenas pelas taxas
observadas na sua doenca congénere, o infarto do miocardio, significando dizer que, em média,
uma p essoa morre a cada quatro minutos no mundo inteiro, em razdo de um AVE, sendo que
aproximadamente 30% das pessoas morrem nos primeiros dias ou nas primeiras semanas que se
seguem ao AVE, e outros 30% seguem com incapacidade motora e/ou cognitiva permanente para
o resto da vida (BARKER-COLLO et al., 2015).

Alguns estudos demonstram diminuicdo das mortes relacionadas a doenca
cerebrovascular; essas estatisticas dizem respeito essencialmente aos paises mais desenvolvidos,
indicando que as medidas preventivas e corretivas aplicadas por aqueles Estados tém sido
eficazes a ponto de produzir um impacto positivo para influenciar a historia natural e controlar a
doenca, informacao ratificada ao se confrontar os 5 milhGes de mortes atribuidas aos AVEs em

paises de baixa renda, contra apenas 1,6 milhdo de mortes observadas nos paises com melhor
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qualidade de vida e assisténcia médica preventiva, fato que reflete o papel indispensavel da
prevencdo dos fatores de risco como medida de primeira linha para controlar o problema,
segundo a World Health Organization (2016).

De fato, em funcdo da intervencdo dos sistemas governamentais responsaveis pela
salde nessas areas mais evoluidas do mundo contemporaneo, a quantidade de pacientes que
sobrevivem a um infarto cerebral praticamente dobrou em apenas duas décadas (1990-2010). Por
outro lado, esse fato implica, também, a existéncia de um grande contingente de pessoas portando
défices neuroldgicos (hemiplegias, disturbios de fala) permanentes e sequelas neuroldgicas
definitivas, existindo algumas projecdes prevendo para o ano de 2030 que aproximadamente 77
milhOes de pessoas necessitardo de constantes cuidados e assisténcia continuada em razdo de
sequelas neuroldgicas, determinando um custo social e econdmico bastante significativo (BEJOT
et al., 2016; BEJOT; DAUBAIL; GIROUD, 2016).

Entre o universo de sequelas mais comumente encontradas na doenga cerebrovascular
isquémica, destacam-se défices motores, distdrbios da fonacdo e alteracBes cognitivas, em geral
altamente incapacitantes. Esses défices neuroldgicos resultam do acometimento de areas motoras
cerebrais localizadas, a maior parte das vezes, no hemisfério dominante, que, na maioria das
pessoas destras, € 0 esquerdo, possivelmente pela distribuicdo preferencial de sangue para areas
de funcionalidade elevada (DONG et al., 2016). Por esse motivo, 0 comprometimento
neuroldgico mais comum é a hemiplegia direita acompanhada de disturbios da fala (afasias),
alteracdo do campo visual (hemianopsias) e disfuncdo das fun¢bes mentais superiores, como
raciocinio e memoria (DONG et al., 2016).

Uma vez estabelecida a lesdo anoxica, a area afetada perde imediatamente a sua
funcionalidade e, em pouco tempo, ocorre morte celular maci¢a, com o tecido adotando a
configuracdo de uma area de necrose, com leséo irreversivel (encefalomalécia) dos elementos
tissulares. Uma vez estabelecidos como permanentes, os défices neuroldgicos oriundos desta
situacdo anormal do cérebro constituem um grave problema social, considerando que mais da
metade dos pacientes passa a ter dependéncia pessoal ou institucional importante e quase absoluta
para o restante de suas vidas, requerendo constante auxilio de terceiros e por parte das equipes de
salde, necessitando de beneficio social e/ou auxilio doenca, 0 que onera mais ainda o custo da
salde publica (LUKER et al., 2015).
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Este panorama pouco animador tornou o AVE uma das doengas contemporaneas de
maior importancia epidemioldgica e clinica em todo o mundo, havendo grande preocupacao por
parte da comunidade cientifica. Apesar disso, existe surpreende escassez de tratamentos
farmacologicos capazes de prevenir ou minimizar os danos encefalicos implicados com o infarto
cerebral. A Unica medicagdo autorizada para uso em humanos é o agente trombolitico ativador de
plasminogénio tecidual recombinante (tPA), que restaura a paténcia de artérias cerebrais
obstruidas por trombos, mas beneficia pouquissimos pacientes em funcdo da limitada janela
terapéutica e dos sérios efeitos colaterais, que incluem o risco de transformacdo hemorragica da

area originalmente isquémica, agravando a lesdo inicial (LO, 2008).

1.2 FISIOPATOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO ISQUEMICO

As alteracOes fisiopatoldgicas advindas da interrupcdo de oxigénio e glicose para o
tecido nervoso resultam de uma série de rea¢fes bioquimicas que resultam na liberacdo de
moléculas deletérias para a célula, desencadeando vias bioquimicas relacionadas a inducédo de

morte celular e promovendo um estado inflamatorio regional que acentua o dano inicial.

1.2.1  Fisiologia Cerebral

Mesmo representando apenas 2% do peso corporal, o encéfalo é o 6rgdo do corpo
humano que mais requer oxigénio e glicose, consumindo até 72 litros de O, e 150 gramas de
glicose a cada 24 horas, 0 que corresponde ao redor de 15% do fluxo sanguineo corporal e a 20%
do O, total disponivel na circulacdo (MOSKOWITZ; LO; IADECOLA, 2010). Isso explica o
porqué de qualquer mudanca no aporte de sangue para o encéfalo ser altamente prejudicial para o
funcionamento da estrutura e é por essa razdo, também, que mecanismos reflexos atuam
ininterruptamente para manter constante a passagem de cerca de 55 mL de sangue por cada 100
gramas de tecido nervoso por minuto, equivalente a quase 750 mL de sangue/minuto,
considerando um cérebro adulto de 1350 gramas (IADECOLA; ANRATHER, 2011a, 2011b;
MOSKOWITZ; LO; IADECOLA, 2010).

O fluxo continuo de sangue do coracdo para o cérebro & proveniente das artérias

carotidas e vertebrais, localizadas no pescoco, em duas vias distintas de distribui¢cdo sanguinea: o
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sistema carotideo, responsavel por irrigar os 2/3 anteriores do encéfalo (lobos frontais, temporais
e parietais) e o sistema vertebrobasilar, responsavel pela irrigacdo do cerebelo, tronco cerebral e
lobos occipitais. Uma vez no interior do crénio, os dois sistemas unem-se por artérias
comunicantes, formando uma rede anastomdtica conhecida como poligono de Wilis, com o
intuito de permitir uma eventual redistribuicdo de sangue entre os dois sistemas, mantendo a
circulacdo de sangue por todo o encéfalo, caso ocorra uma obstrucdo em alguns dos troncos
arteriais situados ao longo desses dois sistemas (PAPANTCHEV et al., 2013).

Gracas a esta peculiar rede arterial e a um mecanismo de autorregulacéo eficiente, a
perfusdo cerebral mantém-se constante ao longo do tempo, variando entre 50 e 54 mL de sangue
para cada 100 g de tecido cerebral por minuto. Em condic¢des patoldgicas, variacbes fora desses
limites determinam disfuncdo neuroldgica, como ocorre na hiperemia, situacdo que pode
determinar hipertensdo intracraniana, ou como ocorre na isquemia, quando a oligoemia determina
hipoxia/andxia do tecido. Neste caso, considera-se uma situacdo de isquemia cerebral quando a
reducdo do fluxo sanguineo atinge valores inferiores a 18 a 20 mL/100g/min, sendo que abaixo
de 8 a 10 mL/100g/min, independente do tempo de duragdo, surgem lesdes irreversiveis em
virtude de morte celular (WILLIE, 2013; WILLIE et al., 2013).

1.2.2  Respiracgdo Celular Aerébica (Via de Embden-Meyerhof-Parnas)

Foram necessarios mais de 100 anos para se desvendar por inteiro a via metabodlica
que os seres vivos utilizam para extrair energia na forma de ATP (Adenosina Trifosfato,
C10H16N5013P3), a partir da ruptura da glicose disponibilizada pelo sangue (“glicolise”, ylikic
glykys “aciicar”, e Avoig lysis — “dissolu¢ao”). Por imprescindir do O, para ocorrer, 0 processo
ficou conhecido como “respiragdo celular” ou “glicolise aerdbica” (Figura 2), uma cadeia de
reacOes catabdlicas que se passa no interior da célula pela quebra de moléculas de acucar,
aminoacidos e acidos graxos na presenca de um agente oxidante aceptor de elétrons, o oxigénio
molecular (O,). A quebra das ligacGes moleculares libera energia quimica para ser empregada na
biossintese, locomocdo ou transporte de moléculas através da membrana celular (ALBERTS;
BRAY; WATSON, 2008).
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Figura 2 - Glicolise aerdbica

2 ADP +2P 2ATP
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Fonte: Nelson e Cox (2014).

Este tdo peculiar sistema de reagdes exotérmicas e espontaneas, do tipo ‘redox’
(oxidagdo-redu¢ao), que tem lugar nas cristas mitocondriais, é conhecido como “cadeia
transportadora de elétrons da célula” e possui como objetivo primordial o transporte de elétrons
até um aceptor final, o proprio oxigénio, situado na extremidade de baixa energia da cadeia, na
qual acontece a reducdo do O, e a formacdo do ATP, molécula dotada de alto contetdo
energético. Trata-se de um mecanismo bastante engenhoso, posto que utiliza o ATP como fonte
primaria de energia para conseguir formar os seus proprios precursores, i.e., ADP (Adenosina
Difosfato), disponibilizando Ad infinitum energia para o funcionamento das células (ALVES-
FILHO; PALSSON-MCDERMOTT, 2016).

Em condi¢bes normais de aerobiose, a circulacdo sanguinea provém o oxigénio
necessario para que ocorra a quebra fisioldgica da glicose como meio de produzir o substrato
energético para o perfeito funcionamento das células, sendo formado ainda, além do ATP, um
composto contendo um acido carboxilico, o acido piravico (piruvato, C3H3O3), intermediario que
possui papel importante em varias vias metabdlicas. O piruvato pode ser formado pela glicolise
aerdbica e convertido, de modo reverso, novamente em glicose (gliconeogénese) ou em &cidos
graxos, por meio de reacdes que envolvem a acetil coenzima A. Além disso, serve de substrato
para a sintese do aminoacido alanina e pode ser ainda convertido em etanol ou em acido lactico
no processo de fermentacao (SIMS; MUYDERMAN, 2010).

Em contrapartida, nas condi¢fes anaerdbicas, em vez de piruvato, a glicélise fornece,
ao termino, o acido lactico (lactato, C3HsO37), composto que possui um grupo hidroxil adjacente
ao grupo carboxil, que, na forma conjugada (lactato), possui também papel essencial em varios
processos bioquimicos, por exemplo, durante intensa atividade fisica ou em situaces de grande
demanda energética, quando a producdo desse elemento se torna benéfica por auxiliar na
regeneracdo de NAD", que é empregado na oxidagdo de grupos fosfatos, garantindo, assim, a
producdo de energia (CHAMORRO et al., 2012). Nessas situa¢es patoldgicas, com reduzida
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oferta de O, o lactato faz-se acompanhar de nimero excessivo de radicais livres (RL), resultando
em toxicidade local e dano estrutural as células (REHNCRONA et al., 1981).

Portanto, a faléncia do metabolismo celular observada em uma area cerebral que sofre
uma reducédo ou interrupcdo do fluxo sanguineo e torna-se isquémica traduz essencialmente um
disturbio energético intimamente relacionado a respiracdo das células e aos respectivos processos
metabdlicos que se desenrolam no citoplasma e no interior das mitocondrias, a organela
responsavel por extrair energia bioquimica da glicose (C¢H1206), na presenca do O,. Instantes
apos a interrupcao do fornecimento de O, e glicose, surge uma complexa sequéncia de eventos
patoldgicos, que incluem: a. excitotoxidade, b. despolarizacdo periinfarto, c. inflamacédo, d.
apoptose (Figura 3), cujo resultado final sera a morte das células nervosas, dentro de horas ou
dias (MANZANERO; SANTRO; ARUMUGAM, 2013).

Figura 3 - Sequéncia temporal dos mecanismos fisiopatologicos de morte celular
na isquemia cerebral.
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Fonte: Dirnagl et al. (1999).

Sumariamente, a glicdlise aerdbica nos seres eucariotas processa-se em quatro
estagios sucessivos. Na etapa citoplasmatica, a glicolise forma o piruvato, que sofre
descarboxilacdo na presenca do dinucleotidio de nicotinamida e adenina (NAD), formando acetil
coenzima A (AcoA, C,3H3sN7017P3S), a qual é transportada a mitocéndria para dar andamento na
sintese de ATP (ALBERTS; BRAY; WATSON, 2008). Nas cristas mitocondriais, a AcoA sofre
oxidacdo, originando um &cido tricarboxilico conhecido como &cido citrico (CgHgO7), elemento
que inicia e encerra a série de reacdes bioguimicas conhecidas como o Ciclo do Acido Citrico, ou

Ciclo de Krebs, epénimo que homenageia seu descobridor, Adolf Krebs (1900-1981). E nesta
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etapa que se formam aminoécidos relevantes para a fisiologia e a patologia cerebral, como o
aspartato e o glutamato (CHAMORRO et al., 2016).

O ATP (KARL LOHMANN, 1929), nucleotideo formado por adenosina, ribose e trés
grupos fosfato (-PQy), é precursor de certas coenzimas importantes, tais como NAD+, FAD e a
coenzima A, e participa da sintese do DNA e do RNA (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002).
Porém, a mais relevante funcdo desempenhada por essa estrutura diz respeito ao transporte e a
transferéncia de energia quimica nas células, atividade indispensavel para a fotofosforilacdo, a
fermentacdo e a respiracdo aerdbica. Gracas a essa propriedade intrinseca da molécula, o ATP é
considerado como a unidade de ‘moeda corrente’ para transferéncia de energia nas células,
atuando especialmente nos processos de fosforilacdo (adicdo) e desfosforilagdo (remogéo) de
grupos PO, presentes nas estruturas organicas, em particular para ativar ou desativar uma
proteina (JOHNSON; NOBLE; OWEN, 1996).

Ao se efetuar a quebra da ligacdo covalente do Gltimo grupo fosfato do ATP, surgem
ADP (Adenosina Difosfato — C19H15Ns010P,) e Fésforo inorganico (Pi, fosfato [PO4?]), equacéo
1, que, por sua vez, origina AMP (Adenosina Monofosfato — C1oH14Ns07P), monémero do RNA
(equacdo 2), cuja forma ciclica atua como segundo mensageiro, regulando inUmeros processos
biolégicos em praticamente todas as células animais (NELSON; COX, 2008). A concentracdo
intracelular de ATP é da ordem de 1™° mM, e uma (nica molécula armazena cerca de 30,5 kJ/mol
(~7 kcal/mol) nas ligacdes covalentes de suas moléculas de fosfato (PO,%), participando das duas
etapas da respiracdo celular, como substrato energético na glicolise e como produto final do ciclo
do acido citrico (ERECINSKA; SILVER, 1989).

ATP + H20 — ADP + P; AG®=-30.5 k/mol™ (-7.3 kcal/mol™) eq. 01

ATP + H20 — AMP + PPi  AG° =-45.6 kJ/mol-1 (-10.9 kcal/mol-1) eq. 02

Fonte: Gajewski, Steckler e Goldberg (1986).

Em termos tedricos, formam-se, na cadeia da respiracdo celular, 36 moléculas de
ATP por cada molécula hidrolisada de glicose, sendo importante observar que o ciclo inteiro é
modulado e alterado por varias enzimas, podendo, ainda, ser profundamente afetado pelas
concentragdes locais do ion célcio (Ca*®) (GAJEWSK; STECKLER; GOLDBERG, 1986). Em
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situacOes patologicas em que o microambiente conta com baixa disponibilidade de O, a extracéo
energeética passa a ser insatisfatoria e ineficiente, j& que, enquanto na glicélise aerdbica resultam
36 moles de ATP por mol de glicose, a glicdlise, na auséncia de O, produz tdo somente 2 moles
de ATP por mol de glicose - um mecanismo incapaz de manter as atividades normais das células
e, portanto, prejudicial a sobrevivéncia destas (GAJEWSK; STECKLER; GOLDBERG, 1986).

1.2.3 Respiracdo Anaerobica

Como indicado anteriormente, a glicélise aer6bica é uma via metabolica
absolutamente condicionada a presenca do O, inspirado pelos pulmdes e transferido para a
corrente sanguinea para obter energia da quebra das moléculas de glicose. Em situacdes anormais
(hipoxia, anoxia, parada cardiorespiratoria, choque etc.), em que a disponibilidade de O, se
encontra restrita, as mitocondrias passam a atuar de maneira disfuncional, elevando o consumo de
ATP, acabando por determinar um colapso energético da célula. Para manter seu funcionamento
normal, a célula lanca mao de um recurso provisorio, buscando extrair energia alternativa da
glicolise, mesmo na auséncia do oxigénio, estratégia conhecida como “glicdlise anaerdbia”
(equacdo 3) (GAJEWSK; STECKLER; GOLDBERG, 1986).

Metabolismo anaerobio:
Glicose + 2 ADP + 2 Pi - Lactato + 2 ATP + 2 H,0 eq. 03

Esse recurso € limitado, dado que suporta apenas 2-4 minutos as demandas
energéticas da célula, rendendo somente duas moléculas de ATP para cada molécula de glicose
utilizada. Mesmo levando em conta que a velocidade de obtencdo de ATP é 100 vezes maior que
aquela da glicolise aerdbica, este valor é muito pequeno para suprir as demandas energéticas da
célula, ja que representa menos de 5% do potencial energético de cada molécula de glicose, ao
contrario da glicélise aerdbia, cuja eficiéncia energética € proxima de 90% para cada molécula de
glicose hidrolisada. Além de ser um modo ineficiente para extrair energia, também é uma cadeia
de producéo toxica, gerando excesso de radicais livres e lactato, reduzindo o pH local (acidose
lactica), e tornando o meio extremamente deletério para as células (GAJEWSK; STECKLER,;
GOLDBERG, 1986).
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Uma vez que se instala um estado de reduzida oferta de O, ou de anaerobiose, os
processos ativos de manutencdo da homeostase celular sdo imediatamente alterados, surgindo
prontamente um grave desequilibrio i6nico em razdo da paralisacio dos mecanismos
responsaveis por conservar estavel a quantidade de ions no interior da célula, por exemplo, a
bomba de solutos por meio da membrana plasmatica. Uma das principais consequéncias disso é a
ocorréncia de uma elevacdo abrupta das concentragdes de sodio e de célcio no citoplasma,
acarretando edema celular e grande hiperexcitabilidade da rede neural, com aumento da demanda
energética, fato que aprofunda ainda mais o sofrimento tissular ocasionado pela reducdo do
aporte de O, (DEL ARCO, 2016).

O célcio (Ca™) é um dos ions mais relevantes na fisiopatologia do infarto cerebral.
Em excesso no interior da célula nervosa, intereage com as vesiculas sinapticas dos terminais
nervosos (telodendros), induzindo uma liberacdo macica do neurotransmissor excitatrio
glutamato (acido D-glutdmico, CsHgNO,4). O glutamato em excesso promove ativacao
descomedida dos receptores N-Metil-D-aspartato (NMDA) e alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico (AMPA), canais proteicos relacionados ao transito dos cations sédio e calcio
através da membrana plasmatica, aprofundando o estado de desequilibrio i6nico no interior da
celula e desencadeando o fendmeno da excitotoxicidade (OLNEY, 1969), um dos eventos mais
importantes da lesdo neural, que acompanha a isquemia cerebral (BARRETO et al., 2011,
GREWER et al., 2008; LAl et al., 2011; SEIDEL et al., 2016; WANG et al., 2013).

A excitotoxicidade (OLNEY, 1969) diz respeito a macica liberacdo com bloqueio de
recaptacdo do neurotransmissor excitatério glutamato, pela faléncia energética da célula. O
excesso de glutamato superativa vias sinalizadoras que reforcam o influxo de célcio, gerando um
ciclo vicioso, cujo resultado é o dano tissular e apoptose das células nervosas (HAYASHI, 1954;
WATKINS; JANE, 2006). Esse evento patolégico que acompanha a isquemia cerebral pode
também ser encontrado em outras doencas do SNC, como Alzheimer e esclerose lateral
amiotrofica. Apesar de os estudos translacionais terem falhado em demonstrar a eficiéncia de
inimeros agentes testados para neutralizar a excitotoxicidade, este ainda tem sido um importante
foco das pesquisas buscando tratamento para a injuria hipéxica ao tecido nervoso (RAJAH;
DING, 2017).

Outra consequéncia do influxo excessivo de célcio para o citoplasma € a ativacdo

constitutiva (permanente) de vias sinalizadoras, tais como as fosfolipases (IP3, diacilglicerol), a
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proteinoquinase (PKC) e a calmodulina. Estas vias estdo relacionadas a diversos tipos de
processos metabolicos, a maioria dos quais é mediado por proteases autoliticas, lipases
lipossomais e endonucleases. Tais enzimas sdo responsaveis pela: a. conversdao de mediadores
proinflamatorios da via do &cido aracdonico (CyoH3,0,) — 0 acido graxo essencial, presente nos
fosfolipidios e em membranas celulares -,e b. participam de certos mecanismos de morte celular
programada e de lesdo mitocondrial, causando a liberagdo de espécies reativas de oxigénio e
outras enzimas que contribuem para agravar a apoptose e o dano tissular (SCHULZ; WELLER,;
MOSKOWITZ, 1999; WON; KIM; GWAG, 2002).

As mitocbndrias sdo as organelas encarregadas da transferéncia de elétrons na cadeia
transportadora até o aceptor final. Nesse processo, formam, em condic¢des fisioldgicas, certos
tipos de moléculas e ions, 0s quais possuem, como peculiaridade, elétrons ndo pareados (livres)
na ultima camada orbital, caracteristica esta que confere a essas mesmas estruturas uma
facilidade impar para reagir prontamente com outros compostos presentes nas redondezas, como
as lipoproteinas estruturais e o proprio DNA. Conhecidas como radicais livres (RL), sdo liberadas
em grandes quantidades logo em seguida ao dano mitocondrial induzido pela lesdo hipoxica,
acumulando-se em quantidades e afetando o funcionamento e a estrutura das células, possuindo
papel crucial no dano tissular final observado nos AVEs isquémicos (DEMUTH et al., 2017; HU
etal., 2017; LO; NING, 2016a).

O nudmero exorbitante de radicais altamente reativos é reforcado por um
comprometimento de certos mecanismos de remocdo destes (a seguir), incrementando a
toxicidade e tornando o microambiente insalubre para as células (CHO et al., 2005). Esta
condi¢do, conhecida como “estresse oxidativo”, ¢ particularmente adversa para a sobrevivéncia
das células nervosas e tem sido associada, também, com outras enfermidades neurolégicas de
carater degenerativo cronico, tais como mal de Parkinson, Alzheimer, esclerose lateral
amiotrdfica e alguns tipos de céancer, e da propria ateroesclerose (THANAN et al., 2014). Por
essa razdo, o estresse oxidativo é considerado atualmente como o evento fisiopatoldgico mais
relevante para o surgimento da doenca cerebrovascular isquémica (PRADEEP et al., 2012).

Entre os principais RL derivados do metabolismo de oxigénio, destacam-se as
Espécies Reativas do Oxigénio e Nitrogénio (ERONS), com énfase para o Anion Superdxido
(02) e para 0 Oxido Nitrico (NO), cuja combinagdo produz o &nion peroxinitrito (ONOQ),

outro potente oxidante ligado ao dano celular, em virtude de sua acdo altamente lesiva sobre o



33

DNA (CHRISSOBOLIS et al., 2011; STEINERT; CHERNOVA; FORSYTHE, 2010; WANG et
al., 2014). Essas reacdes desproporcionadas ocorrem por dismutacdo® enzimética, sendo que o
passo inicial € a reducdo univalente do oxigénio molecular (O2) em superoxido (O2). Nas
condicdes basais, entre 2-5 % do contingente total de elétrons ndo completa a série inteira,
originando precocemente ERNONS, conforme as reacdes abaixo (Figura 4) (CHRISSOBOLIS et
al., 2011; STEINERT; CHERNOVA,; FORSYTHE, 2010; WANG et al., 2014).

Figura 4 - Reacdo de Producdo das espécies reativas do oxigénio e
nitrogénio (ERON’s).
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Fonte: Halliwell (1992).

Uma vez que o anion superoxido é naturalmente formado na mitocondria,
mecanismos antioxidantes — representados por enzimas e cofatores (alfa-tocoferol, Vitamina A,
C, D, E) — se responsabilizam por neutralizar a toxicidade deste elemento (MANZANERO;
SANTRO; ARUMUGAM, 2013). Entre as enzimas antioxidantes, destacam-se (KUMAR et al.,
2017; MA et al., 2017; YAMAMOTO, 2017): a) Superéxido Dismutase (SOD), dotada de
potente atividade anti-inflamatéria, que catalisa a dismutacdo do superoxido em peroxido de
hidrogénio; b) catalase, encontrada nos peroxissomos orbitando as mitocdndrias, incumbida da
reacdo com o perdxido de hidrogénio, formando agua e oxigénio; ¢) glutationa peroxidase, que
reduz o perdxido de hidrogénio dos lipidios, formando hidroperoxidos lipidicos e seus
correspondentes alcoodlicos, por meio de pequenas proteinas contendo enxofre, chamadas
glutationas.

Normalmente, esses mecanismos antioxidantes neutralizam os excessos ou efeitos
toxicos dos ERONSs, transformando-os em oxigénio e em perdxido de hidrogénio, acompanhados
de residuos menos deletérios. Entretanto tal conversdo ndo é 100% eficiente, e peroxidos

residuais permanecem no interior da célula, participando das préximas reacdes (KUMAR et al.,

! Dismutaco: tipo de reagdo redox em que um elemento da reagdo participa tanto como agente oxidante quanto
como agente redutor para formar dois produtos distintos.
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2017; MA et al., 2017; YAMAMOTO, 2017). Em situagdes de anaerobiose, quando o acimulo
de ERONSs supera a capacidade dos sistemas neutralizantes, a celula passa a sofrer de estresse
oxidativo, pela pronta interacdo quimica destes com as estruturas lipidicas e proteicas
constituintes das células, desnaturando e desativando enzimas, desestruturando as membranas
lipidicas e danificando o DNA (KUMAR et al., 2017; MA et al., 2017; YAMAMOTO, 2017).

Logo, no caso da isquemia cerebral, os dois principais sistemas de enzimas
antioxidantes — Superéxido Dismutase (SOD) e Oxido Nitrico Sintetase (NOS) — representam o
mais valioso recurso de que as células nervosas dispdem para se adaptar, de imediato, a situacao
adversa imposta pela privacdo de oxigénio e glicose, desempenhando, assim, um papel crucial em
termos de neuroprotecdo (KUMAR et al., 2017; MA et al., 2017; YAMAMOTO, 2017). Além do
excesso de RL, outros fatores contribuem para a morte das células nervosas, como a ativacdo das
cascatas da lipoxigenase e da Poli ADP-Ribose Polimerase (PARP), a formacdo de poros
mitocondriais de transicdo e a ativacdo e o desequilibrio idnico amplificado em razdo do
recrutamento secundario dos potenciais de agdo dos canais de calcio-dependentes (TRPM)
(KUMAR et al., 2017; MA et al., 2017; YAMAMOTO, 2017).

Muito embora a producdo inadequada de ERONSs seja o fator mais determinante na
fisiopatologia do sofrimento neural ligado & hipdxia cerebral, estando diretamente vinculada a
cadeia de processos patoldgicos que acaba por resultar na morte das células nervosas (apoptose)
durante a isquemia cerebral, recentemente a pesquisa cientifica voltou sua atencéo para algumas
das interacbes positivas existentes entre os ERONs e as células do organismo, tais como
expressao génica, translacdo proteica, inducdo de respostas imunoldgicas contra agentes hostis e
modulacdo da resposta inflamatdria vinculada ao insulto isquémico, sendo esta Gltima, em
especial, uma das areas preferenciais de investigacdo com o objetivo de desenvolver agentes
capazes de neutralizar os efeitos danosos do excesso de ERONs durante a isquemia cerebral
(KUMAR et al., 2017; MA et al., 2017; YAMAMOTO, 2017).

1.2.4  Neuroinflamacéo
A inflamacdo que surge na area de infarto, apds a oclusdo arterial por um trombo ou

émbolo, é um estado de ativagdo imunitaria que se instala rapidamente, podendo manter-se por

semanas e até meses apos o insulto. Considerando que a maioria dos casos de infarto resulta da
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degeneracdo e ruptura de placas ateroescleroticas na parede do(s) vaso(s) residente(s), deve ser
levado em conta, também, a presenca de um processo inflamatorio crbnico preexistente,
acometendo tanto os vasos (ateroesclerdticos) como o préprio tecido irrigado por esses vasos. O
fendmeno conta com a participacdo de mediadores humorais dotados de atividades enzimatica,
quimiotética e vasogénica, de células residentes do neurdpilo e células de defesa circulantes na
corrente sanguinea, atraidas pelos sinais neuroquimicos liberados no local da leséo
(BRAMBILLA; COUCH; LAMBERTSEN, 2013; LIMA et al., 2016; MURRAY et al., 2013;
VAY etal., 2016).

Uma vez privado de glicose e oxigénio, o tecido cerebral passa por modificagdes
adaptativas e protetivas para garantir a sobrevivéncia das suas células. Tais alteraces, resultado
da ativacdo de uma cascata de eventos, também induzem efeitos detrimentais, que reforcam a
toxicidade e a morte das células gliais e dos neurdnios. Entre esses eventos, destaca-se, COmo 0S
mais relevantes, a emissdo de sinais para a ativacdo do complemento e da microglia,
promovendo, ainda, a atracdo de leucdcitos para a area afetada. Além disso, a micréglia ativada
libera citocinas dotadas de propriedades anti-inflamatdrias ou proinflamatorias, as quais exercem,
respectivamente, efeitos protetores ou deletérios para o tecido, na dependéncia do grau de
isquemia e do tempo decorrido do insulto (LEONARDO; PENNYPACKER, 2016).

Portanto, mesmo sendo uma resposta protetora adaptativa buscando neutralizar a
injuria e restaurar as células e o tecido lesado, o estado de neuroinflamacdo possui um
mecanismo dual, o qual, em parte, age atenuando a lesdo inicial e, em parte, acentua mais ainda o
estado de inflamagcdo com agravamento da lesdo inicial, motivo pelo qual numerosas linhas de
investigacdo tém tentado modular esse mecanismo para preservar o tecido neural (BRAMBILLA,;
COUCH; LAMBERTSEN, 2013; LIMA et al., 2016; MURRAY et al., 2013; VAY et al., 2016).

Os sinais de sofrimento celular modificam o estado de repouso vigilante da microglia
e dos astrdcitos, cuja ativacdo se faz acompanhar de alterac6es morfoldgicas e funcionais. Nessas
circunstancias, a resposta imunitaria segue uma sequéncia temporal constituida por uma sucessdo
padronizada dos elementos participantes (Figura 6), encetada pelo surgimento, logo no primeiro
dia, de neutrofilos e de micrdglia ativada. Apos o primeiro dia, os neutrofilos sofrem declinio
gradual, correspondendo ao aumento de macréfagos M1, cuja populacao fica mais evidente entre
0s 3°-5° dias, atingindo o apice na primeira semana. Esse remanejamento celular é acompanhado

da producéo de citocinas proinflamatorias, que incluem interleucina-1, interleucina-6 e fator de
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necrose tumoral-alfa (CARDOSO et al., 2013; DOS SANTOS PICANCO-DINIZ; GOMES-
LEAL, 2007; FRANCO et al., 2012; GOMES-LEAL et al., 2004; GOMES-LEAL; CORKILL;
PICANCO-DINIZ, 2005a; SCHNELL et al., 1999; SOUZA-RODRIGUES et al., 2008).

O comportamento ambiguo da micrdglia contribui tanto para reparar e regenerar o
tecido (atividade neuroprotetora), quanto para exacerbar a lesdo (atividade proinflamatoria). A
resposta proinflamatoria pode ser bloqueada pelo agente minociclina, um antibiético altamente
lipofilico do grupo das tetraciclinas, capaz de induzir uma reducdo da perda axonal e do
fendmeno de morte celular em cérebros isquémicos de ratos. Outras enfermidades, como
esclerose mudltipla, artrite reumatoide, doenca de Huntington e enfermidade de Parkinson,
também apresentam essa resposta dubia da microglia, que pode ser bloqueada pela inibicdo de
enzimas inflamatérias, como a Oxido Nitrico Sintetase (NOS), 5-lipoxigenase, e o fator de
necrose tumoral-alfa (CARDOSO et al., 2013; FRANCO et al., 2012; GOMES-LEAL, 2012;
YRJANHEIKKI et al., 1999).

Tal efeito protetor da minociclina foi reproduzido em varios modelos experimentais
de traumatismo da medula espinhal, demonstrando-se que o tratamento com a substancia induz
consideravel neuroprotecdo pelo bloqueio do recrutamento de macréfagos hematogénicos
(POPOVICH et al., 1999). Estes outros resultados semelhantes levam a crer que o tratamento
anti-inflamatorio das lesdes encefalicas e espinhais com minociclina é eficiente e seguro,
podendo ser muito benéfico quando instituido na fase aguda do AVE isquémico (LAMPL et al.,
2007; FAGAN et al., 2010). Isso é mais relevante, ainda, considerando que a minociclina, apesar
de se fazer acompanhar de feitos pleiotropicos, possui notavel acdo sobre a atividade micréglial
(CARDOSO et al., 2013; FRANCO et al., 2012; YRJANHEIKKI et al., 1999).

Se, por um lado, a atividade proinflamatéria pode ser deletéria ao tecido em
sofrimento isquémico, aprofundando o grau de lesdo inicial, por outro, as células
micrdgliais/macrofagicas também atuam induzindo um efeito neuroprotetor ap6s trauma
(KIGERL et al., 2009; RAPALINO et al.,, 1998; SHECHTER et al., 2009) ou isquemia
(LALANCETTE-HEBERT et al., 2007; NEUMANN et al., 2006; NEUMANN et al., 2008). Um
ou outro comportamento ocorre na dependéncia da diferenciacéo fenotipica que a microglia sofre
a partir do momento em que é ativada, parecendo que esta acao dubia possa ser influenciada pelo
ambiente patoldgico e que ligantes podem ativar diferentes receptores na membrana microglial,
ativando suas acOes deletérias e/ou protetoras (GOMES-LEAL, 2012).



37

Esse paradoxo advém da programacao intrinseca de micrdglia, responsavel por
reconhecer e neutralizar agentes infecciosos agressores, em resposta a estimulos liberados pelas
células em sofrimento. Uma vez ativada, a micrdglia passa a sofrer alteracbes de forma e de
comportamento, liberando substancias reativas dotadas de atividade enzimatica, como peroxido,
Oxido nitrico, suerpdxido, interleucinas, entre outros. Tais moléculas enzimaticas determinam
uma resposta apropriada da microglia anti-inflamatoria, no entanto, em outras situagdes de
agressdo (trauma, isquemia), a microglia € logo direcionada ao fenétipo proinflamatorio, ativando
mecanismos de morte que, normalmente, eliminariam patdgenos biolégicos, mas passam a
eliminar, ndo intencionalmente, neurdnios e células da glia, indistintamente (BOCHE; PERRY
NICOLL, 2013).

Por raz@es circulatorias, o afluxo das células de defesa para a area isquémica é bem
mais significativo nas margens periféricas da lesdo (zona de penumbra) que no centro (core), area
de maior privacdo de sangue, a partir da obstrucdo do vaso sanguineo responsavel por irrigar a
area. Nesse centro, em que a disfuncdo energética celular é suficientemente intensa para provocar
morte celular irreversivel, as possibilidades terapéuticas sao limitadas, diferente da periferia, em
que a existéncia de grande rede de vasos colaterais suporta um aporte sanguineo minimo, capaz
de permitir a sobrevivéncia das células locais, um fato que possibilita um namero relativamente
vasto de potenciais alvos celulares e moleculares para intervengéo e terapéutica (BRAMBILLA,
COUCH; LAMBERTSEN, 2013; LIMA et al., 2016; MURRAY et al., 2013; VAY et al., 2016).

1.2.4.1 Micrdglia

A Barreira Hematoencefalica (BHE) isola 0 SNC da circulagdo sistémica e a defesa
do tecido nervoso contra agentes biologicos ou agressbes patogénicas (traumas, hemorragias,
etc.) depende essencialmente da micréglia (BARRON, 1995; DEL RIO-HORTEGA, 1919). Estas
céulas correspondentes aos macrdofagos representam quase 15% da populacdo celular do encéfalo,
e costumam ser encontradas em situagdo de ‘repouso’ (vigilancia) sofrendo transformacdo em
resposta a alteragdes no microambientem adotando a capacidade de se deslocar e fagocitar
bactérias e tecidos desvitalizados (CHEN; TRAPP, 2016; GINHOUX et al., 2010; GOMES-
LEAL, 2012; PERRY; ANDERSSON; GORDON, 1993; RANSOHOFF; PERRY, 2009).
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Este potencial para transformacéo fenotipica determina uma participacdo da microglia
inteiramente vinculada aos requerimentos locais. Na forma ramificada, conhecida como “de
repouso”, a mesma permanece imovel, mas em estado de constante vigilancia, podendo
permanecer assim horas ou dias, até que surjam estimulos nocivos, situacdo em que as
ramificagbes altamente sensiveis sofrem imediata retracdo, se transformando gradualmente na
morfologia ameboide e levando a célula a tarefa de encontrar e identificar o agente agressor para
neutraliza--lo. Sinais agressores, como glutamato, citocinas, fatores de necrose celular, alteracfes
ibnicas, induzem a microglia a mudar para o fenotipo “ativado”, forma dotada de ampla
capacidade fagocitica e capaz de realizar um trabalho interativo com linfécitos T e astrdcitos,
passando a fagocitar debris e células apoptéticas e a promover o reparo do tecido
(CHOUDHURY:; DING, 2016) (Figura 5).

Figura 5 - Modelo temporal da dindmica de ativacdo microglial.
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Apos ativacédo, a populagdo microglial aumenta exponencialmente, com um apice em
2-3 dias, mas mantendo-se funcional por semanas, o que se faz por meio de dois tipos fenotipicos
distintos: “M1” (proinflamatdrio, ativacdo precoce) e “M2” (neuroprotetor, ativacdo tardia).
Ambos liberam citocinas, quimocinas, mediadores oxidativos e fatores neurotroficos que atuam
na inflamagdo, agravando ou atenuando o problema, mas, do ponto de vista fisiopatoldgico,

predomina, no contexto do infarto cerebral, o fenotipo M1, produtor de espécies reativas de
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oxigénio e nitrogénio (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997). A ativacdo microglial pode ter
duracdo prolongada, induzindo fluxo permanente de linfdcitos circulantes para a area cerebral
afetada e promovendo gradual dano na mielina central, meses apos o insulto inicial (HU et al.,
2012, 2015; XIA et al., 2015) (Figura 6).

Figura 6 - Evolucao temporal da neuroinflamacéo apds injuria isquémica.
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1.2.4.2 Neutrofilos

Oriundos da circulacdo periférica, os leucocitos podem ser encontrados até 30
minutos apo6s a interrupcdo de sangue para o tecido nervoso, aumentando sua populacdo até
atingir um pico em 2-3 dias. Em contraste, 0s mondcitos recrutados alcangam a area isquémica
entre o terceiro e o sétimo dia. Ambas as células participam ativamente dos mecanismos
adaptativos (neuroplasticidade, restaurar ou limitar o dano
(DOWNES; CRACK, 2010; EASTON, 2013). Essas flutuacbes na populacdo de células

inflamatorias, ao longo do tempo, sdo acompanhadas, também, pela presenca de substancias

remodelamento), buscando

mediadoras dotadas de propriedades que favorecem (proinflamatérias) ou reduzem (anti-

inflamatdrias) a intensidade da inflamagdo que acompanha a isquemia do tecido nervoso (Quadro

1).

Quadro 1 - Principais mediadores inflamatorios que participam do AVEi

PROINFLAMATORIOS

TNF- | Microglia/macréfago, astrocitos, | Elevacdo de 0.5-6h, pico entre 12—
a neurodnios e células endoteliais 24h mantém-se elevado por dias
Citocinas — - — p -
Micrdglia/macrofago, astrocitos, Elevacdo de 2-6h, pico entre 12—
IL-1PB - . .
neurdnios e celulas endoteliais 24h
IL-6 Micrdglia/macrofago, astrocitos, Elevacdo a partir de 10h, pico em
neurdnios e celulas endoteliais 18h
MCP- A - P Elevacdo a partir de 3-6h, pico
Neurdnio, astrocitos e microglia
o 1 entre 12h e 48 hs
Quimiocinas
MIP- A o « .
la Neurdnio e micréglia Elevacdo em 2h, pico em 4h
ANTI-INFLAMATORIOS
IL-10 Mlcrogllla/macrofagol Thl’ h2, Elevacdo em 12h, pico em 72h
celulas B e astrocitos
TCSF' Micréglia/macrofago Elevacdo em 3h, pico em 24h
TIPE- s . x .
9 Microglia/macrofago Elevagdo em3h, pico em 48h
IGF-1 Microglia, astrocitos e células Elevacdo em12h, pico em 24h
endoteliais

Fonte: Jin et al. (2013).
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1.3 TERAPIA FARMACOLOGICA PARA A ISQUEMIA CEREBRAL AGUDA

O principal recurso terapéutico disponivel para tratar infarto cerebral consiste na
reperfusdo do tecido isquémico. Isso pode ser conseguido por meio da desobstrucdo (trombolise)
mecanica, pela insercdo de dispositivos metalicos tubulares e fenestrados (‘stents’), guiados por
cateter endovascular, os quais realizam a remocao ou esfacelam o trombo, restaurando a luz do
vaso (angioplastia) (GINSBERG, 2008; MOSKOWITZ; LO; IADECOLA, 2010), ou pelo uso do
agente quimico ativador de plasminogénio tecidual rtPA (Recombinant Tissue Plasminogen
Activator), uma proteina que catalisa a conversdo do plasminogénio em plasmina, responsavel
pela fibrindlise, e , na verdade, a Unica alternativa disponivel, aprovada atualmente para uso em
seres humanos (CARPENTER et al., 2011; KABLAU et al., 2011).

Muito embora a trombolise quimica com o rtPA seja bastante eficiente na tarefa de
dissolver trombos e desobstruir a artéria ocluida, ha dois fatores criticos que limitam o método: a)
0 tratamento deve, obrigatoriamente, ser iniciado em um exiguo prazo — até 3 a 4h do inicio dos
sintomas, sob pena do tecido isquémico sofrer uma necrose irreversivel (CARPENTER et al.,
2011; KABLAU et al., 2011) e b) existe uma consideravel chance de transformacdo hemorragica
(até 40% dos casos) da area isquémica, dando origem a hematomas intracerebrais geralmente
catastréficos, uma complicagdo pouco aceita do ponto de vista racional, considerando que a
maioria dos pacientes ja possui um déficit neuroldgico instalado com a privacdo de sangue para o
cérebro (KABLAU et al., 2011) .

Uma consideracao relevante faz-se necessaria para ambos os métodos de trombolise:
haja vista que quase a totalidade dos eventos isquémicos cerebrais acontece no domicilio, no
trabalho ou na rua, isto é, distante do ambiente hospitalar. Apenas uma reduzida parcela de
pacientes ird receber a terapia trombolitica a tempo de se beneficiar (CARPENTER et al., 2011,
KABLAU et al., 2011; SAVER et al., 2009). Isso é crucial, em se tratando de metrdpoles, posto
que a mobilidade urbana restrita constitui regra, dificultando o ingresso da vitima, no tempo habil
de tratamento, nos hospitais terciarios, nos quais essas terapias tromboliticas se encontram
disponiveis. Tais consideragdes demandam alternativas farmacol6gicas menos complexas e
passiveis de administracdo (ex: sublingual) logo nos primeiros instantes de um ictus vascular
cerebral (DEMUTH et al., 2017; KOH; PARK, 2017; LEVY et al., 2016).
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Em vista disso, inumeras substancias tém sido testadas em ensaios pré-clinicos,
muitas delas com resultados bastante animadores. Entre estas, destacam-se a Lifarizina,
bloqueador dos canais de calcio e sodio; o Gavestinel , bloqueador seletivo da glicina no receptor
NMDA, portanto antagonistas glutamatérgicos; o Verapamil, também bloqueador do canal de
calcio e alguns agentes antioxidantes, como o Tocoferol e o Resveratrol. Esses produtos
demonstraram efeitos neuroprotetores bastante significativos em roedores submetidos a isquemia
cerebral (GINSBERG, 2008), porém a aplicacdo dessas substancias em seres humanos com
diagnostico de AVEI mostrou-se ineficiente, frustrando as expectativas iniciais, mantendo, em
aberto, a opgdo para o emprego de novas estratégias de tratamento do AVEi (DEMUTH et al.,
2017; GINSBERG, 2008; KOH; PARK, 2017; LEVY et al., 2016).

De modo semelhante, terapias celulares, por injecdo intra-arterial ou diretamente na
area afetada, ou pela instilacdo intracisternal/intraventricular de material contendo células-tronco,
surgiram como uma promissora modalidade de tratamento para melhorar a recuperagéo e reduzir
as taxas de défices neuroldgicos permanentes. O emprego de células-tronco sanguineas do cordao
umbilical, da medula déssea, neurais e da linhagem celular imortalizada (NT2N) foram igualmente
empregadas em modelos experimentais de AVEiI (LINDVALL; KOKAIA, 2010, 2011),
revelando efeitos neuroprotetores, entretanto, em razdo de restricdes técnicas e ético-legais, a
utilizacdo em humanos segue pendente, ndo existindo, portanto, comprovacdo definitiva de
eficacia do método (BUZHOR et al., 2014; KOH; PARK, 2017; LEVY et al., 2016).

Por fim, o uso de substancias terapéuticas conjugadas a nanoparticulas dotadas com
propriedades fisico-quimicas peculiares — tais como elevada difusibilidade por barreiras
bioldgicas (ex. barreira hematoencefélica) e alta seletividade para tecidos alvo, com incremento
da substancia ativa na area de lesdo, tem se mostrado promissor. Uma das vantagens do método é
configurar as particulas de acordo com as caracteristicas do tecido alvo, dotando-as de elevada
especificidade e seletividade para areas de lesdo, com significativa reducdo dos efeitos toxicos
observados nos métodos convencionais de tratamento. Essa estratégia vem sendo empregada em
ensaios clinicos no combate a varias doencas sistémicas, incluindo neoplasias, artrites e
enfermidade cardiovascular isquémica, com resultados preliminares igualmente animadores
(BERTATO et al., 2012; MELLO et al., 2016; OCCHIUTTO et al., 2016; POZZI et al., 2015).
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1.4 BARREIRA HEMATOENCEFALICA

Tradicionalmente é imputado & BHE o 6nus de ser o maior ébice no tratamento das
enfermidades neuroldgicas quando da administracdo sistémica (intravenosa) de medicamentos.
Isso porque o peculiar arranjo existente entre o0 neurdpilo e 0s vasos capilares cerebrais, em que
a disposicdo de células endoteliais firmemente justapostas (tight junctions) € quase que
totalmente envolvida pelas extremidades (telodendro) dos astrocitos e avolumada pela
interposicdo de pericitos permeados entre o telodendro e a célula endotelial, estabelece um filtro
unico e altamente seletivo para substancias presentes na corrente sanguinea, permitindo a
passagem de uma minoria de substancias configuradas especialmente com esse fito, presentes na
luz do vaso para o intersticio nervoso (PARDRIDGE, 2005a, 2005b, 2016).

Essa curiosa interface, cujo fundamento anatdmico é representado pela unidade
neurovascular descrita acima, impede 0 acesso de agentes bioldgicos, de neurotoxinas lipofilicas
e das moléculas farmacologicamente ativas disponiveis a partir da corrente sanguinea,
praticamente isolando o SNC da circulacdo sistémica, excecdo feita a agua, a alguns gases (02,
NO), que atravessam por difusdo passiva, e a algumas moléculas cruciais para o funcionamento
neural, como a glicose e alguns aminoacidos, que sdo transportados seletivamente. Logo essa
verdadeira trincheira dotada de impressionante seletividade representa um formidavel
mecanismo de defesa do SNC, esta ausente em apenas poucos locais do encéfalo, como a area
postrema, neurohipdfise, pineal e eminéncia média (6rgdos circunventriculares), conforme
Figura 7 (PARDRIDGE, 2005a, 2005b, 2016).

Figura 7 - Comparacdo entre o capilar sistémico e o capilar cerebral.
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Desta forma, para que determinada substancia farmacologicamente ativa exerca
efeitos apreciaveis no SNC ap6s administracdo pela corrente sanguinea, a mesma devera possuir
suficiente estabilidade metabdlica para neutralizar a degradacdo hepatica da substancia e uma
estrita compatibilidade fisico-quimica com a BHE, caso contrario, tera que ser captada e
transportada por processo de transferéncia ativa, empregando uma proteina transmembrana, a p-
glicoproteina com gasto energético, por meio de um mecanismo de efluxo dependente de ATP,
lembrando que a principal funcdo dessa proteina é atuar como uma bomba de efluxo de
substancias, exteriorizando aquilo que ndo for desnecessario ou nocivo a economia celular
(HAWKINS; DAVIS, 2005; HAWKINS; VINA, 2016).

Em termos praticos, isso significa dizer que apenas 2% das substancias com tamanho
molecular até 450 Da conseguem acessar efetivamente o tecido cerebral, e nenhuma droga de
elevado peso molecular consegue atravessar a BHC. Resumindo, menos de 5% do total de 7.000
drogas disponiveis para aplicacdo médica estdo habilitadas para serem utilizadas como agentes
terapéuticos para tratar enfermidades neuroldgicas (PARDRIDGE, 2005a, 2005b, 2016). Nesse
grupo muito restrito de substancias que adentram o SNC por difusdo passiva, atravessando a
membrana celular (difusdo transcelular), incluem-se, por exemplo, a L-dopa, que sofre
descarboxilacdo da hidroxifenilalanina em dopamina, estratégia amplamente utilizada no
tratamento da doenca de Parkinson (PARDRIDGE, 2005a, 2005b, 2016).

Importante ressaltar, também, que, nesse grupo tao seleto de substancias dotadas de
habilidade para atravessar a BHE, existe uma restricdo terapéutica enorme, posto que essas
substancias s6 sdo capazes de tratar apenas quatro categorias de desordens do SNC: desordens
afetivas (benzodiazepinicos, antipsicéticos, antidepressivos), dor cronica (derivados da morfina),
epilepsia (fenobarbital, fenitoina, carbamazepina etc.) e enxaqueca (rizatriptan). Essa limitacdo
implica, portanto, uma demanda permanente por novas substancias dotadas de acao terapéutica
sobre 0 SNC, capazes de superar a BHE e/ou de estratégias alternativas capazes de facilitar ou
incrementar o acesso de medicamentos para aumentar as opcdes de tratamento das doencas que
acometem o SNC (PARDRIDGE, 2005a, 2005b, 2016).

Frente a condigbes patologicas, tais como traumatismos, infec¢bes/inflamagdes,
neoplasias e isquemia, a funcionalidade da BHE encontra-se comprometida. Portanto, em tese,
qualquer agressdo ao SNC é capaz de alterar um ou mais elementos constituintes da unidade

neurovascular, afetando a permeabilidade da barreira, fenébmeno que pode ser constatado por
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exames de imagem - com mais nitidez pela ressonancia magnética -, pela retencdo anémala de
contraste endovenoso ou pela presenca de liquido no entorno da lesdo, o chamado ‘edema
cerebral’, que pode ser de natureza vasogénica (extracelular), por causa da alteracdo da
permeabilidade vascular e/ou alteracdo da pressdo intravascular, ou o0 edema citotoxico
(intracelular), por anormalidade no transporte ibnico para dentro e para fora da célula
(PARDRIDGE, 2005a, 2005b, 2016).

No caso da doenca cerebrovascular isquémica, 0 comprometimento da BHE associa-
se a uma cascata de eventos moleculares desencadeados da hipdxia das células formadoras da
unidade neurovascular (LANGFORD; MASLIAH, 2001; MINAMI, 2011). Esse evento inicial é
mediado pela sintese de citocinas inflamatorias, como IL-1beta e TNF-alfa, VEGF e acido
nitrico, prontamente acompanhado da liberacdo de metaloproteinases, as quais determinam a
degradacdo das proteinas responsaveis pelas tight junctions, e seguido por intenso afluxo celular
(leucdcitos), caracteristico da resposta neuroinflamatéria, levando a estresse oxidativo, com dano
as células endoteliais, o que contribui, por sua vez, para piorar o edema original (LANGFORD;
MASLIAH, 2001; MINAMI, 2011).

Além dos fatores acima citados, certas espécies reativas do oxigénio, em particular o
radical superdxido (O, ), também sdo implicadas na patogenia da quebra da BHE, em funcéo de
sua notoria influéncia sobre a permeabilidade vascular, havendo varios trabalhos demonstrando
a participacao desse radical na génese dos edemas cerebrais que circundam os tumores cerebrais
primarios e secundarios (KUMAR et al., 2017; MA et al., 2017; RASTOGI et al., 2016;
YAMAMOTO, 2017), o que pode ser demonstrado pela contracdo e diminuicao de intensidade
do edema cerebral apés a utilizacdo de inibidores do superdxido, tais como a superdxido
dismutase recombinante ou o polietilenoglicol-SOD, fato que tem sido objeto de relevantes
investigacOes para fomentar a criacdo de novos agentes antiedema (KUMAR et al., 2017; MA et
al., 2017; RASTOGlI et al., 2016; YAMAMOTO, 2017).

Em suma, essas caracteristicas da BHE levam a crer que o defeito quase universal
que afeta a barreira frente a distintas patologias seja multimodal, ocorrendo pela sinergia de
diversos fatores que atuam alterando a unidade neurovascular. A existéncia ubiqua de tal
particularidade no contexto da patologia cerebral isquémica pode justificar o emprego de
estratégias que direcionem agentes farmacologicamente ativos de maneira regional, para uma

area especifica (inflamagdo), como parece ser o0 caso de nanoparticulas lipossoliveis
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configuradas com elevado coeficiente de difusdo e dotadas de articular tropismo para tecidos
com atividade inflamatoria, o que tornaria essas particulas as candidatas ideais para o tratamento
do infarto cerebral (BERTATO et al., 2012; KRETZER et al., 2016; LUCAS et al., 2015;
MELLO et al., 2013; OCCHIUTTO et al., 2016; POZZI et al., 2015).

1.5 COLESTEROL E SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O quimico francés Jean-Pierre Couerbe (COUERBE, 1834) foi o primeiro a chamar
atencdo para a importancia do colesterol como substancia indispensavel ao SNC, enfatizando
em seu trabalho o papel clinico e fisiolégico da mesma no cérebro humano, apontando a
desproporcional concentracdo desse esterol no encéfalo, érgdo que representa somente 2% de
toda a massa corporal, mas contém aproximadamente 25% de todo o colesterol do corpo
humano. No SNC, o colesterol esta presente quase que totalmente (99%) na forma esterificada
livre, e a maioria (70%) participa da estrutura e funcdo da membrana plasmatica das células
nervosas e na bainha de mielina que envolve os ax6nios dos neurbnios. O restante (30%) é
utilizado como substrato para a formacdo e o funcionamento dos astrocitos e dos neurbnios
(DIETSCHY; TURLEY, 2001).

A mielina é substancia gordurosa esbranquicada, que circunda os axdnios, esta
presente nas vias neurais, em especial na coroa radiada, tronco cerebral e medula espinhal,
fornecendo a coloracgdo caracteristica da substancia branca do SNC. Constituida essencialmente
por agua (40%); e o restante, por uma massa composta de lipidios (70-85%), em que predomina
o colesterol, os fosfolipidios e os glicoesfingolipidios, em uma razdo equivalente a 4: 4: 2,
sendo o restante (15-30%) composto por proteinas. A mielinizagdo dos axénios é comandada
pelos oligodendrdcitos, a partir da deposicdo concéntrica de mielina em volta do axénio dos
neurdnios, formando uma camada insulante dotada de propriedades elétricas essenciais para a
transmisséo dos impulsos nervosos (STEPHANOVA, 2001).

Ao contrario do colesterol plasmatico, cujo turnover € de apenas alguns dias, a
producéo de colesterol no cérebro adulto é muito baixa, variando de 6 meses até 5 anos, gracas
a sintese in situ e também a um eficiente mecanismo de reutilizagdo, necessario para manter a
homeostase lipidica. O colesterol existente no SNC sofre excre¢cdo por meio da conversao
enzimatica utilizando a 24-hidroxilase, resultando no metabolito 24S-hidroxicolesterol
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(Cerebrosterol, C,7H4602), com uma estrutura molecular compativel para atravessar, por
difusdo passiva (sem gasto energético), a BHE para a circulacdo sistémica, fazendo desse
produto a principal forma de eliminacdo, e, a0 mesmo tempo, um confiavel marcador para
analisar o metabolismo cerebral do colesterol (BJORKHEM et al., 1997, 1998; LUTJOHANN
etal., 2001).

Apesar de a BHE evitar a difusdo de moléculas maiores, sabe-se que as células
endoteliais existentes no cérebro adulto conseguem captar a lipoproteina de baixa densidade
(LDL), utilizando-se, para tal, de receptores presentes na membrana celular de suas células,
dotados de configuracdo espacial especifica para a particula LDL. Ap6s a ligagdo espacial, a
LDL é transferida para o interior da célula nervosa, onde prossegue com a cadeia metabdlica
(DEHOUCK et al., 1992, 1997). Defeitos nessa sequéncia levam a graves disturbios funcionais
e estruturais do SNC (muitos incompativeis com a vida), os quais prejudicam a conducdo do
impulso nervoso, originando varios tipos de desordens, como esclerose multipla, as doencas de
Alzheimer e de Niemann-Pick (FRALDI et al., 2010; GIUDETTI et al., 2016).

Ainda esta pouco clara a maneira pela qual os neurdnios dependem ou sdo supridos
de colesterol ou de outros metabdlitos pelos astrécitos, muito menos a maneira pela qual a
substancia é transportada de uma célula para a outra. No entanto é provavel que a grande
importancia do colesterol para a neurociéncia resida no fato de que o endotélio do capilar
cerebral é dotado de receptores especificos para captar a lipoproteina de baixa densidade
(LDL), sendo, portanto, capaz de transportar essas particulas até o interior das células nervosas,
0 que parece representar uma estratégia impar de tratamento para as enfermidades que
acometem o SNC, utilizando a LDL como veiculo para transportar substancias
farmacologicamente ativas e com acao terapéutica (ZHANG; QIANG, 2015).

1.5.1 Transporte Sérico do Colesterol (LDL)

Em face de sua reduzida solubilidade no meio aquoso, o colesterol é uma das varias
moléculas hidrofébicas presentes no organismo que necessita ser transportado através da
corrente sanguinea, até alcancar seu destino final, no interior das células (MYANT, 1982, 1983).
O principal ‘veiculo’ de transporte para o colesterol € a LDL (Low-density lipoprotein),

particulas discoidais complexas, de natureza anfipatica, ou seja, que possuem, a0 mesmo tempo,
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propriedades lipofilicas e hidrofilicas. Essas particulas sdo compostas por uma camada exterior
de proteinas (Apolipoproteinas) e lipidios, o que faz com que sejam sollveis em &gua,
permitindo que circulem em meio aquoso, como a corrente sanguinea, sob a forma de emulséo
(SIMONS; IKONEN, 2000).

A superficie interna da estrutura de uma lipoproteina possui natureza hidrofébica,
soluvel, portanto em gordura; assim, uma vez ligadas a lipidios, sdo passiveis de serem
transportadas pela corrente sanguinea. Uma vez no interior da particula LDL, o colesterol fica
protegido do meio externo aquoso, No caso O sangue, com quem interage por meio de uma
carapacga hidrofilica, onde predominam fosfolipidios e apoproteinas hidrofilicos. Além de
representar um modo engenhoso para transportar o colesterol pela circulacdo, as lipoproteinas
sdo dotadas também de ‘sinalizadores’ celulares, que possibilitam a sua identificacdo e o seu
direcionamento para determinados tipos especificos de tecidos com demanda de colesterol,
como é o caso do figado e do cérebro, e de alguns tecidos patoldgicos, como inflamacédo e
neoplasia (MYANT, 1982, 1983).

As apolipoproteinas sdo as estruturas da molécula que possibilitam a ligacéo
especifica da lipoproteina com os receptores de membrana existentes na célula alvo. Entre as
varias apolipoproteinas identificadas, a do tipo B (ApoB-100) responde primariamente pelo
transporte de LDL (GU et al., 2010; RICHARDSON et al., 2005; SEGREST et al., 2000) e cabe
a esta o papel de transportar aproximadamente 70% do colesterol plasmatico total. Cada
particula de LDL contém uma molécula de ApoB-100 e aproximadamente 1500 moléculas de
éster de colesterol, circundado por uma carapaca de fosfolipidios, colesterol livre,
constituindo particulas com diametro aproximado de 22nm, ou seja, em dimensdo
nanométrica (PENCINA et al., 2015; PETERSON et al., 1991).

Uma vez alcancando os tecidos alvo, as particulas de LDL ligam-se especificamente
a receptores de membrana (rLDL) e sdo admitidas no interior das células por endocitose,
enfatizando que, no cérebro, a célula endotelial do capilar é a responsavel por esse trabalho de
internalizagdo. Uma vez no interior da célula, sdo degradadas nos lisossomos e liberadas na
forma de colesterol livre para serem usadas na sintese de membranas, produgdo de horménios
esteroides e consumo energeético, sofrendo metabolismo e excre¢do. No entanto, ainda é pouco
clara a forma como séo transportadas no interior das células nervosas (MYANT, 2012; NORUM

et al., 1983). Em alguns casos, esses receptores de LDL se encontram em numero bastante
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elevado, como observado em certas células inflamatérias e neoplésicas (GONIAS; CAMPANA,
2014).

1.6 NANOTECNOLOGIA E NANOMEDICINA

A nanotecnologia (FEYNMAN, 1961) é um novo ramo da ciéncia em que a
aplicacdo na Medicina (‘nanomedicina’) promete revolucionar a triagem, o diagnostico e o
tratamento de certas afeccdes humanas ao utilizar ferramentas moleculares biocompativeis,
baseando-se no principio de que todo o trabalho que ocorre no interior das células faz-se em
escala manométrica, ja que as dimensdes de seus participantes mais expressivos, como agua,
glicose, anticorpos, proteinas, enzimas e receptores de membrana, estdo situados nestas
reduzidas dimensdes (Figura 8). Atualmente, varios centros ao redor do mundo trabalham para
melhorar a eficécia, a seguranca e a sensibilidade de nanoinstrumentos desenvolvidos para um
fim ou doenca especifica, inclusive algumas que acometem o SNC (EUSTAQUIO; LEARY,
2016; KEY; LEARY, 2014; LEARY et al., 2005; PROW et al., 2004; RYU et al., 2014;
VENTOLA, 2012a, 2012b, 2012c; WHITE-SCHENK; SHI; LEARY, 2015; ZARBIN et al.,
2010, 2012).

Figura 8 - Escala retratando o tamanho relativo de objetos em dimensdes nano,
micro e macroscopica
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Fonte: NCI1 Alliance for Nanotechnology in Cancer (2017).

A nanomedicina diz respeito a possibilidade de serem criadas estruturas dotadas de

atividade biologica com tamanho entre 1 e 100 nanémetros, ou seja, a matéria em dimensoes
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atdbmicas e moleculares, com base na manipulacdo de atomos ou moléculas individuais. O termo
“nano” refere-se ao “nandmetro” (nm), subunidade do metro que corresponde a 1x10”° metros
(um milionésimo de milimetro ou um bilionésimo de metro). Para termos de comparacdo, 0
4tomo possui tamanho médio de 0,1 nm (10™%), enquanto a dupla hélice do DNA tem didmetro
aproximado de 2 nm. Alguns especialistas afirmam que a nanomatéria conserva varias de suas
propriedades originais mesmo fora desses limites, pelo que tais pardmetros devem ser
compreendidos apenas em termos conceituais (MCNEIL, 2005; POLAK; SHEFI, 2015; PROW
et al., 2004; RADOMSKA,; LESZCZYSZYN; RADOMSKI, 2016).

A Nanomedicina inaugura uma nova maneira de assisténcia a saude, oferecendo a
possibilidade de se conseguir diagnosticos cada vez mais precoces para, logo em seguida,
implementar tratamentos mais efetivos e seguros, reduzindo custos e toxicidade da terapia. Além
disso, o método proporciona individualizar o tratamento com base nas informac@es concernentes
ao tipo especifico de enfermidade que acomete um individuo em particular, contemplando as
caracteristicas peculiares e gendmicas de cada pessoa, no contexto da doenca, para, entdo,
definir uma conduta a cada uma das situacdes especificas em questdo. Desse conceito, adveio,
também, 0 neologismo “teranostica”, que indica realizar, em tempo unico, diagndstico e
tratamento para a situacdo especifica do paciente (VENTOLA, 2012a, 2012b, 2012c).

Nesse tamanho reduzido, a matéria deixa de seguir as leis da Fisica Classica para se
submeter as leis da Fisica Quantica, passando a se comportar de modo distinto do de seu
correspondente macroscépico. Tais propriedades fisicas e quimicas peculiares incluem, entre
outros, elevado coeficiente de difusibilidade por barreiras biologicas, maior area de superficie,
forcas de interacdo mais firmes e grande estabilidade quimica em meio aquoso. Também
possibilitam a combinacdo com substncias dotadas de atividade bioldgica, originando
moléculas conjugadas que podem ser direcionadas para determinado tipo de tecido, no qual
essas mesmas forcas fisico-quimicas aprimoram a intera¢do entre o nanoconjugado e as células
do tecido, favorecendo a internalizagdo da substancia ativa (VENTOLA, 2012a, 2012b, 2012c).

A descoberta desses atributos das nanoparticulas converteram-nas em candidatas
ideais para auxiliar o tratamento de varias enfermidades, tais como cancer, hipercolesterolemia,
doencas inflamatorias e infecciosas, entre outras, por oferecer uma estratégia extraordinaria para
distribuir substancias farmacologicamente ativas, de maneira especifica, personalizada,

minimamente invasiva e virtualmente destituida dos efeitos toxicos encontrados na terapéutica
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convencional. Um dos maiores truismos desses conjugados é que se prestam a servir de veiculos
a substancias ativas, assegurando a chegada do agente terapéutico no tecido alvo, com notavel
precisao e seletividade (BOBO et al., 2016), garantindo um tratamento com eficacia superior aos
métodos convencionais (MCNEIL, 2005; POLAK; SHEFI, 2015; PROW et al., 2004;
RADOMSKA; LESZCZYSZYN; RADOMSKI, 2016).

Entre os principais materiais autorizados para uso em salde, destacam-se: a)
materiais lipidicos; b) metais nobres; ¢) semicondutores; d) nanotubos de carbono e
fullerenos; e) oxidos metalicos e estruturas correlatas; f) compostos nanofosforados conceituais
(MCNEIL, 2005; POLAK; SHEFI, 2015; PROW et al., 2004; RADOMSKA et al., 2016). No
caso dos materiais lipidicos, as principais formas de interesse clinico sdo os lipossomos, as
nanoemulsdes e as nanoparticulas lipidicas sélidas (Figura 9), estruturas concéntricas mono ou
bilamelares, dotadas de membrana fosfolipidica na sua porcdo mais externa, utilizadas para
transportar drogas hidrofilicas em seu interior ou drogas hidrofébicas em sua camada
fosfolipidica, um arranjo que lembra bastante as particulas carreadoras do colesterol, como a
LDL (FARAJI; WIPF, 2009).

Figura 9 - Nanoparticulas lipidicas
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Fonte: Uchechi, Ogbonna e Attama (2014).

No meio das diversas propriedades das nanoparticulas lipidicas que despertam
interesse clinico, uma delas destaca-se prioritariamente: a facilidade de distribuicdo dessas
estruturas em tecidos patoldgicos, tais como certos tipos de cancer e pProcessos
inflamatorios/proliferativos, fendbmeno conhecido genericamente como ‘efeito de retencdo por
permeabilidade aumentada’ (EPR — Enhanced permeability retention effect) (MATSUMURA,
MAEDA, 1986). Esse comportamento advém da presenga de vasos sanguineos defeituosos
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neoformados (neoangiogénese), acrescida de desregulacdo nos receptores para LDL, os quais se
encontram em numero significativamente elevado, quando comparados com tecidos normais,
facilitando a chegada desta classe de particulas no interior desses tecidos (AZZOPARDI;
FERGUSON; THOMAS, 2013; MAEDA, 2013; MELLO et al. 2016).

1.6.1 Emulsdo Lipidica— LDE

Ha cerca de vinte anos, Maranhdo e colaboradores desenvolveram um sistema lipidico
estrutural e funcionalmente muito semelhante & lipoproteina de baixa densidade (LDL).
Manipulado sob a forma de emulsdo (LDE), é constituida por nanoparticulas com tamanho
médio de 30 nm, compostas por diferentes lipidios— fosfatidilcolina, triglicérides, colesterol e
ésteres de colesterol — em proporcdes conhecidas (MARANHADO et al., 1993). A LDE difere da
LDL nativa pela auséncia do componente proteico (Apolipoproteinas), que pode ser obtido
facilmente da interacdo da LDE com as proprias lipoproteinas plasmaéticas, havendo especial
afinidade com a Apo-E (Figura 10). Isso facilita o reconhecimento da LDE pelos receptores
LDL (rLDL), possibilitando a internalizacdo (endocitose) da particula (MARANHAO et al.,
1993).

Figura 10 - Estrutura comparada da LDE com a LDL nativa.
25-40 nm

Fonte: Maranh&o et al. (2012)

Esse analogo semissintético da LDL tem sido testado com sucesso em varios

modelos experimentais e em alguns ensaios clinicos como veiculo para transportar substancias
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anti-inflamatorias e quimioterpicas, tais como o paclitaxel (LUCAS et al., 2015;
MARANHAO et al., 2008; OCCHIUTTO et al, 2016; RODRIGUES et al., 2002); a
carmustina (MARANHAO et al., 2002) e o metotrexato (BULGARELLI et al., 2012, 2013;
DAMINELLI et al., 2016). A vantagem de conjugar agentes farmacologicamente ativos com a
LDE reside na expressiva atenuagao dos efeitos colaterais habitualmente observados com o uso
isolado desses agentes, acrescido, ainda, de uma eficacia maior, mesmo quando sdo utilizadas
concentracdes abaixo da dose terapéutica minima (RODRIGUES et al., 2002; TEIXEIRA et
al., 2008).

A notavel eficiéncia desses conjugados deve-se, em parte, pela proeminente
afinidade entre as células constituintes de tecidos patolégicos em estado de hipermetabolismo
(neoplasia, inflamacéo) e a LDL, resultado da avidez que essas células possuem para utilizar o
colesterol como um substrato imprescindivel para a sintese de novas células-filhas, bem como
para suprir as elevadas demandas metabdlicas das células de tecidos patolégicos. Para isso,
apelam para uma prodigiosa superexpressdo dos receptores para LDL (rLDL), na membrana
plasmatica de suas células, podendo atingir nimeros bastante expressivos, na ordem de cem mil
até um milhdo por célula em certas neoplasias, contrastando com o tecido nervoso normal, em
que o numero de rLDL é relativamente escasso (MALETINSKA et al.; 2000; PITAS et al.
1987).

1.7 METOTREXATO: APLICACOES NA PESQUISA

O metotrexato (MTX, CaoH2:NgOs, 2,4-diamino, N*°-metilpteroil acido glutamico,
acido pentanodioico) é um inibidor do folato, com atividade antiproliferativa e imunossupressora.
Sua acdo antineoplasica faz-se por bloqueio enzimatico da dihidrofolato redutase, enzima
formadora do &cido félico, metabdlito indispensavel para a sintese do nucleotideo timidina,
componente do DNA (CHOY; SCOTT, 1997; EMERY; SUAREZ-ALMAZOR 2003; MILLER;
RANATUNGA, 2012; MOURA et al., 2011; SCHIFF, 1997). No caso da inibicdo de atividade
inflamatdria, 0 mecanismo parece ser bem mais complexo, ocorrendo por meio de mdltiplas
acoes, que incluem antagonismo folico e inibicdo de eicosanoides e metaloproteinases, gerando
acumulo de adenosina, com bloqueio da proliferacdo leucocitaria e a correspondente producéo de
TNF, IL8 e IL12, entre outros (BROWN; PRATT; ISAACS, 2016; CUTOLO et al., 2001).
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Muito utilizado no tratamento de doengas inflamatdrias de natureza autoimune, como
a artrite reumatoide, e no combate a certos tumores sélidos e malignidades hematol6gicas
(ABOLMAALI; TAMADDON; DINARVAND, 2013), o MTX possui algumas desvantagens
limitantes, que incluem a toxicidade sistémica (mielossupressdo), a baixa estabilidade em meio
aquoso (meia-vida curta), a reduzida difusibilidade por barreiras biologicas e o surgimento de
resisténcia (VISENTIN et al. 2012). Por isso algumas estratégias foram desenvolvidas para tornar
o0 tratamento mais eficaz e seguro, como o incremento da lipofilicidade pela insercdo de grupos
lipofilicos na molécula, e a utilizacdo de sistemas de veiculacdo, tais como lipossomos,
dendrimeros, micelas e nanoparticulas sélidas (MELLO et al., 2013; MOURA et al., 2011).

Em se tratando do uso de nanoparticulas lipidicas sélidas conjugadas ao MTX, foi
observado que esta formulacdo melhora a estabilidade, a filtracdo, a biodegradacdo e a liberacédo
da substéncia ativa, a0 mesmo tempo em que elimina os efeitos toxicos sistémicos, precisamente
por direcionar, de forma seletiva, o conjugado até o tecido-alvo (rico em receptores lipidicos), e
por controlar a liberacdo da substancia ativa, elevando significativamente a taxa de internalizagéo
do MTX nas células. Preparada com lipidios biocompativeis, essas nanoparticulas possuem
excelente biodegradabilidade e minima toxicidade, sendo livres, portanto, de solventes organicos,
razdo pela qual tém sido uma das primeiras escolhas para encapsular o MTX no tratamento de
doengas proliferativas e inflamatdrias (RUCKMANI et al. 2006).

Alguns anos atrds, Moura et al. (2011) desenvolveram uma formulagdo combinando
um derivado lipofilico do MTX - o didodecil metotrexate (ddMTX) com a LDE - para obter uma
nanoemulsdo conjugada (LDE-ddMTX), dotada de particulas com tamanho médio de 60 nm,
elevada estabilidade, baixa toxicidade, com eficicia bem superior ao uso isolado do MTX, o qual
sofre exuberante captacdo por parte das células da linhagem HL60 (leucemia mieloide humana) e
K562 (leucemia eritroide) (MOURA et al., 2011). A seguir, investigaram a acdo do LDE/MTX
como anti-inflamatério em artrites induzidas por antigeno, observando notavel controle da
inflamacéo, concluindo que esse sistema de veiculacdo do MTX representa uma valiosa estratégia
no tratamento de doencas neoplésicas e inflamatdrias (MELLO et al., 2013).

Em um comunicado mais recente, 0 mesmo autor demonstrou visivel atenuagdo das
placas ateroscler6ticas e do processo inflamatorio vascular induzidos por hipercolesterolemia
experimental em coelhos, utilizando os agentes paclitaxel (PTX) e metotrexato (MTX),

respectivamente, combinados a nanoparticulas LDE. Esse trabalho destacou extensa captacdo do
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conjugado pelo tecido inflamatdrio, fato que sugere - a exemplo do que ocorre com as neoplasias
- a presenca de avantajado numero de receptores para a LDL nativa (e por analogia, para a LDE)
nos tecidos inflamatdrios, ratificando a importéancia desse veiculo bioldgico conjugado ao MTX e
a varias outras substancias farmacologicamente ativas para ampliar a eficacia do tratamento de
desordens inflamatérias (BULGARELLLI, et al. 2013; DAMINELLI et al., 2016; MELLO et al.,
2016; SHIOZAKI et al., 2016).

1.8 HIPOTESE E PARADIGMA EXPERIMENTAL

Um dos aspectos mais marcantes das enfermidades que acometem o SNC é a
dificuldade de recuperacdo ad integrum do tecido lesado. Mesmo com todo o progresso e a
evolucdo da ciéncia médica, os recursos terapéuticos disponiveis mostram-se ineficientes em
termos de curabilidade ou entdo excessivamente deletérios em razdo de seus efeitos tdxicos,
principalmente no que diz respeito ao combate a neoplasias ou a insultos isquémicos, excecao
feita a certas infeccbes, como as meningites bacterianas, passiveis de tratamento por
antibioticoterapia (GINSBERG, 2008; LINDVALL; KOKAIA, 2010, 2011). Esta constatacéo
reforca a necessidade de novas metodologias que utilizem os resultados da pesquisa basica em
pesquisas com potencial relevancia clinica e aplicabilidade aos seres humanos.

Até 0 momento, inexiste uma substancia neuroprotetora eficaz e aprovada para uso
em humanos, no contexto da isquemia encefélica (GINSBERG, 2008; GOMES-LEAL, 2012).
Porém, considerando que a inflamacdo exacerbada oriunda da intensa ativacdo microglial € um
dos principais fatores que incrementam a morte celular na area de infarto (YRJANHEIKKI et al.,
1999), varios estudos pré-clinicos tém proposto modular o grau de ativagdo micrdglial, com o
intuito de induzir neutroprotecdo nas areas isquémicas (CARDOSO et al., 2013; FRANCO et al.,
2012), como pode ser observado na inibicdo micrdglial pelo antibi6tico minociclina, que protege
a substéncia branca da regido estriatal em isquemia aguda, induzindo a neuroprotecdo e a
preservacao das celulas nervosas (GUIMARAES et al., 2010; HAMBY et al., 2007).

Entre as inimeras substancias testadas com esse fito, o imunossupressor MTX tem
sido investigado como agente limitante da inflamagdo que acompanha a doenga coronariana
isquémica, o processo de aterosclerose e certas formas de artrite (BULGARELLI et al., 2013;
LEITE et al., 2015; MELLO et al., 2013; MOURA et al., 2011). Mais ainda, foi constatado que o
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emprego da nanoparticula LDE como veiculo para 0 MTX (cLDE/MTX ) incrementa o poder
anti-inflamatorio e apura a eficécia terapéutica deste (MELLO et al., 2013). O presente estudo é
pioneiro ao investigar a influéncia do cLDE/MTX sobre a neuroinflamacdo que acompanha a
isquemia cerebral, buscando comprovar o efeito anti-inflamatério e neuroprotetor desse
conjugado sobre &reas de isquemia cortical induzidas por microinjecdes e endotelina-1 (ET-1) em
ratos adultos.

1.9 OBIJETIVOS

A presente pesquisa buscou determinar a utilidade da nanoparticula lipidica LDE como
veiculo para carrear substancias farmacologicamente ativas até o encéfalo, com o intuito de tratar

varias das enfermidades do SNC que cursam com neuroinflamacéo.

1.9.1 Objetivo Geral

Investigar a distribuicdo tecidual e os efeitos anti-inflamatorios e neuroprotetores do
CLDE/MTX em modelo experimental de isquemia cortical induzido por microinjecdes de
endotelina-1 (ET-1), em ratos adultos.

1.9.2  Objetivos Especificos

a. Investigar a distribuicio tecidual da nanoparticula lipidica tritiada LDE/3H" e do
cLDE/MTX, avaliando o comportamento destes em relacdo a barreira
hematoencefalica integra em ratos Wistar adultos e naqueles ratos submetidos a
isquemia focal do cortex;

b. Investigar, qualitativamente e quantitativamente, a influéncia do cLDE/MTX sobre a
area de infarto, apés a inducéo de isquemia cortical com ET-1;

c. Investigar, qualitativamente e quantitativamente, o efeito do tratamento com
cLDE/MTX sobre a preservacdo neuronal, apos isquemia cortical com ET-1,;

d. Investigar o efeito do tratamento com cLDE/MTX sobre o padrdo de ativacdo

micrdglial, astrocitose e morte celular, no modelo experimental proposto.
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2 MATERIAIS E METODOS

Ratos wistar representam um modelo muito utilizado e bastante fidedigno para

estudos experimentais sobre a doenca cerebral vascular isquémica humana.

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos adultos, machos, da raca Wistar, todos em bom estado geral,
com peso variando entre 150 e 300 g., submetidos a duas etapas distintas e sequenciais de
investigacdo: na primeira etapa, avaliou-se o comportamento da nanoparticula LDE/H" frente a
BHE integra e com lesdo isquémica induzida pela substancia vasoconstrictora Endotelina-1 (ET-
1); na segunda fase, foram investigados os efeitos anti-inflamatério e neuroprotetor do
cLDE/MTX sobre as areas de isquemia cortical induzidas pela ET-1.

Parte dos animais foi cedida pelo biotério central da Universidade Federal do Par3,
parte cedida pelo biotério da Universidade Estadual do Para e pelo biotério da Universidade de
Lisboa (Portugal). Todos os procedimentos experimentais foram realizados de maneira
estandartizada e em obediéncia as normas sugeridas pela Society for Neuroscience, pelo National
Institute of Health (NIH, USA), pelo Conselho Nacional de Controle de Animais de
Experimentacio (CONCEA) e pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade de
Lisboa e do Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacdo da Universidade
Federal do Para (CEPAE - UFPA). Apds eutanasia programada nos estudos com LDE triciado, 0s
Orgdos de interesse foram pré-processados localmente, no laboratério de Citogenética da UFPA,
sendo, logo em seguida, encaminhados para analise e detec¢do no Laboratério de Metabolismo de
Lipides do Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (INCOR/FMUSP).

2.2 MODELO DE ISQUEMIA FOCAL
O modelo experimental proposto na presente pesquisa foi implementado no

laboratdrio de Neuroinflamacéo e Neuroprotecdo da UFPA, em estudos previos, buscando avaliar

os efeitos locais e regionais de uma isquemia subcortical induzida por um potente
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vasoconstrictor, o pepitideo Endotelina-1 (ET-1) (AGNATI et al., 1991; FUXE et al., 1989). Para
tal, os animais foram submetidos uniformemente a inje¢do de 1L (40 pmol) de ET-1 no cortex
motor direito, com o fito de provocar a isquemia local, conforme demonstrado por trabalhos de
investigacao precedentes (FRANCO et al., 2012). Todos os procedimentos foram realizados com
técnica padronizada, em animais anestesiados por cloridrato de cetamina (72 mg/Kg) e cloridrato
de xilazina a 2% (9 mg/Kg), por via intraperitoneal (i.p).

Logo que constatada a sedacdo por meio do teste dos reflexos corneano e da retirada
da pata, os animais foram posicionados no aparelho estereotaxico Stoelting 51500D (Stoelting
Co. Wood Dale, Il, EUA) (Figura 11). Com a cabeca do animal fixa e imovel entre os pinos
preensores do aparato (Figura 12), realizou-se incisdo longitudinal mediana a partir da linha
interorbitaria em sentido posterior, até a regido nucal, utilizando lamina de bisturi Aco Carbono
n® 23 (Feather Safety Razor Co. LTD). Estancada hemorragia de vasos sangrantes com auxilio de
pincas hemostaticas tipo Kelly, procedeu-se o afastamento da pele e do periésteo com o intuito
de identificar as referéncias dsseas, no caso as suturas sagital, coronal e o bregma, a confluéncia
das mesmas (Figura 13), pontos referéncias para realizar a trepanacédo (abertura do cranio) ossea.
As trepanacdes foram realizadas utilizando broca ranhurada tipo Carbide com haste longa n° 8,
conectada a motor Odontolégico de Suspensdo Mini Beltec™ de alta rotacéo (rotagdo méxima de
acionamento 15.000rpm), situando-se o orificio na calota craniana imediatamente anterior a

sutura coronal e a cerca de um centimetro da linha media (Figura 14).

Figura 11 — Aparato estereotaxico Figura 12 — Fixacdo da cabeca do animal
Stoelting 51500D
-

no aparato estereotaxico
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Figura 13 — |Identificacdo de sutura Figura 14 — Orificio de trepanacdo do
coronal, sutura sagital e bregma cranio

B —~—

Figura 15 — Posicionamento da Figura 16 — Insercdo cortical da
microagulha de puncéo cortical microagulha de puncdo para injecdo de
ET-1

Fonte: Elaboracéo propria, 2017.

Uma vez aberta a membrana dural e exposta a superficie do coértex frontal,
posicionou-se a microagulha de puncgdo (Figura 15), injetando-se 1pL (40 pmol) da ET-1 na
substancia branca subcortical, segundo coordenadas estereotaxicas especificas (Figura 16): a.
médio-lateral: 2,3; b. antero-posterior: 1,2; c. dorso-ventral: 0,4, respectivamente, a partir da
superficie cortical (PAXINOS et al., 1980). Nos animais controle, injetou-se volume idéntico
(1pL) de diluente (Solucéo salina, a 0,9%) contendo corante azul de colanil para identificar a area

da lesdo apds a retirada do encéfalo. Em seguida ao procedimento cirurgico, os animais foram
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mantidos com agua e comida a vontade, por um periodo de 7 dias, periodo em que foi procedida

a eutanasia por overdose anestésica.

2.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Com o intuito de se averiguar a hipotese formulada acima, foram propostos os

seguintes grupos experimentais, que foram distribuidos ao longo de duas etapas consecutivas:

| ETAPA: AVERIGUACAO DA BIODISPONIBILIDADE DA NANOPARTICULA LDE/H+
NO ENCEFALO

e Grupo 1 - Animais sem isquemia, tratados apenas com LDE/3H": Este grupo
foi constituido por animais sadios, sem lesdo cortical induzida, tratados apenas
com a emulsdo LDE/3H" (n = 18), na dose de 200 microlitros (480.000 cpm). Sete
dias ap6s o tratamento, foram sacrificados, para averiguar a presenga da particula
LDE/H+ no encéfalo dos animais com a BHE integra;

e Grupo 2 - Animais isquémicos, tratados apenas com LDE/3H": Este grupo foi
constituido por animais isquémicos (n = 5) tratados, 24 apés a lesdo induzida pela
ET-1, com administracdo parenteral da emulsio LDE/3H", na dose de 200
microlitros (480.000 cpm). Sete dias ap6s o tratamento, os animais foram
sacrificados com overdose anestésica para averiguar o comportamento da

nanoemulsdo, diante da BHE associada a lesdo cerebral isquémica.

Il ETAPA: AVALIACAO DO EFEITO DO CONJUGADO LDE/MTX SOBRE A AREA DE
ISQUEMIA

e Grupo 3 - Animais isquémicos tratados com cLDE/MTX: Este grupo foi

constituido por animais isquémicos tratados, 4 horas apos a lesdo, com emulséo

cLDE/MTX(1mg/Kg) por intravenosa (N=5), e perfundidos 7 dias apos a indugéo

isquémica para averiguar os possiveis efeitos do conjugado LDE/MTX sobre a

area de isquemia.
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2.4 METODO DE PREPARO DO LDE

A nanoparticula LDE é um analogo da LDL (Low-density Lipoprotein), idealizada
pelo prof. Raul Cavalcante Maranhédo, do Laboratério de Metabolismo de Lipidios do InCor /
FMUSP, com estudos que apresentam particular relevancia na doenca vascular coronariana e em
alguns tipos de cancer sistémico (COUTO et al., 2007; MARANHAO et al., 2008; VINAGRE et
al., 2007). A nanoemulsdo LDE ¢é passivel de ser conjugada a agentes terapéuticos (anti-
inflamatdrios, antineoplasicos, neuroprotetores) e ja mostrou ser muito eficiente como veiculo
para transportar quimioterdpicos (paclitaxel, etopoideo, BCNU), levando a tratamentos com
toxicidade bastante reduzida, quando comparada a terapia convencional, utilizando somente o
agente ndo conjugado (MARANHADO et al., 2002; MELLO et al., 2013; MOURA et al., 2011;
TAVARES et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2008).

A preparacdo pode ser obtida de uma mistura composta de 40 mg de colesteriloleato,
20 mg de fosfatidilcolina de ovo, 1 mg de trioleina e 0,5 mg de colesterol. A emulsificacdo de
lipidios é feita por irradiacdo ultrassdnica prolongada em meio aquoso, procedimento em dois
passos, utilizando, ainda, a ultracentrifugacdo (3700 rpm, 20 minutos) da emulsao original com
ajustes de densidade pela adicdo de brometo de potéssio (KBr). A nanoemulsdo lipidica é
dialisada com solucdo Tris (pH 8,05), passada em filtro de 0,22 um para ser esterilizada e
utilizada em experimentos. O tamanho médio das nanoparticulas é verificado por analisador de
nanoparticulas Zeta (Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY) a 25° C e armazenada
em tubos estéreis, apirogénicos, a 4°C (MARANHAO et al., 1993).

2.5 BIODISPONIBILIDADE DA LDE NO ENCEFALO

Buscando estimar o comportamento da LDE diante da BHE, empregaram-se as
nanoparticulas LDE sinalizadas com lipides radioativos triciados (3H"), administrando a
nanoemulsdo marcada por via parenteral, em dose uUnica estandartizada (200 microlitros ~
480.000 cpm) em 29 animais. Ap0s 24 horas, os animais receberam injecdo letal, sendo
prontamente perfundido com solucdo salina, sem paraformaldeido, com retirada dos principais
orgdos (grupo I, ratos 1 a 7) e, a partir do oitavo roedor, foram retirados apenas o encefalo, o

figado e o musculo reto abdominal direito para estudo, os quais foram limpos e acondicionados



62

em solucéo fisioldgica gelada, para, logo em seguida, serem pesados e macerados por material
obtuso (pil&o), até adquirirem aspecto pastoso.

O processamento das amostras incluiu a adi¢cdo de 10 mL de metanol (Merck), sendo,
entdo, agitadas em vortex. A seguir, foram adicionados 20 mL de cloroférmio (Merck), e o
composto foi enviado para repouso noturno resfriado a 4° C, para separar 0s componentes
lipidicos da fase aquosa — a técnica para extracdo do colesterol livre e esterificado (método de
Folch, 1957). Em seguida a extracéo lipidica, as amostras foram filtradas e receberam tratamento
com solucgdo contendo 5 mL de cloroférmio e 7 mL de agua destilada, sendo levadas novamente
ao repouso noturno resfriado. A seguir, adicionaram-se ao infranadante 4 mL da solucéo de Folch
(Cloroférmio/Metanol/H,O), na propor¢do de 3:48:47, seguido de novo repouso noturno
resfriado.

Na ultima etapa do procedimento, o material resultante do processamento descrito
acima foi acondicionado em tubos de ensaio estéreis e cuidadosamente inseridos em isopores
contendo gelo seco, sendo, entdo, transportados até o laboratorio de lipides do InCor/FMUSP. No
laboratdrio, as amostras foram transferidas para tubos de cintilacdo secos por evaporacdo total
dos solventes (Speed Vac®®, Thermo Scientific), sendo, entdo, homogeneizados com 5 mL da
solucdo cintiladora (Ultima Gold XR, Perkin Elmer). Finalizando o procedimento, a
radioatividade foi medida no espectrometro de cintilacdo liquido (Liquid Scintillation Analyzer,
1600TR Tri-Carb, Packard), sob a utilizacdo Speed STAR Plus Vers. 5.01 da Diamond
Computers, e os valores tabulados em planilha do Excel (Microsoft®, 2016), para avaliagdo

ulterior.
2.6 TRATAMENTO COM O CONJUGADO LDE/MTX

Para testar se o conjugado LDE/MTX possui efeitos neuroprotetores e anti-
-inflamatdrios apds uma isquemia cortical, os animais dos grupos 3 e 4 foram submetidos a
microinjecdes corticais de ET-1, conforme protocolo utilizado no laboratorio de Neuroprotecao e
Neuroregeneracdo Experimental da UFPA (CARDOSO et al., 2013; FRANCO et al., 2012,
LOPES et al., 2016; SOUZA-RODRIGUES et al., 2008). Quatro horas apds a indugédo
isquémica, animais do grupo 3 (N = 5) receberam, pela veia caudal, o conjugado LDE/MTX (1
mg/Kg). Os animais do grupo 4 receberam apenas a LDE tritiada (N=5). Sete dias ap0s a indugéo
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isquémica, foram submetidos a eutanasia, j& que, neste modelo experimental, o pico de
neuroinflamacdo na lesdo cerebral isquémica ocorre no 7° dia apds a injecdo de ET-1
(CARDOSO et al., 2013; FRANCO et al., 2012; LOPES et al., 2016; SOUZA-RODRIGUES et
al., 2008).

2.7 EUTANASIA E COLETA DAS AMOSTRAS PARA ANALISE

No 7° dia ap6s lesdo isquémica por ET-1, os animais foram examinados e
anestesiados por via intraperitoneal, com uma overdose da mistura contendo cloridrato de
cetamina (72 mg/Kg) e xilazina (9 mg/Kg). Uma vez constatada a parada cardiorespiratoria,
procedeu-se a toracotomia mediana, com exposicdo do saco pericardico, o qual foi aberto para
visualizar o coracdo e o0 atrio, sendo, entdo, realizadas auriculotomia e ventriculotomia esquerda,
para insercdo das canulas de perfusdo, as quais foram direcionadas até a por¢do inicial da aorta,
procedendo-se a perfusdo sistémica com solucdo salina 0,9% heparinizada, seguida pelo fixador
paraformaldeido a 4%. Os encéfalos foram dissecados e posfixados por 24 horas, utilizando-se o
mesmo fixador utilizado na etapa de perfuséo.

Apos abertura da calota craniana, os encéfalos foram inspecionados, identificando-se
o local da puncéo cortical no cortex frontal direito (Figura 17), e a seguir removidos em bloco
apos seccao das estruturas anatdmicas preensoras dos mesmos a caixa craniana . Apds lavagem
com soro fisiologico corrente, os mesmos foram inseridos em tubos plasticos estéreis para
processamento e extracdo lipidica (Figura 18), a qual era precedida por etapas sequenciais de
posfixacdo e crioprotecdo utilizando o seguinte protocolo: a) solugcdo crioprotetora a 25% (30
minutos); b) solugéo crioprotetora a 50% (4 — 6 horas);c) solucéo crioprotetora a 100% (24 — 48

horas).
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Figura 17 — Encéfalo com é&rea de Figura 18 —Encéfalo no interior do tubo
hemorragia cortical puntiforme indicando estéril para proceder a extracdo lipidica
jecdo de ET-1

L
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Fonte: Elaboragéo propria, 2017.

Apos a crioprotecdo, o tecido foi congelado em gel de imerséo para criostato (Tissue
Tek) a — 55° C em criostato provido de efeito Peltier (Carl Zeiss, Micron, Alemanha). Secc¢Ges
coronais do encéfalo com espessura de 20 pum foram obtidas. Sendo que algumas secc¢des de 50
pum também serdo coletadas para coloragBes de rotina. Os cortes foram colocados em laminas
previamente gelatinizadas, as quais foram mantidas em temperatura ambiente por periodo
minimo de 24 horas, sendo guardadas em freezer a — 20 °C, para posterior imunoistoquimica e

demais procedimentos de interesse.
2.8 HISTOPATOLOGIA E IMUNOISTOQUIMICA

A avaliacdo de cortes histologicos das areas encefélicas por meio de coloragdes
especificas € um método bastante eficiente para averiguar as caracteristicas da lesdo induzida,
permitindo, assim, avaliar os efeitos do tratamento realizado.

2.8.1 ldentificacdo da Area da Les&o

A éarea correspondente a lesdo isquémica foi visualizada nos cortes com espessura de
50 um, previamente corados pela técnica de Nissl ou pela coloracdo para hematoxilina-eosina. A
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zona de injecdo de ET-1 foi reconhecida pela presenca do corante azul de Colanil (Colanyl Blue
A2R 500°, Clariant International LTD. Muttenz, Switzerland) e pela palidez macroscépica,
caracteristica das areas com auséncia de corpos neuronais e / ou necrose tecidual, comumente
observadas em lesbes cerebrais isquémicas induzidas pela ET-1. As células do processo
isquémico foram visualizadas por imunoistoquimica, utilizando anticorpos marcadores de

neurbnios, micrdglia, astrocitos e de apoptose, conforme descrito na se¢ao seguinte.
2.8.2  Protocolo de Imunoistoquimica

Na presente investigacdo experimental foram utilizados os seguintes Anticorpos:

a) Anti-NeuN (1:100, Chemicon): Marcador de neurdnios maduros. Reconhece um
epitopo especifico no nucleo de neurénios diferenciados (MULLEN; BUCK;
SMITH, 1992);

b) Anti-lbal (1:1000, Wako): Marcador geral de microglia/macrofago. Reconhece
uma proteina quelante de calcio expressa exclusivamente em micréglia (ITO et al.,
1998);

c) Anti-ED-1 (Serotec®, 1:200): Marcador de microglia/macrofagos ativados. Marca
um epitopo na membrana de lisossomas de macrdfagos ativados (DIJKSTRA et
al., 1985);

d) Anti-GFAP (Dako, 1:1000): Proteina acida fibrilar glial. Marcador classico de
astrécitos (GOMES-LEAL et al., 2004);

e) Anti-caspase-3 (1:200; Promega, anti-active®): marcador classico de apoptose
(GOMES-LEAL et al., 2006).

Esse protocolo de reconhecimento celular utilizando imunoistoquimica aplicado em
estudos prévios de isquemia cortical induzida por ET-1 (GOMES-LEAL, 2002; GOMES-LEAL
et al., 2004; GOMES-LEAL; CORKILL; PICANCO-DINIZ, 2005b). As laminas gelatinizadas
previamente montadas com as sec¢des do encéfalo correspondendo as areas isquémicas foram
retiradas do freezer e secas na estufa, por 30 minutos, a 37°C, e lavadas em PBS (tampéo fosfato
salina), sob agitacdo constante por 5 minutos, para, em seguida, serem imersas em tampao borato

(0,2M; pH 9,0; 4cido bérico da Nuclear®) a 65°C, durante 20 minutos, e resfriadas na mesma
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solucdo, em temperatura ambiente, pelo mesmo periodo de tempo 1 (GOMES-LEAL, 2002;
GOMES-LEAL et al., 2004; GOMES-LEAL; CORKILL; PICANCO-DINIZ, 2005b).

Na sequéncia, as sec¢des foram lavadas novamente em PBS, por 5 minutos, e imersas
em solucdo de &lcool metilico e peréxido de hidrogénio (Merck®) (1 mL de peréxido de
hidrogénio/100mL de metanol), para inibir a peroxidase enddgena das células do tecido
analisado. A partir dai, foi iniciado o processo imunoistoquimico propriamente dito, no qual as
seccdes foram novamente lavadas em PBS, desta vez, com solucdo de PBS/Tween® (5 minutos),
e incubadas em soro normal de cabra (anticorpo anti-lbal, anti-GFAP and anti-caspase-3) ou soro
normal de cavalo (para marcagdo com anti-ED1, anti-NeuN e anti-GFAP), ambos em diluigéo de
10%, durante 1 hora. Ap0Os esse periodo, as seccBes foram incubadas em anticorpo primario,
durante uma noite, de acordo com a dilui¢do previamente mencionada.

No dia seguinte, as sec¢bes foram novamente lavadas (PBS/Tween®, 5 minutos) e
incubadas em anticorpo secundario biotinilado anticoelho feito em cabra (1:200; Ibal),
anticamundongo feito em cavalo (1:100; ED1 e NeuN), por 2 horas. Uma hora antes do término
da incubacdo no anticorpo secundario, foi preparada a solucdo de ABC (avidina-biotina-
peroxidase - kit ABC dos laboratérios Vector®) e esta permaneceu em repouso até sua utilizacao.
Apo6s nova lavagem, as secgdes foram incubadas no ABC por mais 2 horas. Em seguida, quatro
novas lavagens (PBS/Tween®, 5 minutos) foram feitas para posterior revelacdo. O cromégeno
utilizado foi o DAB (diaminobenzidina — Sigma-Aldrich) e, ao final, as sec¢des foram lavadas

em PB 0,1M, desidratadas, diafanizadas e montadas entre lamina e laminula.

2.9 ANALISE QUALITATIVA

Com o intuito de identificar, avaliar e caracterizar as modificacfes nos constituintes
celulares existentes nas amostras submetidas a tratamento com ET-1 e LDE/MTX, todas as
seccOes coradas pelos diferentes métodos histologicos e imunoistoquimicos foram inspecionadas
com microscépio éptico (Nikon® Eclipse 50i), para qualificar as alteracdes decorrentes do
tratamento, com relevancia especial para as areas isquémicas contidas nos encéfalos tratados.
Para tal, as imagens de sec¢des contendo campos isquémicos mais evidentes foram identificadas
no encéfalo dos animais submetidos a isquemia, selecionadas com auxilio do programa de

computador Motic® 2.5 e registradas com Camara Digital acoplada ao microscépio ptico.
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2.10  ANALISE QUANTITATIVA

A avaliacio quantitativa do numero células NeuN+  (neurdnios),
macrofagos/micrdglia (Ibal ou ED+) ativados utilizou objetiva de 40X e gradicula de area 0.0625
mm? acoplada & ocular de microscépio 6ptico (Nikon® — Eclipse 50i), contando 3 seccdes por
animal, 3 a 4 campos por seccdo. Para NeuN+, quantificaram-se quatro campos de contagem na
periferia da area de lesdo primaria: dois campos laterais e dois campos mediais em relacdo ao
centro do infarto. Para células microgliais Ibal+, contaram-se trés campos nao sobrepostos no
centro do infarto, pois é nesta regido que se encontra 0 maior numero de fagdcitos, contando-se
apenas células arredondadas Ibal+ (macrdéfagos), para determinar quantitativamente o efeito do
cLDE/MTX no aspecto morfolégico de maior ativacdo microglial em células arredondadas

(macrofagos).

211 ANALISE ESTATISTICA

Os dados histoldgicos dos animais perfundidos foram avaliados com parametros de
estatistica descritiva média, erro padréo e desvio padrdo para todos os dados quantitativos. Foi
utilizado o teste T de Student para amostras ndo pareadas para a comparagdo entre 0S grupos
LDE ndo conjugado e ndo conjugado com MTX. O nivel de significancia foi de p < 0.05 =
significativo e p < 0.01 = altamente significativo. Utilizaram-se os programas Microsoft Excel e
GraphPad Prism (5.0) para a andlise estatistica e a confeccdo dos graficos. Para analise da
biodisponibilidade de LDE/3H" e de LDE/MTX no encéfalo dos animais, utilizaram-se os testes
ndo paramétricos U de Mann-Whitney, Kruskal-Willis e anélise do Coeficiente de Correlacéo.

Em todos os dados disponiveis, aplicou-se, ainda, o teste prévio de normalidade.
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3 RESULTADOS

Descricdo do comportamento biologico da nanoparticula LDE frente & BHE na forma
livre e conjugada ao agente MTX (LDE/MTX), e o efeito do conjugado LDE/MTX sobre areas

de isquemia cortical induzia.

3.1 LDE TRICIADO ATRAVESSA A BARREIRA HEMATOENCEFALICA

Na primeira fase do estudo, foi investigado o comportamento da particula LDE
triciada diante da BHE, nos animais sham, em que se encontra integra, enquanto nos animais
submetidos a isquemia pela ET-1, o processo inflamatério altera as propriedades fisioldgicas da
barreira. Ao analisar as amostras tissulares do encéfalo por meio da cintilografia, a particula LDE
foi detectada em todos os animais avaliados (Tabela 2 a Tabela 4). Observando as concentragdes
relativas da particula nas amostras, identificou-se a apresentagdo de um padrdo uniforme de
distribuicdo em areas distintas do encéfalo (hemisférios, cerebelo e tronco cerebral) em ambos 0s
grupos, com discreto predominio das concentra¢es de LDE no tronco encefalico (p<0.05) nos
animais sham do grupo I.

O padrdo das concentraces relativas da particula LDE encontrada nos diversos
6rgdos dos animais seguiu aquelas descritas em estudos prévios (MARANHAO et al., 1993;
POZZI et al., 2015), com evidente preponderancia de captacdo da particula pelo figado em um
extremo, e no outro extremo, 0s menores valores detectados correspondem ao musculo reto
abdominal e ao encéfalo (Tabela 2 a Tabela 4). Finalmente, as concentracdes relativas da
particula LDE detectada nos animais (Grafico 4) sham demonstravam concentrac@es variaveis,
mas destituidas de significancia estatistica em relacdo aquelas encontradas nos animais
isquémicos (p<0.05), sugerindo que a lesdo cerebral focal induzida pela ET-1 no cortex frontal,

aparentemente, ndo altera a maneira de distribuigdo da particula.
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Tabela 2 - Amostragem comparativa da biodisponibilidade da LDE em diferentes areas do
encéfalo de ratos wistar na auséncia de lesdo isquémica - Captacdo LDE/g de tecido (%)

ANIMAL | ET-1| HemisfD | HemisfE | Cerebelo TC Musculo | Figado
R1 + 0,21 0,16 0,34 0,41 0,81 17,79
R2 + 0,13 0,12 0,16 0,12 2,5 9,34
R3 - 0,053 0,043 0,195 0,044 0,421 3,036
R4 - 0,11 0,1 0,09 0,1 2,83 10,04
R5 + 0,99 0,76 0,8 1,18 1,54 95,74
R6 + 1,18 1,45 1,78 1,5 1,62 92,47
R7 + 1,89 2,17 3,77 1,83 3,54 86,81
Fonte: Elaboracdo prépria, 2017.
Nota: ET-1 = Endotelina-1; TC = Tronco Cerebral.
Tabela 3 - Grupo 1: Animais sham tratados com LDE/3H+ (n = 18).
Animal Encéfalo Mdsculo Figado
1 35 144 9450
2 36 37 9926
3 74 137 9789
4 35 116 9847
5 61 132 9807
6 15 154 8304
7 80 55 9864
8 77 156 9767
9 33 29 9957
10 14 517 9469
11 41 81 1779
12 16 250 934
13 19 42 3035
14 10 283 1004
15 12 154 9574
16 18 162 9247
17 38 354 8681
18 42 20 2238

Fonte: Elaboragdo propria, 2017.
Nota: Niveis de radioatividade detectados (cpmb / grama tecido)
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Tabela 4 - Grupo 2: Animais isquémicos tratados com LDE/3H"(n = 10).

Animal Encefalo Mdasculo Figado
19 13 7 550
20 31 11 812
21 7 27 652
22 17 24 719
23 55 22 2423
24 18 25 1578
25 20 31 2159
26 27 18 668
27 19 21 827
28 74 26 442
29 20 68 2540

Fonte: Elaboragdo propria, 2017.
Nota: Niveis de radioatividade detectados (cpmb / grama tecido)

Gréfico 4 - Deteccao relativa (%) de LDE no encéfalo dos animais (n = 29)
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Fonte: Elaboracéo propria, 2017.
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3.2 O TRATAMENTO COM LDE/MTX NAO REDUZ A AREA DE INFARTO PRIMARIO,
MAS REDUZ O INFILTRADO INFLAMATORIO ASSOCIADO A ISQUEMIA
CORTICAL INDUZIDA PELAET-1

Nesta etapa, foi investigada a influéncia do conjugado LDE/MTX sobre o padrédo
lesivo isquémico induzido pela ET-1, incluindo o infiltrado inflamat6rio e a area de infarto
resultante nos animais tratados com o conjugado LDE-MTX ou naqueles controles que sé
receberam a LDE. Os resultados mostraram que 0s animais isquémicos tratados com LDE sem o
agente MTX apresentaram a lesdo isquémica classica, com predominio de células mononucleares
na area lesada, indicando que a particula LDE n&o possui efeito anti-inflamatério (Figura 19). Por
outro lado, os animais tratados com o conjugado LDE/MTX apresentaram significativa reducédo
na intensidade da inflamacdo, sendo que os dois grupos apresentaram areas de infarto muito

semelhantes, sugerindo que 0 MTX ndo possui acdo sobre a area de isquemia primaria.

Figura 19 - Area de infarto em animais isquémicos tratados com LDE livre (A-B) e com o
conjugado LDE/MTX.

ET-1/LDE

2 @g "‘n’ 1 €6
ET—l/LDE/MTX

Fonte Elaboragao proprla 2017
Nota: Asterisco indica area central tipica do infarto induzido pela ET-1. Em ambos 0s grupos, a area
de infarto ndo foi alterada, mas houve diminui¢do do infiltrado inflamatdrio no grupo tratado com o
conjugado LDE/MTX (C-D). Escalas: A, C: 200 um; B, D: 80 pm.
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33 O TRATAMENTO COM O CONJUGADO LDE/MTX DIMINUI A ATIVACAO
MICROGLIAL APOS MICROINJECOES DE ET-1.

O efeito do conjugado LDE/MTX sobre a ativacdo microglial foi verificado pela
marcagdo da microglia ativada e ndo ativada com um marcador especifico de microglia, o
anticorpo Ibal (ITO et al., 1998) (Figura 20). Nos animais isquémicos e tratados apenas com a
LDE livre, foi encontrada intensa ativacdo microglial, predominando microglia arredondada, com
morfologia de fagdcito no centro da lesdo isquémica, enquanto na periferia observou-se
predominio de microglia com aspecto ameboide (Figura 20 D-F). Por outro lado, animais
tratados com cLDE/MTX tiveram consideravel diminuicdo da ativacdo microglial (Figura 20 G-
1), da micréglia arredondada e da ameboide, indicando que o MTX ¢é potente inibidor microglial,
ainda que destituido de efeitos sobre a area primaria de infarto (violeta de cresila).

Tal desfecho permite inferir que o conjugado LDE/MTX possui expressiva influéncia
inibitdria sobre a inflamagdo que acompanha a isquemia cerebral induzida por ET-1, interferindo
nas células microgliais, demonstrada pela menor ativacdo das mesnas no grupo de animais
tratados com o conjugado LDE/MTX. Este resultado é ratificado pela andlise quantitativa
(Gréfico 5), onde se observa que o numero de células arredondadas Ibal + (fagocitos)
encontradas foi estatisticamente menor nos animais tratados com o conjugado LDE/MTX
(6.55+1.28), comparado com animais controle, tratados apenas com a LDE livre (67.17+4.19)
(Figura 20, P<0.01).
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Figura 20 - Efeito do conjugado LDE/MTX sobre a ativacdo microglial (células Ibal+).
Microglia ndo ativada no lado contralateral (A-C).
Lado contg‘alateral
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S e NI L A ‘o
Fonte: Elaboragdo propria, 2017.

Nota: Animais isquémicos tratados com LDE (D-F) ou com o conjugado LDE/MTX (G-1). O conjugado
LDE/MTX diminui intensamente a ativacdo microglial. B-C, E-F, H-1 sdo aumentos progressivos de A, D, G,
respectivamente. As setas apontam para microglia redonda (fagdcitos) Iba++. Escalas: A, D, E: 200 um; B,
E, H: 80 um; C, F, I: 80 um.

Gréafico 5 - Quantificacdo do numero de células microgliais ativadas arredondadas
(fagdcitos).
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Fonte: Elaboragdo propria, 2017.
Nota: Houve intensa diminuicdo da ativacdo microglial (*P<0.01, teste t de Student ndo pareado).
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34 O TRATAMENTO COM O CONJUGADO LDE/MTX NAO ALTERA A
ASTROCITOSE APOS ISQUEMIA FOCAL INDUZIDA POR ET-1

A avaliacdo do efeito do conjugado LDE/MTX sobre a astrocitose no modelo de isquemia
cortical induzida por ET-1 empregou a técnica de imunoistoquimica com a Proteina Glial Fibrilar
Acida (Glial Fibrillary Acidic Protein - GFAP), marcador classico para astrocitos (GOMES-
LEAL et al.,, 2004). Nos animais isquémicos tratados apenas com a LDE ndo conjugada,
observou-se a auséncia de astrocitos no centro da lesdo, mas uma marcante astrocitose (astrocitos
ativados) nas margens da isquemia (Figura 21 A, B e C). Um padréo similar de astrocitose foi
encontrado nos animais tratados com o conjugado LDE/MTX (Figura 21 D-F), indicando que o
MTX ndo possui efeito significativo sobre a astrocitose. Neste método, ndo foi quantificado o

namero de astrocitos, ja que o padrdo de reatividade mostrou-se similar em todos 0s animais.

Figura 21 - Efeito do conjugado LDE/MTX sobre a ativacdo de astrocitos (células
GFAP+). Animais isquémicos tratados com LDE (A-C) ou com o0 conjugado
LDE/MTX (D-F).
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Fonte: Elaboragdo propria, 2017.

Nota: Nao houve diferenca no padrdo de astrocitose nos dois grupos. B-C, E-F sdo maiores aumentos de
A, D, respectivamente. O asterisco demarca o centro da lesdo. As setas apontam para astrécitos GFAP+.
Escalas: A, D: 200 um; B, E: 80 um; C, F: 20 um.
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35 O TRATAMENTO COM CONJUGADO LDE/MTX NAO ALTERA A AREA
PRIMARIA DE INFARTO, MAS INDUZ PRESERVACAO NEURONAL NA
PERIFERIA DA LESAO

Nesta etapa do estudo, foi investigada a influéncia do conjugado cLDE/MT X sobre a preservagao
neuronal na area isquémica, ap6s microinjecdes focais de ET-1. Em geral, a quantidade de células
encontradas no centro das lesdes isquémicas induzidas costuma ser bastante reduzida ou até
mesmo ausente nesses casos (Figura 22 D), ndo sendo constatada nenhuma diferenca no padrao
celular esperado, ao se avaliar a area de lesdo isquémica primaria dos animais tratados com o
conjugado LDE/MTX e naqueles espécimes tratados apenas com LDE livre, ndo conjugada
(Figura 22 A-D). Ndo obstante, nas areas mais periféricas das lesdes (penumbra), pode-se
observar maior preservacao de corpos celulares (Figura 22 E-F), fato que foi confirmado por
meio da analise quantitativa (Gréafico 6).

Do mesmo modo, tal desfecho permite inferir a existéncia de um efeito neuroprotetor
expressivo do conjugado LDE/MTX nas areas mais periféricas (penumbra) da isquemia cortical
induzida pela ET-1, uma vez que a contagem do numero de células NeuN+ revelou que os
animais tratados com o conjugado LDE/MTX apresentaram maior nimero de corpos neuronais
por campo (60.28+1.37), quando comparado com aqueles animais que foram tratados apenas com
0 LDE néo conjugado (18.86+0.88) (Figura 22, P<0.01). A presenca de uma populagéo superior
de corpos neuronais em areas periféricas dos animais tratados com o conjugado cLDE/MTX
depreende uma acdo protetora do agente MTX sobre 0s neurbnios existentes na area de hipdxia,

por um mecanismo ainda desconhecido.
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Figura 22 - Efeito do conjugado LDE/MTX sobre a preservacdo neuronal (células
NeuN+) apos lesdo isquémica do cortex motor.
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Fonte: Elaboragdo propria, 2017.
Nota: Animais isquémicos tratados com LDE (A-C) ou com o conjugado LDE/MTX (D-F). O tratamento
com o conjugado LDE/MTX aumentou a preservacdo neuronal (D-F). O asterisco demarca o centro da
lesdo. As setas apontam para corpos neuronais NeuN+. Escalas: A, D: 200 um; B, E: 80 um; C, F: 20 um.

Gréfico 6 - Quantificacdo do numero neurénios na periferia do infarto (Células NeuN).
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Fonte: Elaboragéo propria, 2017.
Nota: Houve consideravel preservacdo neuronal na periferia do infarto (*P<0.01, teste t de Student ndo
pareado).
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4 DISCUSSAO

A presenca da nanoparticula LDE no encéfalo de todos os animais tratados infere que
a mesma seja dotada de caracteristicas que a habilitem a atravessar a BHE. Ainda que conjugada
ao agente MTX, a mesma se revela eficiente para alcancar a area de neuroinflamacéo induzida
pelo evento isquémico acarretado pela injecéo de ET-1.

4.1 O CONJUGADO LDE/MTX ATRAVESSA A BARREIRA HEMATOENCEFALICA E
PODE VEICULAR DE MODO MAIS EFICAZ AGENTES NEUROPROTETORES

Na primeira etapa da investigacdo, procurou-se avaliar o comportamento da
nanoparticula lipidica LDE diante da BHE. Para tal, essa nanoparticula foi marcada com tricio
(tricio; tpitoc - tritos), um isétopo radioativo do Hidrogénio (H®) emissor de particulas p
radioluminescentes, bastante empregado em Quimica Analitica como radiomarcador de
substancias para andlise de biodisponibilidade de particulas triciadas para deteccdo por
cintilografia liquida (HERBERG, 1960). Isso se fez necessario ja que a condi¢cdo sine qua non
para o sucesso do tratamento do SNC &, precisamente, a existéncia da BHE, que impede a difusdo
da maioria (>95%) das substancias injetadas pela corrente sanguinea de atingir o &amago do tecido
nervoso, no qual exercerd seu efeito terapéutico.

Injetada por via intravenosa (veia caudal), a LDE pode ser detectada em todas as
amostras estudadas (n=29), indicando, assim, que essa nanoparticula possui 0s requisitos
necessarios para atravessar a BHE, corroborando, entdo, a investigacdo posterior para avaliar 0s
efeitos anti-inflamatérios e neuroprotetores do Metotrexato, quando conjugado com a
nanoparticula (CLDE/MTX), no modelo de isquemia cerebral focal induzida por microinjecoes de
ET-1. A deteccdo da LDE em animais sadios, ndo submetidos ao procedimento cirurgico para a
lesdo cortical isquémica pela ET-1, indica que, diante de condi¢bes patologicas (infarto cerebral,
neoplasias, abscessos), em que existe uma ostensiva ruptura da BHE, a particula pode apresentar
uma distribuicdo bem mais significativa ainda (BULGARELLI et al., 2013; KRETZER et al.,
2016; LEITE et al., 2015; MELLO et al., 2013; OCCHIUTTO et al., 2016; POZZI et al., 2015).

Estudos prévios utilizando modelo experimental de artrite e arterioesclerose em

coelhos demonstraram que o conjugado cLDE/MTX é mais eficaz que o MTX isolado para
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induzir efeitos anti-inflamatérios (BULGARELLI et al. 2013; MELLO et al., 2013). Esses
achados respaldaram o emprego deste conjugado no presente modelo experimental, em que se
observou um efeito atenuador do cLDE/MTX no processo inflamatorio habitualmente encontrado
em areas de isquemia induzida por ET-1, sugerindo um acesso facilitado do MTX pela
conjugacdo a LDE, em razéo de suas caracteristicas intrinsecas, que a habilitam como estrutura
compativel para atravessar a BHE, consignando que o exato mecanismo pelo qual a LDE
atravessa a BHE ainda requer investigacdes adicionais, em estudos futuros.

Adicionalmente, pode-se constatar, também, que os animais submetidos a isquemia
focal por microinjecdes de ET-1 no cértex motor, seguido do tratamento com cLDE/MTX ou
somente com a LDE livre, sofreram uma caracteristica lesdo isquémica focal, ocupando quase
todas as camadas da substancia cinzenta cortical, semelhante aos achados encontrados em estudos
prévios, utilizando o mesmo modelo experimental (FRANCO et al., 2012). Aqui, como esperado,
as lesdes se fizeram acompanhar por conspicua area de infarto, perda neuronal e intensa ativacao
microglial e astrocitose, e o tratamento com cLDE/MTX ndo foi capaz de reduzir a area primaria
de infarto nem a astrocitose, entretanto induziu preservacdo neuronal na periferia da lesdo,

inibindo, de maneira notoria, a intensidade da ativacdo microglial.

4.2 O CONJUGADO LDE/MTX NAO DIMINUI A AREA PRIMARIA DE INFARTO, MAS
INDUZ NEUROPROTECAO NA PERIFERIA DA LESAO

No tocante a area primaria de infarto (centro ou core), constatou-se que os animais
tratados com cLDE/MTX ndo apresentam alteracdes no padrdo classico de isquemia cortical
induzidas pela ET-1. Essa area central representa a area primaria de infarto correspondente ao
territorio irrigado majoritariamente pelo(s) vaso(s) ocluido(s) apds a microinjecdo intracerebral
de ET-1, que corresponde a mesma area primaria de infarto encontrada nos acidentes encefalicos
isquémicos de humanos (MERGENTHALER; DIRNAGL; MEISEL, 2004; MERINO;
WARACH, 2010). Neste caso, deduz-se que o conjugado ndo sofra difusdo até a area primaria
em virtude da interrupcdo do(s) vaso(s) nutridor (es) principal(is) e/ou pela paucidade de
circulacdo colateral existente na area, fato observado também em infartos cerebrais humanos.

Em razdo disso, esta € a regido em que, tradicionalmente, a morte celular ocorre de

modo mais exuberante e rapido, coincidindo, ainda, com o territério em que se observa a taxa
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mais modesta de recuperacdo, explicando, em parte, o porqué da ineficiéncia de agentes
neuroprotetores experimentais para restaurar o tecido lesado. Em contrapartida, nas margens do
core (penumbra), existe uma irrigacdo colateral garantida pela rede anastomotica dos capilares
arteriais, que possibilita uma nutricdo minima na regido do infarto. Isso determina que a
intensidade do dano seja bem menor, por manter a area minimamente oxigenada, viabilizando a
sobrevivéncia celular da regido, além de permitir o acesso de agentes neuroprotetores dotados da
habilidade de limitar a extensdo do dano.

Ainda que ambos 0s grupos experimentais, i.e, animais isquémicos tratados apenas
com LDE e animais que receberam cLDE/MTX, ndo tenham apresentado alteracdes na area
primaria de infarto, o grupo que recebeu o conjugado cLDE/MTX, em contraste, apresentou
significativa preservacdo celular nas areas mais periféricas da lesdo isquémica (penumbra),
sugerindo a existéncia de efeito neuroprotetor do MTX em ambientes com suprimento minimo de
O, capazes de evitar apoptose, 0 resultado natural da degeneracdo secundaria por acidose
metabdlica, excitotoxicidade, estresse oxidativo e neuroinflamagdo. Neste contexto, é bastante
provavel que o mecanismo exitoso do MTX como agente neuroprotetor na isquemia cortical se
desenrole no ambito deste estado inflamatério do tecido nervoso (LO; DALKARA;MOKOWITZ
2003; LO; MOKOWITZ; JACOBS, 2005; LO; NING, 2016a).

Ainda que o(s) mecanismo(s) exato(s) por meio do(s) qual (is) o MTX proteja os
neurbnios na periferia do infarto seja(m) desconhecido(s), parece razoavel acreditar que esse
efeito ocorra — pelo menos em parte - por certas acles anti-inflamatorias classicamente
conhecidas deste agente, como observadas em outros estados inflamatorios, tais como a artrite
reumatoide, em que este analogo do folato inibe a proliferacdo excessiva de células imunes e
limita a produgéo de citocinas. No caso do infarto cortical induzido por ET-1, as evidéncias
indicam que a modulagdo da ativacdo microglia seja 0 mecanismo de neuroprotecdo (CARDOSO
et al., 2013; FRANCO et al., 2012; HAMBY et al., 2007; YRJANHEIKKI et al., 1999), o que é
de grande relevancia clinica ja representar promissora estratégia terapéutica.

O grande interesse do conjugado LDE/MTX como agente neuroprotetor justifica-se
pelo fato da inexisténcia de medicamentos disponiveis com essas caracteristicas para uso em
humanos. A Unica substancia utilizada no AVE isquémico agudo é o tPA, um trombolitico
ativador de plasminogénio tecidual recombinante, que possui uma janela terapéutica muito

reduzida em termos temporais (deve ser utilizado em até 4 horas do inicio dos sintomas) (YEO et
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al. 2013). Seu efeito neuroprotetor da-se indiretamente, por restaurar a irrigacdo sanguinea nas
areas hipoperfundidas, algumas vezes, a custa de efeitos colaterais bastante desagradaveis, tais
como a transformacdo hemorragica da area originalmente isquémica, complicacédo
potencialmente fatal, que aumenta muito as chances de morte ou de sequelas permanentes
(LINDGREN et al., 1996; SAVER et al., 2009).

Desde a descoberta de seus efeitos anti-inflamatérios (1948), o MTX tem sido muito
utilizado em varias desordens organicas. Em baixas doses, mostra-se muito Util para inibir a
atividade inflamatoria presente em doencas do tecido conjuntivo, como artrite reumatoide,
doenca de Crohn e espondilite anquilosante. Quando utilizado em doses elevadas, é eficiente para
controlar doencas proliferativas e certos tipos de cancer, tais como leucemia linfoblastica aguda,
osteosarcoma, linfomas, cancer de mama, pulmao e bexiga (MELLO et al., 2013; MOURA et al.,
2011). Em ambos os casos, 0 emprego desse agente origina, com frequéncia, uma grande
variedade de efeitos colaterais em razdo da toxicidade, principalmente sintomas gastrointestinais,
mielossupressdo e hepatotoxicidade, normalmente requerendo a interrupcdo do tratamento
(CAMPBELL et al., 2016).

Estudos investigativos buscando reduzir a toxicidade e incrementar a eficiéncia do
MTX concluiram que combinar este agente a LDE poderia ser uma estratégia exitosa. De fato,
essa associagdo apresentou efeitos bastante animadores, com reducdo da toxicidade aliada a um
aumento simultaneo na eficiéncia da substancia, conforme demonstrado no modelo de artrite
induzida em coelhos, no qual uso do MTX comercial ndo conjugado demonstrou ser inferior ao
tratamento com o conjugado cLDE/MTX para reduzir o infiltrado leucocitario (MELLO et al.,
2013). Outrossim, os resultados obtidos na presente pesquisa demonstraram que conjugar o MTX
a LDE ¢ eficiente para reduzir a neuroinflamacéo, protegendo neur6nios e inibindo a ativacdo

microglial na zona de penumbra isquémica.

4.3 CONJUGADO LDE/MTX INIBE A ATIVACAO MICROGLIAL APOS ISQUEMIA
FOCAL NO CORTEX MOTOR DE RATOS

Uma dos resultados mais expressivos da presente investigagdo foi demostrar uma
reducdo consideravel da ativacdo microglial nos animais isquémicos tratados com o cCLDE/MTX.
Nesses casos, foi constatada uma reducdo da microglia arredondada Ibal+ - que representa o
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aspecto morfol6gico mais fagocitico das células microgliais - tanto no centro quanto na periferia
da lesdo, indicando um efeito anti-inflamatério do MTX sobre a &rea afetada. Esta acédo
moduladora da ativacdo microglial empregando o MTX acoplado a nanoparticula lipidica LDE
estd sendo descrita pela primeira vez, por esta pesquisa, e estd em concordancia com outros
trabalhos que descrevem os efeitos anti-iflamatérios do conjugado cLDE/MTX em outros
modelos experimentais sistémicos (MELLO et al., 2013; MOURA et al., 2011).

InvestigacBes utilizando a minociclina, um antibidtico do grupo das tetraciclinas
(YRJANHEIKKI et al., 1999), o anti-inflamatorio ndo esteroidal inibidor da ciclooxigenase, a
indometacina (LOPES et al., 2016), e a substancia PJ34, potente inibidora da poli(ADP-ribose)
polimerase, demostraram que a inibicdo da ativacdo microglial induz neuroprotecdo efetiva na
area isquémica estriatal, induzida por ET-1(LOPES et al., 2016), fato que foi concomitante com o
aumento da neurogénese enddgena e a preservacdo neuronal, sem modificar a area primaria de
infarto. Por outro lado, o tratamento com a minociclina foi capaz de reduzir, consideravelmente, a
area de infarto cortical e estriatal, utilizando o modelo experimental de oclusdo da artéria cerebral
média em ratos isquémicos adultos (FRANCO et al., 2012; YRJANHEIKKI et al., 1999).

A modulacdo da ativacdo microglial observada com o emprego do MTX possui
analogia com os efeitos neuroprotetores dos agentes acima descritos. Apesar de as células
microgliais serem primariamente benéficas e neuroprotetoras apds um insulto ao tecido nervoso
(ex: isquemia), seus efeitos subsequentes podem ser, consideravelmente, prejudiciais, caso ocorra
uma ativacdo permanente, excessiva e descontrolada, o que € comumente observado na isquemia
cerebral (GOMES-LEAL, 2012). Nessas condicGes, as células microgliais liberam quantidades
excessivas de citocinas pro-inflamatorias, 6xido nitrico, radicais livres e outros compostos, todos
dotados de grande toxicidade neuronal, induzindo essas células ao sofrimento e a apoptose
(BURGUILLOS et al., 2011; YRJANHEIKKI et al., 1999; HAYAKAWA et al., 2008; GOMES-
LEAL, 2012).

Outro fator importante que participa da neuroinflamacéo ligada a isquemia do tecido
nervoso € um mediador similar a citocina high mobility group box 1 (HMGB-1), proteina de
grupo diferente das histonas ligantes de DNA, liberada em grandes quantidades no meio celular,
apos eventos isquémicos e contribui, sobremaneira, para o fenémeno de neuroinflamacéo e lesdo
secundaria (KIM et al., 2006). Altos niveis de HMGB-1 extracelular séo vistos em lesdes

isquémicas do enceéfalo, e este mediador pode ser detectado em niveis elevados no sangue de
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pacientes com AVEi, podendo vir a ser Gtil como marcador da doenca (MUHAMMAD et al.,
2008). Um dos mecanismos neuroprotetores da minociclina ocorre inibindo a liberagéo
extracelular de HMGB-1 pela micréglia, supondo-se que tal efeito protetor ocorra de modo
similar com o0 emprego do MTX na isquemia cerebral (HAYAKAWA et al., 2008).

4.4 O TRATAMENTO COM O CONJUGADO LDE/MTX NAO ALTERA O PADRAO DE
ASTROCITOSE APOS ISQUEMIA FOCAL DO CORTEX MOTOR

Os astrdcitos representam as principais células da glia e sdo os elementos mais
numerosos do SNC, correspondendo a uma média de 2-7 astrdcitos para cada neurdnio (BUFFO;
ROLANDO; CERUTI; 2010; PEKNY; WILHELMSSON; PEKNA, 2014; PEKNY et al., 2016).
Essas células detém inumeras funcgdes, incluindo seu papel relevante como um dos componentes
da resposta inflamatoria logo apds lesGes no SNC, participando ativamente nos processos de
regeneracdo, de sinaptogénese e de reparo (MOLOFSKY et al., 2014; TSAI et al., 2012). Por
esse motivo, a presente pesquisa investigou os efeitos do tratamento com cLDE/MTX sobre a
astrocitose, ja que essas células participam do crescimento axonal apos lesdo neural aguda,
contribuindo para melhor ou pior recuperacao do tecido (BARRITT et al., 2006; BRADBURY et
al., 2002; BRADBURY; CARTER, 2011).

Apesar de a astrocitose e a gliose (cicatriz) ndo representarem um componente
significativo para o padrdo lesivo no presente modelo de lesdo isquémica utilizando a ET-1,
considerando que astrdcitos reativos podem ser encontrados esparsos e em pequenas quantidades
na area de penumbra, julgou-se relevante investigar eventuais alteragdes nesses componentes da
resposta inflamatdria diante do conjugado cLDE/MTX, tendo sido constatado que a presenca do
MTX conjugado a LDE néo influenciou o padrdo de ativacao astrocitaria. Importante consignar a
auséncia de astrocitos no centro da lesdo, ja que, como era de se esperar, essas células morrem
logo que se instala o processo isquémico, conforme descrito nos modelos de leséo excitotoxica da
medula espinhal de ratos (GOMES-LEAL et al., 2004).

Mesmo sabendo-se que a astrogliose (cicatriz glial) é considerada prejudicial para o
correto crescimento dos ax6nios ao longo do tempo, sabe-se, também, que ela representa uma
barreira conspicua para isolar o cérebro normal da leséo, impedindo o alastramento de fatores

lesivos até o tecido adjacente, melhorando, assim, o progndstico da agressdo ao SNC. Por outro
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lado, lembrando que astrécitos sdo os principais armazenadores do glutamato, principal
neurotransmissor excitatorio do SNC (ANDERSON; SWANSON, 2000; WESTBROOK, 1993),
0s astrocitos contribuem para aprofundar o sofrimento celular na lesdo isquémica por
excitotoxicidade (MATUTE; DOMERCQ; SANCHEZ-GOMEZ, 2006), sugerindo-se estudos
futuros empregando diferentes metodologias com o cLDE/MTX, para verificar outros eventuais

efeitos sobre a astrocitose.
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5 CONCLUSOES

A pesquisa demonstrou que a nanoparticula lipidica LDE € dotada de caracteristicas
fisico-quimicas que a habilitam para atravessar a BHE. Isso foi comprovado tanto nos ratos
sadios, nos quais a BHE se encontrava integra, quanto no grupo de animais submetidos a lesdo
cortical pela ET-1, com a BHE localmente comprometida.

Mesmo tendo sido detectada em concentracbes pequenas, € sem predilecdo por
nenhuma area integra ou lesionada em particular, os resultados atestam que a LDE se propaga
pelo SNC, um achado relevante, considerando que grande parte das doencas que acometem o
SNC costumam cursam com ostensivo comprometimento da BHE, levando a crer que a LDE seja
capaz de experimentar uma difusdo bem mais prodiga e alcancar concentracbes mais
significativas em situacfes patoldgicas.

Muito embora o tratamento de animais com isquemia cortical induzida com
cLDE/MTX néo tenha influenciado o processo de astrocitose, a aplicacdo do conjugado inibiu a
ativacdo microglial, tendo sido detectado sinais evidentes de neuroprotecdo nas areas de
penumbra. Apesar da LDE ter acdo inerte na area de neuroinflamacdo, a presenca do MTX
induziu significativa atividade anti-inflamatéria na zona de penumbra, concluindo-se que a LDE
possa Vvir a ser um veiculo assaz vantajoso para direcionar, seletivamente e com virtual auséncia
de toxicidade, substancias farmacologicamente ativas para tratar a doencga cerebrovascular
isquémica e outras enfermidades do SNC, o que poderd ser verificado em futuros ensaios

clinicos.
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