
 

 
 UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

FACULDADE DE MEDICINA 

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM FARMACOLOGIA 

 

 

 

 

 

CÁSSIA RODRIGUES ROQUE 

 

 

 

 

 

 

NEUROPROTEÇÃO FORNECIDA POR DOCOSANOIDES: UMA NOVA 

ESTRATÉGIA TERAPÊUTICA NO AVC ISQUÊMICO EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FORTALEZA 

2023 

 



 

CÁSSIA RODRIGUES ROQUE 

 

 

 

 

 

 

 

NEUROPROTEÇÃO FORNECIDA POR DOCOSANOIDES: UMA NOVA ESTRATÉGIA 

TERAPÊUTICA NO AVC ISQUÊMICO EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Farmacologia da Universidade 

Federal do Ceará, como requisito parcial à 

obtenção do título de Doutora em 

Farmacologia. Área de concentração: 

Neurociências. 

 

Orientador: Prof. Dr. Reinaldo Barreto Oriá. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FORTALEZA 

2023 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

CÁSSIA RODRIGUES ROQUE 

 

 

 

 

 

NEUROPROTEÇÃO FORNECIDA POR DOCOSANOIDES: UMA NOVA ESTRATÉGIA 

TERAPÊUTICA NO AVC ISQUÊMICO EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Farmacologia da Universidade 

Federal do Ceará, como requisito parcial à 

obtenção do título de Doutora em 

Farmacologia. Área de concentração: 

Neurociências. 

 

Aprovada em: 19/07/2023. 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

________________________________________ 

Prof. Dr. Reinaldo Barreto Oriá (Orientador) 

Universidade Federal do Ceará (UFC) 

 

 

_________________________________________ 

Profª. Drª. Geanne Matos de Andrade 

Universidade Federal do Ceará (UFC) 

 

 

_________________________________________ 

Prof. Dr. Marcio Wilker Soares Campelo 

Universidade Federal do Ceará (UFC) 

 

 

_________________________________________ 

Prof. Dr. Carlos Campos Câmara 

Universidade Federal do Semiárido (UFERSA) 

 

 

_________________________________________ 

Prof. Dr. Diogo Onofre Gomes de Souza 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Deus. 

A minha mãe e a minha avó, Maria José e 

Idelzuite (in memoriam). 

 



 

AGRADECIMENTOS 

 

A Deus por ter me dado força e discernimento para seguir os caminhos conforme Seus 

planos. 

À minha mãe, minha avó materna e minha prima Mikaele (todas in memoriam): três 

perdas devastadoras durante o meu período de doutorado, mas a lembrança das mesmas foi o 

meu combustível para não desistir. 

Aos demais membros da minha família e agregados por terem sonhado esse doutorado 

junto comigo. 

Ao meu noivo, Phillipo, por seu amor e olhar diferenciado sobre mim. 

Aos meus amigos, em especial, Ana Karoline Lima, Luan Costa, Márcia Alves e Lúcia 

Simões pelos conselhos, advertências e convívio em todas as circunstâncias. 

Ao Prof. Dr. Reinaldo Barreto Oriá pelo apoio, compreensão e confiança; aprendi a 

acreditar mais no potencial e amadureci profissional com os seus ensinamentos. 

À Dr. Ludmila Belayev e ao Dr. Nicolas Bazan que viabilizaram minha ida aos EUA 

para realizar um período de intercâmbio na Louisiana State University. E à técnica Larissa 

Khoutorova e à aluna de doutorado Madigan Reid pelo acolhimento e aprendizados durante o 

doutorado-sanduíche. 

Aos colegas de LABICONTE por todo companheirismo e trocas de experiências. 

Ao CNPq e à CAPES pelo apoio financeiro com a manutenção da bolsa de auxílio do 

doutorado no Brasil e do intercâmbio nos Estados Unidos, respectivamente. 

Aos professores participantes da banca examinadora pela disponibilidade em colaborar 

com sugestões para melhora do trabalho. 

À coordenação do Programa de Pós-Graduação em Farmacologia, docentes e 

funcionários por toda ajuda. E aos colegas discentes pelos momentos compartilhados. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O correr da vida embrulha tudo, a vida é 

assim: esquenta e esfria, aperta e daí afrouxa, 

sossega e depois desinquieta. O que ela quer 

da gente é coragem.”  

(Guimarães Rosa; Grande Sertão: Veredas, 

1956) 



 

RESUMO 

 

O Acidente vascular cerebral (AVC) isquêmico agudo desencadeia alterações 

neurovasculares, neuroinflamatórias e sinápticas complexas. A neuroproteção para atenuar ou 

bloquear a cascata isquêmica e salvar o dano neuronal tem sido extensivamente explorada no 

tratamento do AVC isquêmico. No entanto, apesar do crescente conhecimento das 

caracterizações fisiológicas, mecanísticas e de imagem da penumbra isquêmica, nenhuma 

terapia neuroprotetora eficaz foi encontrada. Testamos a hipótese se a administração do 

antagonista do fator ativador de plaquetas (PAF) LAU-0901 e alguns docosanoides 

selecionados (DHA, NPD1, AT-NPD1 e RvD1) em monoterapia ou em associação, após a 

oclusão da artéria carótida média (MCAo), levaria à recuperação neurológica. Ratos Sprague-

Dawley machos foram submetidos à MCAo e após o período estabelecido pela série 

experimental executada (entre 2 e 6 h) foi realizada a administração das substâncias. Testes de 

comportamento, ressonância magnética ex vivo e análise lipidômica foram conduzidos para 

avaliar as características da lesão. A série 1 foi dividida em três protocolos: 

(LAU‑0901+NPD1, 14d), (LAU‑0901+AT‑NPD1, 3d) e (LAU‑0901+DHA, 1d). Nas séries 2 

e 3 foram realizados os estudos de dose-resposta e janela terapêutica, respectivamente, do 

LAU, NPD1 e AT-NPD1, e RvD1 e NPD1, sozinhos ou combinados e em diferentes 

dosagens. Na série 1 foi observado que os grupos combinados melhoraram o comportamento 

em comparação com os tratamentos NPD1, AT‑NPD1 ou DHA sozinhos. Os volumes totais 

de lesão foram reduzidos com LAU‑0901+NPD1 em 62% e LAU‑0901+AT‑NPD1 em 90% 

dos tratamentos versus grupos de veículos. LAU‑0901 e LAU‑0901 + DHA aumentaram a 

produção de mediadores lipídicos vasoativos (prostaglandinas: PGE2, PGF2‑
α, 6‑ceto‑PGF1

‑α e 

PGD2), bem como um mediador regulador inflamatório ácido hidroxioctadecadienóico. Em 

contraste, LAU‑0901 e LAU‑0901 + DHA diminuíram a produção de ácido 

12‑hidroxieicosatetraenóico, um mediador pró‑inflamatório. Na série 2, os tratamentos com 

LAU e AT-NPD1 sozinhos melhoraram o comportamento em 40–42% e 20–30%, 

respectivamente, e LAU+AT-NPD1 em 40% em comparação com o grupo veículo. Os 

volumes de imagem ponderada em T2 (T2WI) foram reduzidos com todas as doses de LAU e 

AT-NPD1 em 73–90% e 67–83% e LAU+AT-NPD1 em 94% em comparação com o veículo. 

Na janela terapêutica, LAU+AT-NPD1, quando administrado em 3, 4, 5 e 6 horas, melhorou o 

comportamento em 50, 56, 33 e 26% e reduziu os volumes T2WI em 93, 90, 82 e 84% 

comparado ao veículo. Com a série 3 demonstramos que o tratamento com NPD1, RvD1 e 

terapia combinada fornece recuperação neurocomportamental de alto grau e diminui os 

volumes isquêmicos do núcleo e da penumbra mesmo quando administrado até 6 horas após o 

AVC. A terapia com um antagonista do receptor do fator ativador de plaquetas, LAU‑0901, e 

o uso de docosanoides selecionados é mais eficaz do que a terapia única, proporcionando 

neuroproteção sinérgica, com mediadores lipídicos pró‑homeostáticos restaurados e melhor 

recuperação neurológica. Em conjunto, nossos achados apoiam a terapia combinada como 

base para futuras terapêuticas para AVC isquêmico. 

 

Palavras-chave: Docosanoides; MCAo; LAU-0901; NPD1; AT-NPD1; RvD1; 

neuroproteção. 



 

ABSTRACT: NEUROPROTECTION PROVIDED BY DOCOSANOIDS: A NEW 

THERAPEUTIC STRATEGY IN EXPERIMENTAL ISCHEMIC STROKE 

 

Acute ischemic stroke triggers complex neurovascular, neuroinflammatory and synaptic 

changes. Neuroprotection to attenuate or block the ischemic cascade and save neuronal 

damage has been extensively explored in the treatment of ischemic stroke. However, despite 

increasing knowledge of regulatory, mechanistic, and imaging characterizations of ischemic 

penumbra, no effective neuroprotective therapy has been found. We tested the hypothesis 

whether the administration of LAU-0901 and some selected docosanoids (DHA, NPD1, AT-

NPD1 and RvD1) in monotherapy or in combination, after middle carotid artery occlusion 

(MCAo), would lead to neurological recovery. Male Sprague-Dawley rats received were 

protected by MCAo and after the period established by the experimental series performed 

(between 2 and 6 h) the substances were administered. Behavioral tests, ex vivo MRI and 

lipidomic analysis were performed a few days later to assess the lesion characteristics. Series 

1 was divided into three protocols: (LAU‑0901+NPD1, 14d), (LAU‑0901+AT‑NPD1, 3d) and 

(LAU‑0901+DHA, 1d). In series 2 and 3, dose-response and therapeutic window studies were 

carried out, respectively, for LAU, NPD1 and AT-NPD1, and RvD1 and NPD1, alone or 

combined and at different dosages. In series 1 it was observed that combinatorial groups 

improved behavior compared to NPD1, AT‑NPD1 or DHA treatments alone. Total lesion 

volumes were reduced with LAU‑0901+NPD1 by 62% and LAU‑0901+AT‑NPD1 by 90% of 

treatments versus vehicle groups. LAU‑0901 and LAU‑0901+DHA increased the production 

of vasoactive lipid mediators (prostaglandins: PGE2, PGF2‑
α, 6‑keto‑PGF1‑

α and PGD2), as 

well as an inflammatory regulatory mediator hydroxyoctadecadienoic acid. In contrast, 

LAU‑0901 and LAU‑0901+DHA decreased the production of 12‑hydroxyeicosatetraenoic 

acid, a pro‑inflammatory mediator. In series 2, LAU and AT-NPD1 treatments alone improved 

behavior by 40–42% and 20–30%, respectively, and LAU+AT-NPD1 by 40% compared to the 

vehicle group. T2-weighted image volumes (T2WI) were reduced with all doses of LAU and 

AT-NPD1 by 73–90% and 67–83% and LAU+AT-NPD1 by 94% compared to vehicle. In the 

therapeutic window, LAU+AT-NPD1, when given at 3, 4, 5, and 6 hours, improved behavior 

by 50, 56, 33, and 26% and included T2WI volumes by 93, 90, 82, and 84% compared to 

vehicle. With series 3 we demonstrated that treatment with NPD1, RvD1 and combined 

therapy provides high-grade neurobehavioral recovery and decreases ischemic core and 

penumbra volumes even when administered up to 6 hours after stroke. Therapy with a platelet 

activating factor receptor antagonist, LAU‑0901, and the use of selected docosanoids is more 

effective than therapy alone, providing synergistic neuroprotection, with restorative, 

prohomeostatic lipid mediators and improved neurological recovery. Taken together, our 

findings support combination therapy as the basis for future ischemic stroke therapies. 

 

Keywords: Docosanoids; MCAo; LAU-0901; NPD1; AT-NPD1; RvD1; neuroprotection. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O acidente vascular cerebral (AVC) é uma das principais causas de óbito e de 

incapacidade permanente em todo o mundo. Um dos fatores que tem levado ao aumento da 

sua incidência é o crescimento acentuado da expectativa de vida da população idosa (PAUL; 

CANDELARIO-JALIL, 2021). 

Outros fatores associados ao risco de desenvolver AVC são aterosclerose de grandes 

vasos, doença de pequenos vasos, cardioembolismo e uso de determinados medicamentos, e 

alguns dos mecanismos responsáveis são a disfunção endotelial, alteração da coagulação, 

fibrinólise e promoção de fatores de risco vascular (GIROLAMI et al., 2017).  

O conhecimento dos riscos e dos mecanismos envolvidos nessa patologia podem 

ajudar mais adequadamente na decisão terapêutica a ser aplicada após um evento isquêmico 

cerebral. Apesar dos avanços nas pesquisas, as opções de tratamento para o AVC são 

limitadas, pois não abordam a resposta imunológica associada. As lesões que ocorrem no local 

são consequência de uma cascata de eventos bioquímicos e desregulação de múltiplas vias 

neuroinflamatórias que levam ao dano celular e à morte neuronal. Esses danos no sistema 

neurológico resultam em sequelas que podem afetar de maneira permanente os sobreviventes 

de isquemia cerebral (BELAYEV et al., 2020; BELAYEV; REID; BAZAN, 2023). 

Os resultados dos tratamentos envolvem o restabelecimento do fluxo sanguíneo para o 

tecido isquêmico, com a reintrodução de oxigênio aumentando temporariamente a lesão 

devido à geração de mediadores inflamatórios e níveis tóxicos de radicais livres oxidativos, 

interrupção da síntese de proteínas e, eventualmente, morte celular (SAKLANI et al., 2022). 

Portanto, opções de tratamento potencialmente bem-sucedidas são necessárias para abordar 

vários mediadores críticos da morte neuronal. 

A complexidade da progressão do AVC tem levado o seu tratamento a ser realizado 

com o uso da terapia medicamentosa combinada, pois tem se mostrado mais promissor do que 

regimes convencionais de drogas de classe única. Algumas combinações farmacológicas 

exibem sinergismo e necessitam do uso de doses mais baixas que diminuem a ocorrência de 

efeitos colaterais adversos e apresentam uma janela de tratamento mais estendida (SALEH et 

al., 2014).  

A terapia combinada tornou-se cada vez mais atraente nos últimos anos, à medida que 

o reconhecimento da complexidade da progressão do AVC se tornou mais evidente 

(LÖSCHER; KLEIN, 2022). Algumas combinações de drogas apresentam potencialização 

farmacológica (ou seja, sinergismo), o que pode resultar em doses menores, poucos efeitos 
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colaterais adversos e uma janela de tratamento estendida (ALEKSIC et al., 2019). 

A inflamação é atualmente considerada um alvo principal para o desenvolvimento de 

novas terapias para AVC (LAMBERTSEN; FINSEN; CLAUSEN, 2019). Vários estudos pré-

clínicos e clínicos de prova de conceito sugeriram a eficácia de intervenções farmacológicas 

que visam a inflamação pós-AVC. A atividade biológica de LAU-0901, antagonista do fator 

ativador de plaquetas - PAF (ácido 2,4,6-trimetil-1,4-di-hidro-piridina-3,5-dicarboxílico) e 

AT-NPD1 (neuroprotectina D1 desencadeada por aspirina) devido à ativação ou modulação 

específica de vias de sinalização foi investigada. O estudo de LAMBERTSEN, FINSEN e  

CLAUSEN (2019) questionou se a inibição articular e a resolução da inflamação de ambos os 

processos seriam mais neuroprotetoras do que qualquer um deles isoladamente. Evidências 

emergentes sugerem que as plaquetas contribuem crucialmente para a inflamação e as 

respostas imunes. O PAF (fator ativador de plaquetas) é um potente regulador fosfolipídico da 

inflamação que exerce seu efeito via ligação ao PAFR específico. O PAF é fundamental nos 

sistemas imunológicos central e periférico e pode mediar a agregação plaquetária e as funções 

leucocitárias (HUG et al., 2021; ZHAO et al., 2021); tem funções biológicas abrangentes, 

como promover a síntese de citocinas e ativar sistemas de agregação plaquetária (ZHAO et 

al., 2021). PAF-R é uma proteína G acoplada a sete receptores transmembranares que ativam 

múltiplas vias de sinalização intracelular e existe na micróglia, neurônios e astrócitos no SNC 

(LIU et al., 2017). Uma vez liberado, a ativação do PAF-R resulta em inflamação aguda, que 

pode contribuir para a manifestação clínica da lesão de isquemia-reperfusão (I/R) (SOUZA et 

al., 2003). Muitos pesquisadores investigaram a relação dos mecanismos subjacentes porque a 

inflamação é influenciada pelo delicado equilíbrio entre a ativação do PAF/PAF-R (receptor 

do fator ativador de plaquetas) e a piroptose, que é um tipo de morte celular inflamatória que 

ocorre em resposta à infecção por patógenos intracelulares. Foi demonstrado que: a 

deficiência de PAF-R promoveu neuroproteção na isquemia cerebral global em camundongos 

PAFR-/-, (TOSCANO et al., 2016); o nocaute de PAF-R diminuiu as expressões de IL-1β, 

TNF (fator de necrose tumoral) e IL-6 no hipocampo, preveniu a neuroinflamação e disfunção 

após lesão cerebral traumática em camundongos (YIN et al., 2017); e redução de EROs 

(espécies reativas de oxigênio) induzida por deleção de PAF-R após lesão de I/R miocárdica 

em camundongos (WANG; HAN;  JIA, 2018). 

Embora os níveis basais de PAF sejam praticamente indetectáveis em tecidos em 

repouso, esse fator é rapidamente sintetizado no cérebro durante a isquemia, medeia a 

liberação do neurotransmissor glutamato no hipocampo e ativa seletivamente uma rede de 

expressão gênica de resposta precoce, incluindo a rápida indução de COX-2 (ciclo-oxigenase-
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2) e TNF-α (BAZAN, 2005a). Durante a isquemia, as taxas de síntese e degradação de PAF 

não mantêm mais um tamanho de pool de PAF modulado; esse fator se acumula e se torna um 

mensageiro pró-inflamatório e um mediador da neurotoxicidade (BAZAN, 2005a). O nível de 

PAF-R aumentou após uma hora de MCAo (oclusão da artéria carótida média) em 

camundongos e lesão OGD/R (privação de oxigênio-glicose/reoxigenação), indicando que o 

PAF-R se envolveu em lesão cerebral isquêmica (ZHAO et al., 2021). 

Foi demonstrado que uma supressão robusta da sinalização pró-inflamatória foi 

alcançada pelo uso de LAU-0901, uma pequena molécula antagonista do PAF-R (BAZAN, 

2005a). A liberação do fator ativador de plaquetas (PAF, mais precisamente 1-Oalquil-2-acil-

sn-3-fosfocolina) pode levar a lesões cerebrais substanciais ao aumentar o cálcio intracelular, 

interromper a barreira hematoencefálica, reduzir o fluxo sanguíneo cerebral e ativar leucócitos 

(KATO et al., 1994; BAZAN, 2005a). A liberação excessiva de PAF de células imunes 

ativadas desencadeia lesão neuronal, e a inibição desse processo desempenha um papel crítico 

na sobrevivência neuronal e na prevenção de lesão cerebral isquêmica (BAZAN, 2003).  

LAU-0901 é um antagonista do PAF-R altamente potente e seletivo que foi examinado 

em modelos de isquemia cerebral focal em ratos e camundongos (BELAYEV et al., 2012). 

Foi demonstrado que essa substância melhorou os déficits comportamentais e reduziu os 

volumes de infarto quando administrado 2 h após a MCAo (BELAYEV et al., 2008; 

SERHAN et al., 2011; BELAYEV et al., 2012). Além disso, o LAU-0901 também conferiu 

neuroproteção duradoura em animais que sobreviveram por várias semanas após o AVC 

(BELAYEV et al., 2009). 

Ácidos graxos e mediadores lipídicos derivados de ácidos graxos podem 

potencialmente influenciar o sistema imunológico (DE JONG et al., 2014). Os mediadores 

lipídicos são produzidos por meio de vias biossintéticas conservadas envolvendo enzimas 

específicas, que funcionam em precursores lipídicos liberados das membranas celulares (DE 

JONG et al., 2014). Existem várias famílias de mediadores lipídicos que podem ser divididas 

em mediadores lipídicos pró-inflamatórios e mediadores pró-resolutivos mais especializados. 

Os mediadores lipídicos pró-inflamatórios incluem prostaglandinas e leucotrienos, enquanto 

os mediadores pró-resolutivos mais especializados têm lipoxinas, resolvinas, maresinas e 

protectinas (SERHAN, 2007). Os mediadores pró-resolutivos mais especializados derivados 

do ácido docosahexaenóico (DHA) e do ácido eicosapentaenoico (EPA), incluindo famílias de 

resolvinas e protectinas, têm desempenhado um papel significativo na resolução da 

inflamação (RECCHIUTI; SERHAN, 2012). Mecanismos de ação completos para os 

mediadores pró-resolutivos mais especializados não foram identificados, mas dados indicam 



 
20 

que receptores acoplados à proteína G em leucócitos se ligam a esses tipos de mediadores 

para reduzir a infiltração e promover regeneração tecidual (RECCHIUTI; SERHAN, 2012). 

Assim, os mediadores pró-resolutivos mais especializados endógenos, particularmente 

aqueles derivados do ácido graxo ômega-3, podem representar um alvo valioso na mudança 

do equilíbrio dos processos neuroinflamatórios de condições de inflamação para condições de 

resolução de inflamação no SNC danificado (ASATRYAN; BAZAN, 2017). 

Efeitos neuroprotetores e aceleração da resolução inflamatória foram alcançados pela 

administração de docosanoides bioativos, mediadores lipídicos endógenos derivados do 

DHA) um dos principais ácidos graxos ômega-3 no cérebro após I/R cerebral. A 

neuroprotectina D1 (NPD1) e a AT-NPD1 são docosanoides sintéticos amplamente estudados. 

Descobriu-se que eles promovem a sobrevivência de células neuronais com importante 

atividade antiinflamatória (BAZAN, 2009; BAZAN et al., 2012). A atividade biológica de 

NPD1 e AT-NPD1 foi atribuída à ativação ou modulação específica de vias de sinalização 

associadas ao sistema imunológico, inflamação, células sobrevivência e/ou interações célula-

célula (SERHAN et al., 2011). 

Evidências crescentes sugerem que a resolução da inflamação não é um processo 

passivo devido à exaustão da sinalização, mas sim uma interação orquestrada por muitos 

mediadores, que suprimem ativamente a resposta inflamatória (BELAYEV et al., 2020). As 

principais etapas do processo incluem a remoção de células mortas, o desenvolvimento de um 

ambiente anti-inflamatório e a geração de fatores pró-sobrevivência que promovem a 

reconstrução e reparo tecidual (BELAYEV et al., 2020). A modulação das vias dos 

eicosanoides e dos mediadores lipídicos foi abordada pela combinação de LAU-0901 com 

DHA, que ativa as vias de sobrevivência celular com atividade antiinflamatória e 

neuroprotetora no cérebro (EADY et al., 2013). 

A eficácia terapêutica da terapia combinada LAU-0901 com docosanoides 

selecionados (DHA, NPD1 e AT-NPD1) foi investigada usando um modelo de rato bem 

estabelecido de isquemia transitória, com o auxílio de ressonância magnética (RM) 

multimodal, ensaios neurocomportamentais e análise lipidômica (BELAYEV et al., 1996). 

Até então nenhum estudo anterior havia utilizada esta nova abordagem combinatória para o 

tratamento do AVC isquêmico. 

Surgiu, então, está nova abordagem para direcionar farmacologicamente e resolver 

disrupções neuroinflamatórias para atingir a integridade da rede neuronal sustentada e a 

recuperação neurológica. Para abordar os componentes patogênicos multifacetados do AVC, 

foi proposta uma terapia combinada para bloquear eventos pró-inflamatórios (BELAYEV et 
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al., 2020; enquanto promove simultaneamente neuroproteção e resolução da inflamação 

(SERHAN; YACOUBIAN; YANG, 2011; BELAYEV et al., 2020). 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 AVC 

 

O cérebro depende de um suprimento sanguíneo contínuo e regulado para manter sua 

integridade funcional (PAPASILEKAS et al., 2021). Este órgão recebe cerca de 15% do 

débito cardíaco e consome mais de 20% dos substratos metabólicos (oxigênio e glicose), 

embora os neurônios tenham reservas de energia muito limitadas. Isso sugere que os 

neurônios extraem oxigênio e glicose do sangue conforme necessário para apoiar a função 

neural contínua para atender às demandas fisiológicas impostas pela ativação neural (JAIN; 

LANGHAM; WEHRLI et al., 2010).  

A redução ou cessação do fluxo sanguíneo no cérebro pode produzir diferentes níveis 

de danos dependendo do tempo decorrido, resistência celular e magnitude da isquemia. E há a 

ativação de uma cascata muito complexa de eventos celulares e moleculares inter-

relacionados com um perfil de sobreposição temporal que evolui ao longo de minutos, horas 

ou dias, induzindo lesões em todos os tipos de células e danos que podem variar de transitória 

a irreversível (como a morte celular) (MARTINEZ-CORIA et al., 2021). Este evento produz 

duas áreas diferentes de dano: o núcleo isquêmico e a penumbra (Figura 1). No núcleo 

isquêmico, o fluxo sanguíneo é abruptamente reduzido e as células são permanentemente 

lesadas e morrem rapidamente por necrose; o tamanho dessa área dependerá principalmente 

da duração e magnitude da isquemia e da localização do AVC. Já a penumbra está localizada 

ao redor do núcleo isquêmico. Esta zona é perfundida por vasos sanguíneos colaterais que 

permitem células que estão estruturalmente intactas, mas funcionalmente enfraquecidas 

(BROUNS; DE DEYN, 2009; DEB; SHARMA; HASSAN, 2010).  
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Figura 1. Áreas de núcleo isquêmico e penumbra que surgem após a instalação do dano do 

AVC. 

 

Um núcleo de tecido com infarto irreversível (zona vermelha) é circundado por uma região periférica de tecido 

isquêmico, mas potencialmente recuperável, na fase inicial do AVC isquêmico agudo, referido como penumbra 

(zona laranja). Sem recanalização precoce, o núcleo do infarto se expande gradualmente para incluir a penumbra 

(setas vermelhas). 

Fonte: Kloska et al., 2010. 

 

As células que foram funcionalmente prejudicadas durante esses eventos podem ser 

lentamente incorporadas ao AVC isquêmico ou salvas. Alguns estudos mostraram que existe 

certo grau de recuperação espontânea nas semanas ou meses após um AVC em humanos e 

camundongos (BERGSMA; ELSHOUT; VAN DEN BERG, 2017; DELAVARAN et al., 

2017). Essa recuperação envolve mudanças adaptativas em neurônios e células gliais para 

reverter parcialmente as alterações causadas por um AVC isquêmico. Muitos fatores podem 

atrasar ou prejudicar a recuperação, por exemplo, suscetibilidade tecidual, idade e 

comorbidades (MARTINEZ-CORIA et al., 2021). 

O AVC é a segunda maior causa de morte em todo o mundo, com uma taxa de 

mortalidade anual de cerca de 5,5 milhões. É também a principal causa de incapacidade em 

todo o mundo, com 50% dos sobreviventes ficando com deficiência crônica (DONKOR, 

2018; KATAN; LUFT, 2018). O AVC foi a principal causa de incapacidades e déficits 

cognitivos e a quinta principal causa de mortalidade nos EUA em 2017. Além disso, o AVC 
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isquêmico representou 5,2% de todas as mortes em todo o mundo em 2015 (ZHAO et al., 

2022). No Brasil essa patologia é a principal causa de incapacidade da população com idade 

acima de 50 anos, sendo responsável por 10% do total de desfechos fatais, 32,6% dos óbitos 

com causas vasculares e 40% das solicitações de aposentadorias precoces. Nessa 

configuração, o país faz parte dos dez primeiros com maiores índices de mortalidade por AVC 

(LOBO et al., 2021). 

Novas pesquisas indicam que a ocorrência de AVC está aumentando, com uma em 

cada quatro pessoas em todo o mundo sofrendo AVC durante a vida (PAUL; CANDELARIO-

JALIL, 2021). Uma população envelhecida, juntamente com a carga de fatores de risco 

acumulados, contribui para esse aumento no risco de AVC ao longo da vida. Além disso, o 

aumento do status socioeconômico nos países em desenvolvimento levou a um aumento 

epidêmico dos fatores de risco para AVC em adultos jovens (KATAN; LUFT, 2018). Esses 

fatores de risco incluem fibrilação atrial, hipertensão, hiperlipidemia, hiperhomocisteinemia, 

diabetes, tabagismo, falta de atividade física, dieta pouco saudável, obesidade abdominal e 

consumo de álcool (O'DONNELL et al., 2016; BOEHME; ESENWA; ELKIND, 2017). No 

entanto, a hipertensão é de longe o fator de risco mais potente para AVC, responsável por 

~54% de todos os AVCs (WAJNGARTEN; SILVA, 2019; GORELICK et al., 2020). A 

prevalência de hipertensão em adultos americanos é estimada em ~45,4%, com uma 

frequência geral de ~71,8% na idade de 60 anos ou mais (DORANS et al., 2018; BENJAMIN 

et al., 2019). A carga absoluta de hipertensão em adultos americanos aumentou de ~86,6 

milhões em 1999 para ~108 milhões em 2015 (DORANS et al., 2018). Notavelmente, a carga 

global de hipertensão aumentou de 442 milhões em 1990 para 874 milhões em 2015, um 

aumento de ~97%, e foi previsto que nas próximas duas décadas a incidência de AVC 

aumentará em outros ~24,9% (FOROUZANFAR et al., 2017; HUFFMAN; LLOYD-JONES, 

2017). O AVC é classificado principalmente como de natureza isquêmica ou hemorrágica. O 

AVC isquêmico é causado pela redução do suprimento de sangue para uma determinada 

região do cérebro devido à obstrução de um vaso sanguíneo. Em contraste, o AVC 

hemorrágico ocorre devido à ruptura de um vaso sanguíneo no cérebro causando sangramento 

no cérebro ou no espaço subaracnóideo (DONNAN et al., 2008; AMARENCO et al., 2009). 

Vários estudos estabeleceram que o AVC isquêmico é a forma mais prevalente de AVC em 

todo o mundo (DONKOR, 2018; SARFO et al., 2018; PAUL; CANDELARIO-JALIL, 2021). 
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2.1.1 AVC isquêmico 

 

O AVC isquêmico após oclusão da artéria cerebral é uma das principais causas de 

incapacidade crônica em todo o mundo, e ainda faltam métodos eficazes para melhorar a 

recuperação funcional após a ocorrência desse evento. Após o AVC isquêmico, uma grave 

escassez de suprimento de sangue para o cérebro leva ao suprimento insuficiente de oxigênio 

para esse órgão, o que, por sua vez, leva à morte neuronal. As respostas inflamatórias na 

interface sangue-endotélio dos capilares cerebrais são a base do dano tecidual isquêmico. 

Além disso, as interações inflamatórias na interface sangue-endotelial, incluindo moléculas de 

adesão, citocinas, quimiocinas e glóbulos brancos, são cruciais para a patogênese da lesão 

tecidual no infarto cerebral. No entanto, apesar de um extenso trabalho de pesquisa ter sido 

feito, os mecanismos exatos dos danos causados pelo AVC não são totalmente 

compreendidos, mas está claro que as interleucinas desempenham um papel importante na 

progressão da doença isquêmica do AVC (ZHU et al., 2022). 

A progressão do dano cerebral isquêmico após o fluxo sanguíneo prejudicado envolve 

o desenvolvimento inicial de um núcleo de tecido necrótico lesado irreversivelmente dentro 

do leito vascular afetado, seguido pelo desenvolvimento de lesão de fase tardia na área peri-

infarto, uma área potencialmente recuperável ao redor do núcleo (ASTRUP; SIESJÖ; 

SYMON, 1981; DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999; RAMOS-CABRER et al., 

2011).  

A causa patológica básica do AVC isquêmico é a trombose intravascular, que pode 

resultar em necrose do tecido cerebral e déficits neuronais focais. Existem três principais 

causas conhecidas de AVC isquêmicos: 50% são causados por placas arterioscleróticas dos 

vasos cerebrais e ruptura da placa arteriosclerótica, 20% são causados por infarto cerebral 

cardiogênico e 25% são causados por infartos lacunares de lesões de pequenos vasos. Além 

disso, os 5% restantes são devidos a outras causas excepcionais, como vasculite e dissecção 

arterial extracraniana (ZHAO et al., 2022). 

A fisiopatologia da lesão cerebral isquêmica abrange a ativação de uma série de 

cascatas de sinalização danosas. Privação de suprimento de oxigênio e glicose para o tecido 

cerebral leva à falha imediata das bombas e canais iônicos dependentes de energia, resultando 

na liberação de concentrações potencialmente tóxicas de neurotransmissores excitatórios e 

subsequente morte dos neurônios vulneráveis. A liberação excessiva do neurotransmissor 

excitatório glutamato é, sem dúvida, um elemento primordial que inicia a progressão do dano 

cerebral por meio da ativação de complexos de receptores pós-sinápticos N-metil-D-aspartato 
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(NMDA), dependentes de voltagem (tipo L) e quisqualato (Q) (PULSINELLI, 1992). A 

passagem de cálcio para o interior das células por meio desses receptores resulta na ativação 

de uma série de cascatas de sinalização intracelular (como, ativação da fosfolipase A2 

citosólica e da NADPH oxidase, catálise do ácido araquidônico pela ciclooxigenase-2 e 

despolarização mitocondrial), culminando no aumento da geração de radicais livres (SUN; 

HORROCKS; FAROOQUI, 2007).  

O estresse oxidativo e nitrosativo causado pelos radicais livres é ainda mais acelerado 

pela restauração do suprimento de oxigênio após a reperfusão, induzindo peroxidação lipídica, 

oxidação de proteínas e danos ao DNA durante a I/R (NELSON et al., 1992; SUN et al., 

2018). Além disso, a liberação induzida pelo estresse oxidativo de moléculas de padrão 

molecular associado ao dano (DAMP) desencadeia uma resposta inflamatória envolvendo a 

ativação da micróglia intrínseca do cérebro, aumento da permeabilidade da barreira 

hematoencefálica (BHE) e infiltração de células imunes periféricas (BANJARA; GHOSH, 

2017; GÜLKE; GELDERBLOM; MAGNUS, 2018).  

Há indícios de que a inflamação pós-isquêmica é responsável pelo avanço secundário 

da lesão cerebral e que a magnitude resultante do AVC com comorbidades depende da 

amplitude da resposta inflamatória (CHAMORRO et al., 2012; VELTKAMP; GILL, 2016). 

Apesar dos avanços na compreensão da fisiopatologia do AVC, o sucesso do tratamento 

continua sendo um grande desafio na medicina clínica. O desenvolvimento de estratégias de 

neuroproteção para proteger as células cerebrais da lesão de I/R, bem como para ampliar a 

janela de tempo para o tratamento trombolítico é, portanto, um objetivo importante 

(CHAMORRO et al., 2016; PAUL; CANDELARIO-JALIL, 2021). 

 

2.1.2 AVC isquêmico agudo 

 

O AVC isquêmico agudo é um tipo de AVC isquêmico que pode causar danos 

cerebrais e neuronais graves em um tempo muito curto após o episódio isquêmico. Vários 

graus e tipos de danos cerebrais são causados por AVC isquêmico e infartos cerebrais, 

incluindo lesões de tecidos cerebrais e danos estruturais, morte e déficits neuronais, entre 

outros. Os sintomas clínicos desses tipos de danos podem ser observados em pacientes com 

patologias como a doença de Alzheimer, déficits funcionais motores, escore de quociente de 

inteligência prejudicado e déficits funcionais cognitivos múltiplos (atenção seletiva, memória 

de trabalho, processamento de informações, raciocínio abstrato e compreensão verbal), entre 

outros (HUI; TADI; PATTI, 2022).  
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De acordo com os resultados de estudos que examinaram os mecanismos e o manejo 

clínico do AVC isquêmico e infarto cerebral, existem mecanismos principais subjacentes às 

lesões neuronais causadas por AVC isquêmico e infartos cerebrais. A perda de neurônios 

induzida por isquemia e infartos é uma das causas mais diretas de lesões neuronais; com 

relação a esse mecanismo, os pesquisadores têm se concentrado nos processos de 

neuroproteção e regeneração, bem como em biomarcadores e vias moleculares relacionados. 

A obstrução vascular causada pela isquemia produz excessivamente espécies reativas de 

oxigênio (EROs), e foi demonstrado que o estresse oxidativo exacerba o dano neuronal e leva 

a déficits funcionais graves. As vias que reagem e aliviam o estresse oxidativo são 

amplamente investigadas para ajudar a diminuir as lesões neuronais. A inflamação induzida 

pela isquemia é um fator adicional que leva a mais dano neuronal após golpes. Portanto, 

manipular efetivamente as respostas imunes pode ajudar a reduzir as lesões neuronais (ZHAO 

et al., 2022). 

 

2.1.3 Mecanismos envolvidos no AVC 

 

Investigações sobre AVC isquêmico e lesões neuronais indicaram que o dano neuronal 

é causado pela perda de neurônios, estresse oxidativo e respostas imunes. Vários 

biomarcadores e vias moleculares estão envolvidos no resgate de dano neuronal causado por 

AVC isquêmico e infarto cerebral (ZHAO et al., 2022). 

Modelos animais in vivo de AVC isquêmico e infartos cerebrais fornecem informações 

valiosas sobre os mecanismos subjacentes e possíveis terapias clínicas. O modelo da MCAo 

em modelos murinos é mais amplamente utilizado para estudos in vivo. Os modelos 

embólicos MCAo imitam de perto o AVC humano, >80% dos quais são causados por 

trombose ou embolia. A MCAo produz oclusão regenerativa nas artérias cerebrais médias e 

permite a reperfusão sem ressecção extracraniana da oclusão. Embora o mecanismo dessa 

rápida recuperação do fluxo sanguíneo seja diferente da fisiopatologia dos derrames humanos, 

esse modelo ainda pode simular de maneira louvável a aplicação clínica da trombólise 

mecânica, que pode ser mais amplamente aplicada em pacientes no futuro. Além disso, os 

diversos modelos de AVC embólico e AVC espontâneo podem simular de forma mais eficaz 

a condição real de AVC humano (BELAYEV et al., 1996; MATUR et al., 2022).  

Diferentes modelos experimentais têm contribuído significativamente para o 

conhecimento atual sobre a fisiopatologia do AVC e suas consequências, e cada modelo causa 

diferentes alterações na microcirculação cerebral e respostas inflamatórias locais após a 
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isquemia. No entanto, esses modelos são acompanhados de maior instabilidade quanto ao 

tamanho e localização dos infartos. Por exemplo, tal instabilidade inclui ataques de AVC 

imprevisíveis em modelos de AVC espontâneo e condições de reperfusão imprevisíveis em 

modelos de AVC embólico (ZHAO et al., 2022). 

Ao produzir EROs em excesso, o AVC isquêmico promove o estresse oxidativo que é 

conhecido por causar danos generalizados pela oxidação de ácidos lipídicos, proteínas e 

DNA, o que acaba levando à morte celular (WOODRUFF et al., 2011). Foi proposto que a 

medicina natural tenha efeitos neuroprotetores contra o dano oxidativo após o AVC, visando 

vias a montante da produção de EROs, diminuindo assim seus efeitos a jusante nas 

macromoléculas (GONG; SUCHER, 2002). A evidência de propriedades neuroprotetoras da 

medicina tradicional chinesa foi inferida principalmente por meios indiretos e é limitada a um 

número bastante pequeno de substâncias. No entanto, algumas das drogas podem representar 

uma fonte potencial para o isolamento de compostos neuroprotetores. Foi relatado que os 

ginsenosídeos aumentaram significativamente a sobrevida de camundongos sob hipóxia aguda 

e protegeram o cérebro de lesões isquêmicas e de reperfusão (ZHANG; LIU, 1996). Os 

efeitos protetores dos ginsenosídeos na diminuição do Ca2+ intracelular foram atribuídos ao 

aumento da atividade da ATPase (JIANG; ZHANG, 1996). Além disso, os ginsenosídeos 

inibiram significativamente a geração de radicais livres pela xantina-xantina oxidase (LI; 

ZHANG; ZHANG, 1997). Efeitos neuroprotetores de inibição significativa na formação de 

peróxidos lipídicos no cérebro de ratos foram observados após tratamento com Gastrodiae 

Rhizoma, Radix Salviae Miltiorrhizae e tetrametilpirazina (CHE et al., 1996; GONG; 

SUCHER, 2002). Outros estudos mostraram que a tetrandrina (que é um alcaloide natural de 

bisbenzilisoquinolina) e seu derivado daurisolina (que é um dos alcaloides mais abundantes 

extraídos do rizoma de Menispermum dauricum) tiveram efeitos protetores significativos 

contra lesão isquêmica com maior proteção contra neurotoxicidade dependente de NO (CHE 

et al., 1996; WANG et al., 1998) e o efeito neuroprotetor da daurisolina foi mediado pelo 

bloqueio do influxo de Ca2+ nas células (LIU et al., 1998).  

O estresse oxidativo é considerado um fator primário de lesão cerebral na isquemia 

cerebral. A produção excessiva de EROs no corpo humano causa estresse oxidativo após o 

AVC. Posteriormente, o AVC estimula a peroxidação de lipídios, proteínas e ácidos 

nucléicos, levando a danos no DNA e disfunção mitocondrial, o que acaba induzindo a morte 

celular no cérebro (JELINEK; JURAJDA; DURIS, 2021). 

O tecido cerebral representa uma quantidade relativamente pequena em relação ao 

corpo, mas seu metabolismo de oxigênio é o mais ativo em comparação com o de outros 
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órgãos, tornando-o sensível à isquemia. O estresse oxidativo refere-se a um estado 

desequilibrado de oxidação e anti-oxidação no corpo e é considerado uma das principais 

causas de lesão cerebral após AVC isquêmico. Uma diminuição permanente ou transitória no 

fluxo sanguíneo cerebral normalmente ocorre após um AVC isquêmico, causando assim lesão 

do tecido cerebral e até mesmo a morte (DOYLE; SIMON; STENZEL-POORE, 2008). 

Restaurar o fluxo sanguíneo é benéfico para o tratamento do AVC isquêmico, mas estudos 

mostraram que a reperfusão do fluxo sanguíneo induz lesão cerebral grave devido ao grande 

número de moléculas de EROs produzidas durante esse processo (CHEN, et al., 2011), que 

causa danos a todos os componentes celulares, incluindo proteínas, lipídios, ácidos nucléicos 

e carboidratos (RANI et al., 2016). As moléculas EROs desempenham um papel crítico na 

indução de danos relacionados ao estresse oxidativo, causando subsequentemente déficits 

neurológicos (FARACI, 2006; JIN; YANG; LI, 2010). Os principais tipos de moléculas de 

EROs incluem ânion superóxido (O2-), radical hidroxila (OH-) e peróxido de hidrogênio 

(H2O2). Quando ocorre isquemia cerebral, o dano cerebral associado é causado pelo excesso 

de EROs por meio dos seguintes processos: interferência e inibição da síntese de proteínas, 

juntamente com o dano da estrutura do DNA; dano da estrutura mitocondrial, que prejudica a 

função respiratória e reduz a produção de energia; peroxidação lipídica (LPO) de ácidos 

graxos insaturados nas membranas celulares e degradação de fosfolipídeos, incapacitando 

ainda mais a pessoa afetada; e dano das células endoteliais, causando distúrbios da 

microcirculação do cérebro e aumentando a permeabilidade da BHE. Além da superprodução 

de EROs, uma defesa antioxidante diminuída também contribui para o dano oxidativo após o 

AVC. O corpo tem dois sistemas antioxidantes, ou seja, o sistema antioxidante enzimático, 

incluindo superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX), glutationa (GSH) e 

catalase (CAT), e o sistema antioxidante não enzimático, incluindo glutationa, melatonina, 

carotenoides, vitamina C e vitamina D. Assim, o estresse oxidativo induzido por AVC está 

principalmente associado à produção excessiva de EROs, e a principal abordagem para a 

terapia antioxidante dessa patologia é reduzir a produção de EROs, para eliminar as EROs 

existentes e para promover a defesa antioxidante (HONDA; KORGE; WEISS, 2005). 

Moléculas de EROs altamente ativas degradam macromoléculas celulares, incluindo 

DNA, resultando em morte celular (THANNICKAL; FANBURG, 2000). O reparo 

prejudicado do DNA piora os resultados neurológicos no cérebro (SHIWAKU; OKAZAWA, 

2015). O papel das enzimas do reparo por excisão de bases no AVC isquêmico não é bem 

compreendido. Sabe-se que altos níveis de ROS causam neurodegeneração, e surtos graves de 

ROS, como o causado pela reperfusão após AVC isquêmico, prejudicam a função neuronal. 
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Para se recuperar dessa lesão, os neurônios precisam de um sistema de reparo de DNA 

robusto para reparar o dano oxidativo, evitar a morte celular e preservar a função cerebral 

normal. Apesar desta forte ligação entre BER e o dano oxidativo agudo produzido durante a 

isquemia e reperfusão, há muitos poucos dados sobre o papel do reparo do DNA em pacientes 

com AVC humano ou modelos de AVC em animais (CANUGOVI et al., 2013). Um 

polimorfismo em XPD (xeroderma pigmentoso grupo D), um gene de reparo por excisão de 

nucleotídeos, foi associado a um risco significativamente aumentado de AVC. Um estudo 

populacional realizado em Taiwan envolvendo grupos de fumantes e não fumantes mostrou 

que os polimorfismos de ERCC2 (grupo 2 de genes de reparação da excisão cruzada 

complementar) e XPD estavam associados ao risco de AVC de grande artéria aterosclerótica, 

e a expressão dos polimorfismos OGG1 (8-oxoguanina glicosilase) e ERCC2 

simultaneamente elevaram os riscos desse tipo de AVC; além disso, esse risco foi elevado 

com o tabagismo em todos os grupos (SHYU et al., 2012). 

O dano e o reparo do DNA são críticos para a recuperação funcional após o AVC por 

meio de enzimas relacionadas ao reparo do DNA (LI et al., 2018). O dano ao DNA ocorre em 

vários tipos de células neurovasculares, incluindo neurônios, micróglia, astrócitos e 

oligodendrócitos, juntamente com células endoteliais vasculares (LI et al., 2019). O 

mecanismo de dano ao DNA está associado ao reconhecimento do dano ao DNA mediado 

pela quinase relacionada à fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K), a translocação do fator indutor 

de apoptose (AIF) regulado pela poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1), a translocação 

nuclear do fator inibidor da migração de macrófagos (MIF) e a degradação da enzima de 

reparo do DNA mediada por metaloproteinases de matriz (MMPs) (WANG et al., 2011a; 

KUSAKABE et al., 2019). Quinases relacionadas à fosfatidilinositol-3 quinase (PIKK) 

ativam as cascatas de danos ao DNA via fosforilação de proteínas de alvos a jusante, 

incluindo c-Abl, p53, checkpoint quinases (Chk1 e Chk2) e a variante de histona H2AX 

(MOUMEN et al., 2013; CHOU et al., 2015). A translocação de AIF da mitocôndria para o 

núcleo após isquemia cerebral induz morte celular apoptótica independente de caspase, que é 

regulado por PARP-1 (CAO et al., 2007; WANG et al., 2016). Prevenir a ativação de PARP-1 

pode proteger o tecido cerebral contra a apoptose celular mediada por dano oxidativo e 

induzido por I/R. A presença do AIF facilita a translocação do MIF para o núcleo dos 

neurônios, onde ele cliva o DNA genômico, resultando na morte celular (WANG et al., 2016). 

A expressão anormal de MPPs desencadeia a expansão do infarto e a quebra da BHE. Além 

disso, após o AVC, as MMPs entram no núcleo dos neurônios e degradam as proteínas de 
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reparo do DNA nuclear, como XRCC1 (proteína 1 de complementação cruzada de reparo de 

raios-x) e OGG1, causando danos oxidativos ao DNA nos neurônios (HILL et al., 2012). 

A formação de radicais livres de oxigênio e a reação de LPO no corpo estão em um 

equilíbrio coordenado e dinâmico, o que é essencial para a estabilização do metabolismo. A 

interrupção desse estado de equilíbrio causa uma série de distúrbios metabólicos, induzindo 

assim uma reação em cadeia de radicais livres de oxigênio e prejudicando as biomembranas e 

suas funções pelo LPO, resultando em dano celular. A oxidação induzida por EROs de 

biomembranas durante o LPO é baseada na reação de EROs com substâncias 

macromoleculares, como as cadeias laterais de ácidos graxos poliinsaturados e fosfolipídios 

interagindo com ácidos nucléicos, juntamente com enzimas e receptores de membrana 

embutidos em biomembranas, que reagem para formar peróxidos lipídicos, como 

malonaldeído (MDA) e 4-hidroxinonenal (HNE), que são todos tóxicos. Esse processo leva à 

lesão celular, alterando a fluidez e a permeabilidade da membrana celular. Foi relatado que o 

nível do MDA é aumentado após AVC isquêmico, sugerindo seu uso como um biomarcador 

para LPO. A diminuição do MDA indica uma melhoria da defesa antioxidante endógena que 

pode contribuir para a recuperação do equilíbrio dinâmico no cérebro (MARÍN-PRIDA et al., 

2013). 

O dano mitocondrial é um evento patológico chave durante os estágios iniciais do 

AVC isquêmico (TOOMEY et al., 2022). Especificamente, as mitocôndrias são a principal 

fonte de produção excessiva de EROs indutora de danos causada por AVC. A geração 

excessiva de EROs pela mitocôndria destrói a cadeia de transporte de elétrons, leva à 

diminuição da produção de ATP e, consequentemente, prejudica a função da mitocôndria, 

formando um ciclo vicioso (CHRISTOPHE; NICOLAS, 2006). Estudos sobre uma variedade 

de doenças neurológicas, incluindo AVC, investigaram o envolvimento do estresse oxidativo 

e da disfunção mitocondrial. Reduzir a geração de EROs fornece proteção contra o estresse 

oxidativo. Especialmente, uma redução da produção de EROs mitocondrial ou estresse 

oxidativo mitocondrial poderia aliviar a progressão do AVC isquêmico. Várias vias que 

regulam a função mitocondrial estão relacionadas à produção de EROs, indicando assim 

opções promissoras para a neuroproteção visando tais vias, incluindo aquelas que dependem 

da proteína quinase A (PKA)/Proteína de ligação do elemento de resposta ao monofosfato de 

adenosina cíclico (AMPc) (CREB), PKA/CREB, e 12/15-lipoxigenase (12/15-LOX). A 

ativação de PKA desencadeia a fosforilação de CREB, que preserva a saúde mitocondrial, 

protegendo assim os neurônios da lesão por isquemia ao limitar a produção de EROs. Além 

disso, a inibição da via 12/15-LOX também pode ser benéfica no AVC. No geral, manter a 
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saúde mitocondrial é essencial para o tratamento do AVC (VAN LEYEN et al., 2006; XUE et 

al., 2019). 

A apoptose é a forma mais comum de morte celular programada em organismos 

multicelulares e pode ser desencadeada pela via intrínseca ou extrínseca (Figura 2). As 

alterações morfológicas iniciais na apoptose envolvem o encolhimento celular e a 

condensação citoplasmática, seguidas pela quebra da membrana nuclear e formação de corpos 

apoptóticos, tudo o que ocorre sem qualquer resposta inflamatória (KERR; WYLLIE; 

CURRIE, 1972). É importante ressaltar que essas características da apoptose também foram 

observadas em neurônios pós-AVC pós-isquêmico (LINNIK; ZOBRIST; HATFIELD, 1993; 

MACMANUS et al., 1993). Além disso, parece que a apoptose em neurônios da penumbra 

isquêmica pode ser recuperável (RADAK et al., 2017). 

 

Figura 2. Cascatas de sinalização apoptótica após isquemia cerebral. 

 

A apoptose pode ser iniciada por eventos internos envolvendo a ruptura da mitocôndria e a liberação do CitC ou 

FIA, que executam a morte celular independente ou dependente de caspase, respectivamente. Alternativamente, 

os receptores da superfície celular podem ser ativados por ligantes específicos que se ligam aos “receptores da 

morte”. FIA, fator indutor de apoptose; CitC, citocromo C. 

Fonte: Adaptado de Tuo; Zhang; Lei, 2022. 
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Desde a manutenção da homeostase iônica até a proliferação, várias atividades 

celulares requerem ATP (VANDER HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009), e as células 

tornam-se inativas e subsequentemente degradam-se na sua ausência. Com a glicose como 

substrato metabólico primário, o ATP nas células de mamíferos é produzido principalmente 

de duas maneiras - a fosforilação oxidativa, que ocorre nas mitocôndrias, é a principal via 

para a produção de ATP (MOOKERJEE et al., 2017), enquanto sob condições anaeróbicas, o 

ATP é produzido principalmente pela glicólise (ZHANg et al., 2017). 

Quando ocorre um AVC o transporte de oxigênio, glicose e outros substratos é 

severamente limitado. Consequentemente, os neurônios alteram suas rotas de suprimento de 

glicose, bem como a via do metabolismo da glicose, que transita da oxidação aeróbica para a 

oxidação anaeróbica - a glicose citosólica disponível é metabolizada pela oxidação anaeróbica 

e se torna a fonte primária de ATP (SCHEINBERG, 1979). No entanto, em comparação com 

a glicólise acoplada à fosforilação oxidativa, esse processo é consideravelmente menos 

eficiente: para 38 moléculas de ATP produzidas em condições aeróbicas, a degradação 

anaeróbica de uma molécula de glicose produz apenas duas moléculas de ATP (BONORA et 

al., 2012). Portanto, o consumo supera rapidamente a produção e a concentração intracelular 

de ATP diminuem. Essa queda reduz os gradientes iônicos, ao mesmo tempo em que 

prejudica o influxo de Na+/Ca2+ e o efluxo de K+ (LENG et al., 2014). Esses eventos celulares 

ativam ainda mais os canais de Ca2+ dependentes de voltagem, causando a liberação de 

aminoácidos excitatórios no espaço extracelular. Subsequentemente, o Ca2+ intracelular 

parece se acumular citotoxicamente e desencadear apoptose intrínseca, bem como vários 

outros eventos citoplasmáticos e nucleares (DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999). 

Durante a isquemia cerebral, o vazamento da BHE e as moléculas de sinalização (por 

exemplo, citocinas) liberadas pelos astrócitos, micróglia e oligodendrócitos podem causar 

inflamação (JIANG et al., 2018). Embora muitos aspectos da inflamação se manifestem dias 

ou semanas após a isquemia, a cascata de inflamação é ativada imediatamente após o bloqueio 

de um vaso sanguíneo (IADECOLA; ANRATHER, 2011; DE MEYER et al., 2016). Em 

modelos de AVC isquêmico em roedores, a ativação precoce da micróglia residente ativa a 

resposta inflamatória, causando um influxo maciço de macrófagos, neutrófilos polimorfos e 

linfócitos no parênquima cerebral (CHAMORRO et al., 2012). Nos estágios iniciais de AVC 

isquêmico, o acúmulo de neutrófilos ocorre no núcleo isquêmico, enquanto a ativação e 

proliferação microglial ocorre na penumbra (MA et al., 2017; WIMMER; ZRZAVY; 

LASSMANN, 2018). A ativação de células imunes durante a inflamação iniciada por 
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isquemia cerebral pode liberar vários fatores que desencadeiam a morte celular neuronal 

através da via apoptótica extrínseca (MARTIN‐VILLALBA et al., 1999), incluindo citocinas 

pró-inflamatórias, como interleucina 1β (IL-1β) (SAMARY et al., 2018), quimiocinas 

(GROSSE et al., 2016), fatores de necrose tumoral (TNFs), como TNF-α/β, ligante Fas 

(FasL) e relacionados ao TNF receptor de ligante indutor de apoptose (TRAIL-R) (WU et al., 

2016). 

A via de apoptose extrínseca é desencadeada pelos chamados “receptores de morte” da 

membrana plasmática. Os receptores conhecidos incluem TNF-receptor 1, antígeno-1 da 

apoptose (APO1/FAS/CD95) e TRAIL-R (BENN; WOOLF, 2004). A apoptose extrínseca 

pode ocorrer independentemente ou sinergicamente com a via mitocondrial. Durante um AVC 

isquêmico, um dos receptores mencionados anteriormente (APO1/FAS/CD95 ou TRAIL-R) 

se liga a um domínio de morte associado ao Fas (FADD) para criar um complexo de 

sinalização indutor de morte com a procaspase-8, que permite a ativação da caspase-8 

(VELIER et al., 1999; MUHAMMAD et al., 2018). Uma vez que a caspase-8 é ativada há a 

ativação de caspases efetoras a jusante (como a caspase-3) por clivagem proteolítica direta 

(VELIER et al., 1999; MORITA‐FUJIMURA et al., 2001) ou clivagem indireta de BID 

(domínio de interação Bcl-2) para tBID (forma ativa truncada do BID), que medeia a apoptose 

através da mitocôndria-via dependente (XU et al., 2017). Plesnila et al. (2001) mostraram que 

os neurônios knockout BID são resistentes à morte após privação de oxigênio e glicose. In 

vivo, os volumes de infarto diminuíram e a liberação de CitC também foi menor em 

camundongos BID knockout após MCAo. Esses achados indicam que a liberação de CitC e a 

ativação de caspases podem ser importantes para a contribuição do BID na morte neuronal 

após isquemia cerebral. Yin et al. (2002) também descobriram que, embora a ativação de 

BID, bem como a liberação mitocondrial de CitC, possa ser facilmente detectada em cérebros 

de tipo selvagem após 3 h de isquemia cerebral focal, até 24 h depois, nenhuma liberação 

aparente de CitC foi detectada em cérebros deficientes em BID, o que destacou a importância 

do BID. Esta descoberta é apoiada pela descoberta de que a caspase-3, mas não a caspase-8, é 

desativada em cérebros deficientes em BID. Esses achados indicam que o BID é ativado pela 

caspase-8 no estágio inicial da isquemia neuronal; assim, pode ser um dos ativadores mais 

antigos e eficazes na via do apoptose mitocondrial (YIN et al., 2002). 
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2.1.4 Tratamento 

 

Atualmente, a única terapia aprovada no mundo para o tratamento do AVC isquêmico 

é o ativador de plasminogênio tecidual recombinante, legalizado pela Food and Drug 

Administration (FDA). No entanto, devido à estreita janela de tempo terapêutico de 4,5 h e ao 

risco potencial de transformação hemorrágica, apenas menos de 10% dos pacientes com AVC 

são elegíveis para tratamento com tPA (ZHANG et al., 2022). Durante as últimas três 

décadas, um número crescente de investigações científicas básicas com foco na fisiopatologia 

e nos mecanismos do AVC concluiu que a neuroproteção é uma estratégia promissora para o 

tratamento dessa patologia (MINNERUP et al., 2012; XIONG; LIU; YAN, 2018).  

O objetivo terapêutico final para AVC isquêmico e infartos cerebrais é reduzir as 

lesões neuronais aliviando a oclusão arterial (recanalização) e recuperando o fluxo sanguíneo 

cerebral (reperfusão). A hipótese básica da resposta fisiopatológica durante o tratamento é 

que, uma vez que a artéria cerebral foi ocluída, os tecidos cerebrais hipoperfundidos correm 

risco de infarto permanente, mas esses tecidos podem ser efetivamente resgatados por meio da 

rápida recuperação do fluxo sanguíneo. Esses tecidos são conhecidos como penumbras 

isquêmicas, e prevenir a conversão da penumbra isquêmica em infarto irreversível é o 

objetivo do tratamento. Os desafios do tratamento do AVC primário são, em parte, resultado 

da distinção entre a penumbra e a zona central e a penumbra dos tecidos de hipoperfusão 

benigna, que têm perfusão ruim, mas sem risco de infarto (ZHAO et al. 2022). 

A maioria dos medicamentos naturais exerce efeitos antioxidantes regulando o estresse 

oxidativo relacionado vias de sinalização. O AVC agudo é seguido por neuroinflamação 

secundária que leva à morte celular. Os sinais pró-inflamatórios secretados pelas células 

imunes ativam células residentes e atraem células inflamatórias periféricas, que se infiltram na 

área da lesão (JAYARAJ et al., 2019). Estudos recentes identificaram a neuroinflamação 

como um determinante chave do prognóstico do AVC e demonstraram que a inibição das 

respostas inflamatórias após o AVC agudo pode prevenir lesões cerebrais e, portanto, 

melhorar o resultado neurológico a longo prazo (FANG et al., 2019). Alguns compostos 

naturais extraídos de formulações medicinais naturais parecem ter um alto potencial para 

proteger o cérebro da lesão de reperfusão isquêmica, reduzindo a neuroinflamação durante o 

estágio agudo do AVC (WIDMANN et al., 2018). Além disso, imediatamente após o AVC 

isquêmico, a ativação da micróglia as transforma em células altamente plásticas que são 

polarizadas no fenótipo de ativação clássico (M1) ou alternativo (M2) (HU et al., 2012). 

Existe um consenso emergente de que promover a polarização da micróglia para o fenótipo 
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M2 pode fornecer neuroproteção no AVC. Curiosamente, estudos recentes também 

mostraram que alguns medicamentos naturais têm efeitos neuroprotetores no AVC ao regular 

a polarização da micróglia (JIANG et al., 2020).  

Apesar de exibir eficácia em estudos experimentais de AVC, a neuroproteção falhou 

em ensaios clínicos. As dificuldades translacionais incluem um acordo metodológico limitado 

entre estudos pré-clínicos e clínicos e a heterogeneidade do AVC em humanos em 

comparação com AVCs padronizados em modelos animais. Abordagens neuroprotetoras 

promissoras baseadas em uma compreensão mais profunda da complexa fisiopatologia do 

AVC isquêmico, como o bloqueio de vias pró-inflamatórias e mediadores pró-sobrevivência, 

agora são avaliadas em estudos pré-clínicos. A terapia combinada tornou-se cada vez mais 

atraente nos últimos anos, à medida que o reconhecimento da complexidade da progressão do 

AVC se torna evidente. Trabalhos recentes testaram a hipótese de que o bloqueio do receptor 

do fator ativador de plaquetas pró-inflamatório (PAF-R) com LAU-0901 mais a administração 

de um docosanoide selecionado, AT-NPD1, ativa as vias de sobrevivência celular após a 

MCAo e isso levaria à recuperação neurológica. Também foi demonstrado que o tratamento 

com LAU-0901 mais AT-NPD1 proporciona neuroproteção de alto grau em MCAo, 

igualando ou excedendo o proporcionado por LAU-0901 ou AT-NPD1 sozinho em doses 

consideravelmente moderadas, e tem uma ampla janela terapêutica que se estende até 6 horas 

após o início do AVC (BELAYEV; REID; BAZAN, 2023). E há as resolvinas, que são 

derivadas de DHA ou EPA e, após sua liberação da membrana celular, as enzimas LOXs e 

citocromo-P450 convertem DHA em resolvinas da série D (RvD1–RvD6) (VIDELA et al., 

2019; OSTERMANN et al., 2019). As resolvinas da série D derivadas do DHA também 

reduzem a inflamação em lesões renais e distúrbios cardiovasculares e autoimunes 

(SERHAN, 2017). Até agora, RvD1 e RvD2 foram estudados em relação ao AVC 

(BISICCHIA et al., 2018). Ambos têm estruturas semelhantes, mas receptores distintos, ou 

seja, RvD1 exerce suas ações através de FPR2 ou GPR32, enquanto GPR18 medeia a 

atividade de RvD2 (KRISHNAMOORTHY et al., 2010). RvD1 IP administrado melhorou a 

recuperação funcional e protegeu ratos com lesões por hemicerebelectomia contra morte 

celular neuronal remota e neuroinfamação (BISICCHIA et al., 2018).  A Figura 3 sumariza a 

produção e ação dessas substâncias. 
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Figura 3. O papel do DHA e seus derivados na homeostase. 

 

Fonte: Adaptado de Bazan, 2016. Disponível em: <https://researchfeatures.com/marvellous-mind/>. Acesso em 

12/07/2023. 

 

O PAF é um potente mediador fosfolipídio de curta duração das funções leucocitárias, 

agregação plaquetária e sinalização pró-inflamatória. Ele se acumula no cérebro após 

isquemia cerebral e, em conjunto com a liberação inespecífica de glutamato e inibição da 

recaptação de glutamato, leva à sobrecarga intracelular de Ca2+, disfunção mitocondrial, 

geração de espécies reativas de oxigênio e excitotoxicidade mediada por inflamação 

(BAZAN, 2005a). 

LAU-0901 é um antagonista de PAF altamente potente e seletivo (Figura 4) que inibe 

a apoptose, reprime a quimiotaxia de células inflamatórias, protege os fotorreceptores do 

estresse oxidativo induzido pela luz e inibe as respostas inflamatórias nas células retinianas, 

https://researchfeatures.com/marvellous-mind/
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corneanas e neurais (BAZAN et al., 2003; CORTINA et al., 2005; HE; BAZAN, 2006; 

BOETKJAER et al., 2007). Foi demonstrado que o tratamento com LAU-0901 mais AT-

NPD1 proporciona neuroproteção de alto grau em MCAo, igualando ou excedendo o 

proporcionado por LAU-0901 ou AT-NPD1 sozinho em doses consideravelmente moderadas, 

e tem uma ampla janela terapêutica que se estende até 6 horas após o início do AVC (Figura 

5). Os mecanismos exatos de LAU-0901 mais AT-NPD1 permanecem obscuros. Mas, pode-

se especular que a inibição articular e a resolução da inflamação por LAU-0901 e AT-NPD1 

fornecem neuroproteção aditiva em AVC experimental. 

 

Figura 4. Estrutura química de LAU-0901. 

 

Nicolas G. Bazan, Carlos Sunkel, Victor Marcheselli e Julio Alvarez-Builla Gomez. “Ésteres de ácido 2,4,6-

trimetil-1,4-di-hidro-piridina-3,5-dicarboxílico como drogas neuroprotetoras.” Estados Unidos. Patente de nº 

6.566.359. 

Fonte: Adaptado de Belayev et al., 2012. 
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Figura 5. Inibição da sinalização inflamatória e ativação de PAF-R induzida por lesão de I/R 

por LAU-0901 e AT-NPD1. 

 

A lesão de I/R desencadeia a ativação da microglia e dos astrócitos, causando a liberação de citocinas pró-

inflamatórias (TNFα, iNOS, IL-1β, IL-6). A ativação do PAF-R está associada ao aumento da inflamação, dano à 

BHE e infiltração de PMNs, eosinófilos e monócitos. O tratamento com LAU-0901 mais AT-NPD1 reduziu os 

volumes de penumbra e lesão central após MCAo. 

AT-NPD1 = neuroprotectina D1 desencadeada por aspirina, BBB = barreira hematoencefálica, IL-1β = 

interleucina 1 beta, IL-6 = interleucina 6, iNOS = óxido nítrico sintase induzível, PAF-R = receptor do fator 

ativador de plaquetas, PMNs = neutrófilos polimorfonucleares, TNFα = Fator de necrose tumoral alfa. 

Fonte: Adaptado de Belayev; Reid; Bazan, 2023. 

 

O NPD1 é formado através de etapas mediadas por enzimas catalisadas por uma 

fosfolipase A2 seguida por uma atividade semelhante à 15-lipoxigenase (Figura 6). Sabe-se 

que a retina é capaz de gerar derivados mono, di e trihidroxi do DHA, e que os inibidores da 

lipoxigenase bloqueiam essa síntese, sugerindo um processo enzimático envolvendo uma 

lipoxigenase (BAZAN; BIRKLE; REDDY, 1984)). Então foi sugerido que os docosanoides 

podem ser dotados de bioatividade neuroprotetora (BAZAN, 1990). No cérebro e na retina, a 

disponibilidade de DHA livre (não esterificado) é rigidamente controlada. A regulação da 

fosfolipase A2 que libera DHA livre desempenha um papel importante na via que leva à 

formação de NPD1. A importância desta etapa é destacada pela ativação muito rápida da 
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liberação de DHA livre no cérebro como uma resposta inicial à estimulação, isquemia ou 

convulsões (BAZAN, 2003; SUN et al., 2004). 

O ácido araquidônico (AA) nos fosfolipídios é o reservatório de eicosanoides 

biologicamente ativos. Foi demonstrado que o DHA em fosfolipídios também é um 

reservatório para mediadores biologicamente ativos, os docosanoides. Ambos os ácidos 

graxos poliinsaturados também são um alvo para a peroxidação mediada por radicais livres 

(Figura 6). AA e DHA grátis são liberados dos fosfolipídios da membrana através da ação de 

fosfolipases em resposta à estimulação (neurotransmissores, convulsões breves), isquemia, 

neurotrauma (SUN et al., 2004). Essa resposta nos diz que as fosfolipases são um importante 

guardião regulador na iniciação das vias dos eicosanoides e docosanoides, tanto em condições 

fisiológicas quanto patológicas. Durante a função das células basais, há uma reacilação ativa 

dependente de ATP de AA e DHA livres nos fosfolipídios da membrana. O estresse oxidativo 

no cérebro gera neuroprostanos a partir do DHA, por meio de uma reação independente de 

enzima (ROBERTS et al., 1998). O DHA é claramente necessário para o desenvolvimento do 

cérebro e da retina (DE AVELDAÑO CALDIRONI; BAZAN, 1977) e tem sido implicado em 

várias funções, incluindo as de membranas excitáveis (LITMAN et al., 2001), memória 

(MORIGUCHI; SALEM, 2003), biogênese e função de fotorreceptores (ANDERSON et al., 

2002; BICKNELL et al., 2002) e neuroproteção (KIM et al., 2000). Uma propriedade da 

retina e do cérebro (no que diz respeito aos ácidos graxos ômega-3) é sua capacidade 

incomum de retenção de DHA, mesmo durante a privação alimentar prolongada de ácidos 

graxos essenciais da família ômega-3. Para reduzir efetivamente o conteúdo de DHA na retina 

e no cérebro em roedores e em primatas não humanos foi necessária a privação alimentar por 

mais de uma geração (WEISINGER et al., 2002), o que produz deficiências na função 

retiniana (WHEELER; BENOLKEN; ANDERSON, 1975; NEURINGER et al., 1984). 
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Figura 6. Destino das cadeias acílicas poliinsaturadas de fosfolipídios de membrana. 

 

As setas centrais indicam que a peroxidação lipídica mediada por radicais livres pode atacar cadeias 

araquidonoíla ou docosahexaenóica esterificadas, bem como ácidos araquidônicos livres ou docosahexaenóico 

(setas à esquerda e à direita). Os produtos da peroxidação lipídica em evolução são altamente reativos e 

promovem mais lesão celular. À esquerda do diagrama, a fosfolipase A2 é representada liberando ácido 

araquidônico livre e levando à cascata de eicosanoides que modula as funções celulares por meio de receptores 

específicos. No lado direito do diagrama, sugere-se que a ativação mediada por fatores de crescimento da síntese 

de docosanoides leva a mediadores biologicamente ativos, como a neuroprotectina D1, que por sua vez opera por 

meio de receptores. O estresse oxidativo por si só ativa a síntese de docosanoides (para neutralizar as ações 

citotóxicas) e a peroxidação lipídica mediada por radicais livres. PLA2 = fosfolipase A2. 

Fonte: Adaptado de Bazan, 2005b. 

 

AT-NPD1 exibe bioações protetoras potentes comparáveis a NPD1 in vitro e in vivo, 

reduzindo a infiltração de PMN e aumentando a remoção de PMN apoptóticos por 

macrófagos e, portanto, sinaliza os sinais cardeais de resolução (SERHAN et al., 2015). A 

aspirina é única em seu modo de ação e, ao contrário de muitos dos anti-inflamatórios atuais 
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que atrasam a resolução completa e são considerados tóxicos para este processo vital (ou seja, 

resolução tóxica) (SCHWAB et al., 2007), a aspirina inicia a resolução por novos 

mecanismos não reconhecidos anteriormente que envolvem a biossíntese da aspirina 

desencadeada (AT) por mediadores lipídicos (SERHAN, 2007). A aspirina é bem apreciada 

por sua capacidade de inibir a COX-1 e inativar essa enzima, bloqueando a produção de 

prostaglandina e tromboxano em células que possuem essas vias biossintéticas. O mecanismo 

de ação da aspirina envolve a acetilação da COX dentro da região catalítica da enzima. Isso 

evita o alinhamento do substrato ácido araquidônico para oxigenação dentro do centro 

catalítico que produz o intermediário endoperóxido de prostaglandina (PGG2) necessário para 

a biossíntese de tromboxanos e prostaglandinas via COX-1 (SAMUELSSON, 1982). AT-

NPD1 foi identificado na resolução de exsudatos murinos tratados com aspirina. Assim, o 

AT-NPD1 biológico foi obtido a partir da resolução de exsudatos murinos in vivo. AT-NPD1 

também foi isolado e identificado a partir de leucócitos humanos ativados, ou seja, PMN 

humano tratado com aspirina (SERHAN et al., 2002).  

Mediadores lipídicos pró-resolução derivados do ácido eicosapentaenóico (EPA) e 

DHA foram identificados (MARCHESELLI et al.; 2003; SERHAN et al., 2004; 

MUKHERJEE et al., 2004; SPITE; SERHAN, 2010), incluindo NPD1 e resolvinas da série 

D1 (RvD1), que exibem potentes propriedades anti-inflamatórias e imunorreguladoras 

(ASATRYAN; BAZAN, 2017). Eles antagonizam a sinalização pró-inflamatória na 

infiltração de macrófagos/neutrófilos, aumentam a fagocitose de macrófagos em direção a 

células apoptóticas e aceleram o reparo tecidual (CHENG; RONG, 2019). A ação 

neuroprotetora de NPD1 na isquemia cerebral focal (MARCHESELLI et al., 2003; 

BELAYEV et al., 2018) promove a sobrevivência celular e inibe a infiltração de leucócitos 

mediada por I/R (RODRIGUEZ DE TURCO et al., 2002; MARCHESELLI et al., 2003).  

As resolvinas da série D são mediadores lipídicos endógenos derivadas do DHA 

também reduzem a inflamação em lesões renais e distúrbios cardiovasculares e autoimunes 

(SERHAN, 2017). Até agora, RvD1 e RvD2 foram estudados em relação ao AVC 

(BISICCHIA et al., 2018). Ambos têm estruturas semelhantes, mas receptores distintos 

(KRISHNAMOORTHY et al., 2010). RvD1 administrado via intraperitoneal (IP) melhorou a 

recuperação funcional e protegeu ratos com lesões cerebrais contra morte celular neuronal 

remota e neuroinflamação (BISICCHIA et al., 2018). Juntos, NPD1 e RvD1 possuem efeitos 

anti-inflamatórios potentes que podem mitigar os resultados adversos após o AVC. A RvD1 

demonstrou exercer efeitos anti-inflamatórios em vários modelos de doenças, incluindo 

peritonite, hemangiogênese inflamatória da córnea e lesão pulmonar induzida por isquemia-
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reperfusão (WANG et al., 2011b). RvD1 limita a infiltração de neutrófilos durante a fase 

diminuída da inflamação, regula a migração de células endoteliais leucocitárias 

polimorfonucleares humanas (SUN et al., 2007), inibe a liberação de citocinas pró-

inflamatórias (DUFFIELD et al., 2006) e aumenta a função fagocítica e a apoptose celular 

(DALLI; SERHAN, 2012). Durante a lesão pulmonar aguda, os macrófagos são divididos em 

macrófagos residentes e macrófagos recrutadores (GORDON; TAYLOR, 2005). Os 

macrófagos residentes têm um certo grau de automanutenção em um estado estável 

(HASHIMOTO et al., 2013) e são os principais coordenadores da inflamação e reparo nos 

pulmões (JOHNSTON et al., 2012). O recrutamento de macrófagos decorre de monócitos 

circulantes no sangue. A proteína quimiotática de monócitos (MCP)-1 promove o 

recrutamento de monócitos para tecidos inflamatórios para desempenhar suas funções 

(AMANO et al., 2004). Esses dois tipos de células desempenham funções diferentes na lesão 

pulmonar aguda. Estudos mostram que a depleção e o recrutamento de macrófagos podem 

reduzir a inflamação pulmonar alérgica aguda (ZASŁONA et al., 2014). A eliminação de 

macrófagos de locais de lesão crônica resulta no alívio rápido da inflamação (DUFFIELD et 

al., 2005). Além disso, os macrófagos recrutados sofrem apoptose durante a inflamação 

(JANSSEN et al., 2011) e são posteriormente eliminados pelos fagócitos vizinhos, o que 

também constitui uma etapa necessária na resolução da inflamação pulmonar aguda 

(KEARNS et al., 2014). 

 

2.1.5 Manejo clínico do AVC 

 

Atualmente, a terapia trombolítica é o tratamento mais amplamente aplicado para 

AVC isquêmico e infarto cerebral. O princípio básico da trombólise é recanalizar e 

reperfundir as artérias cerebrais usando drogas trombolíticas e dispositivos mecânicos de 

trombectomia, eventualmente levando à recuperação parcial dos tecidos cerebrais e das 

funções neurais. A eficácia clínica da terapia trombolítica intravenosa foi estabelecida para 

pacientes dentro de 4,5 horas após o início do AVC. No entanto, numerosos pacientes 

vivenciam situações complicadas, como oclusão da artéria proximal, início do AVC > 4,5 

horas e contraindicação de trombólise sistêmica devido a grandes cirurgias recentes ou 

hemorragia ativa. Esses pacientes não são adequados para terapia de trombólise intravenosa. 

Portanto, uma revisão recente indicou que vários estudos e ensaios clínicos se concentraram 

em tratamentos baseados em cateteres ou artérias que removem diretamente as oclusões nos 

vasos sanguíneos e recuperam o fluxo sanguíneo (ZHAO et al., 2022). 
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Ensaios clínicos financiados pelo Instituto Natural de Doenças Neurológicas e 

Derrame dos Estados Unidos e pelo European Acute Stroke Study mostraram que a trombólise 

intravenosa tem fortes efeitos em pacientes com sintomas leves de AVC ou sem incapacidade, 

e que a trombólise intravenosa tem mais benefícios do que limitações em pacientes com um 

gama completa de deficiências. Por exemplo, o tratamento com ativador do plasminogênio 

tecidual na janela de 3 a 4,5 h confere benefício em aproximadamente metade dos pacientes 

do que o tratamento por <3 h, sem aumento na atribuição de danos; ~ 1 em 6 pacientes tem 

um resultado melhor e 1 em 35 tem um resultado pior como resultado de terapia. Estudos 

anteriores estabeleceram a trombólise intravenosa como a terapia padrão para pacientes com 

AVC isquêmico arterial dentro de 3 horas após o início do AVC. A trombólise intravenosa é 

benéfica para todos os níveis e subtipos de AVC, e 35-40% dos pacientes apresentaram um 

bom resultado terapêutico. No entanto, apenas 10-15% das oclusões da artéria carótida interna 

e 25-50% da MCAo proximal foram aliviadas apenas pela terapia de trombólise intravenosa. 

Esses dados indicaram que a oclusão da artéria proximal (artéria carótida interna e MCAo) 

pode ser resistente apenas à terapia de trombólise intravenosa. A oclusão da artéria proximal 

leva a um terço dos casos de AVC isquêmico agudo com sintomas graves de AVC e tem 

como resultado negativo a reperfusão ineficaz. Assim, vários ensaios clínicos de larga escala 

têm focado na identificação de outras terapias substitutivas ou adjuvantes baseadas na 

trombólise intravenosa para melhorar a recanalização e a taxa de reperfusão (ZHAO et al., 

2022). 

A trombólise arterial consiste em trombólise química e trombectomia mecânica, e o 

uso de terapia intravenosa antes da trombectomia mecânica tem sido questionado 

recentemente. A eficácia clínica e a segurança da trombólise arterial com o trombolítico 

seletivo pró-uroquina recombinante (r-proUK) foram investigadas em dois ensaios clínicos 

randomizados de tratamento de AVC agudo, a saber, Ensaio Clínico Prospectivo 

Randomizado de Anticoagulação na Válvula X (PROACT I e II). Foi demonstrado que 

pacientes tratados com tal terapia apresentam risco de hemorragia cerebral. Além disso, o 

resultado da combinação de trombólise arterial com outros agentes como terapia permanece 

obscuro. Portanto, o FDA não concedeu a aplicação clínica do r-proUK arterial. No entanto, 

um estudo recente relatou que o r‑proUK promoveu trombólise e recanalização, com 

diminuição do risco de hemorragia cerebral e, portanto, esse tratamento exerceu efeitos 

protetores sobre a isquemia cerebral em coelhos. Diferente da trombólise química 

desenvolvida recentemente, a trombectomia mecânica tem sido amplamente aplicada na 

clínica. A FDA concedeu permissão para vários dispositivos de trombectomia mecânica com 
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base em resultados positivos gerados por numerosos ensaios clínicos em larga escala. Esses 

dispositivos podem efetivamente recanalizar a oclusão da artéria proximal com uma taxa 

aceitável de complicações. De fato, qualquer tipo de hemorragia intracerebral foi observado 

com menos frequência no grupo de trombectomia mecânica isolada em comparação com o 

grupo que usou a combinação de trombólise intravenosa com trombectomia mecânica. No 

entanto, o grupo de trombectomia mecânica sozinho falhou em mostrar um resultado 

funcional favorável entre os pacientes com AVC por oclusão aguda de grandes vasos em 

comparação com o grupo combinado. Além disso, um achado recente apoiou a hipótese de 

que a terapia intravenosa antes da trombectomia mecânica não influencia o prognóstico de 

pacientes com AVC (ZHAO et al., 2022). 

Ensaios de novos métodos de recanalização com base na seleção de ferramentas de 

ressonância magnética de pacientes estão em andamento. A menos que um local de lesão 

específico seja levado em consideração, é difícil prever déficits funcionais devido a infartos 

de tamanho médio. Informações precisas sobre a localização da lesão e a progressão da 

doença são cruciais para a terapia clínica. Portanto, compostos neuroprotetores promissores na 

fase pré-clínica podem ser posteriormente descartados por ineficácia em ensaios clínicos de 

larga escala devido a informações imprecisas. O infarto da cápsula interna pode estar 

associado a comprometimento motor e mau prognóstico em pacientes com AVC. Informações 

pré-clínicas de ressonância magnética (RM) sobre o tamanho do volume e a localização 

precisa da lesão no IC são necessárias para a terapia subsequente. Além disso, o estado do 

dano neurológico de acordo com a ressonância magnética, bem como a destruição de 

estruturas axonais e alterações patológicas de acordo com a imunocoloração, fornecem 

informações para o local preciso da injeção de drogas neuroprotetoras. Assim, a ressonância 

magnética combinada e os métodos histológicos fornecem um método poderoso de avaliação 

do dano neuronal durante a terapia de isquemia cerebral (ZHAO et al., 2022). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

O AVC isquêmico é uma das principais causas de morte e a principal causa de 

incapacidade permanente. As opções terapêuticas atuais são limitadas e não abordam a 

resposta imune associada e a inflamação aguda que ocorre no local da isquemia cerebral. A 

lesão de I/R está associada à desregulação de múltiplas vias neuroinflamatórias (BELAYEV 

et al., 2020) e à interrupção dos circuitos neuronais, o que, por sua vez, resulta em muitas das 

patologias que afetam os sobreviventes de AVC (BAZAN, 2007).  

Uma supressão robusta da sinalização pró-inflamatória foi alcançada pelo uso de 

LAU-0901, uma pequena molécula antagonista do sistema plaquetário do PAF-R (BAZAN, 

2005a). O LAU-0901 melhorou os déficits comportamentais, reduziu os volumes de infarto 

quando administrado 2 h após a MCAo (BELAYEV et al., 2008; BELAYEV et al., 2012) e 

conferiu neuroproteção duradoura em animais que sobreviveram por várias semanas após o 

AVC (BELAYEV et al., 2009). Efeitos neuroprotetores e aceleração da resolução 

inflamatória foram alcançados pela administração de docosanoides bioativos, mediadores 

lipídicos endógenos derivados do DHA, um dos principais ácidos graxos ômega-3 no cérebro 

após I/R cerebral. A NPD1 e a AT-NPD1 são docosanoides sintéticos previamente estudados 

e descobriu-se que eles promovem a sobrevivência de células neuronais com importante 

atividade antiinflamatória (BAZAN, 2009; SERHAN et al., 2011; BAZAN et al., 2012).  

Além disso, RvD1 é um mediador lipídico anti-inflamatório endógeno envolvido em doenças 

neurodegenerativas, bem como na aterosclerose (MIAO et al., 2021). 

Esse estudo visa introduzir uma nova abordagem para direcionar farmacologicamente 

e resolver disrupções neuroinflamatórias para atingir a integridade da rede neuronal 

sustentada e a recuperação neurológica. Para abordar os componentes patogênicos 

multifacetados do AVC, foi proposta uma terapia combinada para bloquear eventos pró-

inflamatórios ao mesmo tempo em que promove a neuroproteção e a resolução da inflamação. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Geral 

 

Explorar se o bloqueio do receptor pró-inflamatório do PAF-R mais docosanoides 

selecionados ou esses docosanoides isolados levariam à recuperação neurológica após a 

MCAo. 

 

4.2 Específicos 

 

- Investigar se as seguintes moléculas ativam as vias de sobrevivência celular e exercem 

atividade anti-inflamatória no cérebro: LAU-0901, um antagonista do PAF-R que bloqueia a 

sinalização pró-inflamatória; e derivados do DHA, NPD1 e AT-NPD1.  

- Investigar a dose-resposta e a janela terapêutica do LAU-0901, NPD1, AT-NPD1 e RvD1. 

- Avaliar se NPD1, RvD1 e sua combinação exercem neuroproteção quando administrados 

sistemicamente em até 6 h após isquemia cerebral focal em ratos.  
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Animais e aspectos éticos 

 

Ratos machos Sprague-Dawley (280–370 g; 8-10 semanas de idade) obtidos do 

Charles River Laboratories (Wilmington, MA, EUA) foram usados em todos os estudos. Os 

animais foram mantidos no biotério da Louisiana State University Health New Orleans com 

temperatura controlada (22±2 °C) e ciclo de 12 horas claro/escuro, em microisoladores 

individuais em racks com sistema automático de ventilação e filtragem de ar e submetidos a 

rigoroso controle sanitário com livre acesso à água e ração. Antes do procedimento cirúrgico 

experimental, os animais eram submetidos a jejum overnight com livre acesso a água.  

Todos os procedimentos com animais cumpriram as diretrizes descritas no Guia para o 

Cuidado e Uso de Animais Laboratório do Departamento de Saúde e Serviços Humanos dos 

EUA (USA, 2011) e foram aprovados pelo Comitê Institucional de Cuidados e Uso de 

Animais (IACUC) da Louisiana State University Health Science Center (LSUHSC, 

Louisiana, Nova Orleans, Estados Unidos), sob o número de protocolo 3778. Esforços 

máximos foram feitos para minimizar o número e o sofrimento dos animais.  

 

5.2 Modelo experimental 

 

5.2.1 Anestesia e preparação cirúrgica 

 

A anestesia foi induzida com 3% de isoflurano em uma mistura de 70% de óxido 

nitroso e 30% de oxigênio, mantida com isofurano 1% na mesma mistura de gases durante o 

procedimento. Todos os animais foram imobilizados com brometo de pancurônio (0,6 mg/kg, 

IV; Pavulon®), intubados orotraquealmente e ventilados mecanicamente. Os cateteres foram 

implantados na artéria e veia femoral direita para mensuração da pressão arterial, coleta de 

sangue e infusão de drogas (Figura 7). Antes, durante e após o procedimento foram realizadas 

análises seriadas de parâmetros fisiológicos, como gasometria arterial, glicemia, hematócrito, 

pressão arterial e frequência cardíaca.  

A PCO2 foi mantida entre 36-40 mmHg e a PO2 entre 105-120 mmHg, ajustada por 

meio de um ventilador. A temperatura retal (CMA/150 Temperature Controller, 

CMA/Microdialysis AB, Estocolmo, Suécia) foi monitorada de perto e mantida com uma 

lâmpada de aquecimento e placa a 36-37,5 °C durante e após a MCAo. A temperatura 

craniana foi medida por uma microssonda de agulha sob o músculo temporal músculo 
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temporal (Omega Engineering, Stamford, CT) e regulada entre 36,2-37 °C. Os ratos foram 

alojados 1 por gaiola após a cirurgia. A temperatura retal e o peso corporal foram monitorados 

diariamente durante o período de sobrevivência. 

 

Figura 7. Preparação para o procedimento cirúrgico de oclusão da artéria cerebral média 

(MCAo) em ratos. 

 

(A) (1) sistema de anestesia inalatória por isoflurano; (2) respirador mecânico; (3) sistema de exaustão de 

isoflurano; (4) controlador de temperatura retal com termômetro e almofada de aquecimento; (5) controlador de 

temperatura craniana com sonda de aferição; (6) iluminador de fibra óptica; (7) lupa com lâmpada fluorescente. 

(B) Animal intubado e posicionado na mesa cirúrgica. 

Fonte: Adaptado de Belayev; Endres; Prinz, 2010 e Freitas, 2018. 

 

5.2.2 Preparo do fio de sutura para oclusão da artéria cerebral média 

 

Um fio de sutura de nylon monofilamentar 3-0 (Harvard Apparatus®, South Natick, 

MA) foi dividido em segmentos medindo 4 cm de comprimento e tiveram uma de suas 

extremidades distais arredondadas por meio de aquecimento próximo uma chama e então 

revestidos com solução de poli-L-lisina (0,1% (p/v), em água deionizada, Sigma-Aldrich®) 

(exposição ≈ 10 s) e secos em estufa a 60°C por 1 h. O diâmetro dos fios de oclusão não 

mudou durante o processo de revestimento, sendo os mesmos preparados diariamente e 
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armazenados em temperatura ambiente (18-26 °C) e utilizados dentro de um prazo máximo de 

2 a 3 horas (BELAYEV et al., 1996). 

 

5.2.3 Modelo de isquemia in vivo: Oclusão transitória da artéria cerebral média (MCAo) 

 

Ratos foram submetidos a 2 h de MCAo direito por um filamento intraluminal, 

conforme descrito anteriormente (BELAYEV, 1996). Uma incisão na linha média no pescoço 

expôs a artéria carótida comum direita (CCA), dissecada para libertá-la dos nervos e fáscia 

circundantes. Um monofilamento de náilon 3-0 revestido com poli-L-lisina foi avançado 

através da artéria carótida externa até a MCA até que uma leve resistência fosse sentida 

(Figuras 8 e 9). A anestesia foi retirada e após 60 min de MCAo os animais foram testados 

em uma bateria neurocomportamental padronizada para confirmar a presença de um déficit 

neurológico de alto grau (BELAYEV, 1996). Após 2 h de MCAo, os ratos foram 

reanestesiados com a mesma combinação anestésica. As sondas de temperatura foram 

reinseridas, as suturas intraluminais foram cuidadosamente removidas e os animais foram 

deixados sobreviver por 1, 3, 7 ou 14 dias, de acordo com o desenho experimental, com livre 

acesso a comida e água. 

 

Figura 8. Oclusão da artéria cerebral média (MCAo) por filamento intraluminal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Belayev; Endres; Prinz, 2010; Freitas, 2018. 
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Figura 9. Oclusão da artéria cerebral média (MCAo) por filamento intraluminal. 

 
Procedimentos cirúrgicos: (A) dissecção da CCA, ECA e ICA do tecido e nervos circundantes; (B) clipe 

microvascular colocado na ICA; (C) pequena incisão feita na ECA entre as duas ligaduras e o fio de sutura foi 

introduzido e avançado na bifurcação CCA. (D) O clipe microvascular foi removido e o fio de sutura foi 

avançado na ICA e MCA. Abreviaturas: artéria carótida comum CCA, artéria carótida externa ECA, artéria 

carótida interna ICA, artéria cerebral média MCA, suture, fio de sutura. 

Fonte: Adaptado de Belayev; Endres; Prinz, 2010; Freitas, 2018. 

 

5.3 Testes neurocomportamentais 

 

Todos os animais foram avaliados por uma bateria de testes neurocomportamentais 

padronizada por Belayev et al. (1996) para avaliação e detecção de déficit neurológico, assim 

como, a sua evolução. A bateria era composta por dois testes: teste de avaliação 

neurocomportamental do reflexo postural (postural reflex test) e o teste de avaliação da 

resposta de membros anteriores induzidos (placing test). A função neurológica foi graduada 

em uma escala de 0 a 12 (escore normal = 0; somatório total; déficit máximo = 12) (Tabela 

1). Apenas animais com elevado escore foram utilizados. Ratos apresentando convulsões ou 

distúrbios contínuos de consciência foram excluídos do estudo. Todos os testes foram 

realizados por um investigador de maneira cega. 
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Tabela 1. Distribuição dos escores neurológicos dos testes comportamentais. 

 

Escores*: 0 = Ausência de déficit observável; 1 = Discreta resposta de flexão de membro mediante suspensão da 

cauda; 2 = Ausência total de resposta, déficit consistente visível.  

Escores†: 0 = Colocação completa imediata da pata sobre a superfície; 1= colocação incompleta e/ou  

atrasada (<2 s); 2 = Ausência de colocação da pata e reflexo de movimento. 

Fonte: Adaptado de Belayev et al., 1996. 

 

O teste de avaliação neurocomportamental do reflexo postural foi utilizado para 

examinar a parte superior e anterior da postura, em resposta a suspenção da cauda e ao 

deslocamento lateral, e é considerado sensível às lesões corticais e estriatais. Os escores 

atribuídos nesse teste variaram de 0 a 2: 0 = ausência de déficit observável; 1 = discreta 

resposta de flexão de membro frontal lateral mediante suspensão da cauda; 2 = ausência total 

de resposta, déficit consistente (Figura 10). 
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Figura 10. Avaliação neurocomportamental do reflexo postural. 

 

(A) reflexo postural normal antes da MCAo; (B) reflexo postural após MCAo. 

        Fonte: Adaptado de Freitas, 2018. 

 

O teste de resposta de membros anteriores induzidos foi utilizado para avaliar a 

integração sensório-motora, avaliando as respostas dos membros anteriores frente a estímulos 

visuais, táteis e proprioceptivos. Os escores atribuídos nesse teste variam de 0 a 2: 0 = 

colocação completa e imediata da pata sobre a superfície; 1 = colocação incompleta e/ou 

atrasada (<2 segundos); 2 = ausência total de resposta e reflexo de movimento da pata 

(Figura 11). 

 

Figura 11. Avaliação neurocomportamental da resposta de membros anteriores induzidos. 

 

(A) resposta normal antes da MCAo; (B) resposta após MCAo. 

Fonte: Adaptado de Freitas, 2018. 
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Ratos que não demonstraram déficit contralateral de alto grau (escore, 10-11) foram 

excluídos do estudo posterior. Os testes foram realizados por um observador cego para os 

grupos de tratamento em 60 min (durante o MCAo) e depois nos dias 1, 2, 3, 7 ou 14 após o 

MCAo, dependendo da série experimental. 

 

5.4 Aquisição de ressonância magnética e análise dos volumes totais da lesão, núcleo e 

penumbra 

 

A ressonância magnética ex vivo de alta resolução foi realizada em cérebros fatiados 

fixados em paraformaldeído a 4% no dia 3, 7 ou 14 usando um instrumento de calibre 

horizontal 11.7T Bruker Advance de 8,9 cm equipado com uma bobina receptora de 89 mm 

(ID) (Bruker Biospin, Billerica, MA). A imagem ponderada em T2 (T2WI) e os mapas de 

relaxamento T2 foram calculados conforme descrito anteriormente (GHOSH et al., 2012). 

Usamos a divisão hierárquica da região (HRS) para identificar automaticamente os volumes 

do núcleo e da penumbra (lesão total = núcleo + penumbra) a partir dos mapas de relaxamento 

T2. Nossa determinação de tecido central e penumbral usando HRS (implementado em 

Matlab) foi validada anteriormente pelo uso de subtrações de imagem ponderada por 

perfusão/imagem ponderada por difusão em cada nível do cérebro (GHOSH et al., 2012). A 

penumbra da HRS foi definida usando os valores de T2 (ms), que estavam entre o tecido 

cerebral de aparência normal e o núcleo isquêmico. Os dados de cada modalidade foram 

resumidos por grupo. 

 

5.5 Protocolos experimentais e tratamentos 

 

5.5.1 Drogas utilizadas 

A preparação do DHA (Cayman®, Ann Arbor, MI) se deu pela sua diluição em 

solução salina 0,9%. O LAU-0901 foi dissolvido em ciclodextrina a 45%. AT-NPD1 foi 

dissolvido em solução salina a 0,9%. NPD1 e RvD1 (Cayman Chemical Co, Ann Arbor, 

Michigan, EUA) foram dissolvidos em solução salina 0,9% e administrados (IV) na veia 

femoral 3 h após o início do AVC a uma taxa constante durante 3 min usando uma bomba de 

infusão. 
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5.5.2 Séries experimentais 

 

Foram realizadas três séries de experimentos e em todas foram feitas avaliações 

neurocomportamentais e obtidas imagens por ressonância magnética. 

 

5.5.2.1 Primeira série de experimentos 

 

Na primeira série de experimentos os ratos foram aleatoriamente designados para os 

seguintes grupos de tratamento: 

- LAU-0901 (IP, 30 ou 60 mg/kg, 2 h após o início do AVC);  

- NPD1; 333 µg/kg; 

- AT-NPD; 333 µg/kg); 

- DHA; 5 mg/kg; 

- Veículo (0,9% soro fisiológico).  

Nessa primeira série de experimentos foram aplicados os três protocolos a seguir: 

- Efeito de LAU-0901 + NPD1: LAU-0901 (30 mg/kg) e NPD1 sozinho ou em 

combinação; o comportamento foi avaliado nos dias 1, 2, 3, 7 e 14, seguido de ressonância 

magnética ex vivo no dia 14 (Figura 12);  

 

Figura 12. Protocolo 1 da série 1. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

- Efeito de LAU-0901 + AT-NPD1: LAU-0901 (60 mg/kg) e AT- NPD1 sozinho ou em 

combinação; o comportamento foi avaliado nos dias 1, 2 e 3, seguido por ressonância 

magnética ex vivo no dia 3 (Figura 13);  
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Figura 13. Protocolo 2 da série 1. 

 

 

 

 

- 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

- Efeito de LAU-0901 + DHA: LAU-0901 (60 mg/kg) e DHA sozinho ou em 

combinação; comportamento foi avaliado em 4 h e no dia 1, seguido por análises lipidômicas 

no dia 1. 

 

Figura 14. Protocolo 3 da série 1. 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

NPD1, AT-NPD1 e DHA foram administrados por via intravenosa 3 h após o início da 

MCAo a uma taxa constante durante 3 min usando uma bomba de infusão. Todos os 

tratamentos foram administrados por pesquisadores cegos para os grupos de tratamento.  

 

5.5.2.1.1 Amostragem cerebral e análise lipidômica 

 

Os ratos foram eutanaziados no dia 1 para investigar o efeito de LAU-0901 mais DHA 

na expressão de diferentes mediadores lipídicos no núcleo isquêmico e na penumbra. Os 

cérebros foram removidos, divididos em hemisférios direito e esquerdo, e a penumbra 

(córtex) e núcleo (subcórtex) foram dissecados ao nível do bregma − 0,3 mm para análise 

lipidômica. Foram extraídos os seguintes lípidos: prostaglandinas (PGE2, PGF2-
α, 6-ceto-

PGF1-
α, PGD2), ácido hidroxioctadecadienóico (HODE), 11-desidro-tromboxano B2, 

tromboxano B2 (TXB2), ácido 12-hidroxieicosatetraenóico (12-HETE). Eles foram 

caracterizados por cromatografia líquida-detecção de matriz de fotodiodos-ionização por 

eletrospray-espectrometria de massa em tandem (MS/MS) usando um espectrômetro de massa 
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em tandem de três estágios quântico TSQ ultra performance cromatografia líquida-MS/MS da 

Thermo Electronic Company, Inc., no modo SRM, e os resultados foram normalizados para 

proteína total da amostra (BAZAN et al., 2012). 

 

5.5.2.2 Segunda série de experimentos 

 

5.5.2.2.1 Estudo de dose-resposta 

 

O LAU-0901 foi administrado por via intraperitoneal (IP) 3 h após o início do AVC. 

AT-NPD1 foi dissolvido em solução salina a 0,9% e administrado por via intravenosa (IV) 15 

min após a entrega de LAU-0901. O veículo (ciclodextrina a 45% e solução salina a 0,9%) foi 

administrado em 3 h e 3,15 h. LAU-0901 foi administrado primeiro às 3 h e AT-NPD1 às 3h 

15min.  

Os ratos foram distribuídos aleatoriamente nos seguintes grupos (n=5–8 por grupo): 

- LAU-0901 (45 e 60 mg/kg, IP);  

- AT-NPD1 (111, 222, 333 μg/kg, IV); 

- LAU-0901 (60 mg/kg, IP) + AT-NPD1 (333 μg/kg, IV); 

- Veículo. 

 

Figura 15. Estudo de dose-resposta da série 2. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

5.5.2.2.2 Estudo de janela terapêutica 

 

O estudo dose-resposta mostrou que LAU-0901 (60 mg/kg) e AT-NPD1 (222 μg/kg) 

eram altamente neuroprotetores; assim, essas doses foram aplicadas. LAU-0901 (60 mg/kg, 

IP) e AT-NPD1 (222 μg/kg, IV) foram administrados 3 h e 3,15 h, respectivamente, após o 
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início do AVC. LAU-0901+AT-NPD1 foi administrado em 3, 4, 5 e 6 h após o início da 

MCAo (n=5–9 por grupo). LAU-0901 foi administrado primeiro e AT-NPD1 15 min após a 

entrega de LAU-0901. O veículo (ciclodextrina a 45% e solução salina a 0,9%) foi 

administrado em 3 h e 3,15 h, respectivamente. Em ambos os estudos, o teste de 

comportamento foi conduzido nos dias 1, 2, 3 e 7, seguido de ressonância magnética ex vivo 

no dia 7. Todos os tratamentos foram administrados por pesquisadores cegos para os grupos 

de tratamento. 

 

Figura 16. Estudo de janela terapêutica da série 2. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

5.5.2.3 Terceira série de experimentos 

 

NPD1 e RvD1 (Cayman Chemical Co, Ann Arbor, Michigan, EUA) foram dissolvidos 

em solução salina 0,9% e administrados (IV) na veia femoral 3 h após o início do AVC a uma 

taxa constante durante 3 minutos usando uma bomba de infusão. NPD1 foi administrado 

primeiro às 3 horas e depois RvD1 15 minutos depois para tratamento combinado. O veículo 

(solução salina a 0,9%) foi administrado em 3 h. Todos os experimentos foram feitos por 

pesquisadores cegos para os grupos de tratamento. O RvD1 foi incluído nos experimentos por 

ser um mediador lipídico anti-inflamatório endógeno envolvido em doenças 

neurodegenerativas, como a aterosclerose (MIAO et al. 2021). 
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5.5.2.3.1 Estudo de dose-resposta 

 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em oito grupos: NPD1 (111, 222 ou 333 

µg/kg), RvD1 (111, 222 ou 333 µg/kg), NPD1+RvD1 (333 µg/kg) e solução salina. O teste de 

comportamento foi conduzido, seguido por uma ressonância magnética ex vivo no dia 7. N = 

4-10 em cada grupo. 

 

5.5.2.3.2 Estudo de janela terapêutica 

 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em sete grupos:  

- Veículo;  

- NPD1 (222 µg/kg) administrado 3 h após o início da MCAo; 

- RvD1 (222 µg/kg) administrado 3 h após o início da MCAo; 

- NPD1+RvD1 administrado 3 h após o início da MCAo; 

- NPD1+RvD1 administrado 4 h após o início da MCAo; 

- NPD1+RvD1 administrado 5 h após o início da MCAo; 

- NPD1+RvD1 administrado 6 h após o início da MCAo. 

O teste de comportamento foi conduzido, seguido por uma ressonância magnética ex 

vivo no dia 7. N = 5-10 em cada grupo. 

 

5.6 Análise estatística 

 

Os valores são relatados como média ± erro padrão da média. O teste t de Student 

bicaudal foi usado para comparações de dois grupos. Para comparações de grupos múltiplos, 

foi realizada análise de variância de medidas repetidas (ANOVA) seguida de testes de 

Bonferroni. 

O tamanho da amostra para cada grupo nos experimentos foi determinado usando uma 

análise de poder. A análise de poder, a priori, foi realizada usando G*Power versão 3.1.9.7 

(FAUL et al., 2007) para estimativa do tamanho da amostra com base em dados neurológicos 

de um estudo anterior (BELAYEV et al., 2018). Com um critério de significância de α = 0,05 

e poder = 0,80, o tamanho amostral mínimo necessário com esse tamanho de efeito é n = 3 

para o teste Wilcoxon-Mann Whitney de dois grupos. Assim, o tamanho da amostra obtido de 

n = 4-10 para resposta à dose e estudos de janela terapêutica é mais do que adequado.  

Os dados foram considerados significativos quando p < 0,05, *p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01, 

***p ≤ 0,001, ****p ≤ 0,0001. 
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Todas as estatísticas foram analisadas e representadas graficamente com o pacote 

Graph Pad Prism versão 9 (Graph Pad Software, Inc., La Jolla, CA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
61 

6 RESULTADOS 

 

6.1 Primeira série de experimentos 

 

6.1.1 Variáveis fisiológicas e mortalidade 

 

As temperaturas retal e craniana (músculo temporal), gasometria arterial e glicose 

plasmática não mostraram diferenças significativas entre todos os grupos. Não foram 

observados efeitos colaterais comportamentais adversos após a administração de LAU‑0901, 

NPD1, AT‑NPD1 ou DHA em todos os grupos. Nenhum animal morreu durante este estudo. 

 

6.1.2 LAU‑0901 + NPD1 melhorou a função comportamental e atenuou o dano cerebral 

isquêmico 14 dias após oclusão da artéria cerebral média 

 

Foi investigado se os tratamentos com LAU-0901 e NPD1 sozinhos, bem como o 

tratamento combinado com LAU-0901 + NPD1, afetam o comportamento e o tamanho do 

infarto após isquemia cerebral 14 dias após a terapia, conforme desenho experimental 

apresentado na Figura 17a. Os tratamentos LAU-0901 e NPD1 sozinhos melhoraram as 

pontuações comportamentais começando no dia 1 em 16% e 37%, que persistiram até o dia 14 

em 26% e 40% em comparação com o grupo veículo (Figura 17b). A pontuação 

comportamental foi significativamente diferente entre os tratamentos LAU‑0901 + NPD1 e 

LAU‑0901, mas não entre os tratamentos LAU‑0901 + NPD1 e NPD1 isoladamente porque 

teve efeito máximo. Os tratamentos combinados e sozinhos melhoraram notavelmente os 

cursos de tempo para a recuperação das reações visuais táteis dorsais e laterais dos membros 

anteriores contralaterais entre os dias 2-14 (Figuras 17c-e). 

Núcleo isquêmico, penumbra e volumes totais da lesão foram calculados a partir de 

mapas T2 no dia 14 são apresentados na Figura 18. T2WI revelou grandes lesões e 

hiperintensidades T2, que foram observadas no núcleo isquêmico e na penumbra de ratos 

tratados com veículo, consistentes com a formação de edema. Em contraste, todos os 

tratamentos, especialmente NPD1 e LAU‑0901 + NPD1, tiveram volumes de lesão menores 

que eram visíveis apenas em uma pequena porção do córtex e áreas subcorticais. Os volumes 

de lesões tridimensionais foram drasticamente reduzidos pelos tratamentos com NPD1 e 

LAU‑0901 + NPD1 em comparação com o grupo veículo (Figura 18b). Os volumes 

quantitativos totais, centrais e de lesão penumbra T2WI foram significativamente reduzidos 

por todos os tratamentos em comparação com o grupo tratado com veículo (Figura 18c). O 
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tratamento combinado foi significativamente diferente do tratamento LAU-0901 sozinho na 

redução de lesões no núcleo isquêmico (Figura 18c). 

 

Figura 17. LAU-0901 + NPD1 melhora o comportamento 14 dias após o AVC.  

 

(a) Desenho experimental. (b) pontuação neurológica total (normal = 0, máx = 12) e (c-e) tempo de 

recuperação das reações dos membros anteriores. p < 0,05, *Veículo versus todos os tratamentos; n = 5-

6/grupo. 
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Figura 18. LAU-0901 (30mg/kg) + NPD1 (333 µg/kg) reduz os volumes de lesões de AVC 

derivadas da ressonância magnética. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) Imagem ponderada em T2 representativa, núcleo/penumbra, e (b) Volumes de lesão tridimensionais 

calculados a partir de mapas T2 no dia 14. Os tecidos centrais (vermelho) e penumbral (azul) foram identificados 

automaticamente. (c) Núcleo isquêmico, penumbra e volumes totais da lesão. p < 0,05, *Veículo versus todos os 

tratamentos; **LAU-0901 versus LAU-0901+ neuroprotectina D1, n = 5-6/grupo. 
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6.1.3 LAU‑0901 + AT‑NPD1 forneceu neuroproteção 3 dias após a oclusão da artéria 

cerebral média 

 

O desenho experimental é apresentado na Figura 19a. Os tratamentos com LAU‑0901 

e AT‑NPD1 sozinhos melhoraram a pontuação neurológica total começando no dia 1, que 

persistiu até o dia 3 em 33% e 27% em comparação com o grupo veículo (Figura 19b). O 

tratamento combinado com LAU‑0901 + AT‑NPD1 melhorou a pontuação comportamental 

até 54% no dia 3 (Figura 19b). Os volumes totais de lesão (calculados a partir de mapas T2) 

foram reduzidos por todos os tratamentos (Figura 19c). O tratamento combinado reduziu o 

volume total da lesão em comparação com o grupo LAU‑0901‑sozinho (Figura 19c). T2WI 

representativo, imagens pseudocoloridas e volumes 3D, ilustram que todos os tratamentos 

reduziram a lesão no núcleo isquêmico e na penumbra em comparação com o veículo 

(Figuras 19d-f). As lesões foram reduzidas pelo tratamento combinado com LAU-0901 + AT-

NPD1 e foram principalmente restritas às áreas subcorticais. 
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Figura 19. LAU-0901 + AT-NPD1 desencadeada por aspirina é protetora 3 dias após o AVC. 

 

(a) Desenho experimental. (b) Pontuação neurológica total (normal = 0, máx = 12). (c) Volumes de lesão total, 

central e de penumbra calculados a partir de mapas T2. (d) Imagem ponderada em T2 representativa, (e) imagens 

T2 pseudocoloridas e (f) volumes de lesão 3D colapsados (vermelho) sobrepostos na imagem ponderada em T2. 

p < 0,05, *Veículo versus todos os tratamentos; **LAU-0901+ neuroprotectina D1 versus neuroprotectina D1 

desencadeada por aspirina ou LAU-0901, n = 5-7/grupo. 
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6.1.4 LAU‑0901 + DHA modula a regulação do fluxo sanguíneo cerebral e a sinalização 

inflamatória, o que leva à recuperação neurológica 1 dia após a oclusão da artéria cerebral 

média 

 

Investigamos o efeito do tratamento com LAU-0901 e DHA isoladamente e em 

combinação no comportamento, bem como na expressão de diferentes mediadores lipídicos 1 

dia após o AVC isquêmico, com desenho experimental apresentado na Figura 20a. Os 

tratamentos com LAU-0901 e DHA sozinhos melhoraram as pontuações comportamentais em 

comparação com os grupos de veículos em 30%-35% (Figura 20b). O efeito neuroprotetor 

foi aumentado usando o LAU‑0901 + DHA em 47% no dia 1. 

A expressão de prostaglandinas (PGE2, PGF2‑
α, 6‑ceto‑PGF1‑

α e PGD2), HODE e 

12‑HETE do núcleo isquêmico ipsilateral e da penumbra são apresentadas na Figuras 20c‑h. 

A maior regulação positiva foi observada em regiões de penumbra por LAU-0901 sozinho e 

em combinação com DHA. O aparecimento de prostaglandinas quando tratado apenas com 

LAU‑0901 aumentou 18 vezes para PGE2, 47 vezes para PGF2‑
α, 10 vezes para 6‑ceto‑PGF1‑

α 

e 25 vezes para PGD2. Quando tratado com LAU-0901 + DHA, foi observado um aumento de 

6 vezes para PGE2, 13 vezes para PGF2-
α, 6 vezes para 6-ceto-PGF1-

α e 14 vezes para PGD2 

em comparação com o veículo (Figuras 20c-f). A expressão de HODE aumentou 5 vezes com 

o tratamento LAU-0901 sozinho e 4 vezes com LAU-0910 + DHA (Figura 20g). A expressão 

de 12‑HETE foi reduzida por DHA, LAU‑0901 e LAU‑0901 + DHA (83, 67, 72%, 

respectivamente) (Figura 20h). 
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Figura 20. Associação de LAU-0901 + DHA melhora o comportamento e modula a resposta 

inflamatória 1 dia após o AVC. 

 

(a) Desenho experimental. (b) Pontuação neurológica total. 
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LAU-0901 60mg/kg 

DHA 5mg/kg 

 

(c-h) Análise quantitativa de extratos lipídicos após oclusão da artéria cerebral média do núcleo isquêmico e da 

penumbra. p < 0,05, *Todos os tratamentos versus veículo (penumbra); **Todos os tratamentos versus veículo 

(núcleo), n = 3-4/grupo. 
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6.2 Segunda série de experimentos 

 

6.2.1 Variáveis fisiológicas e mortalidade 

 

Todos os animais deste estudo apresentaram valores semelhantes para temperatura 

retal e craniana, pressão arterial média, gasometria arterial e glicemia, sem diferenças 

significativas entre os grupos. Nenhum efeito colateral comportamental adverso foi observado 

após a administração de LAU-0901, AT-NPD1 ou LAU-0901 + AT-NPD1. Estudo dose-

resposta: nenhum rato morreu em nenhum grupo tratado, exceto três no grupo veículo nos 

dias 2, 3 e 7. Estudo de janela terapêutica: um total de três ratos morreram (dois ratos no 

grupo veículo nos dias 1 e 7 e um em LAU-0901+AT-NPD1–3h no dia 2). As autópsias 

revelaram um grande infarto hemisférico ipsilateral e extenso edema cerebral em todos os 

animais. 

 

6.2.2 Dose-resposta 

 

O desenho experimental é apresentado na Figura 21a. Todos os ratos tiveram uma 

pontuação neurológica total de 0 antes da isquemia e desenvolveram um déficit 

comportamental de alto grau (10-11; máximo possível, 12) quando examinados em 60 min de 

MCAo (Figura 21b); assim, nenhum animal necessitou de exclusão com base em grau 

inadequado de isquemia cerebral durante a avaliação comportamental. Os ratos tratados com 

veículo continuaram a exibir deficiências comportamentais graves ao longo do período de 

sobrevivência de 7 dias. Todos os ratos tratados com diferentes doses de LAU-0901, AT-

NPD1 e LAU-0901+AT-NPD1 melhoraram significativamente a pontuação neurológica total 

em comparação com o veículo nos dias 1, 2, 3 e 7 (Figura 21b). 

O efeito neuroprotetor foi aprimorado usando LAU-0901+AT-NPD1 em comparação 

com AT-NPD1 (111 e 222), o que resultou em pontuações comportamentais aprimoradas de 

20% e 31% no dia 7 (Figura 21b). 

As Figuras 22a-c mostra a melhora significativa da colocação tátil (dorsal e lateral) e 

proprioceptiva em momentos diferentes em todos os ratos tratados em comparação com o 

grupo veículo. 

Imagens representativas de T2WI e core/penumbra são apresentadas na Figura 23a. 

Grandes lesões e hiperintensidades T2 foram observadas no núcleo isquêmico e na penumbra 

de ratos tratados com veículo. Em contraste, todos os tratamentos tiveram menores volumes 

de lesão, principalmente visíveis no núcleo isquêmico e parcialmente na penumbra. Os 
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volumes totais, centrais isquêmicos e de lesão de penumbra calculados usando T2WI no dia 7 

foram significativamente reduzidos por todos os tratamentos em comparação com o grupo 

veículo (Figura 23b). Os ratos tratados com tratamento combinado apresentaram lesões 

menores do que os tratamentos com LAU-0901 e AT-NPD1 sozinhos, mas isso não foi 

estatisticamente significativo (Figura 23b). 
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Figura 21. Estudo Dose-Resposta: LAU-0901, AT-NPD1 e sua combinação melhoraram a 

recuperação funcional após MCAo. 

 

 

(a) Desenho experimental. (b) Pontuação neurológica total (normal = 0, déficit máximo = 12) em ratos durante 

MCAo (60 min) e várias vezes após MCAo. Todas as doses de LAU-0901 e AT-NPD1 e o tratamento combinado 

melhoraram significativamente a pontuação neurológica total nos dias 1, 2, 3 e 7 em comparação com o grupo 

veículo. Os valores mostrados foram expressos em médias ± erro padrão (n=5–8 por grupo). *p < 0,05, veículo 

b 

(60mg/kg + 333 µg/kg) 

a 
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versus todos os tratamentos; **LAU-0901 (45mg/kg) versus LAU-0901 + AT-NPD1 e **LAU-0901 (60mg/kg) 

versus LAU-0901 + AT-NPD1 (ANOVA de medidas repetidas seguida de testes de Bonferroni). 

 

Figura 22. Tempo de recuperação das reações táteis (dorsais e laterais) e proprioceptivas de 

posicionamento dos membros anteriores. 

 

 

 

 

 

 

a 

b 

(60mg/kg + 333 µg/kg) 
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(a-c) Tempo de recuperação das reações táteis (dorsais e laterais) e proprioceptivas de posicionamento dos 

membros anteriores (normal = 0, déficit máximo = 2). Os valores mostrados foram expressos em médias ± erro 

padrão (n=5–8 por grupo). *p < 0,05, veículo versus todos os tratamentos; ** LAU-0901+AT-NPD1 vs. AT-

NPD1 (111 μg/kg) (ANOVA de medidas repetidas seguida de testes de Bonferroni). 
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Figura 23. LAU-0901, AT-NPD1 e sua combinação atenuaram os volumes das lesões de 

ressonância magnética e o núcleo isquêmico e a penumbra após o AVC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) Imagens ponderadas em T2 representativas (T2WI) e núcleo/penumbra de cada grupo no dia 7. Os tecidos do 

núcleo (vermelho) e da penumbra (azul) foram extraídos automaticamente de todo o cérebro usando o método de 

divisão hierárquica da região da ressonância magnética para identificação da penumbra. Hiperintensidades T2 

foram observadas no centro isquêmico e na penumbra de ratos tratados com veículo, consistentes com a 

formação de edema. Em contraste, todos os animais tratados tinham tamanhos de lesão menores. 
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(b) Todos os tratamentos reduziram significativamente os volumes totais de lesão, calculados a partir de T2WI 

no dia 7 em comparação com o grupo veículo. Os valores mostrados foram expressos em médias ± erro padrão 

(n=5–8 por grupo). *p < 0,05, veículo versus todos os tratamentos (ANOVA de medidas repetidas seguida de 

testes de Bonferroni). 
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6.2.3 Janela terapêutica 

 

O desenho experimental é apresentado na Figura 24a. O tratamento com LAU-0901 e 

AT-NPD1 sozinho, quando administrado em 3 h, melhorou o escore neurológico total no dia 7 

em 43% e 30% (Figura 24b). Em contraste, o efeito neuroprotetor foi aumentado usando 

LAU-0901+AT-NPD1, que melhorou o comportamento em 50% quando administrado em 3 h, 

56% em 4 h, 33% em 5 h e 26% em 6 h (Figura 24b). O tratamento combinado administrado 

em 4 h foi significativamente melhor do que AT-NPD1 sozinho (Figura 24b). Imagens 

representativas de T2WI e núcleo/penumbra são apresentadas na Figura 25. 

Grandes lesões e hiperintensidades T2 foram observadas no centro isquêmico e na 

penumbra de ratos tratados com solução salina. Os ratos tratados apenas com LAU-0901 e 

AT-NPD1 apresentaram lesões menores com envolvimento parcial do córtex e subcortical. 

Em contraste, as lesões foram reduzidas pelo tratamento combinado administrado em 3, 4, 5 e 

6 h e foram principalmente restritas a áreas subcorticais (Figura 25). Núcleo isquêmico, 

penumbra e volumes totais de lesão foram reduzidos por todos os tratamentos quando 

administrados até 6 h após o início da MCAo (Figura 26). Não houve diferenças estatísticas 

entre todos os grupos de tratamento. 
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Figura 24. Estudo da janela terapêutica. LAU-0901, AT-NPD1 e sua combinação melhoram 

os escores neurológicos quando administrados até 6 h após MCAo. 

 

(a) Desenho experimental. (b) Escore neurológico total (normal=0, déficit máximo=12) em todos os grupos. Os 

valores apresentados foram expressos em médias ± erro padrão (n=5–9 por grupo). *p < 0,05, veículo versus 

todos os tratamentos ** LAU-0901+AT-NPD1–4h vs. AT-NPD1 (ANOVA de medidas repetidas seguida de 

testes de Bonferroni). 
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Figura 25. LAU-0901 (60mg/kg), AT-NPD1 (222µg/kg) e sua combinação reduzem as lesões 

de ressonância magnética e protegem o núcleo isquêmico e a penumbra. 

 

T2WI representativo e núcleo/penumbra do veículo e de todos os grupos tratados. Os tecidos do núcleo 

(vermelho) e da penumbra (azul) foram automaticamente extraídos de todo o cérebro. Hiperintensidades T2 

foram observadas no núcleo isquêmico e na penumbra de ratos tratados com veículo, consistentes com a 

formação de edema. Em contraste, todos os animais tratados tinham tamanhos de lesão menores, localizados 

principalmente em áreas subcorticais. 
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Figura 26. Os volumes de lesão cortical, subcortical e total foram calculados a partir de 

mapas T2WI; LAU-0901 (60mg/kg) + AT-NPD1 (222µg/kg). 

 

(a-c) Os volumes de lesão cortical, subcortical e total foram calculados a partir de mapas T2WI. Todos os 

tratamentos reduziram drasticamente os volumes das lesões. Os valores apresentados foram expressos em médias 

± erro padrão (n=5–9 por grupo). *p < 0,05, veículo vs. todos os tratamentos (ANOVA de medidas repetidas 

seguida de testes de Bonferroni). 

a 

b 
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6.3 Terceira série de experimentos 

 

As variáveis fisiológicas foram definidas em todos os grupos experimentais e nenhum 

efeito colateral comportamental adverso foi observado após a administração de NPD1, RvD1 

ou NPD1 + RvD1. Quatro animais morreram durante o experimento dose-resposta: dois ratos 

no grupo salina nos dias 2 e 3, um de cada grupo NPD1 (333 μg/kg) e RvD1 (222 μg/kg) nos 

dias 2 e 3, respectivamente. Dois ratos morreram durante o estudo da janela terapêutica: 

grupos salina e NPD1 + RvD1 (ambos em 24 h). As autópsias revelaram grandes infartos 

hemisféricos ipsilaterais e extenso edema cerebral em todos os ratos. 

 

6.3.1 NPD1 + RvD1 dose-resposta e janela terapêutica demonstram neuroproteção 

melhorando o comportamento e diminuindo a lesão de AVC em T2WI 

 

Todos os animais deste estudo apresentaram valores semelhantes para temperatura 

retal e craniana, pressão arterial média, gasometria arterial e glicemia, sem diferenças 

significativas entre os grupos. Nenhum efeito colateral comportamental adverso foi observado 

após a administração de LAU-0901, AT-NPD1 ou LAU-0901 + AT-NPD1. Estudo dose-

resposta: nenhum rato morreu em nenhum grupo tratado, exceto três no grupo veículo nos 

dias 2, 3 e 7. Estudo de janela terapêutica: um total de três ratos morreram (dois ratos no 

grupo veículo nos dias 1 e 7 e um em LAU-0901+AT-NPD1–3h no dia 2). As autópsias 

revelaram um grande infarto hemisférico ipsilateral e extenso edema cerebral em todos os 

animais. 

 

6.3.2 Dose-resposta 

 

O estudo para avaliar a dosagem mais eficaz de NPD1 e RvD1 mostrou melhorias no 

déficit neurológico em comparação com o veículo para dosagens de NPD1 (111, 222 e 333 

μg/kg) e RvD1 (222 e 333 μg/kg), bem como melhorias quando NPD1 + RvD1 foram 

administrados em combinação (Figuras 27a–b). A distribuição da lesão no nível bregma da 

imagem de ressonância magnética T2WI mostra redução para todos os grupos em comparação 

com solução salina (Figuras 27c-e), e o volume da lesão foi reduzido significativamente por 

NPD1 (111, 222 e 333 μg/kg), RvD1 (222 e 333 μg/kg) e sua combinação na penumbra 

isquêmica. A redução do volume da lesão no núcleo isquêmico foi observada apenas por 

NPD1 e RvD1 (222 μg/kg) (Figura 27f). 
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Figura 27. A dose-resposta mostra que NPD1, RvD1 e sua combinação melhoraram a 

recuperação funcional após MCAo. 

 

(a-b) Escore neurológico total (normal = 0, déficit máximo = 12) durante 60 min de MCAo e 1, 2, 3 e 7 dias após 

MCAo. Todos os tratamentos melhoraram os escores neurológicos totais em comparação com o grupo veículo. 

Os dados foram expressos em média ± erro padrão da média, n = 8–6 por grupo. *p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01, ***p ≤ 

0,001, ****p ≤ 0,0001 versus grupo solução salina (ANOVA de medidas repetidas seguida de testes de 

Bonferroni). A distribuição de penumbra, núcleo e áreas totais de lesão (c-e). 
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(f) Os volumes foram calculados a partir de T2WI no dia 7. NPD1, RvD1 e sua combinação protegeram o núcleo 

isquêmico, penumbra, lesão total e volume após o AVC.  
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6.3.3 Janela Terapêutica 

 

A investigação da janela terapêutica mostrou que o tratamento apenas com NPD1 e 

RvD1, quando administrado apenas em 3 h, melhorou o escore neurológico total nos dias 1, 2, 

3 e 7 em comparação com o veículo (Figura 28a). O efeito neuroprotetor foi aumentado pelo 

tratamento combinatório NPD1 + RvD1, que melhorou o comportamento em 61% quando 

administrado em 3 h, 26% em 4 h, 25% em 5 h e 31% em 6 h (Figura 28a). O tratamento 

combinado administrado em 3 h foi significativamente melhor do que NPD1 ou RvD1 

sozinho em todos os pontos de observação durante o período de sobrevivência de 7 dias 

(Figura 13a). Áreas de penumbra, núcleo e lesão total e volumes calculados a partir de T2WI 

no dia 7 apresentados nas Figuras 28b-e. Núcleo isquêmico, penumbra e áreas totais de lesão 

foram reduzidos em vários níveis por todos os tratamentos em comparação com solução salina 

quando administrado até 6 h após o início da MCAo (Figuras 28b-d). Em comparação com o 

grupo salina, o tratamento combinado administrado em 3, 4, 5 e 6 horas reduziu os volumes 

de lesão na penumbra isquêmica e na lesão total. Os volumes centrais isquêmicos também 

foram reduzidos pelo tratamento combinado, administrado em 3 e 4 h. O tratamento 

combinado administrado em três horas foi significativamente melhor do que RvD1 sozinho na 

redução de penumbra, núcleo e volumes totais no dia 7 (Figura 28e). O tratamento 

combinado administrado em 4 h foi significativamente melhor do que o NPD1 sozinho na 

redução dos volumes centrais (Figura 28e). Embora os volumes das lesões tenham sido 

reduzidos apenas nos grupos tratados com NPD1 ou RvD1, não houve diferenças estatísticas 

em comparação com os animais tratados com solução salina (Figura 28e). 
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Figura 28. A janela terapêutica revela que NPD1 (222µg/kg), RvD1 (222µg/kg) e sua 

combinação melhoraram os déficits neurológicos quando administrados até 6 h após MCAo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) Escore neurológico total (normal = 0, déficit máximo = 12) durante 60 min de MCAo e 1, 2, 3 e 7 dias após 

MCAo. Os gráficos mostram melhoria na pontuação neurológica total em todos os grupos tratados versus ratos 

tratados com solução salina. Os dados comportamentais foram representados em médias ± erro padrão da média; 

n = 5–6 por grupo. (b–d) A distribuição de penumbra, núcleo e áreas totais de lesão. 
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NPD1 (222µg/kg) e RvD1 (222µg/kg). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (e) Os volumes foram calculados a partir de T2WI no dia 7. O tratamento com NPD1 + RvD1 diminuiu o 

núcleo, a penumbra e as áreas e volumes totais da lesão quando administrado até 6 h após AVC. Os dados foram 

representados em média ± erro padrão da média; n = 5–6 por grupo, *p ≤ 0,05, **p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001, ****p 

≤ 0,0001 versus grupo solução salina (teste de Mann-Whitney). 
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7 DISCUSSÃO 

 

Déficits funcionais em roedores após MCAo se assemelham a déficits sensório-

motores. O AVC isquêmico focal leva a funções sensório-motoras e cognitivas prejudicadas, 

com 70 a 80% dos pacientes apresentando hemiparesia após o AVC. Como o objetivo da 

terapia do AVC é restaurar as funções comportamentais, dois testes da bateria sensório-motora 

foram usados no presente estudo para detectar déficits neurológicos após o AVC. 

Este estudo examinou a eficácia terapêutica de LAU‑0901, um antagonista de PAF‑R, 

em combinação com NPD1, AT‑NPD1 e DHA após MCAo em ratos. Foi mostrado aqui, pela 

primeira vez, que o LAU-0901 em combinação com os vários docosanoides reduziu a lesão 

cerebral isquêmica, promoveu a recuperação funcional e restaurou a via de mediadores 

lipídicos pró-homeostáticos após AVC isquêmico experimental. 

Esses resultados demonstram que o LAU‑0901 em combinação com NPD1 e 

AT‑NPD1 reduziu significativamente o volume do infarto e melhorou o escore neurológico 

quando comparado ao LAU‑0901 sozinho. Isso indica a eficácia terapêutica superior do 

tratamento combinado após AVC isquêmico. LAU-0901 foi usado para inibir a sinalização 

pró-inflamatória pelo PAF, que se acumula em resposta à lesão celular, incluindo isquemia-

reperfusão cerebral. Durante a isquemia, o PAF aumenta e então se torna um mensageiro pró-

inflamatório, bem como um mediador da neurotoxicidade que leva ao dano neuronal (TIAN; 

BAZAN, 2005a; BELAYEV et al., 2008). Anteriormente foi mostrado que o LAU‑0901 

fornece neuroproteção robusta quando usado em AVC isquêmico experimental, reduzindo o 

volume de infarto cerebral e melhorando os escores neurológicos (BELAYEV et al., 2008). 

O NPD1 é um mediador lipídico derivado do DHA, que promove a sobrevivência 

celular sob estresse oxidativo descompensado, um evento precoce durante a morte celular 

neuronal (BELAYEV et al., 2017). A lipoxigenação enzimática de DHA no AVC isquêmico 

experimental resulta na formação de NPD1, que então neutraliza a bioatividade pró-

inflamatória e contribui para a neuroproteção sustentada (MARCHESELLI et al., 2003; 

ASATRYAN; BAZAN, 2017). O NPD1 é protetor após o AVC isquêmico reduzindo o volume 

do infarto, melhorando o escore neurológico e foi demonstrado seus efeitos para atenuar a 

infiltração de leucócitos polimorfonucleares, inibir a indução de isquemia pela 

ciclooxigenase-2 (COX-2) e ativação do fator nuclear κB ((MARCHESELLI et al., 2003; 

EADY et al., 2012; SERHAN et al., 2015). AT-NPD1 é um novo mediador lipídico endógeno 

derivado do DHA gerado por COX-2 acetilado com aspirina. Quando administrado 3 h após o 

início do AVC, fornece recuperação neurocomportamental sustentada, reduz infarto e edema 
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cerebral, melhora a matriz tecidual e protege a substância branca (BAZAN et al., 2012). 

Ambos os tratamentos combinados com LAU‑0901 + NPD1 e LAU‑0901 + AT‑NPD1 

melhoraram a recuperação neurológica do que qualquer um dos tratamentos isoladamente, 

apoiando a eficácia terapêutica da sua neuroproteção sinérgica. O tratamento combinado com 

LAU‑0901 + DHA e LAU‑0901 sozinho provocou um aumento da expressão de 

prostaglandinas, PGE2, PGF2‑
α, 6‑ceto‑PGF1‑

α e PGD2, em comparação com animais veículo. 

As prostaglandinas são lipídios bioativos derivados do metabolismo do ácido araquidônico. 

Eles sustentam as funções homeostáticas e medeiam os mecanismos patogênicos, incluindo a 

resposta inflamatória (KENNEDY; STOBO; GOLDYNE, 1980; NOWAK; KAIJSER; 

WENNMALM, 1980). A expressão aumentada desses metabólitos indica que o tecido 

manteve sua capacidade de regular o fluxo sanguíneo cerebral e modular o processo 

inflamatório, que estudos anteriores demonstraram melhorar os resultados funcionais após 

AVC (SALEEM et al., 2007; RIVA et al., 2012). A isquemia cerebral inicia uma cascata de 

eventos que estimula a liberação de ácidos graxos livres das membranas celulares, 

particularmente ácido araquidônico e DHA. Esses mensageiros lipídicos bioativos, por sua 

vez, dão origem a vários mensageiros lipídicos a jusante, como PAF e eicosanóides 

(prostaglandinas e leucotrienos). Essas moléculas podem ter efeitos neuroprotetores ou 

neurodegenerativos no tecido cerebral pós-AVC; portanto, eles contribuem amplamente para o 

resultado e a recuperação do AVC. 

PGE2, PGF2-
α, 6-ceto-PGF1-

α e PGD2 exibem bioatividade vasoativa e demonstraram 

melhorar os resultados pós-AVC. A PGE2 exerce uma variedade de funções ligando-se 

principalmente a quatro receptores de membrana conhecidos como E-prostanóide 1, 2, 3 e 4 

com efeitos variados fisiologicamente (MCCULLOUGH et al., 2004). Demonstrou-se que o 

nocaute genético do receptor EP2 aumenta significativamente o volume da lesão em 24 h em 

camundongos submetidos à isquemia cerebral, e a ativação desse receptor demonstrou 

proteger contra lesões excitotóxicas e anóxicas após MCAo (MCCULLOUGH et al., 2004; 

AHMAD et al., 2010). 6‑ceto‑PGF1‑
α é um metabólito derivado da prostaciclina; foi 

demonstrado que o direcionamento do receptor prostanóide prostaglandina I2 após MCAo 

reduz a lesão isquêmica cerebral e promove a recuperação neurológica de longo prazo após o 

AVC isquêmico (YANG et al., 2017). A PGD2 é a prostaglandina mais abundante no cérebro e 

atua como moduladora do processo neuroinflamatório; esse tipo de prostaglandina atua 

principalmente nos receptores DP1, que têm um efeito benéfico nos resultados do AVC 

quando ativados, minimizando o dano cerebral excitotóxico e isquêmico (SALEEM et al., 

2007; AHMAD et al., 2010). 
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Um aumento na expressão de HODE em ratos tratados com LAU‑0901 e LAU‑0901 + 

DHA, bem como uma diminuição na expressão de 12‑HETE também foi observado nesse 

estudo. Acredita-se que o HODE, um derivado do ácido linoleico, esteja envolvido na 

regulação da neurotransmissão e inflamação em resposta à lesão cerebral, reduzindo a 

excitotoxicidade do glutamato (VANGAVETI et al., 2016; HENNEBELLE et al., 2017). 12-

HETE, um derivado do ácido araquidônico, é um lipídio bioativo formado pela ação da 

enzima 12‑lipoxigenase, que é regulada positivamente em condições de hipóxia. O 12-HETE 

é um mediador lipídico pró-inflamatório, que pode aumentar o dano isquêmico devido ao 

aumento da sinalização inflamatória e morte celular. A inibição de 12‑HETE demonstrou 

anteriormente reduzir o tamanho do infarto e melhorar os parâmetros comportamentais 

(YIGITKANLI et al., 2013). Os resultados obtidos nesse estudo indicam que o tratamento 

com LAU‑0901 regula a presença de metabólitos que atuam para reduzir a inflamação e o 

dano neuronal causado pela excitotoxicidade. A presença de marcadores observada em ratos 

tratados com LAU‑0901 e LAU‑0901 + DHA é provavelmente o resultado da modulação da 

perfusão por aumento do fluxo sanguíneo cerebral por meio de prostaglandinas vasoativas, 

bem como supressão da sinalização pró‑inflamatória por meio da diminuição da expressão de 

12‑ HETE e aumento da expressão de HODE, bem como a ação do LAU‑0901 inibindo o 

PAF. 

Foi demonstrado também que LAU-0901 e AT-NPD1 melhoram substancialmente a 

função comportamental e reduzem o volume de infarto cerebral quando administrados 

prontamente em doses moderadas, potencialmente passíveis de aplicações clínicas; foi 

mostrado uma ampla janela terapêutica de eficácia neuroprotetora com doses moderadas de 

LAU-0901 e AT-NPD1. O tratamento iniciado até 6 horas após o início da isquemia do AVC 

foi altamente eficaz. Achados anteriores que demonstraram a eficácia neuroprotetora de LAU-

0901 e AT-NPD1 na isquemia cerebral focal levaram ao avanço desse estudo. Foi descoberto 

que esses mediadores lipídicos promovem a sobrevivência de células neuronais com 

importante atividade anti-inflamatória. 

Achados anteriores demonstraram a eficácia neuroprotetora de LAU-0901, um 

antagonista de PAF-R altamente potente e seletivo na isquemia cerebral focal aguda em ratos 

e camundongos (BELAYEV et al., 2008; BELAYEV et al., 2009). A terapia com LAU-0901 

reduziu significativamente os volumes de infarto cortical e subcortical, melhorou os escores 

comportamentais, atenuou a micróglia infiltração, e promoveu a sobrevivência astrocitária e 

neuronal quando administrado prontamente após 2 h de MCAo em ratos (BELAYEV et al., 

2012). Foi demonstrado que em camundongos tratados com LAU-0901 após uma hora de 
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MCAo houve o aumento do fluxo sanguíneo cerebral local em 77% da linha de base em 6h 

em comparação com um fluxo sanguíneo cerebral local de 41% em relação à linha de base 

observada nos ratos tratados com veículo (BELAYEV et al., 2008). Em um estudo de 

sobrevivência de longo prazo, 60 mg/kg de LAU-0901, administrado 2 h após o início do 

derrame em ratos, não apenas produziram melhorias de curto prazo por 7 dias como resultou 

em efeitos benéficos no resultado comportamental que persistiram até 4 semanas após a 

MCAo (BELAYEV et al., 2009). Além disso, os animais tratados com LAU-0901 resultaram 

em um aumento de 20% no tecido cerebral preservado em 30 dias, em uma redução notável 

na incidência de extensas lesões necróticas císticas e no aumento acentuado de GFAP 

(proteína glial fibrilar ácida) e na contagem de células positivas para Nissl (BELAYEV et al., 

2009). 

Recentemente, relatamos a descoberta do novo AT-NPD1, uma potente molécula anti-

inflamatória pró-resolução (SERHAN et al., 2012). O novo produto acionado por aspirina 

demonstrou ações regulatórias decisivas com leucócitos in vivo, redução da migração 

transendotelial polimorfonuclear humana e aumento da eferocitose (SERHAN et al., 2012). 

Conforme proposto para outros potentes mediadores locais derivados de ácidos graxos 

poliinsaturados, a via da protectina desencadeada pela aspirina provavelmente envolve a 

conversão do hidroperóxido 17R-HpDHA (derivado de DHA contendo 17R-hidroperóxi) em 

um intermediário epóxido (SERHAN et al., 2012). Essa via desencadeada pela aspirina foi 

identificada pela primeira vez na fase de resolução da exsudatos inflamatórios e tecidos 

cerebrais de camundongos tratados com aspirina e sua estrutura básica foi proposta 

(SERHAN et al., 2002; MARCHESELLI et al., 2003). Foi demonstrado que novos 

docosanoides inibiram a infiltração de leucócitos mediada por I/R no cérebro e a expressão de 

genes pró-inflamatórios (MARCHESELLI et al., 2003). Foi identicado uma nova via 

biossintética que leva à formação de um mediador AT-NPD1 quando aspirina mais DHA são 

administrados após AVC (BAZAN et al., 2012). Em seguida, foi realizada a síntese química 

total dessa molécula e a testamos no cenário de 2 h MCAo em ratos. Foi demonstrado que o 

AT-NPD1 sintético, administrado 3 h após o início do AVC, melhora os escores 

comportamentais, reduz o infarto cerebral e o edema cerebral, melhora a matriz tecidual e 

protege a substância branca (BAZAN et al., 2012). 

O presente estudo estabeleceu a eficácia para o efeito neuroprotetor de LAU-0901 e 

AT-NPD1 em um modelo de rato com isquemia cerebral focal. O resultado mais notável foi 

encontrado em ratos tratados com doses médias e altas de LAU-0901 e AT-NPD1. Todas as 

doses de LAU-0901 e AT-NPD1 usadas neste estudo foram altamente neuroprotetoras. Os 
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tratamentos LAU-0901 (60 mg/kg) e AT-NPD1 (222 e 333 μg/kg) sozinhos foram os mais 

eficazes na melhoria dos escores comportamentais e na redução das lesões cerebrais no sétimo 

dia após a MCAo. O efeito neuroprotetor foi aprimorado usando o LAU-0901 +AT-NPD1, 

que melhorou o comportamento durante o período de sobrevivência de 7 dias e reduziu 

drasticamente os volumes total, central e de penumbra em 93, 94 e 92% em comparação com 

o grupo veículo. Devido aos desafios de tratar os pacientes a tempo, é necessária uma 

extensão da janela terapêutica para permitir um apelo mais amplo aos médicos que tratam 

vítimas de AVC isquêmico. Partindo da pergunta se o LAU-0901 mais AT-NPD1 poderia 

prolongar a janela terapêutica em um cenário de isquemia cerebral focal. Foi selecionada uma 

dose no meio da faixa de dose efetiva de AT-NPD1 (222 μg/kg) e LAU-0901 (60 mg/kg) para 

o estudo de janela terapêutica, que se mostrou eficaz mesmo com um atraso de tratamento de 

até 6 h. LAU-0901 mais AT-NPD1, quando administrado em 3, 4, 5 e 6 h, melhorou o 

comportamento em 50, 56, 33 e 26% em comparação com o veículo. O efeito do tratamento 

combinado foi demonstrado claramente no cortical (região penumbral) e subcortical (núcleo 

isquêmico) do infarto e reduziu os volumes totais de T2WI em 3 h em 93%, 4 h em 91%, em 

5 h em 82% e 6 h em 84% em relação ao veículo. Os mecanismos exatos de LAU-0901 mais 

AT-NPD1 ainda não foram elucidados, mas especula-se que essa associação provoque a 

resolução da inflamação e forneçem neuroproteção aditiva em um modelo de AVC 

experimental. 

O efeito benéfico de LAU-0901 e AT-NPD1 foi demonstrado em um modelo animal 

bem controlado de MCAo (BELAYEV et al., 1996). A oclusão de sutura intraluminal da 

MCA tornou-se cada vez mais popular como modelo de isquemia focal devido à sua 

simplicidade e minimamente invasiva. Nesse estudo foi empregada uma sutura revestida com 

poli-L-lisina e houve a descoberta de que essa técnica produz lesões subcorticais e corticais 

consistentes (coeficiente de variação do volume do infarto, 9%) (BELAYEV et al., 1996). 

Esse infarto imita de perto, em extensão e gravidade, os grandes infartos hemisféricos 

resultante de MCA proximal e oclusão da artéria carótida interna em pacientes. Essencial para 

a consistência do modelo é o monitoramento rigoroso das variáveis fisiológicas, incluindo a 

temperatura corporal e craniana. O controle da temperatura craniana é crítico, pois é um 

determinante essencial da extensão da lesão cerebral. Foi demonstrado que o LAU-0901 e o 

AT-NPD1 não afetaram diretamente a temperatura do corpo e do cérebro, a pressão arterial e 

os gases sanguíneos e não produziram nenhum efeito colateral adverso. 

Este estudo é o primeiro a avaliar doses eficazes e terapêuticas janelas para tratamento 

com NPD1 + RvD1 após MCAo em ratos. Foi mostrado que NPD1 + RvD1 melhorou 
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notavelmente a função neurológica e reduz o volume da lesão no AVC isquêmico agudo 

quando administrado prontamente em doses moderadas. Também foi demonstrado uma ampla 

janela terapêutica de neuroproteção com dose moderada (222 μg/kg) de NPD1 + RvD1, de 

modo que o tratamento iniciado até 6 h após o início do AVC é altamente eficaz. Especula-se 

que essa associação modula a polarização de M1 ou M2 (aumentando CD163+), ativa genes 

nos astrócitos neurotóxicos e neuroprotetores, leva ao aumento do gene Amigo2 que medeia a 

sinaptogênese e diminui a expressão de TNFα e IL-1α; esses fatores podem indicar a inibição 

desta interação célula-célula para induzir a neuroproteção observada. 

Várias terapias experimentais protegem e recuperam tecidos neurais após AVC 

isquêmico (SAVITZ et al., 2017). No entanto, a persistência de deficiências comportamentais 

de longo prazo devido a efeitos colaterais graves e janelas de tempo terapêuticas estreitas 

ainda é uma preocupação (SAVITZ et al., 2017). Nesse estudo foi mostrado que NPD1 ou 

RvD1 isoladamente e em combinação tiveram um impacto positivo na recuperação funcional 

de ratos após sete dias de indução com MCAo. Foi selecionada uma dose eficaz (222 μg/kg) 

para esse estudo de janela terapêutica, que melhorou os escores neurológicos e reduziu 

acentuadamente os volumes das lesões. O efeito de NPD1 + RvD1 foi demonstrado 

claramente no núcleo isquêmico e na penumbra quando administrado em 3, 4, 5 e 6 h e 

reduziu o volume total da lesão T2WI em 95, 82, 81 e 84%, respectivamente, em comparação 

com o veículo. 

A terapia combinada no tratamento do AVC isquêmico é uma abordagem atraente 

devido à natureza multifacetada da lesão I/R. Assim, uma combinação de neuroprotetores está 

sendo explorada (CONNELL et al., 2014; CASAS et al., 2019), inclusive promovendo a 

recuperação neurológica pela remodelação do tecido cerebral (HERMANN; CHOPP, 2012), 

em ratos tratados com ácido retinoico em enriquecimento ambiental após MCAo, para 

estimular a neurogênese na zona subventricular e aumentar a sobrevivência neuronal 

(RODRIGUEZ DE TURCO et al., 2002). A farmacoterapia combinada e a manipulação 

comportamental aumentam a neurogênese estriatal pós-AVC e diminuem o volume do infarto 

sem recuperação funcional detectável (RODRIGUEZ DE TURCO et al., 2002). Essa 

abordagem neurorrestauradora pode não necessariamente exigir uma janela de tempo 

terapêutico restrita. 

Outra estratégia potencial é usar um agente neuroprotetor combinado com trombólise 

(KNECHT; BORLONGAN; DELA PEÑA, 2018; JIN et al., 2020; BLANCO et al., 2022). t-

PA é o único agente trombolítico aprovado para AVC isquêmico agudo e protege o cérebro 

recanalizando um vaso ocluído e restaurando o fluxo sanguíneo para o cérebro isquêmico, 
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enquanto os neuroprotetores agem diretamente sobre o cérebro. A terapia combinada pode 

estender a janela de tempo terapêutico atual do t-PA de 4,5 h e reduzir os efeitos adversos, 

como hemorragia intracerebral (JIANG et al., 2015; KNECHT; BORLONGAN; DELA 

PEÑA, 2018). Combinando o tratamento com t-PA mais drogas neuroprotetoras, como 

antagonistas dos receptores NMDA (LEKIEFFRE et al., 1997), sequestradores de radicais 

livres (KIMURA et al., 2012), inibidores de metaloprotease de matriz (TAN et al., 2015) e 

aplicação de sistemas de administração de drogas com nanopartículas (FUKUTA; OKU; 

KOGURE, 2022) têm efeitos sinérgicos em estudos experimentais. No entanto, as estratégias 

de combinação ainda precisam ser minuciosamente examinadas clinicamente (ISHRAT et al., 

2019). 

Esse trabalho mostrou os resultados mais recentes do uso do LAU-0901, NPD1, AT-

NPD1 e RvD1, sozinhos ou associados, em modelos de AVC isquêmico cerebral. Foi 

demonstrada nessas substâncias um potencial farmacológico no tratamento dessa patologia, 

mas são necessários mais estudos para que seja mais bem elucidado os mecanismos desses 

docosanoides. 

Como limitações pode-se destacar o modelo neurocomportamental aplicado nos 

animais após a indução da MCAo e o tempo curto de aplicação dele. Também há de ser 

pontuado que não havia a necessidade de utilização de todas as doses utilizadas, pois foi 

observado que em doses menores dentro de um mesmo protocolo já havia sido atingido o 

efeito máximo. 
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8 CONCLUSÃO 

 

Esses achados revelam um potencial caminho terapêutico a ser explorado para AVC 

isquêmico e lesões neurológicas. Os mediadores lipídicos selecionados para esse estudo - 

LAU-0901, NPD1, AT-NPD1 e RvD1 - apresentaram uma eficácia terapêutica que forneceu 

neuroproteção no cérebro pós-isquêmico, quando administrados isoladamente ou associados. 

Essas potenciais terapias promoveram a restauração de mediadores lipídicos pró-

homeostáticos com recuperação neurológica melhorada e pode ser uma promessa para o 

futuro desenvolvimento terapêutico contra o AVC isquêmico. 
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ANEXO A 

APROVAÇÃO DA INSTITUTIONAL ANIMAL CARE AND USE COMMITTEE 
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