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RESUMO

O Acidente vascular cerebral (AVC) isquémico agudo desencadeia alteragdes
neurovasculares, neuroinflamatérias e sinapticas complexas. A neuroprotecao para atenuar ou
bloquear a cascata isquémica e salvar o dano neuronal tem sido extensivamente explorada no
tratamento do AVC isquémico. No entanto, apesar do crescente conhecimento das
caracterizagdes fisiologicas, mecanisticas e de imagem da penumbra isquémica, nenhuma
terapia neuroprotetora eficaz foi encontrada. Testamos a hipotese se a administracdo do
antagonista do fator ativador de plaquetas (PAF) LAU-0901 e alguns docosanoides
selecionados (DHA, NPD1, AT-NPD1 e RvD1) em monoterapia ou em associagdo, apos a
oclusdo da artéria cardtida média (MCAo0), levaria a recuperacao neuroldgica. Ratos Sprague-
Dawley machos foram submetidos a MCAo e apds o periodo estabelecido pela série
experimental executada (entre 2 e 6 h) foi realizada a administracao das substancias. Testes de
comportamento, ressonancia magnética ex vivo e analise lipidomica foram conduzidos para
avaliar as caracteristicas da lesdo. A série 1 foi dividida em trés protocolos:
(LAU-0901+NPD1, 14d), (LAU-0901+AT-NPDI1, 3d) e (LAU-0901+DHA, 1d). Nas séries 2
e 3 foram realizados os estudos de dose-resposta e janela terapéutica, respectivamente, do
LAU, NPD1 e AT-NPDI1, ¢ RvDl e NPDI, sozinhos ou combinados ¢ em diferentes
dosagens. Na série 1 foi observado que os grupos combinados melhoraram o comportamento
em comparacdo com os tratamentos NPD1, AT-NPD1 ou DHA sozinhos. Os volumes totais
de lesdo foram reduzidos com LAU-0901+NPD1 em 62% e LAU-0901+AT-NPD1 em 90%
dos tratamentos versus grupos de veiculos. LAU-0901 e LAU-0901 + DHA aumentaram a
producdo de mediadores lipidicos vasoativos (prostaglandinas: PGE2, PGF2.%, 6-ceto-PGF1* e
PGDz), bem como um mediador regulador inflamatdrio acido hidroxioctadecadiendico. Em
contraste, LAU-0901 e LAU-0901 + DHA diminuiram a produ¢do de 4cido
12-hidroxieicosatetraendico, um mediador pré-inflamatério. Na série 2, os tratamentos com
LAU e AT-NPD1 sozinhos melhoraram o comportamento em 40-42% e 20-30%,
respectivamente, ¢ LAU+AT-NPD1 em 40% em comparagdo com o grupo veiculo. 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% ¢ LAU+AT-NPDI em 94% em comparagdo com o veiculo.
Na janela terapéutica, 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 ¢ 84%
comparado ao veiculo. Com a série 3 demonstramos que o tratamento com NPDI, RvDl1 e
terapia combinada fornece recuperagdo neurocomportamental de alto grau e diminui os
volumes isquémicos do nticleo e da penumbra mesmo quando administrado até 6 horas apos o
AVC. A terapia com um antagonista do receptor do fator ativador de plaquetas, LAU-0901, e
o uso de docosanoides selecionados ¢ mais eficaz do que a terapia unica, proporcionando
neuroprote¢do sinérgica, com mediadores lipidicos pro-homeostaticos restaurados e melhor
recuperagdo neurologica. Em conjunto, nossos achados apoiam a terapia combinada como
base para futuras terap€uticas para AVC isquémico.

Palavras-chave: Docosanoides; MCAo; LAU-0901; NPDI1; AT-NPD1; RvDlI;
neuroproteg¢ao.



ABSTRACT: NEUROPROTECTION PROVIDED BY DOCOSANOIDS: ANEW
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-
NPDI1 and RvD1) in monotherapy or in combination, after middle carotid artery occlusion
(MCAo0), 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+NPDI1, 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-NPDI1, and RvD1 and NPDI, 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.*, 6-keto-PGF1.* and PGDz2), 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-NPDI 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-NPDI1 by 73-90% and 67-83% and LAU+AT-NPDI1 by 94% compared to vehicle. In the
therapeutic window, LAU+AT-NPDI1, 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 INTRODUCAO

O acidente vascular cerebral (AVC) ¢ uma das principais causas de obito e de
incapacidade permanente em todo o mundo. Um dos fatores que tem levado ao aumento da
sua incidéncia € o crescimento acentuado da expectativa de vida da populacao idosa (PAUL;
CANDELARIO-JALIL, 2021).

Outros fatores associados ao risco de desenvolver AVC sdo aterosclerose de grandes
vasos, doenga de pequenos vasos, cardioembolismo e uso de determinados medicamentos, e
alguns dos mecanismos responsaveis sdao a disfuncao endotelial, alteragdo da coagulagao,
fibrinolise e promocao de fatores de risco vascular (GIROLAMI et al., 2017).

O conhecimento dos riscos e dos mecanismos envolvidos nessa patologia podem
ajudar mais adequadamente na decisdo terapéutica a ser aplicada apds um evento isquémico
cerebral. Apesar dos avangos nas pesquisas, as opcdes de tratamento para o AVC sdo
limitadas, pois nao abordam a resposta imunoldgica associada. As lesdes que ocorrem no local
sdo consequéncia de uma cascata de eventos bioquimicos e desregulagdo de multiplas vias
neuroinflamatoérias que levam ao dano celular e a morte neuronal. Esses danos no sistema
neurologico 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 sanguineo para o
tecido isquémico, com a reintrodu¢do de oxigénio aumentando temporariamente a lesdao
devido a geragdo de mediadores inflamatdrios e niveis toxicos de radicais livres oxidativos,
interrupcao da sintese de proteinas e, eventualmente, morte celular (SAKLANI et al., 2022).
Portanto, opg¢des de tratamento potencialmente bem-sucedidas sdo necessérias para abordar
varios mediadores criticos da morte neuronal.

A complexidade da progressdo 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 unica. Algumas combinac¢des farmacoldgicas
exibem sinergismo e necessitam do uso de doses mais baixas que diminuem a ocorréncia 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 ultimos anos, a medida que
o reconhecimento da complexidade da progressio do AVC se tornou mais evidente
(LOSCHER; KLEIN, 2022). Algumas combinac¢des de drogas apresentam potencializacio

farmacoldgica (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 inflamagdo ¢ atualmente considerada um alvo principal para o desenvolvimento de
novas terapias para AVC (LAMBERTSEN; FINSEN; CLAUSEN, 2019). Varios estudos pré-
clinicos e clinicos de prova de conceito sugeriram a eficicia de intervengdes farmacoldgicas
que visam a inflamacao pds-AVC. A atividade bioldgica de LAU-0901, antagonista do fator
ativador de plaquetas - PAF (4cido 2,4,6-trimetil-1,4-di-hidro-piridina-3,5-dicarboxilico) e
AT-NPD1 (neuroprotectina D1 desencadeada por aspirina) devido a ativagao ou modulagao
especifica de vias de sinalizagdo foi investigada. O estudo de LAMBERTSEN, FINSEN e
CLAUSEN (2019) questionou se a inibi¢do articular e a resolug¢do da inflamag¢ao de ambos os
processos seriam mais neuroprotetoras do que qualquer um deles isoladamente. Evidéncias
emergentes sugerem que as plaquetas contribuem crucialmente para a inflamacdo e as
respostas imunes. O PAF (fator ativador de plaquetas) ¢ um potente regulador fosfolipidico da
inflamacdo que exerce seu efeito via ligagdo ao PAFR especifico. O PAF ¢ fundamental nos
sistemas imunologicos central e periférico e pode mediar a agregacao plaquetaria e as fungdes
leucocitarias (HUG et al., 2021; ZHAO et al., 2021); tem fungdes bioldgicas abrangentes,
como promover a sintese de citocinas e ativar sistemas de agregagdo plaquetaria (ZHAO et
al., 2021). PAF-R ¢ uma proteina G acoplada a sete receptores transmembranares que ativam
multiplas vias de sinalizagdo intracelular e existe na microglia, neurénios e astrocitos no SNC
(LIU et al., 2017). Uma vez liberado, a ativacdo do PAF-R resulta em inflama¢do aguda, que
pode contribuir para a manifestacao clinica da lesdo de isquemia-reperfusdo (I/R) (SOUZA et
al., 2003). Muitos pesquisadores investigaram a relacdo dos mecanismos subjacentes porque a
inflamacao ¢ influenciada pelo delicado equilibrio entre a ativagdo do PAF/PAF-R (receptor
do fator ativador de plaquetas) e a piroptose, que € um tipo de morte celular inflamatéria que
ocorre em resposta a infeccdo por patdogenos intracelulares. Foi demonstrado que: a
deficiéncia de PAF-R promoveu neuroprote¢do na isquemia cerebral global em camundongos
PAFR-/-, (TOSCANO et al., 2016); o nocaute de PAF-R diminuiu as expressdes de IL-1p,
TNF (fator de necrose tumoral) e IL-6 no hipocampo, preveniu a neuroinflamagao e disfungao
apos lesdo cerebral traumdtica em camundongos (YIN et al., 2017); e reducdo de EROs
(espécies reativas de oxigénio) induzida por delegdo de PAF-R apés lesdo de I/R miocardica
em camundongos (WANG; HAN; JIA, 2018).

Embora os niveis basais de PAF sejam praticamente indetectaveis em tecidos em
repouso, esse fator ¢ rapidamente sintetizado no cérebro durante a isquemia, medeia a
liberagdo do neurotransmissor glutamato no hipocampo e ativa seletivamente uma rede de

expressao génica de resposta precoce, incluindo a rapida indugao de COX-2 (ciclo-oxigenase-
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2) e TNF-a (BAZAN, 2005a). Durante a isquemia, as taxas de sintese ¢ degrada¢dao de PAF
nao mantém mais um tamanho de pool de PAF modulado; esse fator se acumula e se torna um
mensageiro pro-inflamatorio e um mediador da neurotoxicidade (BAZAN, 2005a). O nivel de
PAF-R aumentou ap6és uma hora de MCAo (oclusdo da artéria cardtida média) em
camundongos e lesio OGD/R (privagdo de oxigénio-glicose/reoxigenacdo), indicando que o
PAF-R se envolveu em lesao cerebral isquémica (ZHAO et al., 2021).

Foi demonstrado que uma supressao robusta da sinalizacdo pré-inflamatoria foi
alcancada pelo uso de LAU-0901, uma pequena molécula antagonista do PAF-R (BAZAN,
2005a). A liberagdo do fator ativador de plaquetas (PAF, mais precisamente 1-Oalquil-2-acil-
sn-3-fosfocolina) pode levar a lesdes cerebrais substanciais ao aumentar o calcio intracelular,
interromper a barreira hematoencefalica, reduzir o fluxo sanguineo cerebral e ativar leucdcitos
(KATO et al., 1994, BAZAN, 2005a). A liberagdo excessiva de PAF de células imunes
ativadas desencadeia lesdo neuronal, e a inibi¢do desse processo desempenha um papel critico
na sobrevivéncia neuronal e na prevencao de lesdo cerebral isquémica (BAZAN, 2003).

LAU-0901 ¢ 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 substancia melhorou os déficits comportamentais e reduziu os
volumes de infarto quando administrado 2 h apés a MCAo (BELAYEV et al., 2008;
SERHAN et al., 2011; BELAYEV et al., 2012). Além disso, o LAU-0901 também conferiu
neuroprote¢do duradoura em animais que sobreviveram por varias semanas apdés o AVC
(BELAYEV et al., 2009).

Acidos graxos e mediadores lipidicos derivados de 4cidos graxos podem
potencialmente influenciar o sistema imunolégico (DE JONG et al., 2014). Os mediadores
lipidicos sdo produzidos por meio de vias biossintéticas conservadas envolvendo enzimas
especificas, que funcionam em precursores lipidicos liberados das membranas celulares (DE
JONG et al., 2014). Existem varias familias de mediadores lipidicos que podem ser divididas
em mediadores lipidicos pro-inflamatorios e mediadores pro-resolutivos mais especializados.
Os mediadores lipidicos pré-inflamatorios incluem prostaglandinas e leucotrienos, enquanto
os mediadores pro-resolutivos mais especializados tém lipoxinas, resolvinas, maresinas e
protectinas (SERHAN, 2007). Os mediadores pro-resolutivos mais especializados derivados
do acido docosahexaenodico (DHA) e do 4cido eicosapentaenoico (EPA), incluindo familias de
resolvinas e protectinas, tém desempenhado um papel significativo na resolugdo da
inflamagdo (RECCHIUTI; SERHAN, 2012). Mecanismos de a¢do completos para os

mediadores pré-resolutivos mais especializados nao foram identificados, mas dados indicam
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que receptores acoplados a proteina G em leucdécitos se ligam a esses tipos de mediadores
para reduzir a infiltragdo e promover regeneracao tecidual (RECCHIUTI; SERHAN, 2012).
Assim, os mediadores pro-resolutivos mais especializados endogenos, particularmente
aqueles derivados do acido graxo 6mega-3, podem representar um alvo valioso na mudanga
do equilibrio dos processos neuroinflamatdrios de condi¢des de inflamagdo para condig¢des de
resolucao de inflamacao no SNC danificado (ASATRYAN; BAZAN, 2017).

Efeitos neuroprotetores e aceleragdao da resolucao inflamatoria foram alcangados pela
administracdo de docosanoides bioativos, mediadores lipidicos endogenos derivados do
DHA) um dos principais acidos graxos Omega-3 no cérebro apos I/R cerebral. A
neuroprotectina D1 (NPD1) e a AT-NPD1 sdo docosanoides sintéticos amplamente estudados.
Descobriu-se que eles promovem a sobrevivéncia de células neuronais com importante
atividade antiinflamatéria (BAZAN, 2009; BAZAN et al., 2012). A atividade bioldgica de
NPD1 e AT-NPDI1 foi atribuida a ativagdo ou modulacdo especifica de vias de sinalizacao
associadas ao sistema imunologico, inflamagdo, células sobrevivéncia e/ou interagdes célula-
célula (SERHAN et al., 2011).

Evidéncias crescentes sugerem que a resolu¢do da inflamag¢do ndo ¢ um processo
passivo devido a exaustdo da sinalizagdo, mas sim uma interagdo orquestrada por muitos
mediadores, que suprimem ativamente a resposta inflamatéria (BELAYEV et al., 2020). As
principais etapas do processo incluem a remogao de células mortas, o desenvolvimento de um
ambiente anti-inflamatorio e a geracdo de fatores pro-sobrevivéncia que promovem a
reconstru¢do e reparo tecidual (BELAYEV et al., 2020). A modulagdo das vias dos
eicosanoides e dos mediadores lipidicos foi abordada pela combinagao de LAU-0901 com
DHA, que ativa as vias de sobrevivéncia celular com atividade antiinflamatéria e
neuroprotetora no cérebro (EADY et al., 2013).

A eficacia terapéutica da terapia combinada LAU-0901 com docosanoides
selecionados (DHA, NPD1 e AT-NPDI1) foi investigada usando um modelo de rato bem
estabelecido de isquemia transitoéria, com o auxilio de ressonidncia magnética (RM)
multimodal, ensaios neurocomportamentais e andlise lipidomica (BELAYEV et al., 1996).
Até entdo nenhum estudo anterior havia utilizada esta nova abordagem combinatdria para o
tratamento do AVC isquémico.

Surgiu, entdo, estd nova abordagem para direcionar farmacologicamente e resolver
disrupgdes neuroinflamatorias para atingir a integridade da rede neuronal sustentada e a
recuperagdo neurologica. Para abordar os componentes patogénicos multifacetados do AVC,

foi proposta uma terapia combinada para bloquear eventos préo-inflamatérios (BELAYEV et
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al., 2020; enquanto promove simultaneamente neuroprote¢do ¢ resolucdo da inflamagao

(SERHAN; YACOUBIAN; YANG, 2011; BELAYEV et al., 2020).
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 AVC

O cérebro depende de um suprimento sanguineo continuo e regulado para manter sua
integridade funcional (PAPASILEKAS et al., 2021). Este 6rgdo recebe cerca de 15% do
débito cardiaco e consome mais de 20% dos substratos metabdlicos (oxigénio e glicose),
embora 0s neurbnios tenham reservas de energia muito limitadas. 1sso sugere que 0s
neurdnios extraem oxigénio e glicose do sangue conforme necessario para apoiar a funcao
neural continua para atender as demandas fisioldgicas impostas pela ativacdo neural (JAIN;
LANGHAM; WEHRLI et al., 2010).

A reducdo ou cessacao do fluxo sanguineo no cérebro pode produzir diferentes niveis
de danos dependendo do tempo decorrido, resisténcia celular e magnitude da isquemia. E ha a
ativacdo de uma cascata muito complexa de eventos celulares e moleculares inter-
relacionados com um perfil de sobreposicdo temporal que evolui ao longo de minutos, horas
ou dias, induzindo lesdes em todos os tipos de células e danos que podem variar de transitoria
a irreversivel (como a morte celular) (MARTINEZ-CORIA et al., 2021). Este evento produz
duas areas diferentes de dano: o ndcleo isquémico e a penumbra (Figura 1). No nucleo
isquémico, o fluxo sanguineo € abruptamente reduzido e as células sdo permanentemente
lesadas e morrem rapidamente por necrose; o tamanho dessa area dependera principalmente
da duracdo e magnitude da isquemia e da localizacdo do AVC. Ja a penumbra esta localizada
ao redor do nucleo isquémico. Esta zona é perfundida por vasos sanguineos colaterais que
permitem células que estdo estruturalmente intactas, mas funcionalmente enfraquecidas
(BROUNS; DE DEYN, 2009; DEB; SHARMA; HASSAN, 2010).
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Figura 1. Areas de nucleo isquémico e penumbra que surgem apos a instalagdo do dano do

AVC.

Um nucleo de tecido com infarto irreversivel (zona vermelha) ¢ circundado por uma regido periférica de tecido
isquémico, mas potencialmente recuperavel, na fase inicial do AVC isquémico agudo, referido como penumbra
(zona laranja). Sem recanalizagdo precoce, o nticleo 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 isquémico ou salvas. Alguns estudos mostraram que existe
certo grau de recuperagdo espontanea nas semanas ou meses apés um AVC em humanos e
camundongos (BERGSMA; ELSHOUT; VAN DEN BERG, 2017; DELAVARAN et al.,
2017). Essa recuperagdo envolve mudancas adaptativas em neurénios e células gliais para
reverter parcialmente as alteracdes causadas por um AVC isquémico. Muitos fatores podem
atrasar ou prejudicar a recuperacdo, 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 milhdes. E também a principal causa de incapacidade em
todo o mundo, com 50% dos sobreviventes ficando com deficiéncia cronica (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, 0 AVC
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isquémico 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 populacdo com idade
acima de 50 anos, sendo responsavel por 10% do total de desfechos fatais, 32,6% dos 6bitos
com causas vasculares e 40% das solicitacbes de aposentadorias precoces. Nessa
configuracdo, o pais faz parte dos dez primeiros com maiores indices de mortalidade por AVC
(LOBO et al., 2021).

Novas pesquisas indicam que a ocorréncia de AVC esta aumentando, com uma em
cada quatro pessoas em todo o mundo sofrendo AVC durante a vida (PAUL; CANDELARIO-
JALIL, 2021). Uma populagdo envelhecida, juntamente com a carga de fatores de risco
acumulados, contribui para esse aumento no risco de AVC ao longo da vida. Além disso, 0
aumento do status socioecondmico nos paises em desenvolvimento levou a um aumento
epidémico dos fatores de risco para AVC em adultos jovens (KATAN; LUFT, 2018). Esses
fatores de risco incluem fibrilagéo atrial, hipertensdo, hiperlipidemia, hiperhomocisteinemia,
diabetes, tabagismo, falta de atividade fisica, dieta pouco saudavel, obesidade abdominal e
consumo de alcool (O'DONNELL et al., 2016; BOEHME; ESENWA; ELKIND, 2017). No
entanto, a hipertensdo é de longe o fator de risco mais potente para AVC, responsavel por
~54% de todos os AVCs (WAIJNGARTEN; SILVA, 2019; GORELICK et al., 2020). A
prevaléncia de hipertensdo em adultos americanos é estimada em ~454%, com uma
frequéncia geral de ~71,8% na idade de 60 anos ou mais (DORANS et al., 2018; BENJAMIN
et al., 2019). A carga absoluta de hipertensdo em adultos americanos aumentou de ~86,6
milhdes em 1999 para ~108 milhdes em 2015 (DORANS et al., 2018). Notavelmente, a carga
global de hipertensdo aumentou de 442 milhdes em 1990 para 874 milhdes em 2015, um
aumento de ~97%, e foi previsto que nas proximas duas decadas a incidéncia de AVC
aumentara em outros ~24,9% (FOROUZANFAR et al., 2017; HUFFMAN; LLOYD-JONES,
2017). O AVC é classificado principalmente como de natureza isquémica ou hemorrégica. O
AVC isquémico é causado pela reducdo do suprimento de sangue para uma determinada
regido do cérebro devido a obstrucdo de um vaso sanguineo. Em contraste, o AVC
hemorragico ocorre devido a ruptura de um vaso sanguineo no cérebro causando sangramento
no cérebro ou no espaco subaracnéideo (DONNAN et al., 2008; AMARENCO et al., 2009).
Varios estudos estabeleceram que o AVC isquémico ¢é a forma mais prevalente de AVC em
todo 0 mundo (DONKOR, 2018; SARFO et al., 2018; PAUL; CANDELARIO-JALIL, 2021).
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2.1.1 AVC isquémico

O AVC isquémico ap0s oclusdo da artéria cerebral € uma das principais causas de
incapacidade cronica em todo o mundo, e ainda faltam métodos eficazes para melhorar a
recuperacdo funcional ap6s a ocorréncia desse evento. Apés o AVC isquémico, uma grave
escassez de suprimento de sangue para o cérebro leva ao suprimento insuficiente de oxigénio
para esse 6rgdo, 0 que, por sua vez, leva a morte neuronal. As respostas inflamatérias na
interface sangue-endotélio dos capilares cerebrais sdo a base do dano tecidual isquémico.
Além disso, as interacfes inflamatorias na interface sangue-endotelial, incluindo moléculas de
adesdo, citocinas, quimiocinas e globulos brancos, sdo cruciais para a patogénese da lesao
tecidual no infarto cerebral. No entanto, apesar de um extenso trabalho de pesquisa ter sido
feito, 0os mecanismos exatos dos danos causados pelo AVC ndo sdo totalmente
compreendidos, mas estd claro que as interleucinas desempenham um papel importante na
progressao da doenca isquémica do AVC (ZHU et al., 2022).

A progressdo do dano cerebral isquémico apos o fluxo sanguineo prejudicado envolve
o0 desenvolvimento inicial de um nucleo de tecido necroético lesado irreversivelmente dentro
do leito vascular afetado, seguido pelo desenvolvimento de leséo de fase tardia na area peri-
infarto, uma area potencialmente recuperavel ao redor do nicleo (ASTRUP; SIESIO;
SYMON, 1981; DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999; RAMOS-CABRER et al.,
2011).

A causa patoldgica basica do AVC isquémico é a trombose intravascular, que pode
resultar em necrose do tecido cerebral e déficits neuronais focais. Existem trés principais
causas conhecidas de AVC isquémicos: 50% sdo causados por placas arterioscleréticas dos
vasos cerebrais e ruptura da placa arteriosclerética, 20% sdo causados por infarto cerebral
cardiogénico e 25% sdo causados por infartos lacunares de lesdes de pequenos vasos. Alem
disso, 0s 5% restantes sdo devidos a outras causas excepcionais, como vasculite e dissec¢do
arterial extracraniana (ZHAO et al., 2022).

A fisiopatologia da lesdo cerebral isquémica abrange a ativacdo de uma série de
cascatas de sinalizacdo danosas. Privacdo de suprimento de oxigénio e glicose para o tecido
cerebral leva a falha imediata das bombas e canais ibnicos dependentes de energia, resultando
na liberacdo de concentragdes potencialmente toxicas de neurotransmissores excitatorios e
subsequente morte dos neurbnios vulnerdveis. A liberacdo excessiva do neurotransmissor
excitatorio glutamato €, sem duvida, um elemento primordial que inicia a progressao do dano

cerebral por meio da ativacdo de complexos de receptores pds-sinapticos N-metil-D-aspartato
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(NMDA), dependentes de voltagem (tipo L) e quisqualato (Q) (PULSINELLI, 1992). A
passagem de célcio para o interior das células por meio desses receptores resulta na ativacao
de uma série de cascatas de sinalizacdo intracelular (como, ativacdo da fosfolipase A2
citosélica e da NADPH oxidase, catalise do acido araquidénico pela ciclooxigenase-2 e
despolarizacdo mitocondrial), culminando no aumento da geracdo de radicais livres (SUN;
HORROCKS; FAROOQUI, 2007).

O estresse oxidativo e nitrosativo causado pelos radicais livres é ainda mais acelerado
pela restauracdo do suprimento de oxigénio apds a reperfusdo, induzindo peroxidacéo lipidica,
oxidacdo de proteinas e danos ao DNA durante a I/R (NELSON et al., 1992; SUN et al.,
2018). Além disso, a liberacdo induzida pelo estresse oxidativo de moléculas de padréo
molecular associado ao dano (DAMP) desencadeia uma resposta inflamatoria envolvendo a
ativacdo da microglia intrinseca do cérebro, aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefélica (BHE) e infiltracdo de células imunes periféricas (BANJARA; GHOSH,
2017; GULKE; GELDERBLOM; MAGNUS, 2018).

Ha indicios de que a inflamacao pos-isquémica é responsavel pelo avanco secundario
da lesdo cerebral e que a magnitude resultante do AVC com comorbidades depende da
amplitude da resposta inflamatéria (CHAMORRO et al., 2012; VELTKAMP; GILL, 2016).
Apesar dos avancos na compreensdo da fisiopatologia do AVC, o sucesso do tratamento
continua sendo um grande desafio na medicina clinica. O desenvolvimento de estratégias de
neuroprotecdo para proteger as células cerebrais da lesdo de I/R, bem como para ampliar a
janela de tempo para o tratamento trombolitico é, portanto, um objetivo importante
(CHAMORRO et al., 2016; PAUL; CANDELARIO-JALIL, 2021).

2.1.2 AVC isquémico agudo

O AVC isquémico agudo é um tipo de AVC isquémico que pode causar danos
cerebrais e neuronais graves em um tempo muito curto apds o episodio isquémico. Varios
graus e tipos de danos cerebrais sdo causados por AVC isquémico e infartos cerebrais,
incluindo lesbes de tecidos cerebrais e danos estruturais, morte e déficits neuronais, entre
outros. Os sintomas clinicos desses tipos de danos podem ser observados em pacientes com
patologias como a doenca de Alzheimer, déficits funcionais motores, escore de quociente de
inteligéncia prejudicado e deficits funcionais cognitivos multiplos (atengéo seletiva, memoria
de trabalho, processamento de informacdes, raciocinio abstrato e compreensédo verbal), entre
outros (HUI; TADI; PATTI, 2022).
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De acordo com os resultados de estudos que examinaram 0S mecanismos € 0 manejo
clinico do AVC isquémico e infarto cerebral, existem mecanismos principais subjacentes as
lesGes neuronais causadas por AVC isquémico e infartos cerebrais. A perda de neurdnios
induzida por isquemia e infartos € uma das causas mais diretas de lesdes neuronais; com
relacdo a esse mecanismo, 0s pesquisadores tém se concentrado nos processos de
neuroprotecao e regeneracdo, bem como em biomarcadores e vias moleculares relacionados.
A obstrucdo vascular causada pela isquemia produz excessivamente espécies reativas de
oxigénio (EROs), e foi demonstrado que o0 estresse oxidativo exacerba o dano neuronal e leva
a déficits funcionais graves. As vias que reagem e aliviam o estresse oxidativo sdo
amplamente investigadas para ajudar a diminuir as lesdes neuronais. A inflamagéo induzida
pela isquemia € um fator adicional que leva a mais dano neuronal apés golpes. Portanto,
manipular efetivamente as respostas imunes pode ajudar a reduzir as lesdes neuronais (ZHAO
etal., 2022).

2.1.3 Mecanismos envolvidos no AVC

Investigaces sobre AVC isquémico e lesdes neuronais indicaram que o dano neuronal
¢ causado pela perda de neurbnios, estresse oxidativo e respostas imunes. Varios
biomarcadores e vias moleculares estéo envolvidos no resgate de dano neuronal causado por
AVC isquémico e infarto cerebral (ZHAO et al., 2022).

Modelos animais in vivo de AVC isquémico e infartos cerebrais fornecem informacdes
valiosas sobre 0s mecanismos subjacentes e possiveis terapias clinicas. O modelo da MCAo
em modelos murinos é mais amplamente utilizado para estudos in vivo. Os modelos
embolicos MCAo imitam de perto o AVC humano, >80% dos quais sdo causados por
trombose ou embolia. A MCAo0 produz oclusdo regenerativa nas artérias cerebrais médias e
permite a reperfusdo sem ressecgdo extracraniana da oclusdo. Embora o mecanismo dessa
rapida recuperacao do fluxo sanguineo seja diferente da fisiopatologia dos derrames humanos,
esse modelo ainda pode simular de maneira louvavel a aplicacdo clinica da trombdlise
mecanica, que pode ser mais amplamente aplicada em pacientes no futuro. Além disso, 0s
diversos modelos de AVC embdlico e AVC espontaneo podem simular de forma mais eficaz
a condicao real de AVC humano (BELAYEYV et al., 1996; MATUR et al., 2022).

Diferentes modelos experimentais tém contribuido significativamente para o
conhecimento atual sobre a fisiopatologia do AVC e suas consequéncias, e cada modelo causa

diferentes alteracbes na microcirculacdo cerebral e respostas inflamatdrias locais apds a



28

isquemia. No entanto, esses modelos sdo acompanhados de maior instabilidade quanto ao
tamanho e localizacdo dos infartos. Por exemplo, tal instabilidade inclui ataques de AVC
imprevisiveis em modelos de AVC espontaneo e condicBes de reperfusdo imprevisiveis em
modelos de AVC embdlico (ZHAO et al., 2022).

Ao produzir EROs em excesso, 0 AVC isquémico promove o estresse oxidativo que é
conhecido por causar danos generalizados pela oxidacdo de &cidos lipidicos, proteinas e
DNA, o que acaba levando a morte celular (WOODRUFF et al., 2011). Foi proposto que a
medicina natural tenha efeitos neuroprotetores contra o dano oxidativo apés o AVC, visando
vias a montante da producdo de EROs, diminuindo assim seus efeitos a jusante nas
macromoléculas (GONG; SUCHER, 2002). A evidéncia de propriedades neuroprotetoras da
medicina tradicional chinesa foi inferida principalmente por meios indiretos e € limitada a um
nimero bastante pequeno de substancias. No entanto, algumas das drogas podem representar
uma fonte potencial para o isolamento de compostos neuroprotetores. Foi relatado que os
ginsenosideos aumentaram significativamente a sobrevida de camundongos sob hipoxia aguda
e protegeram o cérebro de lesdes isquémicas e de reperfusdo (ZHANG; LIU, 1996). Os
efeitos protetores dos ginsenosideos na diminui¢do do Ca?* intracelular foram atribuidos ao
aumento da atividade da ATPase (JIANG; ZHANG, 1996). Além disso, 0s ginsenosideos
inibiram significativamente a geracdo de radicais livres pela xantina-xantina oxidase (LlI;
ZHANG; ZHANG, 1997). Efeitos neuroprotetores de inibicao significativa na formacdo de
perdxidos lipidicos no cérebro de ratos foram observados apds 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 € um dos alcaloides mais abundantes
extraidos do rizoma de Menispermum dauricum) tiveram efeitos protetores significativos
contra lesdo isquémica com maior protecdo 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 Ca?* nas células (LIU et al., 1998).

O estresse oxidativo é considerado um fator primario de lesdo cerebral na isquemia
cerebral. A produgdo excessiva de EROs no corpo humano causa estresse oxidativo apo6s o
AVC. Posteriormente, o AVC estimula a peroxidacdo de lipidios, proteinas e &cidos
nucléicos, levando a danos no DNA e disfuncdo mitocondrial, o que acaba induzindo a morte
celular no cérebro (JELINEK; JURAJDA; DURIS, 2021).

O tecido cerebral representa uma quantidade relativamente pequena em relacdo ao

corpo, mas seu metabolismo de oxigénio é o mais ativo em comparacdo com o de outros
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orgdos, tornando-o sensivel a isquemia. O estresse oxidativo refere-se a um estado
desequilibrado de oxidacdo e anti-oxidacdo no corpo e é considerado uma das principais
causas de lesdo cerebral apos AVC isquémico. Uma diminui¢do permanente ou transitoria no
fluxo sanguineo cerebral normalmente ocorre apds um AVC isquémico, causando assim leséo
do tecido cerebral e até mesmo a morte (DOYLE; SIMON; STENZEL-POORE, 2008).
Restaurar o fluxo sanguineo é benéfico para o tratamento do AVC isquémico, mas estudos
mostraram que a reperfusdo do fluxo sanguineo induz lesdo cerebral grave devido ao grande
nimero de moléculas de EROs produzidas durante esse processo (CHEN, et al., 2011), que
causa danos a todos os componentes celulares, incluindo proteinas, lipidios, acidos nucléicos
e carboidratos (RANI et al., 2016). As moléculas EROs desempenham um papel critico na
inducdo de danos relacionados ao estresse oxidativo, causando subsequentemente déficits
neuroldgicos (FARACI, 2006; JIN; YANG; LI, 2010). Os principais tipos de moléculas de
EROs incluem &nion superoxido (O%), radical hidroxila (OH") e peroxido de hidrogénio
(H202). Quando ocorre isquemia cerebral, o dano cerebral associado é causado pelo excesso
de EROs por meio dos seguintes processos: interferéncia e inibicdo da sintese de proteinas,
juntamente com o dano da estrutura do DNA; dano da estrutura mitocondrial, que prejudica a
funcdo respiratoria e reduz a producdo de energia; peroxidacdo lipidica (LPO) de &cidos
graxos insaturados nas membranas celulares e degradacdo de fosfolipideos, incapacitando
ainda mais a pessoa afetada; e dano das células endoteliais, causando disturbios da
microcirculacdo do cérebro e aumentando a permeabilidade da BHE. Além da superproducéo
de EROs, uma defesa antioxidante diminuida também contribui para o dano oxidativo apds o
AVC. O corpo tem dois sistemas antioxidantes, ou seja, 0 sistema antioxidante enzimatico,
incluindo superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX), glutationa (GSH) e
catalase (CAT), e o sistema antioxidante ndo enzimatico, incluindo glutationa, melatonina,
carotenoides, vitamina C e vitamina D. Assim, o estresse oxidativo induzido por AVC esta
principalmente associado a producdo excessiva de EROs, e a principal abordagem para a
terapia antioxidante dessa patologia € reduzir a producdo 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 neuroldgicos no cérebro (SHIWAKU; OKAZAWA,
2015). O papel das enzimas do reparo por excisdo de bases no AVC isquémico ndo é bem
compreendido. Sabe-se que altos niveis de ROS causam neurodegeneracao, e surtos graves de

ROS, como o causado pela reperfusdo ap6s AVC isquémico, prejudicam a funcdo neuronal.
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Para se recuperar dessa lesdo, os neurdnios precisam de um sistema de reparo de DNA
robusto para reparar o dano oxidativo, evitar a morte celular e preservar a fungéo cerebral
normal. Apesar desta forte ligacdo entre BER e o dano oxidativo agudo produzido durante a
isquemia e reperfusdo, ha 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 excisdo de
nucleotideos, foi associado a um risco significativamente aumentado de AVC. Um estudo
populacional realizado em Taiwan envolvendo grupos de fumantes e ndo fumantes mostrou
que os polimorfismos de ERCC2 (grupo 2 de genes de reparacdo da excisdo cruzada
complementar) e XPD estavam associados ao risco de AVC de grande artéria aterosclerdtica,
e a expressao 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 sdo criticos para a recuperacao funcional apés o AVC por
meio de enzimas relacionadas ao reparo do DNA (LI et al., 2018). O dano ao DNA ocorre em
varios tipos de células neurovasculares, incluindo neurénios, microglia, astrocitos e
oligodendrdcitos, juntamente com células endoteliais vasculares (LI et al., 2019). O
mecanismo de dano ao DNA esta associado ao reconhecimento do dano ao DNA mediado
pela quinase relacionada a fosfoinositideo 3-quinase (PI3K), a translocacdo do fator indutor
de apoptose (AIF) regulado pela poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1), a translocagéo
nuclear do fator inibidor da migracdo de macréfagos (MIF) e a degradacdo da enzima de
reparo do DNA mediada por metaloproteinases de matriz (MMPs) (WANG et al., 2011a;
KUSAKABE et al., 2019). Quinases relacionadas a fosfatidilinositol-3 quinase (PIKK)
ativam as cascatas de danos ao DNA via fosforilagdo de proteinas de alvos a jusante,
incluindo c-Abl, p53, checkpoint quinases (Chkl e Chk2) e a variante de histona H2AX
(MOUMEN et al., 2013; CHOU et al., 2015). A translocacdo de AIF da mitocondria para o
nacleo apos isquemia cerebral induz morte celular apoptotica independente de caspase, que €
regulado por PARP-1 (CAQ et al., 2007; WANG et al., 2016). Prevenir a ativacdo de PARP-1
pode proteger o tecido cerebral contra a apoptose celular mediada por dano oxidativo e
induzido por I/R. A presenca do AIF facilita a translocacdo do MIF para o nucleo dos
neurdnios, onde ele cliva o DNA genémico, resultando na morte celular (WANG et al., 2016).
A expressdo anormal de MPPs desencadeia a expansao do infarto e a quebra da BHE. Além
disso, apés o AVC, as MMPs entram no nucleo dos neurénios e degradam as proteinas de
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reparo do DNA nuclear, como XRCC1 (proteina 1 de complementagdo cruzada de reparo de
raios-x) e OGG1, causando danos oxidativos ao DNA nos neurdnios (HILL et al., 2012).

A formacao de radicais livres de oxigénio e a reacdo de LPO no corpo estdo em um
equilibrio coordenado e dindmico, o que € essencial para a estabilizacdo do metabolismo. A
interrupcdo desse estado de equilibrio causa uma série de distdrbios metabdlicos, induzindo
assim uma reacdo em cadeia de radicais livres de oxigénio e prejudicando as biomembranas e
suas funcbes pelo LPO, resultando em dano celular. A oxidagdo induzida por EROs de
biomembranas durante o LPO ¢ baseada na reacdo de EROs com substancias
macromoleculares, como as cadeias laterais de acidos graxos poliinsaturados e fosfolipidios
interagindo com 4&cidos nucléicos, juntamente com enzimas e receptores de membrana
embutidos em biomembranas, que reagem para formar peroxidos lipidicos, como
malonaldeido (MDA) e 4-hidroxinonenal (HNE), que séo todos tdxicos. Esse processo leva a
lesdo celular, alterando a fluidez e a permeabilidade da membrana celular. Foi relatado que o
nivel do MDA é aumentado apds AVC isquémico, sugerindo seu uso como um biomarcador
para LPO. A diminuicdo do MDA indica uma melhoria da defesa antioxidante endégena que
pode contribuir para a recuperacdo do equilibrio dindmico no cérebro (MARIN-PRIDA et al.,
2013).

O dano mitocondrial € um evento patologico chave durante os estagios iniciais do
AVC isquémico (TOOMEY et al., 2022). Especificamente, as mitocondrias sédo a principal
fonte de producdo excessiva de EROs indutora de danos causada por AVC. A geragédo
excessiva de EROs pela mitocondria destroi a cadeia de transporte de elétrons, leva a
diminuicdo da producdo de ATP e, consequentemente, prejudica a fungdo da mitocondria,
formando um ciclo vicioso (CHRISTOPHE; NICOLAS, 2006). Estudos sobre uma variedade
de doengas neuroldgicas, incluindo AVC, investigaram o envolvimento do estresse oxidativo
e da disfuncdo mitocondrial. Reduzir a geracdo de EROs fornece protecdo contra o estresse
oxidativo. Especialmente, uma reducdo da producdo de EROs mitocondrial ou estresse
oxidativo mitocondrial poderia aliviar a progressdo do AVC isquémico. Varias vias que
regulam a funcdo mitocondrial estdo relacionadas a producdo de EROs, indicando assim
opcdes promissoras para a neuroprotecédo visando tais vias, incluindo aquelas que dependem
da proteina quinase A (PKA)/Proteina de ligacdo do elemento de resposta ao monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc) (CREB), PKA/CREB, e 12/15-lipoxigenase (12/15-LOX). A
ativacdo de PKA desencadeia a fosforilagdo de CREB, que preserva a salde mitocondrial,
protegendo assim 0s neurénios da lesdo por isquemia ao limitar a producdo de EROs. Além

disso, a inibi¢do da via 12/15-LOX também pode ser benéfica no AVC. No geral, manter a
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saide 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 intrinseca ou extrinseca (Figura 2). As
alteragdes morfoldgicas iniciais na apoptose envolvem o encolhimento celular e a
condensacao citoplasmatica, seguidas pela quebra da membrana nuclear e formacao de corpos
apoptoticos, tudo o que ocorre sem qualquer resposta inflamatéria (KERR; WYLLIE;
CURRIE, 1972). E importante ressaltar que essas caracteristicas da apoptose também foram
observadas em neurénios pés-AVC pos-isquémico (LINNIK; ZOBRIST; HATFIELD, 1993;
MACMANUS et al., 1993). Além disso, parece que a apoptose em neur6nios da penumbra
isquémica pode ser recuperavel (RADAK et al., 2017).

Figura 2. Cascatas de sinalizacdo apoptdtica apds isquemia cerebral.
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A apoptose pode ser iniciada por eventos internos envolvendo a ruptura da mitocondria e a liberagdo do CitC ou
FIA, que executam a morte celular independente ou dependente de caspase, respectivamente. Alternativamente,
os receptores da superficie celular podem ser ativados por ligantes especificos 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 manutencdo da homeostase idnica até a proliferacdo, vérias atividades
celulares requerem ATP (VANDER HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009), e as células
tornam-se inativas e subsequentemente degradam-se na sua auséncia. Com a glicose como
substrato metabdlico primério, o ATP nas células de mamiferos é produzido principalmente
de duas maneiras - a fosforilagdo oxidativa, que ocorre nas mitocondrias, é a principal via
para a producéo de ATP (MOOKERJEE et al., 2017), enquanto sob condigdes anaerdbicas, o
ATP ¢ produzido principalmente pela glicdlise (ZHANg et al., 2017).

Quando ocorre um AVC o transporte de oxigénio, glicose e outros substratos é
severamente limitado. Consequentemente, 0s neurdnios alteram suas rotas de suprimento de
glicose, bem como a via do metabolismo da glicose, que transita da oxidacdo aerébica para a
oxidacgdo anaerdbica - a glicose citosolica disponivel é metabolizada pela oxidacdo anaerdbica
e se torna a fonte priméaria de ATP (SCHEINBERG, 1979). No entanto, em comparagdo com
a glicdlise acoplada a fosforilacdo oxidativa, esse processo é consideravelmente menos
eficiente: para 38 moléculas de ATP produzidas em condi¢cdes aerdbicas, a degradacdo
anaerdbica de uma molécula de glicose produz apenas duas moléculas de ATP (BONORA et
al., 2012). Portanto, o consumo supera rapidamente a producdo e a concentragéo intracelular
de ATP diminuem. Essa queda reduz os gradientes iGnicos, a0 mesmo tempo em que
prejudica o influxo de Na*/Ca?" e o efluxo de K* (LENG et al., 2014). Esses eventos celulares
ativam ainda mais os canais de Ca?* dependentes de voltagem, causando a liberacio de
aminodcidos excitatorios no espaco extracelular. Subsequentemente, o Ca?* intracelular
parece se acumular citotoxicamente e desencadear apoptose intrinseca, bem como varios
outros eventos citoplasmaticos e nucleares (DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999).

Durante a isquemia cerebral, o vazamento da BHE e as moléculas de sinalizagdo (por
exemplo, citocinas) liberadas pelos astrocitos, micrdglia e oligodendrdcitos podem causar
inflamacdo (JIANG et al., 2018). Embora muitos aspectos da inflamac&o se manifestem dias
ou semanas apds a isquemia, a cascata de inflamacéo é ativada imediatamente ap6s o bloqueio
de um vaso sanguineo (IADECOLA; ANRATHER, 2011; DE MEYER et al., 2016). Em
modelos de AVC isquémico em roedores, a ativacdo precoce da microglia residente ativa a
resposta inflamatoria, causando um influxo macico de macréfagos, neutréfilos polimorfos e
linfocitos no parénquima cerebral (CHAMORRO et al., 2012). Nos estagios iniciais de AVC
isquémico, o acumulo de neutréfilos ocorre no nucleo isquémico, enquanto a ativacdo e
proliferacdo microglial ocorre na penumbra (MA et al.,, 2017; WIMMER; ZRZAVY,
LASSMANN, 2018). A ativacdo de células imunes durante a inflamacdo iniciada por
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isquemia cerebral pode liberar varios fatores que desencadeiam a morte celular neuronal
através da via apoptdtica extrinseca (MARTIN-VILLALBA et al., 1999), incluindo citocinas
pré-inflamatorias, como interleucina 1 (IL-1B) (SAMARY et al., 2018), quimiocinas
(GROSSE et al., 2016), fatores de necrose tumoral (TNFs), como TNF-o/B, ligante Fas
(FasL) e relacionados ao TNF receptor de ligante indutor de apoptose (TRAIL-R) (WU et al.,
2016).

A via de apoptose extrinseca ¢ desencadeada pelos chamados “receptores de morte” da
membrana plasmatica. Os receptores conhecidos incluem TNF-receptor 1, antigeno-1 da
apoptose (APO1/FAS/CD95) e TRAIL-R (BENN; WOOLF, 2004). A apoptose extrinseca
pode ocorrer independentemente ou sinergicamente com a via mitocondrial. Durante um AVC
isquémico, um dos receptores mencionados anteriormente (APO1/FAS/CD95 ou TRAIL-R)
se liga a um dominio de morte associado ao Fas (FADD) para criar um complexo de
sinalizacdo indutor de morte com a procaspase-8, que permite a ativacdo da caspase-8
(VELIER et al., 1999; MUHAMMAD et al., 2018). Uma vez que a caspase-8 é ativada ha a
ativacdo de caspases efetoras a jusante (como a caspase-3) por clivagem proteolitica direta
(VELIER et al., 1999; MORITA-FUJIMURA et al., 2001) ou clivagem indireta de BID
(dominio de interacéo Bcl-2) para tBID (forma ativa truncada do BID), que medeia a apoptose
através da mitocondria-via dependente (XU et al., 2017). Plesnila et al. (2001) mostraram que
os neurdnios knockout BID sdo resistentes a morte apos privacdo de oxigénio e glicose. In
vivo, 0s volumes de infarto diminuiram e a liberacdo de CitC também foi menor em
camundongos BID knockout apés MCAo. Esses achados indicam que a liberacdo de CitC e a
ativacdo de caspases podem ser importantes para a contribuicdo do BID na morte neuronal
apos isquemia cerebral. Yin et al. (2002) também descobriram que, embora a ativacdo de
BID, bem como a liberacdo mitocondrial de CitC, possa ser facilmente detectada em cérebros
de tipo selvagem apds 3 h de isquemia cerebral focal, até 24 h depois, nenhuma liberacéo
aparente de CitC foi detectada em cerebros deficientes em BID, o que destacou a importancia
do BID. Esta descoberta é apoiada pela descoberta de que a caspase-3, mas ndo a caspase-8, é
desativada em cérebros deficientes em BID. Esses achados indicam que o BID é ativado pela
caspase-8 no estagio 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 Unica terapia aprovada no mundo para o tratamento do AVC isquémico
¢ o ativador de plasminogénio tecidual recombinante, legalizado pela Food and Drug
Administration (FDA). No entanto, devido a estreita janela de tempo terapéutico de 4,5 h e ao
risco potencial de transformacdo hemorragica, apenas menos de 10% dos pacientes com AVC
sdo elegiveis para tratamento com tPA (ZHANG et al.,, 2022). Durante as Ultimas trés
décadas, um numero crescente de investigacdes cientificas basicas com foco na fisiopatologia
e nos mecanismos do AVC concluiu que a neuroprotecdo € uma estratégia promissora para 0
tratamento dessa patologia (MINNERUP et al., 2012; XIONG; LIU; YAN, 2018).

O objetivo terapéutico final para AVC isquémico e infartos cerebrais é reduzir as
lesbes neuronais aliviando a oclusdo arterial (recanalizacdo) e recuperando o fluxo sanguineo
cerebral (reperfusdo). A hipotese basica da resposta fisiopatoldgica durante o tratamento é
que, uma vez que a artéeria cerebral foi ocluida, os tecidos cerebrais hipoperfundidos correm
risco de infarto permanente, mas esses tecidos podem ser efetivamente resgatados por meio da
rapida recuperacdo do fluxo sanguineo. Esses tecidos sdo conhecidos como penumbras
iIsquémicas, e prevenir a conversdo da penumbra isquémica em infarto irreversivel é o
objetivo do tratamento. Os desafios do tratamento do AVC primario sdo, em parte, resultado
da distincdo entre a penumbra e a zona central e a penumbra dos tecidos de hipoperfusédo
benigna, que tém perfusdo 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 sinalizacdo. O AVC agudo é seguido por neuroinflamacéo
secundaria que leva a morte celular. Os sinais pro-inflamatérios secretados pelas células
imunes ativam células residentes e atraem células inflamatorias periféricas, que se infiltram na
area da lesdo (JAYARAJ et al., 2019). Estudos recentes identificaram a neuroinflamacéo
como um determinante chave do prognostico do AVC e demonstraram que a inibicdo das
respostas inflamatorias apés o AVC agudo pode prevenir lesdes cerebrais e, portanto,
melhorar o resultado neurolégico a longo prazo (FANG et al., 2019). Alguns compostos
naturais extraidos de formulagdes medicinais naturais parecem ter um alto potencial para
proteger o cérebro da lesdo de reperfusdo isquémica, reduzindo a neuroinflamacdo durante o
estagio agudo do AVC (WIDMANN et al., 2018). Além disso, imediatamente apés o AVC
isquémico, a ativacdo da microglia as transforma em células altamente plasticas que sdo
polarizadas no fendtipo de ativacdo classico (M1) ou alternativo (M2) (HU et al., 2012).

Existe um consenso emergente de que promover a polarizacdo da microglia para o fenotipo
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M2 pode fornecer neuroprotecdo no AVC. Curiosamente, estudos recentes também
mostraram que alguns medicamentos naturais tém efeitos neuroprotetores no AVC ao regular
a polarizacdo da micrdglia (JIANG et al., 2020).

Apesar de exibir eficacia em estudos experimentais de AVC, a neuroprote¢do falhou
em ensaios clinicos. As dificuldades translacionais incluem um acordo metodoldgico limitado
entre estudos pré-clinicos e clinicos e a heterogeneidade do AVC em humanos em
comparacdo com AVCs padronizados em modelos animais. Abordagens neuroprotetoras
promissoras baseadas em uma compreensdo mais profunda da complexa fisiopatologia do
AVC isquémico, como o blogueio de vias pro-inflamatorias e mediadores pro-sobrevivéncia,
agora sdo avaliadas em estudos pré-clinicos. A terapia combinada tornou-se cada vez mais
atraente nos Ultimos anos, a medida que o reconhecimento da complexidade da progressédo do
AVC se torna evidente. Trabalhos recentes testaram a hip6tese de que o blogqueio do receptor
do fator ativador de plaquetas pro-inflamatorio (PAF-R) com LAU-0901 mais a administracao
de um docosanoide selecionado, AT-NPD1, ativa as vias de sobrevivéncia celular apés a
MCAO e isso levaria a recuperacdo neurologica. Também foi demonstrado que o tratamento
com LAU-0901 mais AT-NPD1 proporciona neuroprotecdo de alto grau em MCAOo,
igualando ou excedendo o proporcionado por LAU-0901 ou AT-NPD1 sozinho em doses
consideravelmente moderadas, e tem uma ampla janela terapéutica que se estende até 6 horas
apos o inicio do AVC (BELAYEV; REID; BAZAN, 2023). E ha as resolvinas, que sdo
derivadas de DHA ou EPA e, apds sua liberagdo 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 inflamacdo em lesdes renais e distdrbios cardiovasculares e autoimunes
(SERHAN, 2017). Até agora, RvD1 e RvD2 foram estudados em relacdo ao AVC
(BISICCHIA et al., 2018). Ambos tém estruturas semelhantes, mas receptores distintos, ou
seja, RvD1 exerce suas acgOes atraves de FPR2 ou GPR32, enquanto GPR18 medeia a
atividade de RvD2 (KRISHNAMOORTHY et al., 2010). RvD1 IP administrado melhorou a
recuperacdo funcional e protegeu ratos com lesdes por hemicerebelectomia contra morte
celular neuronal remota e neuroinfamacdo (BISICCHIA et al., 2018). A Figura 3 sumariza a

producdo e acdo dessas substancias.



Figura 3. O papel do DHA e seus derivados na homeostase.
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Fonte: Adaptado de Bazan, 2016. Disponivel em: <https://researchfeatures.com/marvellous-mind/>. Acesso em

12/07/2023.

O PAF é um potente mediador fosfolipidio de curta duracéo das funcdes leucocitarias,

agregacdo plaquetaria e sinalizacdo pro-inflamatéria. Ele se acumula no cérebro apds

isquemia cerebral e, em conjunto com a liberagdo inespecifica de glutamato e inibi¢cdo da

recaptacio de glutamato, leva a sobrecarga intracelular de Ca?*, disfuncdo mitocondrial,

geracdo de espécies reativas de oxigénio e excitotoxicidade mediada por inflamacdo

(BAZAN, 2005a).

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

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

estresse oxidativo induzido pela luz e inibe as respostas inflamatorias 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 neuroprotecdo de alto grau em MCAO0, igualando ou excedendo o
proporcionado por LAU-0901 ou AT-NPD1 sozinho em doses consideravelmente moderadas,
e tem uma ampla janela terapéutica que se estende até 6 horas ap06s o inicio do AVC (Figura
5). Os mecanismos exatos de LAU-0901 mais AT-NPD1 permanecem obscuros. Mas, pode-
se especular que a inibicdo articular e a resolucdo da inflamacdo por LAU-0901 e AT-NPD1

fornecem neuroprotecéo aditiva em AVC experimental.

Figura 4. Estrutura quimica de LAU-0901.
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Nicolas G. Bazan, Carlos Sunkel, Victor Marcheselli e Julio Alvarez-Builla Gomez. “Esteres de acido 2,4,6-
trimetil-1,4-di-hidro-piridina-3,5-dicarboxilico como drogas neuroprotetoras.” Estados Unidos. Patente de n°
6.566.359.

Fonte: Adaptado de Belayev et al., 2012.
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Figura 5. Inibi¢do da sinalizag¢do inflamatoria e ativagdo de PAF-R induzida por lesdo de I/R

por LAU-0901 e AT-NPDI.
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AT-NPD1 = neuroprotectina D1 desencadeada por aspirina, BBB = barreira hematoencefalica, IL-1 =
interleucina 1 beta, IL-6 = interleucina 6, iNOS = 6xido nitrico sintase induzivel, PAF-R = receptor do fator
ativador de plaquetas, PMNs = neutréfilos polimorfonucleares, TNFa = Fator de necrose tumoral alfa.

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

O NPD1 ¢ formado através de etapas mediadas por enzimas catalisadas por uma
fosfolipase A2 seguida por uma atividade semelhante a 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 sintese, sugerindo um processo enzimatico envolvendo uma
lipoxigenase (BAZAN; BIRKLE; REDDY, 1984)). Entdo foi sugerido que os docosanoides
podem ser dotados de bioatividade neuroprotetora (BAZAN, 1990). No cérebro e na retina, a
disponibilidade de DHA livre (ndo esterificado) é rigidamente controlada. A regulacdo da
fosfolipase A2 que libera DHA livre desempenha um papel importante na via que leva a

formacdo de NPD1. A importancia desta etapa é destacada pela ativacdo muito rapida da
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liberacdo de DHA livre no cérebro como uma resposta inicial a estimulacdo, isquemia ou
convulsdes (BAZAN, 2003; SUN et al., 2004).

O acido araquidonico (AA) nos fosfolipidios é o reservatorio de eicosanoides
biologicamente ativos. Foi demonstrado que o DHA em fosfolipidios também é um
reservatorio para mediadores biologicamente ativos, os docosanoides. Ambos os acidos
graxos poliinsaturados também sdo um alvo para a peroxidacdo mediada por radicais livres
(Figura 6). AA e DHA gratis sdo liberados dos fosfolipidios da membrana através da acédo de
fosfolipases em resposta a estimulacdo (neurotransmissores, convulsdes breves), isquemia,
neurotrauma (SUN et al., 2004). Essa resposta nos diz que as fosfolipases sdo um importante
guardido regulador na iniciacdo das vias dos eicosanoides e docosanoides, tanto em condicdes
fisioldgicas quanto patologicas. Durante a fungdo das células basais, hd uma reacilacdo ativa
dependente de ATP de AA e DHA livres nos fosfolipidios da membrana. O estresse oxidativo
no cérebro gera neuroprostanos a partir do DHA, por meio de uma reagdo independente de
enzima (ROBERTS et al., 1998). O DHA é claramente necessario para o desenvolvimento do
cérebro e da retina (DE AVELDANO CALDIRONI; BAZAN, 1977) e tem sido implicado em
varias funcgdes, incluindo as de membranas excitaveis (LITMAN et al., 2001), memdria
(MORIGUCHI; SALEM, 2003), biogénese e funcdo de fotorreceptores (ANDERSON et al.,
2002; BICKNELL et al., 2002) e neuroprotecdo (KIM et al., 2000). Uma propriedade da
retina e do cérebro (no que diz respeito aos acidos graxos dmega-3) € sua capacidade
incomum de retencdo de DHA, mesmo durante a privacdo alimentar prolongada de acidos
graxos essenciais da familia dmega-3. Para reduzir efetivamente o contetdo de DHA na retina
e no cérebro em roedores e em primatas ndo humanos foi necessaria a privacao alimentar por
mais de uma geracdo (WEISINGER et al., 2002), o que produz deficiéncias na funcéo
retiniana (WHEELER; BENOLKEN; ANDERSON, 1975; NEURINGER et al., 1984).
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Figura 6. Destino das cadeias acilicas poliinsaturadas de fosfolipidios de membrana.
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Fonte: Adaptado de Bazan, 2005b.

AT-NPD1 exibe bioacbes protetoras potentes comparaveis a NPD1 in vitro e in vivo,
reduzindo a infiltragdo de PMN e aumentando a remo¢do de PMN apoptoéticos por
macrdfagos e, portanto, sinaliza os sinais cardeais de resolucdo (SERHAN et al., 2015). A

aspirina é Unica em seu modo de agéo e, ao contrario de muitos dos anti-inflamatérios atuais
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que atrasam a resolucdo completa e sdo considerados tdxicos para este processo vital (ou seja,
resolucdo toéxica) (SCHWAB et al.,, 2007), a aspirina inicia a resolucdo por novos
mecanismos ndo reconhecidos anteriormente que envolvem a biossintese da aspirina
desencadeada (AT) por mediadores lipidicos (SERHAN, 2007). A aspirina é bem apreciada
por sua capacidade de inibir a COX-1 e inativar essa enzima, bloqueando a producdo de
prostaglandina e tromboxano em células que possuem essas vias biossintéticas. O mecanismo
de acdo da aspirina envolve a acetilacdo da COX dentro da regido catalitica da enzima. 1sso
evita o alinhamento do substrato acido araquidbnico para oxigenacdo dentro do centro
catalitico que produz o intermediério endoperoxido de prostaglandina (PGG2) necessario para
a biossintese de tromboxanos e prostaglandinas via COX-1 (SAMUELSSON, 1982). AT-
NPD1 foi identificado na resolucdo de exsudatos murinos tratados com aspirina. Assim, 0
AT-NPD1 biolégico foi obtido a partir da resolucdo de exsudatos murinos in vivo. AT-NPD1
também foi isolado e identificado a partir de leucocitos humanos ativados, ou seja, PMN
humano tratado com aspirina (SERHAN et al., 2002).

Mediadores lipidicos pro-resolucdo derivados do acido eicosapentaendico (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-inflamatdrias e imunorreguladoras
(ASATRYAN; BAZAN, 2017). Eles antagonizam a sinalizacdo pré-inflamatéria na
infiltracdo de macrofagos/neutréfilos, aumentam a fagocitose de macr6fagos em direcdo a
células apoptoticas e aceleram o reparo tecidual (CHENG; RONG, 2019). A acdo
neuroprotetora de NPD1 na isquemia cerebral focal (MARCHESELLI et al., 2003;
BELAYEV et al., 2018) promove a sobrevivéncia celular e inibe a infiltracdo de leucdcitos
mediada por I/R (RODRIGUEZ DE TURCO et al., 2002; MARCHESELLI et al., 2003).

As resolvinas da série D s8o mediadores lipidicos enddgenos derivadas do DHA
também reduzem a inflamag@o em lesdes renais e distirbios cardiovasculares e autoimunes
(SERHAN, 2017). Até agora, RvD1 e RvD2 foram estudados em relacdo ao AVC
(BISICCHIA et al., 2018). Ambos tém estruturas semelhantes, mas receptores distintos
(KRISHNAMOORTHY et al., 2010). RvD1 administrado via intraperitoneal (IP) melhorou a
recuperacdo funcional e protegeu ratos com lesfes cerebrais contra morte celular neuronal
remota e neuroinflamacédo (BISICCHIA et al., 2018). Juntos, NPD1 e RvD1 possuem efeitos
anti-inflamatorios potentes que podem mitigar os resultados adversos apés o0 AVC. A RvD1
demonstrou exercer efeitos anti-inflamatérios em varios modelos de doencas, incluindo

peritonite, hemangiogénese inflamatdria da cornea e lesdo pulmonar induzida por isquemia-
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reperfusdo (WANG et al., 2011b). RvD1 limita a infiltracdo de neutréfilos durante a fase
diminuida da inflamagdo, regula a migragdo de células endoteliais leucocitarias
polimorfonucleares humanas (SUN et al.,, 2007), inibe a liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias (DUFFIELD et al., 2006) e aumenta a funcdo fagocitica e a apoptose celular
(DALLI; SERHAN, 2012). Durante a lesdo pulmonar aguda, os macréfagos séo divididos em
macrofagos residentes e macréfagos recrutadores (GORDON; TAYLOR, 2005). Os
macrofagos residentes tém um certo grau de automanutencdo em um estado estavel
(HASHIMOTO et al., 2013) e séo os principais coordenadores da inflamacdo e reparo nos
pulmdes (JOHNSTON et al., 2012). O recrutamento de macréfagos decorre de mondcitos
circulantes no sangue. A proteina quimiotatica de mondcitos (MCP)-1 promove o
recrutamento de mondcitos para tecidos inflamatorios para desempenhar suas funcgdes
(AMANQO et al., 2004). Esses dois tipos de células desempenham funcdes diferentes na leséo
pulmonar aguda. Estudos mostram que a deplecdo e o recrutamento de macréfagos podem
reduzir a inflamacdo pulmonar alérgica aguda (ZASELONA et al., 2014). A eliminacdo de
macrofagos de locais de lesdo cronica resulta no alivio rapido da inflamacdo (DUFFIELD et
al., 2005). Além disso, os macrofagos recrutados sofrem apoptose durante a inflamacéo
(JANSSEN et al., 2011) e sdo posteriormente eliminados pelos fagécitos vizinhos, o que
também constitui uma etapa necessaria na resolugdo da inflamacdo pulmonar aguda
(KEARNS et al., 2014).

2.1.5 Manejo clinico do AVC

Atualmente, a terapia trombolitica é o tratamento mais amplamente aplicado para
AVC isquémico e infarto cerebral. O principio basico da trombolise é recanalizar e
reperfundir as artérias cerebrais usando drogas tromboliticas e dispositivos mecanicos de
trombectomia, eventualmente levando & recuperacdo parcial dos tecidos cerebrais e das
fungdes neurais. A eficécia clinica da terapia trombolitica intravenosa foi estabelecida para
pacientes dentro de 4,5 horas apos o inicio do AVC. No entanto, numerosos pacientes
vivenciam situacGes complicadas, como oclusdo da artéria proximal, inicio do AVC > 4,5
horas e contraindicacdo de trombolise sistémica devido a grandes cirurgias recentes ou
hemorragia ativa. Esses pacientes ndo sdo adequados para terapia de trombdlise intravenosa.
Portanto, uma revisao recente indicou que varios estudos e ensaios clinicos se concentraram
em tratamentos baseados em cateteres ou artérias que removem diretamente as oclusdes nos

vasos sanguineos e recuperam o fluxo sanguineo (ZHAO et al., 2022).
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Ensaios clinicos financiados pelo Instituto Natural de Doengas Neuroldgicas e
Derrame dos Estados Unidos e pelo European Acute Stroke Study mostraram que a trombolise
intravenosa tem fortes efeitos em pacientes com sintomas leves de AVC ou sem incapacidade,
e que a trombolise intravenosa tem mais beneficios do que limitacBes em pacientes com um
gama completa de deficiéncias. Por exemplo, o tratamento com ativador do plasminogénio
tecidual na janela de 3 a 4,5 h confere beneficio em aproximadamente metade dos pacientes
do que o tratamento por <3 h, sem aumento na atribui¢do 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 trombdlise intravenosa como a terapia padrdo para pacientes com
AVC isquémico arterial dentro de 3 horas apds o inicio do AVC. A trombdlise intravenosa é
benéfica para todos os niveis e subtipos de AVC, e 35-40% dos pacientes apresentaram um
bom resultado terapéutico. No entanto, apenas 10-15% das oclusdes da artéria carotida interna
e 25-50% da MCAo proximal foram aliviadas apenas pela terapia de trombolise intravenosa.
Esses dados indicaram que a oclusdo da artéria proximal (artéria carétida interna e MCAO0)
pode ser resistente apenas a terapia de trombolise intravenosa. A oclusdo da artéria proximal
leva a um terco dos casos de AVC isquémico agudo com sintomas graves de AVC e tem
como resultado negativo a reperfuséo ineficaz. Assim, varios ensaios clinicos de larga escala
tém focado na identificagdo de outras terapias substitutivas ou adjuvantes baseadas na
trombolise intravenosa para melhorar a recanalizacdo e a taxa de reperfusdo (ZHAO et al.,
2022).

A trombdlise arterial consiste em trombolise quimica e trombectomia mecénica, e 0
uso de terapia intravenosa antes da trombectomia mecénica tem sido questionado
recentemente. A eficacia clinica e a seguranca da trombdlise arterial com o trombolitico
seletivo pré-uroquina recombinante (r-proUK) foram investigadas em dois ensaios clinicos
randomizados de tratamento de AVC agudo, a saber, Ensaio Clinico Prospectivo
Randomizado de Anticoagulacdo na Valvula X (PROACT | e Il). Foi demonstrado que
pacientes tratados com tal terapia apresentam risco de hemorragia cerebral. Além disso, o
resultado da combinagdo de trombolise arterial com outros agentes como terapia permanece
obscuro. Portanto, 0 FDA nédo concedeu a aplicacédo clinica do r-proUK arterial. No entanto,
um estudo recente relatou que o r-proUK promoveu trombolise e recanalizacdo, com
diminuicdo do risco de hemorragia cerebral e, portanto, esse tratamento exerceu efeitos
protetores sobre a isquemia cerebral em coelhos. Diferente da trombdlise quimica
desenvolvida recentemente, a trombectomia mecéanica tem sido amplamente aplicada na

clinica. A FDA concedeu permissdo para varios dispositivos de trombectomia mecénica com
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base em resultados positivos gerados por numerosos ensaios clinicos em larga escala. Esses
dispositivos podem efetivamente recanalizar a oclusdo da artéria proximal com uma taxa
aceitavel de complicacGes. De fato, qualquer tipo de hemorragia intracerebral foi observado
com menos frequéncia no grupo de trombectomia mecanica isolada em comparacdo com o
grupo que usou a combinacdo de trombolise intravenosa com trombectomia mecénica. No
entanto, o grupo de trombectomia mecénica sozinho falhou em mostrar um resultado
funcional favoravel entre os pacientes com AVC por oclusdo aguda de grandes vasos em
comparag¢do com o grupo combinado. Além disso, um achado recente apoiou a hipGtese de
que a terapia intravenosa antes da trombectomia mecénica ndo influencia o prognoéstico de
pacientes com AVC (ZHAO et al., 2022).

Ensaios de novos métodos de recanalizagdo com base na selecdo de ferramentas de
ressonancia magnética de pacientes estdo em andamento. A menos que um local de leséo
especifico seja levado em consideracdo, € dificil prever déficits funcionais devido a infartos
de tamanho médio. Informacdes precisas sobre a localizacdo da lesdo e a progressdo da
doenca sdo cruciais para a terapia clinica. Portanto, compostos neuroprotetores promissores na
fase pré-clinica podem ser posteriormente descartados por ineficacia em ensaios clinicos de
larga escala devido a informacgBes imprecisas. O infarto da cépsula interna pode estar
associado a comprometimento motor e mau prognostico em pacientes com AVC. Informacdes
pré-clinicas de ressonancia magnética (RM) sobre o tamanho do volume e a localizacao
precisa da lesdo no IC sdo necessarias para a terapia subsequente. Além disso, o0 estado do
dano neuroldgico de acordo com a ressonancia magnética, bem como a destruicdo de
estruturas axonais e alteracbes patologicas de acordo com a imunocoloragdo, fornecem
informacdes para o local preciso da injecdo de drogas neuroprotetoras. Assim, a ressonancia
magnética combinada e os métodos histologicos fornecem um método poderoso de avaliagdo

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

O AVC isquémico é uma das principais causas de morte e a principal causa de
incapacidade permanente. As opc¢des terapéuticas atuais sdo limitadas e ndo abordam a
resposta imune associada e a inflamacgdo aguda que ocorre no local da isquemia cerebral. A
lesdo de I/R esta associada a desregulacdo de multiplas vias neuroinflamatérias (BELAYEV
et al., 2020) e a interrup¢do dos circuitos neuronais, 0 que, por sua vez, resulta em muitas das
patologias que afetam os sobreviventes de AVC (BAZAN, 2007).

Uma supressdo robusta da sinalizacdo pro-inflamatéria foi alcancada pelo uso de
LAU-0901, uma pequena molécula antagonista do sistema plaquetario do PAF-R (BAZAN,
2005a). O LAU-0901 melhorou os déficits comportamentais, reduziu os volumes de infarto
guando administrado 2 h ap6s a MCAo (BELAYEV et al., 2008; BELAYEV et al., 2012) e
conferiu neuroprotecdo duradoura em animais que sobreviveram por varias semanas apos 0
AVC (BELAYEV et al., 2009). Efeitos neuroprotetores e aceleracdo da resolugéo
inflamatdria foram alcancados pela administracdo de docosanoides bioativos, mediadores
lipidicos enddgenos derivados do DHA, um dos principais acidos graxos 6mega-3 no cérebro
apos I/R cerebral. A NPD1 e a AT-NPDL1 sdo docosanoides sintéticos previamente estudados
e descobriu-se que eles promovem a sobrevivéncia de celulas neuronais com importante
atividade antiinflamatéria (BAZAN, 2009; SERHAN et al., 2011; BAZAN et al., 2012).
Além disso, RvD1 é um mediador lipidico anti-inflamato6rio endégeno envolvido em doencas
neurodegenerativas, bem como na aterosclerose (MIAQ et al., 2021).

Esse estudo visa introduzir uma nova abordagem para direcionar farmacologicamente
e resolver disrupcdes neuroinflamatorias para atingir a integridade da rede neuronal
sustentada e a recuperacdo neurolégica. Para abordar os componentes patogénicos
multifacetados do AVC, foi proposta uma terapia combinada para bloquear eventos pro-

inflamatdrios a0 mesmo tempo em que promove a neuroprote¢éo e a resolucéo da inflamacéo.
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4 OBJETIVOS
4.1 Geral

Explorar se o bloqueio do receptor pro-inflamatério do PAF-R mais docosanoides
selecionados ou esses docosanoides isolados levariam a recuperagdo neurologica apds a

MCAo.
4.2 Especificos

- Investigar se as seguintes moléculas ativam as vias de sobrevivéncia celular e exercem
atividade anti-inflamatéria no cérebro: LAU-0901, um antagonista do PAF-R que bloqueia a
sinalizacdo pro-inflamatdria; e derivados do DHA, NPD1 e AT-NPDI.

- Investigar a dose-resposta e a janela terapéutica do LAU-0901, NPD1, AT-NPD1 e RvD1.

- Avaliar se NPDI, RvD1 e sua combinagdo exercem neuroprote¢do quando administrados

sistemicamente em até 6 h apos isquemia cerebral focal em ratos.
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5 MATERIAIS E METODOS

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 automatico de ventilagdo e filtragem de ar e submetidos a
rigoroso controle sanitario com livre acesso a dgua e ra¢do. Antes do procedimento cirtrgico
experimental, os animais eram submetidos a jejum overnight com livre acesso a agua.

Todos os procedimentos com animais cumpriram as diretrizes descritas no Guia para o
Cuidado e Uso de Animais Laboratorio do Departamento de Satide e Servigos Humanos dos
EUA (USA, 2011) e foram aprovados pelo Comité Institucional de Cuidados e Uso de
Animais (IACUC) da Louisiana State University Health Science Center (LSUHSC,
Louisiana, Nova Orleans, Estados Unidos), sob o nimero de protocolo 3778. Esforcos

maximos foram feitos para minimizar o numero e o sofrimento dos animais.

5.2 Modelo experimental

5.2.1 Anestesia e preparagdo cirurgica

A anestesia foi induzida com 3% de isoflurano em uma mistura de 70% de o6xido
nitroso e 30% de oxigénio, mantida com isofurano 1% na mesma mistura de gases durante o
procedimento. Todos os animais foram imobilizados com brometo de pancurénio (0,6 mg/kg,
IV; Pavulon®), intubados orotraquealmente e ventilados mecanicamente. Os cateteres foram
implantados na artéria e veia femoral direita para mensuragdo da pressdo arterial, coleta de
sangue e infusdo de drogas (Figura 7). Antes, durante e ap6s o procedimento foram realizadas
analises seriadas de parametros fisiologicos, como gasometria arterial, glicemia, hematdcrito,
pressao arterial e frequéncia cardiaca.

A PCO:z2 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
lampada de aquecimento e placa a 36-37,5 °C durante e apés a MCAo. A temperatura

craniana foi medida por uma microssonda de agulha sob o musculo temporal musculo
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temporal (Omega Engineering, Stamford, CT) e regulada entre 36,2-37 °C. Os ratos foram
alojados 1 por gaiola apos a cirurgia. A temperatura retal € o peso corporal foram monitorados

diariamente durante o periodo de sobrevivéncia.

Figura 7. Preparacdo para o procedimento cirurgico de oclusdo da artéria cerebral média

(MCAo0) em ratos.

(A) (1) sistema de anestesia inalatoria por isoflurano; (2) respirador mecanico; (3) sistema de exaustdo de
isoflurano; (4) controlador de temperatura retal com termdémetro ¢ almofada de aquecimento; (5) controlador de
temperatura craniana com sonda de aferi¢do; (6) iluminador de fibra optica; (7) lupa com lampada fluorescente.
(B) Animal intubado e posicionado na mesa cirtrgica.

Fonte: Adaptado de Belayev; Endres; Prinz, 2010 e Freitas, 2018.

5.2.2 Preparo do fio de sutura para oclusdo 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 préximo uma chama e entdo
revestidos com solucdo de poli-L-lisina (0,1% (p/v), em agua deionizada, Sigma-Aldrich®)
(exposicdo = 10 s) e secos em estufa a 60°C por 1 h. O diametro dos fios de oclusdo ndo

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 maximo de

2 a 3 horas (BELAYEV et al., 1996).

5.2.3 Modelo de isquemia in vivo.: Oclusdo transitoria da artéria cerebral média (MCAo)

Ratos foram submetidos a 2 h de MCAo direito por um filamento intraluminal,
conforme descrito anteriormente (BELAYEYV, 1996). Uma incisdo na linha média no pescogo
expos a artéria cardtida comum direita (CCA), dissecada para libertd-la dos nervos e fascia
circundantes. Um monofilamento de nailon 3-0 revestido com poli-L-lisina foi avangado
através da artéria carotida externa até a MCA até que uma leve resisténcia fosse sentida
(Figuras 8 e 9). A anestesia foi retirada e apds 60 min de MCAo os animais foram testados
em uma bateria neurocomportamental padronizada para confirmar a presenca de um déficit
neuroldgico de alto grau (BELAYEV, 1996). Ap6és 2 h de MCAo, os ratos foram
reanestesiados com a mesma combinagdo anestésica. As sondas de temperatura foram
reinseridas, as suturas intraluminais foram cuidadosamente removidas ¢ os animais foram
deixados sobreviver por 1, 3, 7 ou 14 dias, de acordo com o desenho experimental, com livre

acesso a comida e agua.

Figura 8. Oclusao da artéria cerebral média (MCAo0) por filamento intraluminal.

Artéria cerebral média (ACM)

Filamento intraluminal ocluindo a
origem da ACM

Artéria carétida interna (ACI)

Artéria pterigopalatina

Artéria carétida externa (ACE)

Artéria carétida comum (ACC)

Fonte: Adaptado de Belayev; Endres; Prinz, 2010; Freitas, 2018.
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Figura 9. Oclusdo da artéria cerebral média (MCAo0) por filamento intraluminal.

Procedimentos cirtrgicos: (A) dissec¢do da CCA, ECA e ICA do tecido e nervos circundantes; (B) clipe
microvascular colocado na ICA; (C) pequena incisdo feita na ECA entre as duas ligaduras e o fio de sutura foi
introduzido e avangado na bifurcagdo CCA. (D) O clipe microvascular foi removido e o fio de sutura foi
avangado na ICA e MCA. Abreviaturas: artéria cardtida comum CCA, artéria cardtida externa ECA, artéria
carotida 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 avaliagdo e detecgao de déficit neuroldgico, assim
como, a sua evolugdo. A bateria era composta por dois testes: teste de avaliagdo
neurocomportamental do reflexo postural (postural reflex test) e o teste de avaliacdo da
resposta de membros anteriores induzidos (placing test). A funcdo neuroldgica foi graduada
em uma escala de 0 a 12 (escore normal = 0; somatorio total; déficit maximo = 12) (Tabela
1). Apenas animais com elevado escore foram utilizados. Ratos apresentando convulsdes ou
distarbios continuos de consciéncia foram excluidos do estudo. Todos os testes foram

realizados por um investigador de maneira cega.
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Tabela 1. Distribui¢cdo dos escores neurolégicos dos testes comportamentais.

Teste Escore Normal Déficit Maximo

Reflexo Postural* 0 2
Resposta de
Membros Anteriores
Induzidost
Resposta Visual

Frontal

o

Lateral
Resposta Tatil
Dorsal
Lateral
Reflexo Proprioceptivo
Total

o O O O

12

Escores*: 0 = Auséncia de déficit observavel; 1 = Discreta resposta de flexdo de membro mediante suspensdo da
cauda; 2 = Auséncia total de resposta, déficit consistente visivel.

Escorest: 0 = Colocacdo completa imediata da pata sobre a superficie; 1= colocagdo incompleta e/ou

atrasada (<2 s); 2 = Auséncia de colocacdo da pata e reflexo de movimento.

Fonte: Adaptado de Belayev et al., 1996.

O teste de avaliacdo neurocomportamental do reflexo postural foi utilizado para
examinar a parte superior e anterior da postura, em resposta a suspencdo da cauda e ao
deslocamento lateral, e ¢ considerado sensivel as lesdes corticais e estriatais. Os escores
atribuidos nesse teste variaram de 0 a 2: 0 = auséncia de déficit observavel; 1 = discreta
resposta de flexdo de membro frontal lateral mediante suspensdo da cauda; 2 = auséncia total

de resposta, déficit consistente (Figura 10).
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Figura 10. Avaliacdo neurocomportamental do reflexo postural.

A

(A) reflexo postural normal antes da MCAo; (B) reflexo postural apos MCAo.
Fonte: Adaptado de Freitas, 2018.

O teste de resposta de membros anteriores induzidos foi utilizado para avaliar a
integracdo sensorio-motora, avaliando as respostas dos membros anteriores frente a estimulos
visuais, tateis e proprioceptivos. Os escores atribuidos nesse teste variam de 0 a 2: 0 =
colocagdo completa e imediata da pata sobre a superficie; 1 = coloca¢do incompleta e/ou

atrasada (<2 segundos); 2 = auséncia total de resposta e reflexo de movimento da pata
(Figura 11).

Figura 11. Avaliacdo neurocomportamental da resposta de membros anteriores induzidos.

(A) resposta normal antes da MCAo; (B) resposta apos MCAo.
Fonte: Adaptado de Freitas, 2018.
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Ratos que ndo demonstraram déficit contralateral de alto grau (escore, 10-11) foram
excluidos do estudo posterior. Os testes foram realizados por um observador cego para os
grupos de tratamento em 60 min (durante 0 MCAo) e depois nos dias 1, 2, 3, 7 ou 14 apds o

MCAo, dependendo da série experimental.

5.4 Aquisicao de ressonincia magnética e analise dos volumes totais da lesdo, nticleo e

penumbra

A ressonancia magnética ex vivo de alta resolucdo foi realizada em cérebros fatiados
fixados em paraformaldeido 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 divisao hierarquica da regido (HRS) para identificar automaticamente os volumes
do nticleo e da penumbra (lesdo total = nlcleo + penumbra) a partir dos mapas de relaxamento
T2. Nossa determinagdo de tecido central e penumbral usando HRS (implementado em
Matlab) foi validada anteriormente pelo uso de subtragdes de imagem ponderada por
perfusao/imagem ponderada por difusdo em cada nivel 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 aparéncia normal e o nucleo isquémico. Os dados de cada modalidade foram

resumidos por grupo.

5.5 Protocolos experimentais e tratamentos

5.5.1 Drogas utilizadas

A preparagdo do DHA (Cayman®, Ann Arbor, MI) se deu pela sua diluicdo em
solugdo salina 0,9%. O LAU-0901 foi dissolvido em ciclodextrina a 45%. AT-NPDI foi
dissolvido em solugdo salina a 0,9%. NPD1 e RvD1 (Cayman Chemical Co, Ann Arbor,
Michigan, EUA) foram dissolvidos em solu¢do salina 0,9% e administrados (IV) na veia
femoral 3 h apds o inicio do AVC a uma taxa constante durante 3 min usando uma bomba de

infusdo.
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5.5.2 Séries experimentais

Foram realizadas trés séries de experimentos e em todas foram feitas avaliagGes

neurocomportamentais e obtidas imagens por ressonancia 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 apds o inicio do AVC);

- NPDI1; 333 ng/kg;

- AT-NPD; 333 pg/kg);

- DHA; 5 mg/kg;

- Veiculo (0,9% soro fisiologico).

Nessa primeira série de experimentos foram aplicados os trés protocolos a seguir:

- Efeito de LAU-0901 + NPD1: LAU-0901 (30 mg/kg) ¢ NPDI1 sozinho ou em
combinagdo; o comportamento foi avaliado nos dias 1, 2, 3, 7 e 14, seguido de ressonancia

magnética ex vivo no dia 14 (Figura 12);

Figura 12. Protocolo 1 da série 1.

NPD1 333 pg/kg
LAU-0901
gOmglkg Teste comportamental

1 2 3 7

Horas Dias

MCA

: L‘r- ;

Fonte: Elaborado pela autora.

- Efeito de LAU-0901 + AT-NPD1: LAU-0901 (60 mg/kg) e AT- NPD1 sozinho ou em
combinagdo; o comportamento foi avaliado nos dias 1, 2 e 3, seguido por ressonancia

magnética ex vivo no dia 3 (Figura 13);
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Figura 13. Protocolo 2 da série 1.

AT-NPD1 333 pg/kg Tosts MRI
persinisl comportamental t
60m p .
MCAo rkg l‘ I I’
0 2 3 1 2 3
i Horas Dias

Fonte: Elaborado pela autora.

- Efeito de LAU-0901 + DHA: LAU-0901 (60 mg/kg) e DHA sozinho ou em
combinag¢do; comportamento foi avaliado em 4 h e no dia 1, seguido por andlises lipidomicas

no dia 1.

Figura 14. Protocolo 3 da série 1.

DHA 5mg/kg
LAU-0001 Teste comportamental
60mg/kg ¢ N
MCAo I I l
0 2 3 4 1
Horas Dia

Fonte: Elaborado pela autora.

NPDI, AT-NPD1 e DHA foram administrados por via intravenosa 3 h apds o inicio da
MCAo0 a uma taxa constante durante 3 min usando uma bomba de infusdo. Todos os

tratamentos foram administrados por pesquisadores cegos para os grupos de tratamento.

5.5.2.1.1 Amostragem cerebral e andlise lipidomica

Os ratos foram eutanaziados no dia 1 para investigar o efeito de LAU-0901 mais DHA
na expressdo de diferentes mediadores lipidicos no nucleo isquémico e na penumbra. Os
cérebros foram removidos, divididos em hemisférios direito e esquerdo, e a penumbra
(cortex) e nucleo (subcortex) foram dissecados ao nivel do bregma — 0,3 mm para analise
lipidomica. Foram extraidos os seguintes lipidos: prostaglandinas (PGE2, PGF2-% 6-ceto-
PGF1-%, PGD2), 4acido hidroxioctadecadiendico (HODE), 11-desidro-tromboxano B2,
tromboxano B2 (TXB2), dacido 12-hidroxieicosatetraendico (12-HETE). Eles foram
caracterizados por cromatografia liquida-deteccdo de matriz de fotodiodos-ionizacdo por

eletrospray-espectrometria de massa em tandem (MS/MS) usando um espectrometro de massa
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em tandem de trés estagios quantico TSQ ultra performance cromatografia liquida-MS/MS da
Thermo Electronic Company, Inc., no modo SRM, e os resultados foram normalizados para

proteina 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 apods o inicio do AVC.
AT-NPD1 foi dissolvido em solugdo salina a 0,9% e administrado por via intravenosa (IV) 15
min apos a entrega de LAU-0901. O veiculo (ciclodextrina a 45% e solugdo salina a 0,9%) foi
administrado em 3 h e 3,15 h. LAU-0901 foi administrado primeiro as 3 h e AT-NPD1 as 3h
15min.

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos (n=5—-8 por grupo):

- LAU-0901 (45 e 60 mg/kg, IP);

- AT-NPD1 (111, 222, 333 pug/kg, IV);

- LAU-0901 (60 mg/kg, IP) + AT-NPD1 (333 pg/kg, IV);

- Veiculo.

Figura 15. Estudo de dose-resposta da série 2.

MRI ex vivo
LAU-0901 ou AT-NPD1 T T
este comportamental
Veiculo (45e 60 (111,222,333 P .
MCAo - 2h mg/kg) Hg/kg) l ‘ \
0 3 horas 3h 15min Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 7

ooy

LAU-0901 (60mg/kg) + AT-NPD1 (333pug/kg)
Fonte: Elaborado pela autora.
5.5.2.2.2 Estudo de janela terapéutica

O estudo dose-resposta mostrou que LAU-0901 (60 mg/kg) e AT-NPDI1 (222 pg/kg)
eram altamente neuroprotetores; assim, essas doses foram aplicadas. LAU-0901 (60 mg/kg,

IP) e AT-NPD1 (222 pg/kg, IV) foram administrados 3 h e 3,15 h, respectivamente, apos o
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inicio do AVC. LAU-0901+AT-NPD1 foi administrado em 3, 4, 5 ¢ 6 h apds o inicio da
MCAo0 (n=5-9 por grupo). LAU-0901 foi administrado primeiro e AT-NPD1 15 min apds a
entrega de LAU-0901. O veiculo (ciclodextrina a 45% e solugdo 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 ressonancia magnética ex vivo
no dia 7. Todos os tratamentos foram administrados por pesquisadores cegos para 0s grupos

de tratamento.

Figura 16. Estudo de janela terapéutica da série 2.

MRI
A
LAU-0901,
AT-NPD1, Teste comportamental
ou Veiculo < -
MCAo - 2h l I I I
0 3 horas 4 horas 5 horas 6 horas Dia1 Dia 2 Dia3 Dia7

Y,

LAU-0901 (60mg/kg) +
AT-NPD1 (222pg/kg)

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 solugdo salina 0,9% e administrados (IV) na veia femoral 3 h ap6s o inicio do AVC a uma
taxa constante durante 3 minutos usando uma bomba de infusdo. NPDI1 foi administrado
primeiro as 3 horas e depois RvD1 15 minutos depois para tratamento combinado. O veiculo
(solucdo 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 incluido nos experimentos por
ser um mediador lipidico anti-inflamatério enddgeno envolvido em doencas

neurodegenerativas, como a aterosclerose (MIAO et al. 2021).
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5.5.2.3.1 Estudo de dose-resposta

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em oito grupos: NPD1 (111, 222 ou 333
ng/kg), RvDI1 (111, 222 ou 333 pg/kg), NPD1+RvD1 (333 pg/kg) e solucdo salina. O teste de
comportamento foi conduzido, seguido por uma ressonancia magnética ex vivo no dia 7. N =

4-10 em cada grupo.

5.5.2.3.2 Estudo de janela terapéutica

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em sete grupos:

- Veiculo;

- NPD1 (222 pg/kg) administrado 3 h apds o inicio da MCAo;

- RvD1 (222 pg/kg) administrado 3 h apds o inicio da MCAo;

- NPD1+RvD1 administrado 3 h apds o inicio da MCAo;

- NPD1+RvD1 administrado 4 h apds o inicio da MCAo;

- NPDI+RvD1 administrado 5 h apds o inicio da MCAo;

- NPDI1+RvD1 administrado 6 h apds o inicio da MCAo.

O teste de comportamento foi conduzido, seguido por uma ressondncia magnética ex

vivo no dia 7. N = 5-10 em cada grupo.

5.6 Analise estatistica

Os valores sao relatados como média + erro padrao da média. O teste ¢ de Student
bicaudal foi usado para comparagdes de dois grupos. Para comparagdes de grupos multiplos,
foi realizada andlise de varidncia de medidas repetidas (ANOVA) seguida de testes de
Bonferroni.

O tamanho da amostra para cada grupo nos experimentos foi determinado usando uma
analise de poder. A analise de poder, a priori, foi realizada usando G*Power versao 3.1.9.7
(FAUL et al., 2007) para estimativa do tamanho da amostra com base em dados neuroldgicos
de um estudo anterior (BELAYEYV et al., 2018). Com um critério de significancia de a = 0,05
e poder = 0,80, o tamanho amostral minimo necessario com esse tamanho de efeito ¢ n = 3
para o teste Wilcoxon-Mann Whitney de dois grupos. Assim, o tamanho da amostra obtido de
n = 4-10 para resposta a dose e estudos de janela terapéutica ¢ mais do que adequado.

Os dados foram considerados significativos quando p < 0,05, *p < 0,05, **p < 0,01,

w57 < 0,001, #**%p < 0,0001.
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Todas as estatisticas foram analisadas e representadas graficamente com o pacote

Graph Pad Prism versao 9 (Graph Pad Software, Inc., La Jolla, CA).



61

6 RESULTADOS

6.1 Primeira série de experimentos

6.1.1 Variaveis fisiologicas e mortalidade

As temperaturas retal e craniana (musculo temporal), gasometria arterial e glicose
plasmatica ndo mostraram diferencas significativas entre todos os grupos. Nao foram
observados efeitos colaterais comportamentais adversos apos a administracdo de LAU-0901,

NPDI, AT-NPD1 ou DHA em todos os grupos. Nenhum animal morreu durante este estudo.

6.1.2 LAU-0901 + NPDI melhorou a fung¢do comportamental e atenuou o dano cerebral

isquémico 14 dias apos oclusdo da artéria cerebral média

Foi investigado se os tratamentos com LAU-0901 e NPDI sozinhos, bem como o
tratamento combinado com LAU-0901 + NPDI1, afetam o comportamento ¢ o tamanho do
infarto apds isquemia cerebral 14 dias apds a terapia, conforme desenho experimental
apresentado na Figura 17a. Os tratamentos LAU-0901 e NPDI sozinhos melhoraram as
pontuagdes comportamentais comegando no dia 1 em 16% e 37%, que persistiram até o dia 14
em 26% e 40% em comparagdo com o grupo veiculo (Figura 17b). A pontuagdo
comportamental foi significativamente diferente entre os tratamentos LAU-0901 + NPDI1 e
LAU-0901, mas ndo entre os tratamentos LAU-0901 + NPD1 e NPDI isoladamente porque
teve efeito maximo. Os tratamentos combinados e sozinhos melhoraram notavelmente os
cursos de tempo para a recuperacao das reagdes visuais tateis dorsais e laterais dos membros
anteriores contralaterais entre os dias 2-14 (Figuras 17c-e).

Nucleo isquémico, penumbra ¢ volumes totais da lesdo foram calculados a partir de
mapas T2 no dia 14 sdo apresentados na Figura 18. T2WI revelou grandes lesdes e
hiperintensidades T2, que foram observadas no nticleo isquémico e na penumbra de ratos
tratados com veiculo, consistentes com a formag¢do de edema. Em contraste, todos os
tratamentos, especialmente NPD1 e LAU-0901 + NPD1, tiveram volumes de lesdo menores
que eram visiveis apenas em uma pequena por¢ao do cortex e areas subcorticais. Os volumes
de lesdes tridimensionais foram drasticamente reduzidos pelos tratamentos com NPDI e
LAU-0901 + NPD1 em comparagdo com o grupo veiculo (Figura 18b). Os volumes
quantitativos totais, centrais e de lesdo penumbra T2WI foram significativamente reduzidos

por todos os tratamentos em comparagdo com o grupo tratado com veiculo (Figura 18c). O
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tratamento combinado foi significativamente diferente do tratamento LAU-0901 sozinho na

reducdo de lesdes no nicleo isquémico (Figura 18c).

Figura 17. LAU-0901 + NPD1 melhora o comportamento 14 dias ap6s o AVC.
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(a) Desenho experimental. (b) pontuagdo neurologica total (normal = 0, max = 12) e (c-e) tempo de
recuperacdo das rea¢cdes dos membros anteriores. p < 0,05, *Veiculo versus todos os tratamentos; n = 5-

6/grupo.
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Figura 18. LAU-0901 (30mg/kg) + NPD1 (333 pg/kg) reduz os volumes de lesdes de AVC

derivadas da ressonancia magnética.
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(a) Imagem ponderada em T2 representativa, nucleo/penumbra, ¢ (b) Volumes de lesdo tridimensionais

calculados a partir de mapas T2 no dia 14. Os tecidos centrais (vermelho) e penumbral (azul) foram identificados

automaticamente. (c) Nucleo isquémico, penumbra e volumes totais da lesdo. p < 0,05, *Veiculo 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-NPDI forneceu neuroprote¢do 3 dias apos a oclusdo da artéria

cerebral média

O desenho experimental ¢ apresentado na Figura 19a. Os tratamentos com LAU-0901
e AT-NPDI sozinhos melhoraram a pontuacdo neuroldgica total comecando no dia 1, que
persistiu até o dia 3 em 33% e 27% em comparacdo com o grupo veiculo (Figura 19b). O
tratamento combinado com LAU-0901 + AT-NPD1 melhorou a pontuagdo comportamental
até 54% no dia 3 (Figura 19b). Os volumes totais de lesdo (calculados a partir de mapas T2)
foram reduzidos por todos os tratamentos (Figura 19¢). O tratamento combinado reduziu o
volume total da lesdo em comparacdo com o grupo LAU-0901-sozinho (Figura 19¢). T2WI
representativo, imagens pseudocoloridas e volumes 3D, ilustram que todos os tratamentos
reduziram a lesdo no nucleo isquémico e¢ na penumbra em comparagdo com o veiculo
(Figuras 19d-f). As lesdes foram reduzidas pelo tratamento combinado com LAU-0901 + AT-

NPDI1 e foram principalmente restritas as areas subcorticais.
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Figura 19. LAU-0901 + AT-NPDI1 desencadeada por aspirina € protetora 3 dias ap6s o AVC.
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(a) Desenho experimental. (b) Pontuagdo neurologica total (normal = 0, max = 12). (c¢) Volumes de lesdo total,
central e de penumbra calculados a partir de mapas T2. (d) Imagem ponderada em T2 representativa, (¢) imagens
T2 pseudocoloridas e (f) volumes de lesdo 3D colapsados (vermelho) sobrepostos na imagem ponderada em T2.
p < 0,05, *Veiculo 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 regula¢do do fluxo sanguineo cerebral e a sinaliza¢do
inflamatoria, o que leva a recuperagdo neurologica 1 dia apos a oclusdao da artéria cerebral

meédia

Investigamos o efeito do tratamento com LAU-0901 e DHA isoladamente ¢ em
combinag¢do no comportamento, bem como na expressao de diferentes mediadores lipidicos 1
dia apds o AVC isquémico, com desenho experimental apresentado na Figura 20a. Os
tratamentos com LAU-0901 e DHA sozinhos melhoraram as pontuagdes comportamentais em
comparagdo com os grupos de veiculos em 30%-35% (Figura 20b). O efeito neuroprotetor
foi aumentado usando o LAU-0901 + DHA em 47% no dia 1.

A expressdao de prostaglandinas (PGE2, PGF2.%, 6-ceto-PGF1-* ¢ PGD2), HODE e
12-HETE do nucleo isquémico ipsilateral e da penumbra sdo apresentadas na Figuras 20c-h.
A maior regulacao positiva foi observada em regides de penumbra por LAU-0901 sozinho e
em combinagcdo com DHA. O aparecimento de prostaglandinas quando tratado apenas com
LAU-0901 aumentou 18 vezes para PGE2, 47 vezes para PGF2-%, 10 vezes para 6-ceto-PGF1-*
e 25 vezes para PGD2. Quando tratado com LAU-0901 + DHA, foi observado um aumento de
6 vezes para PGE>, 13 vezes para PGF2-% 6 vezes para 6-ceto-PGF1-* e 14 vezes para PGD2
em comparacao com o veiculo (Figuras 20c-f). A expressdo de HODE aumentou 5 vezes com
o tratamento LAU-0901 sozinho e 4 vezes com LAU-0910 + DHA (Figura 20g). A expressao
de 12-HETE foi reduzida por DHA, LAU-0901 ¢ LAU-0901 + DHA (83, 67, 72%,

respectivamente) (Figura 20h).
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Figura 20. Associagdo de LAU-0901 + DHA melhora o comportamento ¢ modula a resposta

inflamatoria 1 dia apos o AVC.
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(a) Desenho experimental. (b) Pontuagdo neuroldgica total.
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(c-h) Analise quantitativa de extratos lipidicos apos oclusdo da artéria cerebral média do nucleo isquémico e da
penumbra. p < 0,05, *Todos os tratamentos versus veiculo (penumbra); **Todos os tratamentos versus veiculo

(nticleo), n = 3-4/grupo.
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6.2 Segunda série de experimentos

6.2.1 Variaveis fisiologicas e mortalidade

Todos os animais deste estudo apresentaram valores semelhantes para temperatura
retal e craniana, pressdo arterial média, gasometria arterial e glicemia, sem diferencas
significativas entre os grupos. Nenhum efeito colateral comportamental adverso foi observado
ap6s a administracdo de LAU-0901, AT-NPD1 ou LAU-0901 + AT-NPDI. Estudo dose-
resposta: nenhum rato morreu em nenhum grupo tratado, exceto trés no grupo veiculo nos
dias 2, 3 e 7. Estudo de janela terapéutica: um total de trés ratos morreram (dois ratos no
grupo veiculo nos dias 1 ¢ 7 ¢ um em LAU-0901+AT-NPD1-3h no dia 2). As autopsias
revelaram um grande infarto hemisférico ipsilateral e extenso edema cerebral em todos os

animais.

6.2.2 Dose-resposta

O desenho experimental ¢ apresentado na Figura 21a. Todos os ratos tiveram uma
pontuacdo neurologica total de 0 antes da isquemia e desenvolveram um déficit
comportamental de alto grau (10-11; maximo possivel, 12) quando examinados em 60 min de
MCAo (Figura 21b); assim, nenhum animal necessitou de exclusdo com base em grau
inadequado de isquemia cerebral durante a avaliagdo comportamental. Os ratos tratados com
veiculo continuaram a exibir deficiéncias comportamentais graves ao longo do periodo de
sobrevivéncia de 7 dias. Todos os ratos tratados com diferentes doses de LAU-0901, AT-
NPDI1 e LAU-0901+AT-NPD1 melhoraram significativamente a pontuagdo neurologica total
em comparagao com o veiculo nos dias 1, 2, 3 e 7 (Figura 21b).

O efeito neuroprotetor foi aprimorado usando LAU-0901+AT-NPD1 em comparagao
com AT-NPD1 (111 e 222), o que resultou em pontuagdes comportamentais aprimoradas de
20% e 31% no dia 7 (Figura 21b).

As Figuras 22a-c¢ mostra a melhora significativa da colocagao tatil (dorsal e lateral) e
proprioceptiva em momentos diferentes em todos os ratos tratados em comparacdo com o
grupo veiculo.

Imagens representativas de T2WI e core/penumbra sdo apresentadas na Figura 23a.
Grandes lesdes ¢ hiperintensidades T2 foram observadas no nucleo isquémico e na penumbra
de ratos tratados com veiculo. Em contraste, todos os tratamentos tiveram menores volumes

de lesdo, principalmente visiveis no nucleo isquémico e parcialmente na penumbra. Os
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volumes totais, centrais isquémicos e de lesdo de penumbra calculados usando T2WI no dia 7
foram significativamente reduzidos por todos os tratamentos em comparagdo com 0 grupo
veiculo (Figura 23b). Os ratos tratados com tratamento combinado apresentaram lesdes
menores do que os tratamentos com LAU-0901 e AT-NPD1 sozinhos, mas isso ndo foi

estatisticamente significativo (Figura 23b).
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Figura 21. Estudo Dose-Resposta: LAU-0901, AT-NPD1 e sua combinacdo melhoraram a

recuperacao funcional apés MCAo.
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(a) Desenho experimental. (b) Pontuagdo neurolégica total (normal = 0, déficit maximo = 12) em ratos durante
MCAo (60 min) e varias vezes apés MCAo. Todas as doses de LAU-0901 ¢ AT-NPDI e o tratamento combinado
melhoraram significativamente a pontuagdo neuroldgica total nos dias 1, 2, 3 ¢ 7 em comparagdo com o grupo

veiculo. Os valores mostrados foram expressos em médias + erro padrdo (n=5-8 por grupo). *p < 0,05, veiculo
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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 recuperagdo das reagdes tateis (dorsais e laterais) e proprioceptivas de

posicionamento dos membros anteriores.
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(a-c) Tempo de recuperagdo das reacdes tateis (dorsais e laterais) e proprioceptivas de posicionamento dos
membros anteriores (normal = 0, déficit maximo = 2). Os valores mostrados foram expressos em médias + erro
padrao (n=5-8 por grupo). *p < 0,05, veiculo versus todos os tratamentos; ** LAU-0901+AT-NPD1 vs. AT-
NPD1 (111 pg/kg) (ANOVA de medidas repetidas seguida de testes de Bonferroni).
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Figura 23. LAU-0901, AT-NPDI e sua combina¢do atenuaram os volumes das lesdes de

ressonancia magnética e o nicleo isquémico e a penumbra ap6s o AVC.
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(a) Imagens ponderadas em T2 representativas (T2WI) e nucleo/penumbra de cada grupo no dia 7. Os tecidos do

T2WI

nucleo (vermelho) e da penumbra (azul) foram extraidos automaticamente de todo o cérebro usando o método de
divisdo hierarquica da regido da ressonancia magnética para identificagdo da penumbra. Hiperintensidades T2
foram observadas no centro isquémico e na penumbra de ratos tratados com veiculo, consistentes com a

formacao de edema. Em contraste, todos os animais tratados tinham tamanhos de lesdo menores.
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(b) Todos os tratamentos reduziram significativamente os volumes totais de les@o, calculados a partir de T2WI
no dia 7 em comparacdo com o grupo veiculo. Os valores mostrados foram expressos em médias + erro padrao
(n=5-8 por grupo). *p < 0,05, veiculo versus todos os tratamentos (ANOVA de medidas repetidas seguida de

testes de Bonferroni).
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6.2.3 Janela terapéutica

O desenho experimental ¢ apresentado na Figura 24a. O tratamento com LAU-0901 e
AT-NPD1 sozinho, quando administrado em 3 h, melhorou o escore neurologico 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-NPDI1 sozinho (Figura 24b). Imagens
representativas de T2WI e ntcleo/penumbra sdo apresentadas na Figura 25.

Grandes lesoes e hiperintensidades T2 foram observadas no centro isquémico € na
penumbra de ratos tratados com solugdo salina. Os ratos tratados apenas com LAU-0901 e
AT-NPDI1 apresentaram lesdes menores com envolvimento parcial do cortex e subcortical.
Em contraste, as lesdes foram reduzidas pelo tratamento combinado administrado em 3,4, 5 e
6 h e foram principalmente restritas a areas subcorticais (Figura 25). Nucleo isquémico,
penumbra e volumes totais de lesdo foram reduzidos por todos os tratamentos quando
administrados até 6 h apds o inicio da MCAo (Figura 26). Nao houve diferengas estatisticas

entre todos os grupos de tratamento.
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Figura 24. Estudo da janela terapéutica. LAU-0901, AT-NPD1 e sua combinagdo melhoram

os escores neuroldgicos quando administrados até 6 h apés MCAo.
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(a) Desenho experimental. (b) Escore neuroldgico total (normal=0, déficit maximo=12) em todos os grupos. Os
valores apresentados foram expressos em médias + erro padrdo (n=5-9 por grupo). *p < 0,05, veiculo 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 (222ng/kg) e sua combinagdo reduzem as lesdes

de ressonancia magnética e protegem o nucleo isquémico e a penumbra.
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T2WI representativo e nucleo/penumbra do veiculo e de todos os grupos tratados. Os tecidos do nucleo
(vermelho) e da penumbra (azul) foram automaticamente extraidos de todo o cérebro. Hiperintensidades T2
foram observadas no nucleo isquémico e na penumbra de ratos tratados com veiculo, consistentes com a
formacdo de edema. Em contraste, todos os animais tratados tinham tamanhos de lesdo menores, localizados

principalmente em areas subcorticais.
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Figura 26. Os volumes de lesdo cortical, subcortical e total foram calculados a partir de

mapas T2WI; LAU-0901 (60mg/kg) + AT-NPD1 (222pg/kg).
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(a-c) Os volumes de lesdo cortical, subcortical e total foram calculados a partir de mapas T2WI. Todos os

tratamentos reduziram drasticamente os volumes das lesdes. Os valores apresentados foram expressos em médias

+ erro padrdo (n=5-9 por grupo). *p < 0,05, veiculo vs. todos os tratamentos (ANOVA de medidas repetidas

seguida de testes de Bonferroni).
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6.3 Terceira série de experimentos

As variaveis fisiologicas foram definidas em todos os grupos experimentais € nenhum
efeito colateral comportamental adverso foi observado apds a administracdo de NPD1, RvDl1
ou NPDI1 + RvDI. Quatro animais morreram durante o experimento dose-resposta: dois ratos
no grupo salina nos dias 2 e 3, um de cada grupo NPD1 (333 pg/kg) e RvD1 (222 pg/kg) nos
dias 2 e 3, respectivamente. Dois ratos morreram durante o estudo da janela terapéutica:
grupos salina e NPD1 + RvD1 (ambos em 24 h). As autdpsias revelaram grandes infartos

hemisféricos ipsilaterais e extenso edema cerebral em todos os ratos.

6.3.1 NPDI + RvDIl dose-resposta e janela terapéutica demonstram neuroprote¢do

melhorando o comportamento e diminuindo a lesdo de AVC em T2WI

Todos os animais deste estudo apresentaram valores semelhantes para temperatura
retal e craniana, pressdo arterial média, gasometria arterial e glicemia, sem diferencas
significativas entre os grupos. Nenhum efeito colateral comportamental adverso foi observado
apos a administracdo de LAU-0901, AT-NPD1 ou LAU-0901 + AT-NPDI. Estudo dose-
resposta: nenhum rato morreu em nenhum grupo tratado, exceto trés no grupo veiculo nos
dias 2, 3 e 7. Estudo de janela terapéutica: um total de trés ratos morreram (dois ratos no
grupo veiculo nos dias 1 ¢ 7 e um em LAU-0901+AT-NPD1-3h no dia 2). As autopsias
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 neuroldgico em comparagdo com o veiculo para dosagens de NPD1 (111, 222 e 333
pug/kg) e RvD1 (222 e 333 pg/kg), bem como melhorias quando NPD1 + RvD1 foram
administrados em combinagdo (Figuras 27a-b). A distribuicao da lesdo no nivel bregma da
imagem de ressonancia magnética T2WI mostra redugdo para todos os grupos em comparagao
com solugdo salina (Figuras 27c-e), e o volume da lesdo foi reduzido significativamente por
NPD1 (111, 222 e 333 pg/kg), RvD1 (222 e 333 pg/kg) e sua combinagdo na penumbra
isquémica. A redugdo do volume da lesdo no nucleo isquémico foi observada apenas por

NPD1 e RvD1 (222 pg/kg) (Figura 27f).
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Figura 27. A dose-resposta mostra que NPDI1, RvDl e sua combinacdo melhoraram a

recuperacao funcional apés MCAo.
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(a-b) Escore neurologico total (normal = 0, déficit maximo = 12) durante 60 min de MCAo e 1, 2, 3 e 7 dias apos
MCAo. Todos os tratamentos melhoraram os escores neuroldgicos totais em comparagdo com o grupo veiculo.
Os dados foram expressos em média =+ erro padrio da média, n = 8—6 por grupo. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
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Bonferroni). A distribuicdo de penumbra, niicleo e areas totais de lesdo (c-e).
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isquémico, penumbra, lesdo total e volume apos o AVC.
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6.3.3 Janela Terapéutica

A investigacdo da janela terapéutica mostrou que o tratamento apenas com NPDI1 e
RvD1, quando administrado apenas em 3 h, melhorou o escore neuroldgico total nos dias 1, 2,
3 e 7 em comparagao com o veiculo (Figura 28a). O efeito neuroprotetor foi aumentado pelo
tratamento combinatério 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 NPDI1 ou RvDI1
sozinho em todos os pontos de observacdo durante o periodo de sobrevivéncia de 7 dias
(Figura 13a). Areas de penumbra, nicleo e lesdo total e volumes calculados a partir de T2WI
no dia 7 apresentados nas Figuras 28b-e. Nucleo isquémico, penumbra e areas totais de lesao
foram reduzidos em vérios niveis por todos os tratamentos em comparagdo com solucdo salina
quando administrado até 6 h ap6s o inicio da MCAo (Figuras 28b-d). Em comparagdo com o
grupo salina, o tratamento combinado administrado em 3, 4, 5 ¢ 6 horas reduziu os volumes
de lesdo na penumbra isquémica e na lesdo total. Os volumes centrais isquémicos também
foram reduzidos pelo tratamento combinado, administrado em 3 e 4 h. O tratamento
combinado administrado em trés horas foi significativamente melhor do que RvD1 sozinho na
reducdo de penumbra, nucleo e volumes totais no dia 7 (Figura 28e). O tratamento
combinado administrado em 4 h foi significativamente melhor do que o NPD1 sozinho na
reducdo dos volumes centrais (Figura 28e). Embora os volumes das lesdes tenham sido
reduzidos apenas nos grupos tratados com NPD1 ou RvD1, ndo houve diferengas estatisticas

em comparacdo com os animais tratados com solugao salina (Figura 28e).
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Figura 28. A janela terapéutica revela que NPD1 (222pg/kg), RvD1 (222ug/kg) e sua

combinagdo melhoraram os déficits neuroldgicos quando administrados até 6 h apés MCAo.
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n = 5-6 por grupo. (b—d) A distribui¢do de penumbra, nicleo e areas totais de lesdo.
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(e) Os volumes foram calculados a partir de T2WI no dia 7. O tratamento com NPDI + RvDI diminuiu o

nucleo, a penumbra e as areas e volumes totais da lesdo quando administrado até 6 h ap6s AVC. Os dados foram

representados em média + erro padrdo da média; n = 5-6 por grupo, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p

<0,0001 versus grupo solucdo salina (teste de Mann-Whitney).
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7 DISCUSSAO

Déficits funcionais em roedores apés MCAo se assemelham a déficits sensorio-
motores. O AVC isquémico focal leva a fungdes sensorio-motoras e cognitivas prejudicadas,
com 70 a 80% dos pacientes apresentando hemiparesia apdos o AVC. Como o objetivo da
terapia do AVC ¢ restaurar as fungdes comportamentais, dois testes da bateria sensorio-motora
foram usados no presente estudo para detectar déficits neuroldgicos apos o AVC.

Este estudo examinou a eficacia terapéutica de LAU-0901, um antagonista de PAF-R,
em combinacdo com NPD1, AT-NPD1 e DHA ap6és MCAo em ratos. Foi mostrado aqui, pela
primeira vez, que o LAU-0901 em combinagdo com os varios docosanoides reduziu a lesao
cerebral isquémica, promoveu a recuperacdo funcional e restaurou a via de mediadores
lipidicos pro-homeostaticos apos AVC isquémico experimental.

Esses resultados demonstram que o LAU-0901 em combinacdo com NPDI e
AT-NPDI1 reduziu significativamente o volume do infarto e melhorou o escore neuroldgico
quando comparado ao LAU-0901 sozinho. Isso indica a eficacia terapéutica superior do
tratamento combinado apds AVC isquémico. LAU-0901 foi usado para inibir a sinalizagao
pro-inflamatoéria pelo PAF, que se acumula em resposta a lesdo celular, incluindo isquemia-
reperfusdo cerebral. Durante a isquemia, o PAF aumenta e entdo se torna um mensageiro pro-
inflamatério, bem como um mediador da neurotoxicidade que leva ao dano neuronal (TTAN;
BAZAN, 2005a; BELAYEV et al., 2008). Anteriormente foi mostrado que o LAU-0901
fornece neuroprotecdo robusta quando usado em AVC isquémico experimental, reduzindo o
volume de infarto cerebral e melhorando os escores neuroldgicos (BELAYEV et al., 2008).

O NPDI ¢ um mediador lipidico derivado do DHA, que promove a sobrevivéncia
celular sob estresse oxidativo descompensado, um evento precoce durante a morte celular
neuronal (BELAYEV et al., 2017). A lipoxigenagdo enzimatica de DHA no AVC isquémico
experimental resulta na formagdo de NPDI, que entdo neutraliza a bioatividade pro-
inflamatoria e contribui para a neuroprotecdo sustentada (MARCHESELLI et al., 2003;
ASATRYAN; BAZAN, 2017). O NPDI ¢ protetor apds o AVC isquémico reduzindo o volume
do infarto, melhorando o escore neurologico e foi demonstrado seus efeitos para atenuar a
infiltracdo de leucécitos polimorfonucleares, inibir a inducdo de isquemia pela
ciclooxigenase-2 (COX-2) e ativacdo do fator nuclear kB ((MARCHESELLI et al., 2003;
EADY et al.,2012; SERHAN et al., 2015). AT-NPD1 ¢ um novo mediador lipidico endégeno
derivado do DHA gerado por COX-2 acetilado com aspirina. Quando administrado 3 h ap6s o

inicio do AVC, fornece recuperacdo neurocomportamental sustentada, reduz infarto e edema
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cerebral, melhora a matriz tecidual e protege a substincia branca (BAZAN et al., 2012).
Ambos os tratamentos combinados com LAU-0901 + NPD1 e LAU-0901 + AT-NPDI1
melhoraram a recuperagdo neuroldgica do que qualquer um dos tratamentos isoladamente,
apoiando a eficacia terapéutica da sua neuroprotecao sinérgica. O tratamento combinado com
LAU-0901 + DHA e LAU-0901 sozinho provocou um aumento da expressdo de
prostaglandinas, PGE2, PGF2-%, 6-ceto-PGF1-* e PGD2, em comparagdo com animais veiculo.
As prostaglandinas sdo lipidios bioativos derivados do metabolismo do acido araquidonico.
Eles sustentam as fun¢des homeostaticas ¢ medeiam os mecanismos patogénicos, incluindo a
resposta inflamatéria (KENNEDY; STOBO; GOLDYNE, 1980; NOWAK; KAIJSER;
WENNMALM, 1980). A expressao aumentada desses metabolitos indica que o tecido
manteve sua capacidade de regular o fluxo sanguineo cerebral e modular o processo
inflamatorio, que estudos anteriores demonstraram melhorar os resultados funcionais apds
AVC (SALEEM et al., 2007; RIVA et al., 2012). A isquemia cerebral inicia uma cascata de
eventos que estimula a liberacdo de dacidos graxos livres das membranas celulares,
particularmente acido araquidonico ¢ DHA. Esses mensageiros lipidicos bioativos, por sua
vez, dao origem a varios mensageiros lipidicos a jusante, como PAF e eicosanoides
(prostaglandinas e leucotrienos). Essas moléculas podem ter efeitos neuroprotetores ou
neurodegenerativos no tecido cerebral pds-AVC; portanto, eles contribuem amplamente para o
resultado e a recuperagao do AVC.

PGE:, PGF2.%, 6-ceto-PGFi-* ¢ PGD: exibem bioatividade vasoativa ¢ demonstraram
melhorar os resultados p6s-AVC. A PGE: exerce uma variedade de fungdes ligando-se
principalmente a quatro receptores de membrana conhecidos como E-prostandide 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 lesdo em 24 h em
camundongos submetidos & isquemia cerebral, e a ativagdo desse receptor demonstrou
proteger contra lesdes excitotoxicas e andxicas apos MCAo (MCCULLOUGH et al., 2004;
AHMAD et al., 2010). 6-ceto-PGFi-* ¢ um metabolito derivado da prostaciclina; foi
demonstrado que o direcionamento do receptor prostanoide prostaglandina 1> apdés MCAo
reduz a lesdo isquémica cerebral e promove a recupera¢ao neuroldgica de longo prazo apds o
AVC isquémico (YANG et al., 2017). A PGDz ¢ a prostaglandina mais abundante no cérebro e
atua como moduladora do processo neuroinflamatorio; esse tipo de prostaglandina atua
principalmente nos receptores DPi, que tém um efeito benéfico nos resultados do AVC
quando ativados, minimizando o dano cerebral excitotoxico e isquémico (SALEEM et al.,

2007; AHMAD et al., 2010).
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Um aumento na expressao de HODE em ratos tratados com LAU-0901 e LAU-0901 +
DHA, bem como uma diminui¢do na expressdo de 12-HETE também foi observado nesse
estudo. Acredita-se que o HODE, um derivado do &cido linoleico, esteja envolvido na
regulacdo da neurotransmissdao e inflamagdo em resposta a lesdo cerebral, reduzindo a
excitotoxicidade do glutamato (VANGAVETI et al., 2016; HENNEBELLE et al., 2017). 12-
HETE, um derivado do 4cido araquidonico, ¢ um lipidio bioativo formado pela acdo da
enzima 12-lipoxigenase, que ¢ regulada positivamente em condi¢des de hipoxia. O 12-HETE
¢ um mediador lipidico pro-inflamatério, que pode aumentar o dano isquémico devido ao
aumento da sinalizacdo inflamatoria e morte celular. A inibi¢do de 12-HETE demonstrou
anteriormente reduzir o tamanho do infarto e melhorar os parametros comportamentais
(YIGITKANLI et al., 2013). Os resultados obtidos nesse estudo indicam que o tratamento
com LAU-0901 regula a presenga de metabolitos que atuam para reduzir a inflamagao e o
dano neuronal causado pela excitotoxicidade. A presenga de marcadores observada em ratos
tratados com LAU-0901 e LAU-0901 + DHA ¢ provavelmente o resultado da modulacao da
perfusdo por aumento do fluxo sanguineo cerebral por meio de prostaglandinas vasoativas,
bem como supressdo da sinaliza¢do pro-inflamatoria por meio da diminuigdo da expressdo de
12- HETE e aumento da expressdo de HODE, bem como a a¢do do LAU-0901 inibindo o
PAF.

Foi demonstrado também que LAU-0901 e AT-NPDI1 melhoram substancialmente a
funcdo comportamental e reduzem o volume de infarto cerebral quando administrados
prontamente em doses moderadas, potencialmente passiveis de aplicagcdes clinicas; foi
mostrado uma ampla janela terapéutica de eficacia neuroprotetora com doses moderadas de
LAU-0901 e AT-NPDI1. O tratamento iniciado até 6 horas apds o inicio da isquemia do AVC
foi altamente eficaz. Achados anteriores que demonstraram a eficacia neuroprotetora de LAU-
0901 e AT-NPD1 na isquemia cerebral focal levaram ao avango desse estudo. Foi descoberto
que esses mediadores lipidicos promovem a sobrevivéncia de células neuronais com
importante atividade anti-inflamatoria.

Achados anteriores demonstraram a eficacia 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; BELAYEYV et al., 2009). A terapia com LAU-0901
reduziu significativamente os volumes de infarto cortical e subcortical, melhorou os escores
comportamentais, atenuou a microglia infiltracdo, e promoveu a sobrevivéncia astrocitaria e
neuronal quando administrado prontamente apds 2 h de MCAo em ratos (BELAYEV et al.,

2012). Foi demonstrado que em camundongos tratados com LAU-0901 apds uma hora de
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MCAo houve o aumento do fluxo sanguineo cerebral local em 77% da linha de base em 6h
em comparacdo com um fluxo sanguineo cerebral local de 41% em relagdo a linha de base
observada nos ratos tratados com veiculo (BELAYEV et al., 2008). Em um estudo de
sobrevivéncia de longo prazo, 60 mg/kg de LAU-0901, administrado 2 h ap6s o inicio do
derrame em ratos, ndo apenas produziram melhorias de curto prazo por 7 dias como resultou
em efeitos benéficos no resultado comportamental que persistiram at¢ 4 semanas apos 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 redu¢do notavel
na incidéncia de extensas lesdes necroticas cisticas e no aumento acentuado de GFAP
(proteina glial fibrilar acida) e na contagem de células positivas para Nissl (BELAYEV et al.,
2009).

Recentemente, relatamos a descoberta do novo AT-NPD1, uma potente molécula anti-
inflamatéria pro-resolugdo (SERHAN et al., 2012). O novo produto acionado por aspirina
demonstrou agdes regulatorias decisivas com leucécitos in vivo, redugdo da migragdo
transendotelial polimorfonuclear humana e aumento da eferocitose (SERHAN et al., 2012).
Conforme proposto para outros potentes mediadores locais derivados de acidos graxos
poliinsaturados, a via da protectina desencadeada pela aspirina provavelmente envolve a
conversao do hidroperoxido 17R-HpDHA (derivado de DHA contendo 17R-hidroperoxi) em
um intermediario epoxido (SERHAN ez al., 2012). Essa via desencadeada pela aspirina foi
identificada pela primeira vez na fase de resolu¢do da exsudatos inflamatorios e tecidos
cerebrais de camundongos tratados com aspirina e sua estrutura basica foi proposta
(SERHAN et al., 2002; MARCHESELLI et al., 2003). Foi demonstrado que novos
docosanoides inibiram a infiltragdo de leucdcitos mediada por I/R no cérebro e a expressao de
genes pro-inflamatérios (MARCHESELLI et al., 2003). Foi identicado uma nova via
biossintética que leva a formagao de um mediador AT-NPD1 quando aspirina mais DHA sao
administrados apos AVC (BAZAN et al., 2012). Em seguida, foi realizada a sintese quimica
total dessa molécula e a testamos no cenario de 2 h MCAo em ratos. Foi demonstrado que o
AT-NPDI1 sintético, administrado 3 h apdés o inicio do AVC, melhora os escores
comportamentais, reduz o infarto cerebral e o edema cerebral, melhora a matriz tecidual e
protege a substancia branca (BAZAN et al., 2012).

O presente estudo estabeleceu a eficacia para o efeito neuroprotetor de LAU-0901 e
AT-NPD1 em um modelo de rato com isquemia cerebral focal. O resultado mais notavel foi
encontrado em ratos tratados com doses médias e altas de LAU-0901 e AT-NPD1. Todas as

doses de LAU-0901 e AT-NPDI1 usadas neste estudo foram altamente neuroprotetoras. Os
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tratamentos LAU-0901 (60 mg/kg) e AT-NPD1 (222 e 333 pg/kg) sozinhos foram os mais
eficazes na melhoria dos escores comportamentais e na reducao das lesdes cerebrais no sétimo
dia ap6s a MCAo. O efeito neuroprotetor foi aprimorado usando o LAU-0901 +AT-NPDI,
que melhorou o comportamento durante o periodo de sobrevivéncia de 7 dias e reduziu
drasticamente os volumes total, central e de penumbra em 93, 94 ¢ 92% em comparagdo com
o grupo veiculo. Devido aos desafios de tratar os pacientes a tempo, ¢ necessaria uma
extensdo da janela terapéutica para permitir um apelo mais amplo aos médicos que tratam
vitimas de AVC isquémico. Partindo da pergunta se o LAU-0901 mais AT-NPD1 poderia
prolongar a janela terapéutica em um cendrio de isquemia cerebral focal. Foi selecionada uma
dose no meio da faixa de dose efetiva de AT-NPD1 (222 pg/kg) e LAU-0901 (60 mg/kg) para
o estudo de janela terapéutica, que se mostrou eficaz mesmo com um atraso de tratamento de
at¢é 6 h. LAU-0901 mais AT-NPDI1, quando administrado em 3, 4, 5 ¢ 6 h, melhorou o
comportamento em 50, 56, 33 e 26% em comparacao com o veiculo. O efeito do tratamento
combinado foi demonstrado claramente no cortical (regido penumbral) e subcortical (nucleo
isquémico) do infarto e reduziu os volumes totais de T2WI em 3 h em 93%, 4 h em 91%, em
Shem 82% e 6 h em 84% em relacao ao veiculo. Os mecanismos exatos de LAU-0901 mais
AT-NPD1 ainda niao foram elucidados, mas especula-se que essa associagdo provoque a
resolucdo da inflamagdo e fornegem neuroprotecdo 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 oclusdo de sutura intraluminal da
MCA tornou-se cada vez mais popular como modelo de isquemia focal devido a sua
simplicidade ¢ minimamente invasiva. Nesse estudo foi empregada uma sutura revestida com
poli-L-lisina e houve a descoberta de que essa técnica produz lesdes subcorticais e corticais
consistentes (coeficiente de variagdo do volume do infarto, 9%) (BELAYEV et al., 1996).
Esse infarto imita de perto, em extensdao e gravidade, os grandes infartos hemisféricos
resultante de MCA proximal e oclusdo da artéria carotida interna em pacientes. Essencial para
a consisténcia do modelo é o monitoramento rigoroso das variaveis fisiologicas, incluindo a
temperatura corporal e craniana. O controle da temperatura craniana ¢ critico, pois ¢ um
determinante essencial da extensdo da lesdo cerebral. Foi demonstrado que o LAU-0901 ¢ o
AT-NPD1 ndo afetaram diretamente a temperatura do corpo e do cérebro, a pressdo arterial e
0s gases sanguineos e ndo produziram nenhum efeito colateral adverso.

Este estudo ¢ o primeiro a avaliar doses eficazes e terap€uticas janelas para tratamento

com NPD1 + RvDI ap6s MCAo em ratos. Foi mostrado que NPD1 + RvDI1 melhorou
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notavelmente a fungdo neuroldgica e reduz o volume da lesdo no AVC isquémico agudo
quando administrado prontamente em doses moderadas. Também foi demonstrado uma ampla
janela terapéutica de neuroprotecdo com dose moderada (222 pg/kg) de NPDI1 + RvDl1, de
modo que o tratamento iniciado até 6 h apds o inicio do AVC ¢ altamente eficaz. Especula-se
que essa associacdo modula a polarizacdo de M1 ou M2 (aumentando CD163+), ativa genes
nos astrocitos neurotoxicos € neuroprotetores, leva ao aumento do gene Amigo2 que medeia a
sinaptogénese ¢ diminui a expressdo de TNFa e IL-1a; esses fatores podem indicar a inibigao
desta interacdo célula-célula para induzir a neuroprote¢ao observada.

Virias terapias experimentais protegem e recuperam tecidos neurais apds AVC
isquémico (SAVITZ et al., 2017). No entanto, a persisténcia de deficiéncias comportamentais
de longo prazo devido a efeitos colaterais graves e janelas de tempo terapé€uticas estreitas
ainda ¢ uma preocupagdo (SAVITZ et al., 2017). Nesse estudo foi mostrado que NPD1 ou
RvDI1 isoladamente e em combinagdo tiveram um impacto positivo na recuperagdo funcional
de ratos apos sete dias de indugdo com MCAo. Foi selecionada uma dose eficaz (222 pg/kg)
para esse estudo de janela terapéutica, que melhorou os escores neurologicos e reduziu
acentuadamente os volumes das lesdes. O efeito de NPD1 + RvD1 foi demonstrado
claramente no nucleo isquémico e na penumbra quando administrado em 3, 4, 5 e 6 h e
reduziu o volume total da lesdo T2WI em 95, 82, 81 e 84%, respectivamente, em comparagao
com o veiculo.

A terapia combinada no tratamento do AVC isquémico ¢ uma abordagem atraente
devido a natureza multifacetada da lesdao I/R. Assim, uma combinagdo de neuroprotetores esta
sendo explorada (CONNELL et al., 2014; CASAS et al., 2019), inclusive promovendo a
recuperagao neurologica pela remodelagao do tecido cerebral (HERMANN; CHOPP, 2012),
em ratos tratados com 4acido retinoico em enriquecimento ambiental apés MCAo, para
estimular a neurogénese na zona subventricular e aumentar a sobrevivéncia neuronal
(RODRIGUEZ DE TURCO et al., 2002). A farmacoterapia combinada e a manipulagao
comportamental aumentam a neurogénese estriatal p6s-AVC e diminuem o volume do infarto
sem recuperacdo funcional detectavel (RODRIGUEZ DE TURCO et al., 2002). Essa
abordagem neurorrestauradora pode nao necessariamente exigir uma janela de tempo
terapéutico restrita.

Outra estratégia potencial ¢ usar um agente neuroprotetor combinado com trombolise
(KNECHT; BORLONGAN; DELA PENA, 2018; JIN et al., 2020; BLANCO et al., 2022). t-
PA € o unico agente trombolitico aprovado para AVC isquémico agudo e protege o cérebro

recanalizando um vaso ocluido e restaurando o fluxo sanguineo para o cérebro isquémico,
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enquanto os neuroprotetores agem diretamente sobre o cérebro. A terapia combinada pode
estender a janela de tempo terapéutico atual do t-PA de 4,5 h e reduzir os efeitos adversos,
como hemorragia intracerebral (JIANG et al., 2015; KNECHT; BORLONGAN; DELA
PENA, 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
aplicacdo de sistemas de administracdo de drogas com nanoparticulas (FUKUTA; OKU;
KOGURE, 2022) tém efeitos sinérgicos em estudos experimentais. No entanto, as estratégias
de combinacao 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 RvDl1, sozinhos ou associados, em modelos de AVC isquémico cerebral. Foi
demonstrada nessas substancias um potencial farmacoldgico no tratamento dessa patologia,
mas sdo necessarios mais estudos para que seja mais bem elucidado os mecanismos desses
docosanoides.

Como limitagcdes pode-se destacar o modelo neurocomportamental aplicado nos
animais ap6s a inducdo da MCAo e o tempo curto de aplicacdo dele. Também ha de ser
pontuado que ndo havia a necessidade de utilizacdo de todas as doses utilizadas, pois foi
observado que em doses menores dentro de um mesmo protocolo ja havia sido atingido o

efeito maximo.
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8 CONCLUSAO

Esses achados revelam um potencial caminho terapéutico a ser explorado para AVC
isquémico e lesdes neuroldgicas. Os mediadores lipidicos selecionados para esse estudo -
LAU-0901, NPDI1, AT-NPD1 e RvDI1 - apresentaram uma eficacia terap€utica que forneceu
neuroprote¢do no cérebro pds-isquémico, quando administrados isoladamente ou associados.

Essas potenciais terapias promoveram a restauracdo de mediadores lipidicos pro-
homeostaticos com recuperacdo neurologica melhorada e pode ser uma promessa para o

futuro desenvolvimento terapéutico contra o AVC isquémico.
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Blocking pro-inflammatory
platelet-activating factor receptors
and activating cell survival pathways:
A novel therapeutic strategy in
experimental ischemic stroke

Ludmila Belayev', Andre Obenaus?, Pranab K. Mukherjee’, Eric J. Knott!,

Larissa Khoutorova', Madigan M. Reid', Cassia R. Rogue’”, Lawrence Nguyen?,
Jeong Bin Lee?, Nicos A. Petasis*, Reinaldo B. Oria'?, Nicolas G. Bazan'

Abstract:

OBJECTIVE: Acute ischemic stroke triggers complex neurovascular, neuroinflammatory, and
synaptic alterations. This study explores whether blocking pro-inflammatory platelet-activating factor
receptor (PAF-R) plus selected docosanoids after middle cerebral artery occlusion (MCAo) would
lead to neurological recovery. The following small molecules were investigated: (a) LAU-0901, a
PAF-R antagonist that blocks pro-inflammatory signaling; and (b) derivatives of docosahexaenoic
acid (DHA), neuroprotectin D1 (NPD1), and aspirin-triggered NPD1 (AT-NPD1), which activates cell
survival pathways and are exert potent anti-inflammatory activity in the brain.

MATERIALS AND METHODS: Sprague-Dawley rats received 2 h MCAo and LAU-0901 (30 or
60 mg/kg, 2 h after stroke), NPD1, and AT-NPD1 (333 ug/kg), DHA (5 mg/kg). and their combination were
administered intravenous at 3 h after stroke. Behavior testing and ex vivo magnetic resonance imaging
were conducted on day 3 or 14 to assess lesion characteristics and lipidomic analysis on day 1. Series
1 (LAU-0901 + NPD1, 14d), Series 2 (LAU-0901 + AT-NPD1, 3d), and Series 3 (LAU-0801 + DHA, 1d).
RESULTS: All combinatory groups improved behavior compared to NPD1, AT-NPD1, or DHA treatments
alone. Total lesion volumes were reduced with LAU-0801 + NPD1 by 62% and LAU-0901 + AT-NPD1
by 90% treatments versus vehicle groups. LAU-0901 and LAU-0901 + DHA increased the production of
vasoactive lipid mediators (prostaglandins: PGE,, PGF, , 6-keto-PGF,_, and PGD,) as weli an inflammatory
regulating mediator hydroxyoctadecadienoic acid. In contrast, LAU-0901 and LAU-0901 + DHA decreased
the production of 12-hydroxyeicosatetraenoic acid, a pro-inflammatory mediator.

CONCLUSION: Combination therapy with LAU-0901 and selected docosanoids is more effective
than the single therapy, affording synergistic neuroprotection, with restored pro-homeostatic lipid
mediators and improved neurological recovery. Altogether, our findings support the combinatory
therapy as the basis for future therapeutics for ischemic stroke.

Keywords:

Docosanoids, ischemia/reperfusion, magnetic resonance imaging, neuroinflammation,
platelet-activating factor-receptors antagonist

This is an open access journal, and articles are
distributed under the terms of the Creative C

Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0 License, which
allows others to remix, tweak, and build upon the work
non-commercially, as long as appropriate credit is given and the
new creations are licensad under the identical terms.
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Methylmercury chronic exposure affects the expression of DNA 8
single-strand break repair genes, induces oxidative stress, and chromosomal
abnormalities in young dyslipidemic APOE knockout mice

Cassia R. Rggue , Leticia R. Sampaio ', Mayumi N. Ito”, Daniel V. Pinto ", Juan S.
R. Caminha ", Paulo LG. Nunes Ramon S. Raposo °, Flavia A. Santos ", Cldudia C. Windmoller*,
Maria Elena Crspo-bopez R Jacquellne 1. Alvarez-Leite‘, Reinaldo B. Oria ",
Ronald F. Pinheiro*

* Cancer Cytog Lab Y, Drug h, and fog Center, Federal University of Ceara, Forraleza, CE, Brazif
'qumwmmmwduummdmoj i Faculty of Med Federal ty of Cearu,
Formieza, CE, Broxd
‘M-nm!Muubwwuy Biomedicine Center, Federal Untversity of Ceara, Fortalesa, CE, Brezil
mmmqumn.mmm

* Laborasory of Atherasclerosis and Nutriviona! Bi v, Depar of Bloch ry and 2y, JCB, Federal University of Minas Gerals, Belo Horizonte, MG,
Broxd
! Lab ry of Molecudar Ph logy, Instire of Biological Federal ty of Para, Belem, PA, Braxi

ARTICLE INFO ABSTRACT

Handling Editor: Dr. Gary Rankin Mercury (Hg) is one of the most toxic envi 1 poll pecially when methylated, fi g methyl-
mercury (Mdlg] MeHg affects DNA repair, incruss oxidative stress, and predisposes to cancer. MeHg

Keywords: ity is well-kn but recently MeHg-associated cardiovascular effects were recognized. This study

Methylmercury luated circulating lipids, oxidative stress, and g icity after MeHg.ck . (zom;/undrinung

Dyslipidemia water) in CS7BL/6J wild-type and APOE knockout (ko) mice, the latter, being sp ;

(m":::me i I mice were assigned to four groups: X ‘mdhlell;nmnncundmld(ypemandmn

DNA repatr intoxicated and Melig-intoxicated APOE ko mice. Plasma levels of triglycerid total cholesterol (TC), llDl.. and
LDL were analyzed. Liver lipid peroxidation and splenic gene expression of pig!

mentation groups A, C, D, and G (XPA, XPC, XPD, and XPG), X-ray repair cross-complementing poteln 1
(XRCCI), and telomerase reverse transcriptase (TERT) were measured. Fur Hg levels confirmed chronic MeHg
intoxication. MeHg exposure raises TC levels both in wild-type and APOE ko mice. HDL and LDL-cholesterol

levels were increased oaly in the Mellgdullzngd APOE ko mice. MeHg i d liver lipid p idati
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studies are needed to dissect the interactions between circulating lipids, Melg intoxication, and DNA-repair
pathways even al young age, interactions that likely play critical roles in cell senescence and the risk for
chronic disorders later in life.

1. Introduction health applications and of the most dangerous environmental pollutants
(Berzas Nevado et al., 2010; Arrifano et al., 2018¢). Human activities
Mercury (Hg) is one of the oldest chemical elements used in human diversity and intensify the presence of this metal in the environment
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Minireview

The Role of Ruthenium Compounds in Neurologic Diseases:

A Minireview

Fatima Virginia Gama Justi, Gabriella Aradjo Matos, Juan de S& Roriz Caminha,
Cassia Rodrigues Roque, Edinilton Muniz Carvalho, Marcio Wilker Soares Campelo,
Ludmila Belayev, Luiz Gonzaga de Francga Lopes, and Reinaldo Barreto Oria

Department of Morphology and the Institute of Biomedicine, School of Medicine (F.V.G.J., GAM., Jd.S.RC. C.RR, RB.O)
and Department of Organic and Inorganic Chemistry (E.M.C., L.G.d.F.L.), Federal University of Ceara, Fortaleza, Brazil;
Neuroscience Center of Excellence, School of Medicine, Louisiana State University Heaith Sciences Center, New Orleans,
Louistana (L.B.); and Laboratory of Experimental Vascular Surgery and Gene Expression, School of Medicine, Christus University

Center (UNICHRISTUS), Fortaleza, Brazil (M.W.S.C.)
Received June 17, 2021; accepted October 25, 2021

ABSTRACT

Ruthenium compounds, nitric oxide donors in biologic sys-
tems, have emerged as a promising therapeutic alternative to
conventional drugs in anticancer chemotherapy and as a
potential neuroprotective agent with fewer cytotoxic effects.
This minireview summarizes promising studies with ruthenium
complexes and their roles in cancer, neuroinflammation, neu-
rovascular, and neurodegenerative diseases. The up-to-date
evidence supports that ruthenium-based compounds have
beneficial effects against gliomas and other types of brain
cancers, reduce motor symptoms in models of cerebral ische-
mia-reperfusion, and may act in the control of nociceptive and

inflammatory events, such as those seen in early Alzheimer's
disease. More studies are needed to fill many current knowl-
edge gaps about the intricate and complex biologic effects
and therapeutic-related mechanisms of ruthenium, stimulating
further research.

SIGNIFICANCE STATEMENT

This minireview summarizes studies addressing the role of
ruthenium compounds on neurological ilinesses, focusing on
brain cancer and neurovascular and neurodegenerative dis-
eases. No such review is available in the literature.

Introduction

Many metal ions (e.g., copper, zinc, iron, and manganese)
play a crucial role in various biologic processes, potentially
influencing medical treatment (Arnesano and Natile, 2009).
Preparations containing metal complexes have been used his-
torically in clinical medicine, and over the past five decades,
they have attracted the pharmaceutical industry’s attention in
the relentless search for new therapeutic approaches against
cancer and neurclogic diseases (Pricker, 1996; Thota et al,

This study was supported by the National Council for Scientific and Tech-
nological Development (CNPg) [Projeto Universal n° 406585/2016.4] and
Coords for the Impr of Higher Ed Personnel (Capes)
ICAPES Print n': 88887.311938/2018.00).

dx.doi.org'10.1124/pet. 121 000798,

2018; Englinger et al., 2019). These worrisome chronic illnesses
are expected to increase dramatically with aging populations
worldwide (Nolen et al., 2017; GBD 2016 Neurology Collabora-
tors, 2019). One of the eldest and best known metallodrug-ther-
apeutic approaches is platinum-based anticancer therapy with
csplatin or platinol (ezs-[PNH;)Cl,]), with antitumoral
effects first reported by a pioneer study of Barnett Rosenberg
and Loretta VanCamp in 1965 (Arnesano and Natile, 2009).
Several other metallodrugs have been used in empirical
medicine throughout history, e.g.,, auranofin (based in
gold) used in the treatment of rheumatoid arthritis, trise-
nox (based in arsenic) used in the treatment of acute pro-
myelocytic leukemia, and sodium nitroprusside (based in
iron) used in cardiovascular surgery and hypertensive
emergency (Pricker, 1996). The suboptimal activity and

ABBREVIATIONS: AJi, fi-amyloid; AD, Alzheimer's disease; 8-HQ, 8-hydroxyquinoline; KP1019, indazolium trans-tetrachlorobis{1H-indazole)

ruthenate(lll); MCU, mitochondrial calcium uniporter; NAMI-A, imic

thylsulfoxidejtetrachlororuthenate(lll); NO, nitric

oxide; PDT, photodynamic therapy; PrP, prion protein; ROS, reactive oxygen species; RR, ruthenium red; Ru, ruthenium; 106Ru, ruthenium-
106 plague radiotherapy; RuBi-GABA, ruthenium-bipyridine-trimethylphosphine gamma aminobutyric acid; RuBi-Glu, ruthenium-bipyridine-tri-
methylphosphine glutamate; Rut-bpy, ruthenium nitrosyl complex cis-[Rulbpy)a(SONNOJPFs; TLD1433, [Rufli)4,4'-dimethyi-2 2’ -bipyridi-
ne{dmbjj2{2-(2' 2':5" 2" -terthiophene)-imidazo[4 5-f][1,10]phe-nanthrolineljCl,; TQ-6. Rufr6-cy 2-(1H-benzoimidazol-2-yl)-quinoline CIBF4;
TRPV, transient receptor potential cation channel vanilloid subfamily.
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Immunoinflammatory role of apolipoprotein E4 in malnutrition
and enteric infections and the increased risk for chronic
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diseases under adverse environments

Raul S. Freitas, Cdssia R. Rogue, Gabriella A. Matos, Ludmila Belayev, Orleancio G. R. de Azevedo,

Jacqueline |. Alvarez-Leite, Richard L. Guerrant, and Reinaldo B. Oria

Apolipoprotein E plays a crucial role in cholesterol metabolism. The immunomodu-
latory functions of the human polymorphic APOE gene have gained particular in-
terest because APOE4, a well-recognized risk factor for late-onset Alzheimer's dis-
ease, has also been recently linked to increased risk of COVID-19 infection severity
in a large UK biobank study. Although much is known about apoE functions in the
nervous system, much less is known about APOE polymorphism effects on malnu-
trition and enteric infections and the consequences for later development in under-
privileged environments. In this review, recent findings are summarized of apofE’s
effects on intestinal function in health and disease and the role of APOE4 in pro-
tecting against infection and malnutrition in children living in unfavorable settings,
where poor sanitation and hygiene prevail, is highlighted. The potential impact of
APOE4 on later development also is discussed and gaps in knowledge are identified
that need to be addressed to protect children’s development under adverse

environments.

INTRODUCTION

Since the discovery of apolipoprotein E (apoE) in 1973,
significant advances have occurred in understanding
the role of this cholesterol carrier molecule, coded by a
polymorphic APOE gene, in health and disease states.
Recently, the association of the APOE4 gene with
COVID-19 infection severity"* and the potential associ-
ation with the COVID-19-related cytokine storm has

ignited even more interest in the immunomodulatory
role of apoE. Although much of apoE function has been
recognized in brain plasticity and nervous tissue injury
and neurodegeneration,™® less is known about how
apoE isoforms affect intestinal barrier function, gut
microbiota, and intestinal mucosal immunity under ad-
verse conditions. Thus, in this review, we highlight
novel concepts of apoE immune-inflammatory func-
tions, with a special focus on APOE4, a well-recognized

Affiliation: R.S. Freitas, CR. Roque, GA. Matos, O.G.R. de Azevedo, and R.B. Oria are with the Laboratory of the Biology of Tissue Healing,
Ontogeny and Nutrition, Department of Morphology and Institute of Biomedidine, School of Medicine, Federal University of Ceara,
Fortaleza, Ceara, Brazil; L Belayev is with the Neuroscience Center of Excellence, School of Medicine, Health Sciences Center, Louisiana
State University, Baton Rouge, Louisiana, United States; /1. Alvarez-Leite is with the Department of Biochemistry and Immunology, Federal
University of Minas Gerais, Brazil; R.L. Guerrant is with the Center for Global Health, Division of Infectious Diseases and International

Health, University of Virginia, Charlottesville, Virginia, United States

Correspondence: R B. Orig, Laboratory of the Biology of Tissue Healing, Ontogeny and Nutrition, Department of Morphology and Institute
of Biomedicine, School of Medicine, Federal University of Ceara, Rua Coronel Nunes de Melo 1315, Rodolfo Tedfilo, 60430-270—Fortaleza,

CE, Brazil. E-mail: oria@ufc.br.

Key words: adverse environment, apolipoprotein E, enteric infections, innate immunity, malnutrition, systemic inflammation

©The Author(s) 2021. Published by Oxford University Press on behalf of the International Life Sciences Institute. All rights reserved.
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doi: 10.1093/nutrit/nuab063

Nutrition Reviews* Vol. 80(5):1001-1012

119

€202 aunp £2 uo 15nB AQ 6/ LG E9/L00L /S /08 PEMUESMMAS JUCHLIN UL 0O dNO MUDD ED B/ ST WO 3§ Pape OO



duosnuepy Joyiny duasnuepy Joyiny 1duosnuepy Joyiny

1duasnuepy Joyiny

APENDICE E
ARTIGO 5 PUBLICADO

HHS Public Access

Author manuscript
J Stroke Cerebrovasc Dis. Author manuscript: available in PMC 2023 March 01.

Published in final edited form as:
J Stroke Cerebrovasc Dis. 2022 August : 31(8): 106585. do1:10.1016/).jstrokecerebrovasdis.2022.106585.

Synergistic Neuroprotection by a PAF Antagonist Plus a
Docosanoid in Experimental Ischemic Stroke: Dose-Response
and Therapeutic Window

Madigan M. Reid, BS®, Andre Obenaus, PhD®, Pranab K. Mukherjee, PhD?, Larissa
Khoutorova, BS®, Cassia R. Rguel PhD°<, Nicos A. Petasis, PhDY, Reinaldo B. Oria, PhD®,
Ludmila Belayev, MD?, Nicolas G. Bazan, MD, PhD?

3Neuroscience Center of Excellence, School of Medicine, Louisiana State University Health New
Orleans, New Orleans, LA, USA

“Department of Pediatrics, School of Medicine, University of California, Irvine, CA, USA

“Laboratory of the Biology of Tissue Healing, Ontogeny and Nutrition, Department of Morphology
and Institute of Biomedicine, School of Medicine, Federal University of Ceara, Fortaleza, Brazil

“Department of Chemistry, University of Southern California, Los Angeles, CA, USA.

Abstract

Objective: We tested the hypothesis that blocking pro-inflammatory platelet-activating factor
receptor (PAFR) with LAU-0901 (LAU) plus administering a selected docosanoid, aspirin-
triggered neuroprotectin D1 (AT-NPD1), which activates cell-survival pathways after middle
cerebral artery occlusion (MCAo), would lead to neurological recovery. Dose-response and
therapeutic window were investigated.

Materials and methods: Male SD rats were subjected to 2 hours of MCAo. Behavior testing
(days 1-7) and ex vivo MRI on day 7 were conducted. In dose-response. rats were treated with
LAU (45 and 60 mg/kg: IP), AT-NPD1 (111, 222, 333 pg/kg: IV), LAU+AT-NPDI1 (LAU at

3 hours and AT-NPD1 at 3.15 hours) or vehicle. In the therapeutic window, vehicle, LAU (60
mg/kg), AT-NPDI (222 pg/kg). and LAU +AT-NPD1 were administered at 3, 4, 5, and 6 hours
after onset of MCAo.

Results: LAU and AT-NPDI treatments alone improved behavior by 40-42% and 20-30%,
respectively, and LAU+AT-NPDI by 40% compared to the vehicle group. T2-weighted imaging

This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (hatp./creativecommons.org licenses by-nc-nd 4.00)

Corresponding author at: Professor of Neurosurgery, Neurology. and Neuroscience, Neuroscience Center of Excellence, School of
Medicine, Louisiana State Universaty Health New Orleans, 2020 Gravier Street, Suite 9B16, Room 935A, New Ordeans, LA 70112,
USA mreid] @lsuhsc.edu
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Abstract: Methylmercury (MeHg) is highly toxic to the human brain. Although much is known about
MeHg neurotoxic effects, less is known about how chronic MeHg affects hippocampal amino acids
and other neurochemical markers in adult mice. In this study, we evaluated the MeHg effects on sys-
temic lipids and inflammation, hippocampal oxidative stress, amino acid levels, neuroinflammation,
and behavior in adult male mice. Challenged mice received MeHg in drinking water (2 mg /L) for
30 days. We assessed weight gain, total plasma cholesterol (TC), triglycerides (TG), endotoxin, and
TNF levels. Hippocampal myeloperoxidase (MPO), malondialdehyde (MDA), acetylcholinesterase
(AChE), amino acid levels, and cytokine transcripts were evaluated. Mice underwent open field,
object recognition, Y, and Barnes maze tests. MeHg-intoxicated mice had higher weight gain and
increased the TG and TC plasma levels. Elevated circulating TNF and LPS confirmed systemic
inflammation. Higher levels of MPO and MDA and a reduction in IL-4 transcripts were found in
the hippocampus. MeHg-intoxication led to increased GABA and glycine, reduced hippocampal
taurine levels, delayed acquisition in the Bames maze, and poor locomotor activity. No significant
changes were found in AChE activity and object recognition. Altogether, our findings highlight
chronic MeHg-induced effects that may have long-term mental health consequences in prolonged
exposed human populations.

Keywords: methylmercury; metabolism; hippocampus; neurotransmission; oxidative stress;
neuroinflammation; behavior

1. Introduction

Mercury (Hg) is a ubiquitous heavy metal occurring in nature, but its environmental
levels may be markedly increased due to anthropogenic activities such as illegal artisanal
gold mining and industrial wasting [1].

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 13837. hitps:/ / doi.ong /103390 /ijms232213837
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Cryptosporidiosis is a waterborne protozoal infection that may cause life-threatening diarrhea
in undernourished children living in unsanitary environments. The aim of this study is toiden-
tify new biomarkers that may be related to gut-brain axis dysfunction in children suffering
from the malnutrition/infection vicious cycle is necessary for better intervention strategies.
Myeloperoxidase (MPO) is a well-known neutrophil-related tissue factor released during enter-
opathy that could drive gut-derived brain inflammation. We utilized a model of environmental
enteropathy in C57BL/6 weanling mice challenged by Cryptosporidium and undemutrition. Mice
were fed a 2%-Protein Diet (dPD) for eight days and orally infected with 10"-C. parvum oocysts.
C. parvum cocyst shedding was assessed from fecal and ileal-extracted genomic DNA by qRT-
PCR. Ileal histopathology scores were assessed for intestinal inflammation. Prefrontal cortex
samples were snap-frozen for MPO ELISA assay and NF-kb immunostaining, Blood samples
were drawn by cardiac puncture after anesthesia and sera were obtained for serum amyloid A
(SAA) and MPO analysis. Brain samples were also obtained for Iba-1 prefrontal cortex immu-
nostaining. C. parvum-infected mice showed sustained stool oocyst shedding for six days post-
infection and increased fecal MPO and inflammation scores. dPD and cryptospoeridiosis led to
impaired growth and weight gain. C. parvum-infected dPD mice showed increased serum MPO
and serum amyloid A (SAA) levels, markers of systemic inflammation. dPD-infected mice
showed greater MPO, NF-kB expression, and Iba-1immunolabeling in the prefrontal cortex, an
important brain region involved in executive function. Our findings suggest MPO as a potential
biomarker for intestinal-brain axis dysfunction due to environmental enteropathy.
D 2023 Sociedade Brasileira de Infectologia. Published by Elsevier Espana, SL.U. This is an open
access article under the CC BY license (http//creativecommons.org/licenses/by/4.0¢)
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Abstract

Neuroprotection to atienuate or block the ischemic cascade and salvage neuronal damage has been extensively explored for
treating ischemic stroke. However, despite increasing knowledge of the physiologic, mechanistic, and imaging characteriza-
tions of the ischemic penumbra, no effective neuroprotective therapy has been found. This study focuses on the neuropro-
tective bioactivity of docosanoid mediators: Neuroprotectin DI (NPDI), Resolvin DI (RvD1), and their combination in
experimental stroke. Molecular targets of NPD1 and RvD1 are defined by following dose—response and therapeutic window.
We demonstrated that treatment with NPD1, RvD1. and combination therapy provides high-grade neurobehavioral recovery
and decreases ischemic core and penumbra volumes even when administered up to 6 h after stroke. The expression of the
following genes was salient: (a) Cd163, an anti-inflammatory stroke-associated gene, was the most differentially expressed
gene by NPD1+RvDI, displaying more than a 123-fold upregulation in the ipsilesional penumbra (Lisi et al.. Neurosci Lett
645:106-112, 2017): (b) 100-fold upregulation takes place in astrocyte gene PTX3. a key regulator of neurogenesis and
angiogenesis after cerebral ischemia (. Rodriguez-Grande et al., J Neuroinflammation 12:15, 2015): and (¢) Tmem119 and
P2y12, two markers of homeostatic microglia, were found to be enhanced by ten- and fivefold, respectively (Walker et al.
Int J Mol Sci 21:678, 2020). Overall, we uncovered that protection after middle cerebral artery occlusion (MCAo) by the
lipid mediators elicits expression of microglia and astrocyte-specific genes (Tmeml119, Ferls, Osmr, Msrl, Cd68, Cdl63,
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CHAPTER 2

Recent advances in the
development of immunosensors
for infectious diseases
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2.1 Introduction

The emergence of infectious diseases in a global society is a cause of con-
cern for the general population. Emerging viruses (e.g., Dengue virus, West
Nile virus, Influenza A virus, etc.) have received a lot of attention in recent
years, highlighting the need for more efficient diagnostic techniques in the
medical field [1]. Viruses causes numerous illnesses lead to hundreds of
thousands of deaths annually notably influenza, Ebola, the Middle East
Respiratory Syndrome (MERS), HIV (human immunodeficiency virus),
and the acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) and more recently
coronavirus disease (COVID-19). These are among the smallest identified
infectious agents for humans and contain just a few genes typically embed-
ded in a protein capsid and a lipid envelope |2]. The translation of these
genes only takes place in the mechinery of the host cell, which is utilized
by the intercellular parasite to manufacture millions of new viral particles
that operate similarly and have severe effects. The early and accurate identi-
fication of viral illnesses in this situation is also significant for improving
clinical results so that physicians may take appropriate measures. At present,
the gold standard methods used to diagnose viral diseases include PCR
(polymerase chain reaction) and ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay). Both have sufficient detection limits and accuracy but need specialist
reagents, staff, and equipment to be carried out with limited accessibility

Bivsensors for Emesging and Re-emenping Infectious Diseases © 2022 Elsevier Inc.
DOI: hups://dot.org/ 10.1016/BI78-10-323-88464-8.00006-3 All rights reserved. 19
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Chapter 18
Nanobiosensors Potentialities e |
for Monitoring SARS-CoV-2

in the Environment

3

Stephen Rathinaraj Benjamin, Kshitij RB Singh,
Tyciane de Souza Nascimento, Cissia Rodrigues Roque,
Geanne Matos de Andrade, and Reinaldo Barreto Oria

Abstract The worldwide pandemic of coronavirus disease—2019 (COVID-19) is a
devastating and distressing scenario that highlights humanity’s inability to build fast
diagnostic tools for emerging infectious diseases. However, the majority of existing
approaches have a significant probability of false negatives, leading in patient diag-
nostic errors and prolonging therapy. Nanoparticles have shown significant improve-
ment and have the potential to be used as a platform for quickly and accurately
identifying viral infection. The relevance of nanoparticles is potential platforms for
COVID-19 diagnostics was emphasized in this research. In addition, nanomaterials
have surface chemistry, which may be beneficial for the bioconjugation of molecules,
large surface potential, and a significant amplification impact on signals. Due to
various potential benefits, metallic nanomaterials like gold, silver nanoparticles, and
carbon-based nanomaterials (carbon nanotube and graphene), nanogels, and photonic
crystals are utilized for biosensing applications. In compared to traditional techniques
for identifying severe acute respiratory syndrome coronavirus—2 (SARS-CoV-2),
this study covers the most relevant aspects of nanobiosensor-based diagnostics tech-
niques. Additionally, major potential challenges and prospects associated with the
advancement of these distinct sensors for SARS-CoV-2 detection are discussed in
detail.

S. R. Benjamin (&4) - T. de Souza Nascimento - G. M. de Andrade

Department of Physiology and Pharmacology. Faculty of Medicine, Drug Research and
Development Center (NPDM), Federal University of Ceard, 1127 Coronel Nunes de Melo,
Porangabussu, Fortaleza, Ceard-CE 60430-270, Brazil

e-mail: steaje@gmail.com

K. RB Singh
Department of Chemistry. Institute of Science. Banaras Hindu University, Varanasi. Uttar
Pradesh 221005, India

C.R.Roque - R. B. Orid

Department of Morphology. Institute of Biomedicine. Laboratory of the Biology of Tissue
Healing, Ontogeny and Nutrition. School of Medicine, Federal University of Ceard, 1315 Coronel
Nunes de Melo. Fortaleza, Ceard-CE 60430-270, Brazil

© The Author(s), under exclusive license to Springer Nature Switzerland AG 2022 363
R. P. Singh et al. (eds.), Nanobiosensors for Environmental Monitoring,
https://doi.org/10.1007/978-3-031-16106-3_18

125



