Elaine Nunes Daminelli

Uso de carmustina associada a nanoemulsdes ricas em colesterol

(LDE) para tratamento da aterosclerose induzida em coelhos

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo para obtencdo do

titulo de Doutor em Ciéncias

Programa de Cardiologia

Orientador: Prof. Dr. Raul Cavalcante Maranhao

Sao Paulo
2014



Dados Internacionais de Catalogacgao na Publicacéo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

©reproducgédo autorizada pelo autor

Daminelli, Elaine Nunes
Uso de carmustina associada a nanoemuls@es ricas em colesterol

(LDE) para tratamento de aterosclerose induzida em coelhos / Elaine
Nunes Daminelli. -- S&o Paulo, 2014.

Tese(doutorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo.
Programa de Cardiologia.

Orientador: Raul Cavalcante Maranhao.

Descritores: 1.Nanoparticulas 2.Aterosclerose 3.Inflamacao
4.Carmustina 5.Hipercolesterolemia 6.Coelhos

USP/FM/DBD-368/14




DEDICATORIA

A DEUS,

pela vida, fé, capacidade e coragem de seguir em frente.

Aos meus Pais, Antonio e Cida,
por toda dedicacéo, oportunidade, amor, incentivo e tudo o que eles

representam.

A meu grande companheiro, Lucas,
pela ajuda, compreensao, paciéncia, carinho, amor e incentivo, que séo
fundamentais para continuar

seguindo.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Raul C. Maranh&o, pela orientacéo, confianga, oportunidade de realizar este
trabalho e a excepcional possibilidade de estudar fora do Pais, um periodo que contribuiu
muito para 0 meu crescimento pessoal e, principalmente, profissional. Obrigada pelo

valioso ensinamento durante esta importante trajetoria.

Ao Institudo do Coracdo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo —

INCor/[HCFMUSP, pela possibilidade de realizar esse trabalho.

A Neusa, Tatiane e Juliana, funcionarias da P6s-Graduac&o do programa de Cardiologia

do InCor, pela ajuda, empenho e disponibilidade sempre.

A equipe da Divisdo Experimental do Instituto do Coracédo, especialmente Dra. Edna,

Nelson, Vicente, Dario, Pedro e Hugo pelo auxilio e apoio na experimentacao animal.

Ao professor Hermes V. Barbeiro pelas valiosas contribuicbes e ajuda na andlise

estatistica deste trabalho.

A Adriana, Keila, Fernanda e Orlando, equipe do Laboratdrio de Miocardiopatias do InCor,

pelo apoio e amizade.



A equipe do Laboratério de Anatomia Patoldgica do InCor, especialmente a Joyce, pela
ajuda e sempre disponibilidade em ensinar, e a Jaqueline pelas longas conversas e

amizade.

A minha amiga Maria Conceicdo M. Latrilha pela enorme ajuda, ensinamentos,

disponibilidade, apoio, incentivo e, principalmente, amizade.

A todos os funcionarios, colegas e amigos do Laborat6rio de Metabolismo de Lipides do

InCor, pelo apoio nesta trajetoria.

A CAPES, CNPq e FAPESP, pelo apoio financeiro.

E a todos aqueles que de alguma forma contribuiram para a realizagédo deste estudo.



Normalizacdo Adotada

Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento desta

publicacéo:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors

(Vancouver).

Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de Biblioteca e
Documentacao. Guia de apresentacao de dissertacdes, teses e monografias. Elaborado
por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F. Crestana,
Marinalva de Souza Aragdo, Suely Campos Cardoso, Valéria Vilhena. 32 ed. Sdo Paulo:

Divisdo de Biblioteca e Documentacéo; 2011.

Abreviaturas dos titulos dos periédicos de acordo com List of Journals Indexed in Index

Medicus.



Sumario

Lista de figuras

Lista de tabelas

Resumo

Abstract

(LN R0 ] 51U 07X TSR 01
2 OBUIETIVOS. et e et e e e e e e e e 03
3 REVISAO DA LITERATURA . .....coo oottt ettt ettt steee et te st eneane s 04
3.1 ALEIOSCIEIOSE. ...ttt et e e e e e e e e et e e e e e e e e 04
3.2 CAIMMUSTINGL 1.ttt ettt e e oottt e e s s bbb e e e e e bbb e e e b s e e e e e e annnnreeeas 08

3.3 Nanoemulséo lipidica artificial rica em colesterol (LDE) como transportadora de

FAIMBICO. ... et e e e e 09
A METODOS. ...ttt ettt b kb s et b bbb n s 13
4.1 PreparO da LDE.......ccooo oot 13
4.2 Incorporacao da carmustina A LDE...............ouuiiiiiiiiii e 14
4.3 Protocolo eXperimental iN VIVO............uuueieiiiiiiiiieeaeee ettt 14
4.4 Perfil REMALOIOQICO. ......coeeieeeieeeee e e e e e e e e e e 15
4.5 Perfil lipidico € DIOQUIMICO.......uuuiiiiic e e 15
4.6 Analise macroscopica dos cortes histologicos do arco adtiCo...............eeeveeeeeeieeeeeennnn. 16
4.7 Analise morfométrica dos cortes histolégicos do arco adtiCo...............uevvvveeiieeeeeeennnn. 17
4.8 IMUNONISTOQUIMICAL......coiiiieiiiiiiece e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaeaes 18
4.9 ANALISE ESTALISHICA. .. .eeitieeiiie ettt e e e e e e e as 20

S RESULTADOS. ...ttt e et e e a e e e e e e e e eeeeannnns 21



5.1 Avaliag&o do consumo de ragéo e do peso corporal dos animais................coeeeeeeees 21

5.2 Avaliagéo do perfil hematol0gico dOS aniMmaiS...........ueeeeeriiiiiiiiieaiiiiiee e 23
5.3 Avaliacéo do perfil lipidiCO dOS aNIMAIS. .........vvvieieeiiiiiiieie e 26
5.4 Avaliacdo dos parametros bioquimicos dos animais............ccccccvvriiieiiiiiieeeiieeeeeeeenn. 29
5.5 Analise MorfomEtrica das A0rMtaS.........c..uveieeii i 33
5.5.1 Planimetria MaCIOSCOPICA. ... .ccuieiiiiiiiieiae ittt e e e ettt e e e e e e e e e s eee e e e e neneees 33
5.5.2 Planimetria MiCIOSCOPICA. . ....cuuvreeieeetiiieiieeee e e ettt e e e s et ee e e e snbee e e eeeeaessannnnaeeaeeans 36
5.5.3 Analise imUNONISTOQUIMICAL ......coiuriiiieie ittt e 38
5.5.3.1 QuantificaG8o de MAaCIOfAgOS. .......cuueiiiiiiiiiiie it 38
5.5.3.2 Quantificacdo da populagéo e subpopulacdo de linfocitos...........evvvvvvveeiieeeenne... 40
5.5.3.2. 1 LINFOCILOS T CD3....ceiieeiiiiiiieie ettt ettt e ettt e e e e et e e e e e e e nnnee e bneeeeeeeanes 40
5.5.3.2.2 “Forkhead box protein P3” (FOXP3)........oiiiiiiii s 42
5.5.3.3 Quantificacdo de células de mUSCUIO liSO.........ccceeeeeiiiiiiiiiiiieeeeee e 44
5.5.3.4 Quantificagcdo da expressao protéica de metaloproteinase 9 (MMP9).................. 46
5.5.3.5 Quantificacdo da expressao protéica de citocinas inflamatoérias......................... 48
5.5.3.5.1 Interleucina 1B (IL-1). oo 48
5.5.3.5.2 “Tumor necrosis factor-a” (TNF-Q).........coooiiiii e 50
5.5.3.6 Quantificacdo da expressao protéica de receptores de lipoproteinas................... 52
5.5.3.6.1 Receptor de lipoproteina de alta densidade (LDL-1).........ccooevvveiveeiiiiiiciniieeeenn. 52
5.5.3.6.2 “LDL receptor-related protein-1" (LRP-1)........ccoiiiiiiiiiiiieieee e 54
5.5.3.6.3 “Scavenger receptor class B1” (SR-B1)........cccoiiiiiiiiiiiiiiie e 56
B DISCUSSAD.....co ittt a et s e e s 58
7 CONCLUSOES......ctttiietstet ettt ettt 70

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coooviuiieieeete ettt e 71



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Consumo de racdo dos animais dos grupos controle e LDE-carmustina durante

aS SEMANAS A€ tratAMENTO........cceuiii i e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e aeaaaeeeaeees 21

Figura 2 - Peso corporal dos animais dos grupos controle e LDE-carmustina durante as

SEMANAS A& TrAtAMEINTO. ... eeee et e et eeaeans 22

Figura 3 - Valores totais de eritrécitos dos grupos controle e tratado com LDE-carmustina
antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento (Pré-
Tratamento) e ao final do tratamento (POs-

L LE= L =T 0] (0 ) RO PT TP PP 23

Figura 4 - Valores totais de leucdcitos dos grupos controle e tratado com LDE-carmustina
antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento (Pré-

Tratamento) e ao final do tratamento (POs-Tratamento)..............covvvvvveveviiiiiiiiieee e, 24

Figura 5 - Porcentagem de linfocitos dos grupos controle e tratado com LDE-carmustina
antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento (Pré-

Tratamento) e ao final do tratamento (PAs-Tratamento)..............ooevviiiiiiiiiieeiiieeeeeeeeeeee, 24

Figura 6 - Porcentagem de mondcitos dos grupos controle e tratado com LDE-carmustina
antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento (Pré-

Tratamento) e ao final do tratamento (POs-Tratamento).............ooovvvviiiiiiiiiiiiiiieeee e, 25



Figura 7 - Porcentagem de neutrofilos dos grupos controle e tratado com LDE-carmustina
antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento (Pré-

Tratamento) e ao final do tratamento (POS-Tratamento)..........ccoccvvviiiiiiiiiieieie e 25

Figura 8 - Concentracdo plasmética de colesterol total dos grupos controle e tratado com
LDE-carmustina antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do

tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (Pds-Tratamento).............cccccee.... 27

Figura 9 - Concentracao plasmatica de HDL-colesterol dos grupos controle e tratado com
LDE-carmustina antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do

tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (Pds-Tratamento)..............ccccee.... 27

Figura 10 - Concentracdo plasméatica de ndo HDL-colesterol dos grupos controle e
tratado com LDE-carmustina antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do

inicio do tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (Pés-Tratamento)........... 28

Figura 11 - Concentracao plasmatica de triglicerideos dos grupos controle e tratado com
LDE-carmustina antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do

tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (POs-Tratamento)...............c..oe.ne. 28

Figura 12 - Concentracéo plasmatica de ALT dos grupos controle e tratado com LDE-
carmustina antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do

tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (Pds-Tratamento)......................... 30



Figura 13 - Concentracao plasmatica de AST dos grupos controle e tratado com LDE-
carmustina antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do

tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (Pos-Tratamento)......................... 30

Figura 14 - Concentracdo plasmatica de bilirrubina total dos grupos controle e tratado
com LDE-carmustina antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio

do tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (P6s-Tratamento).................... 31

Figura 15 - Concentracdo plasmética de fosfatase alcalina dos grupos controle e tratado
com LDE-carmustina antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio

do tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (P6s-Tratamento).................... 31

Figura 16 — Concentracdo plasmatica de GGT dos grupos controle e tratado com LDE-
carmustina antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do

tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (Pds-Tratamento).............ccccccc..... 32

Figura 17 — Concentracdo plasmatica de creatinina dos grupos controle e tratado com
LDE-carmustina antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do

tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (POs-Tratamento)...............c..oe.ne. 32

Figura 18 — Concentracdo plasmatica de ureia dos grupos controle e tratado com LDE-
carmustina antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do

tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (Pds-Tratamento)......................... 33



Figura 19 — Planimetria macroscopica da aorta dos grupos controle e tratado com LDE-

(of= 14 0 01U 1] 1] T- VORI 34

Figura 20 — Fotos de aorta de coelhos coradas com Escarlate de Biebrich R

representando os grupos controle e tratado com LDE-carmustina..............ccoovvevvevevennnnnes 35
Figura 21 - Fotos de microscopia O6ptica do arco aodrtico coradas com
hematoxicilina/eosina representando os grupos controle e LDE-carmustina................... 37

Figura 22 — Porcentagem de macréfagos e fotos de imunohistoquimica de macréfagos

no arco aotico representando os grupos controle e LDE-carmustina..................ccoeeennnns 39

Figura 23 — Porcentagem de linfocitos T CD3 e fotos de imunohistoquimica de linfécitos

T CD3 no arco adtico representando os grupos controle e LDE-carmustina..................... 41

Figura 24 — Porcentagem de FoxP3 e fotos de imunohistoquimica de FoxP3 no arco

aotico representando 0s grupos controle e LDE-carmustina..................ovuviiiiiiiiieeeeeeennn. 43

Figura 25 — Porcentagem de células de musculo liso e fotos de imunohistoquimica de
células de musculo liso no arco adtico representando os grupos controle e LDE-

(o= 11 0 41U 1] 1] g F- VORI 45



Figura 26 — Porcentagem de expressao protéica de MMP9 e fotos de imunohistoquimica
de expressao protéica de MMP9 no arco aotico representando os grupos controle e LDE-

(of= 11 0 01U 1] 1] T- VORI 47

Figura 27 — Porcentagem de expressao protéica de citocinas inflamatorias — IL-1B e fotos
de imunohistoquimica de expressao protéica de IL-13 no arco aédtico representando os

grupos CoNtrole @ LDE-CArMUSTINGL. .......ccuiiiiiiiieeeeeeee et 49

Figura 28 — Porcentagem de expressao protéica de citocinas inflamatérias — TNF-a e
fotos de imunohistoquimica de expressao protéica de TNF-a no arco adtico

representando 0s grupos controle @ LDE-Carmusting.............ueveiiiiiiiineeeeeeeieeeeeeecieiieinenns 51

Figura 29 — Porcentagem de expressao protéica para receptor de lipoproteina — LDL-r e
fotos de imunohistoquimica de expressao protéica de LDL-r no arco aético representando

0S grupos controle € LDE-CarMUSHING..........ccueeiiiieeiiiiiiiiiiies e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeenneen s 53

Figura 30 — Porcentagem de expressao protéica para receptor de lipoproteina — LRP-1
e fotos de imunohistoquimica de expressdo protéica de LRP-1 no arco aotico

representando 0s grupos controle € LDE-Ccarmusting..............eveiiiiiiiieeeeeeeeeeeeieeeeieiiiinnnns 55

Figura 31 — Porcentagem de expressao protéica para receptor de lipoproteina — SR-B1
e fotos de imunohistoquimica de expressao protéica de SR-B1 no arco adtico

representando 0s grupos controle € LDE-Carmustina.............coouuuviiiiieieiiiiinie e eeeens 57



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Planimetria microscépica das areas e das espessuras totais e da camada
intima do arco aodtico das artérias dos animais dos grupos controle e tratado com LDE-

o2z 11 1 110 5] ([ F- VTR 37



Resumo

DAMINELLI, E. N. Uso de carmustina associada a nanoemulsdes ricas em colesterol
(LDE) para tratamento da aterosclerose induzida em coelhos. [Tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2014.

A aterosclerose é uma doenca inflamataoria crénica e proliferativa que tem inicio quando
fatores de risco alteram o endotélio vascular. As particulas da hanoemulsao lipidica LDE
concentram-se em sitios inflamatorios e de intensa proliferacéo celular, como acontece
nas lesbes aterosclerdticas. A carmustina, um farmaco antiproliferativo usado na
guimioterapia do cancer, ndo foi ainda explorada no tratamento da aterosclerose. Em
trabalhos anteriores, mostrou-se que a associacdo com a LDE reduz drasticamente a
toxicidade da carmustina, o que ja foi demonstrado em pacientes com cancer avangado.
O proposito do estudo € avaliar se a carmustina associada a LDE pode promover o efeito
antiproliferativo nas lesdes ateroscleroticas induzidas em coelhos. No presente trabalho,
dezoito coelhos machos da raca New Zealand, receberam dieta rica em colesterol a 1%
durante 8 semanas. Depois de 4 semanas foram divididos em dois grupos: grupo controle,
gue recebeu injecdo endovenosa contendo apenas solucéo salina e grupo tratado, que
recebeu LDE-carmustina na dose de 4mg/Kg semanalmente durante 4 semanas. Foram
avaliados perfil hematoldgico, lipidico, bioquimico, ponderal e 0 consumo de racao. Apos
a eutanasia, foram medidas as lesGes aterosclerdticas macroscopicas. Em seguida, o
arco aoértico foi analisado por morfometria e por imunohistoquimica. Observou-se que nao
houve diferenga no perfil ponderal e no consumo de ragao entre os grupos de estudo.
N&o houve toxicidade hematoldgica, hepatica e renal no grupo tratado. No perfil lipidico,
ao final do estudo, as concentracbes de colesterol total, ndo HDL-C e triglicerideos
aumentaram em todos o0s grupos. Portanto, o tratamento com LDE-carmustina inibiu as
lesdes aterosclerdticas em aproximadamente 90%, comparado ao grupo controle. LDE-
carmustina também reduziu a presenca de macrofagos, de células de muasculo liso e das
células reguladoras de linfécitos T na intima arterial, bem como a expressao protéica de
MMP9, das citocinas inflamatérias e dos receptores de lipoproteinas. O tratamento da
aterosclerose induzida em coelho com LDE-carmustina resultou em marcante reducao
das lesbes na aorta, da proliferacdo e invasdo da intima por macrofagos e células
musculares lisas, caracteristicas da doenca, além dos fatores inflamatoérios. Tendo em
vista que, associada a LDE, a carmustina tem baixa toxicidade, a nova preparacéo LDE-
carmustina tem grande potencial para a terapéutica das doencas cardiovasculares de
natureza aterosclerética.

Descritores: Nanoparticulas, Aterosclerose, Inflamacéo, Carmustina,
Hipercolesterolemia, Coelhos



Abstract

DAMINELLI, E. N. Use of carmustine associated with cholesterol-rich
nanoemulsions (LDE) to treatment of atherosclerosis induced in rabbits. [Thesis].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”, Brazil; 2014.

Atherosclerosis is a chronic inflammatory and proliferative disease that starts when risk
factors alter vascular endothelium. The particles of the lipid nanoemulsion LDE
concentrate on inflammatory sites and with intense cell proliferation, as occurs in
atherosclerotic lesions. The carmustine, an antiproliferative drug used in cancer
chemotherapy has not yet been explored for the treatment of atherosclerosis. In previous
work, we showed that the association with LDE drastically reduces toxicity of carmustine,
which has been demonstrated in patients with advanced cancer. The purpose of this study
is to evaluate whether carmustine associated with LDE can promote antiproliferative effect
on atherosclerotic lesions induced in rabbits. In this study, eighteen male New Zealand
rabbits were given a diet rich in cholesterol 1% for 8 weeks. After 4 weeks they were
divided into two groups: control group, which received an intravenous injection containing
only saline and treated group receiving LDE-carmustine dose of 4 mg/kg weekly for 4
weeks. Hematology, lipid, biochemical, weight profile and feed intake were evaluated.
After euthanasia, macroscopic atherosclerotic lesions were measured. Then, the aortic
arch was analyzed by morphology and by immunohistochemistry. It was observed that
there was no difference in weight and profile in feed intake between the study groups.
There were not hematological, hepatic and renal toxicity in the treated group. Lipid profile
at the end of the study, the concentrations of total cholesterol, non-HDL-C and
triglycerides increased in all groups. Therefore, treatment with LDE-carmustine inhibit
atherosclerotic lesions in approximately 90%, compared to the control group. LDE-
carmustine also reduced the presence of macrophages, smooth muscle cells and
regulatory T cells in the arterial intima as well as the protein expression of MMP9,
inflammatory cytokines and lipoprotein receptors. Treatment of rabbits with induced
atherosclerosis LDE-carmustine resulted in marked reduction of lesions in the aorta,
proliferation and invasion by macrophages and intimal smooth muscle cells, disease
characteristics, in addition to inflammatory factors. Given that, associated with LDE,
carmustine has low toxicity, the new formulation LDE-carmustine has great potential for
the therapy of atherosclerotic cardiovascular disease nature.

Descriptors: Nanopatrticles, Atherosclerosis, Inflammation, Carmustine,
Hypercholesterolemia, Rabbits



1. INTRODUCAO

A doenca cardiovascular é a principal causa de morte nos paises desenvolvidos
(Estol, 2011). A aterosclerose é uma doenca inflamatoria cronica e proliferativa na parede
arterial. As placas aterosclerdticas sao caracterizadas por infiltrados inflamatorios,
acumulo de lipides, células apoptoticas e capa fibrosa na parede das artérias (Andersson
et al., 2010; Hansson & Hermansson, 2011). A proliferacdo vascular contribui para a
patologia da aterosclerose e esta ligada a outros processos celulares como inflamacao,
apoptose e alteracbes da matriz. O acumulo focal de células musculares lisas € um
precursor do desenvolvimento das lesfGes ateroscleréticas humanas. O interesse na
terapia antiproliferativa levou a uma busca pela inibicdo de fases especificas do ciclo
celular, que pode ser alcancada através de agentes farmacologicos que bloqueiam a
proliferacédo celular (Dzau et al., 2002), como a carmustina. Nao ha relatos na literatura
da utilizacdo da carmustina para o tratamento da aterosclerose.

A carmustina € um agente antineoplasico e lipossolavel usado isolado ou junto com
outros farmacos para o tratamento de diferentes tipos de tumores, incluindo linfomas e
tumores cerebrais (Brunton et al., 2006; Leikin & Paloucek, 2008).

Em estudos anteriores, foi desenvolvido em nosso laboratério uma nanoparticula
rica em colesterol, denominada LDE, a qual é reconhecida pelos receptores da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) apds injecdo na corrente sanguinea (Maranhdo et
al., 1997). A LDE é produzida sem proteina, quando entra em contato com o plasma ela

adquire apo E e outras apolipoproteinas das lipoproteinas naturais. A apo E é



reconhecida pelos receptores de LDL, como LDL-r e “LDL-related protein” (LRP), assim
a LDE liga-se a esses receptores e sao internalizadas pelas células (Ruiz et al., 2005).

Em estudos prévios associando a carmustina a LDE observou-se que o complexo
era estivel e a acdo farmacoldgica do quimioterapico nao foi afetada. Em pacientes com
cancer avangado tratados com LDE-carmustina mostrou marcada reducgdo da toxicidade
deste agente farmacoldgico (Maranhéo et al., 2002) e em ratos com tumor Walker 256
implantado, o tratamento com a associacdo foi capaz de diminuir a massa tumoral
(Teixeira et al., 2004).

Em outros estudos, foi observado que a LDE injetada por via endovenosa apresenta
concentragdo apreciavel na artéria e na lesdo aterosclerética. O tratamento da
aterosclerose induzida em coelhos com a associacdo de paclitaxel (Maranhéo et al.,
2008), etoposide (Valduga et al., 2003) e metotrexato (Moura et al., 2011) com a LDE
resultou em acentuada reducéo das lesdes aterosclerdticas. Isso ocorre porque a LDE
concentra-se em sitios inflamatoérios e com intensa inflamacao, processo que ocorre na
doenca aterosclerdtica (Zhu et al., 2002).

A proposta desse estudo € utilizar carmustina associada a LDE para o tratamento

da ateroclerose induzida em coelhos sob dieta rica em colesterol.



2. OBJETIVOS

e Avaliar a eficacia da associacdo da carmustina a uma nanoemulséo lipidica

(LDE-carmustina) na inibicdo de lesGes ateroscleroticas induzidas em coelhos;

e Analisar se ha toxicidade da associacdo LDE-carmustina no modelo

experimental em estudo;

e Investigar o efeito da LDE-carmustina através da quantificacdo de macroéfagos,
linfécitos T CD3, linfocitos T reguladores (FoxP3), células de musculo liso,
expressao protéica dos receptores de lipoproteinas (LDLr, LRP e SR-B1), as
citocinas inflamatorias (IL-1B e TNF-a), a MMP9 nas lesdes aterosclerdticas

dos coelhos.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aterosclerose

Apesar dos avancos relacionados a prevencdo e ao tratamento da doenca
cardiovascular aterosclerotica, esta ainda continua sendo a principal causa de morte por
doenca no ocidente (Willerson & Ridker, 2004, Estol, 2011; Pagidipati & Gaziano, 2013).

A aterosclerose é uma doenca inflamatoria cronica, progressiva e multifatorial,
caracterizada pelo acumulo de lipides, células inflamatorias, células do sistema imune e
elementos fibrosos que se depositam na camada intima das artérias, principalmente as
de médio e grande calibre, formando placas ou estrias gordurosas (Yla-Herttuala et al.,
1996; Ross, 1999; Woollard & Geissmann, 2010). Estas, também denominadas
fibrogordurosas, sdo formadas por uma placa focal elevada no interior da intima, com
centro lipidico, principalmente colesterol e ésteres de colesterol, que se projeta na luz das
artérias e que geralmente ocasionam a obstrucao das mesmas (Cotran et al., 2000; Zipes
et al., 2005; Gottlieb et al., 2005).

Na patogenia da doenca aterosclerética, um conjunto de fatores de risco, como
hipertenséo arterial, diabetes mellitus, tabagismo, hipercolesterolemia e predisposicao
genética podem desencadear lesbes no endotélio vascular iniciando o processo
aterogénico (Eaton, 2005; Gottlieb et al., 2005; Bentson et al., 2014). A hiperlipidemia &
um fator de risco importante no desenvolvimento da aterosclerose e é caracterizada pelo

aumento dos niveis plasmaticos de colesterol e triglicerideos. Esses lipideos séo



transportados na corrente sanguinea principalmente pelas lipoproteinas pequenas e
densas, como quilomicrons, VLDL e LDL (van Diepen et al., 2013).

Contudo, as lipoproteinas, principalmente as lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) tém ocupado um papel importante na etiologia da doenca aterosclerética, sendo
gue a disfuncdo endotelial provoca aumento da permeabilidade vascular e facilita a
penetracdo no espaco subendotelial dessas lipoproteinas (Homma, 2004; Gottlieb et al.,
2005). As LDL sdo removidas da circulagdo ao serem internalizadas pelas células
endoteliais através dos seus receptores, receptor de LDL (LDL-r) e “receptor-related
protein” (LRP) (Dominiczak & Caslake, 2011). O aumento destas lipoproteinas na
circulacdo favorece a entrada e o acumulo das mesmas da parede arterial. Essas
particulas possuem alta afinidade pela matriz extracelular, principal componente da
camada intima arterial. No espaco subendotelial as particulas de LDL se ligam a
proteoglicanos, aumentam seu tempo de retencdo na intima arterial e sdo capazes de
sofrer oxidacao por radicais livres produzidos por células endoteliais adjacentes e células
musculares lisas ( Choy et al., 2004; Zipes et al., 2005; Badimon et al., 2011).

Em resposta ao acumulo de LDL oxidada as células endoteliais s&o ativadas e
expressam moléculas de adesédo, as quais promovem o recrutamento e a adesao de
mondcitos e linfocitos a parede arterial. Essas células rolam ao longo da superficie
endotelial através da ligacdo com as selectinas P e E, moléculas de adesao. A fixacao
firme de mondcitos e linfécitos T ao endotélio € mediada pela interagcdo da molécula de
adesdao intercelular-1 (ICAM-1) (Chi & Melendez, 2007), molécula de adeséo celular
vascular-1 (VCAM-1), e proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1) (Chi &

Melendez, 2007; Libby et al., 2010; van Diepen et al., 2013; Legein et al., 2013).



Apébs a migracao e internalizacdo dos mondcitos no espacgo subendotelial, estes se
diferenciam em macréfagos através do fator estimulador de coldénias de macréfagos (M-
CSF), o qual também aumenta a expressdo de receptores “scavengers” (SR) na
superficie dos macrofagos. Através desses receptores os macrofagos fagocitam as
particulas de LDL oxidadas, as quais se acumulam no seu citoplasma e formam as células
espumosas (Chi & Melendez, 2007; Badimon et al., 2011; Hansson & Hermansson, 2011;
Legein et al., 2013). Nessas lesbGes, os macréfagos podem secretar citocinas proé-
inflamatérias, como a interleucina-1B (IL-1B) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
assim como os linfocitos T que, secretam interferon-y (IFN-y), fator de necrose tumoral a
e B e interleucina-1 (Ross, 199; Hansson, 2005), as quais amplificam a resposta
infimatdria local, promovendo o recrutamento de mais células e LDL oxidadas,
contribuindo para a aterogénese (Libby et al., 2011; Bentzon et al., 2014). No entanto, as
funcBes efetoras dos linfécitos T estdo sob a regulacdo de uma subclasse de linfécitos T,
denominas células T regulatérias. Essas células sao encontradas em nimero muito baixo
em placas ateroscleréticas em comparacgao a outros tecidos inflamados e nesses tecidos,
elas séo identificadas pela presenca do fator de transcricdo “Forkhead box protein P3”
(FoxP3) (de Boer et al., 2007; Ponnuswamy et al., 2012; Klingenberg et al., 2013). As
células T regulatérias desempenham papel importante nas respostas imunes por manter
a tolerancia imunoldégica (Faria et al., 2008; Pastrana et al., 2012).

As células musculares lisas migram da tunica média para a intima via degradacgao
da matriz extracelular mediada pela metaloproteinase 9 (MMP9) e outras proteinases. Na
intima as células musculares lisas proliferam em resposta a fatores de crescimento como
o fator de crescimento transformante (TGF-[3) e fator de crescimento derivado de plaqueta

(PDGF), os quais também secretam proteinas de matriz extracelular, incluindo colageno



intersticial e elastina, formando uma capa fibrosa (Packard & Libby, 2008; Libby et al.,
2011).

Enquanto persistir a hipercolesterolemia, havera adesdo de mondcitos, migragéo
subendotelial de células musculares lisas e acimulo de lipides no interior dos macrofagos
e das células musculares lisas, produzindo finalmente agregados de células espumosas
na intima, que aparecem macroscopicamente como estrias gordurosas (Glass & Witztum,
2001; Stocker & Keaney Jr., 2004; Packard & Libby, 2008).

A proliferacé@o de células musculares lisas e a deposicao de matriz extracelular séo
processos que se cronicos, transformarao a estria gordurosa em ateroma fibrogorduroso,
pela deposicdo adicional de coldgeno e proteoglicanos, além da formacédo da capsula
fibrosa pelo tecido conjuntivo proeminente na face da intima. A proliferacdo celular
adicional sobre os ateromas produzird assim as placas fibrosas (Cotran et al., 2000;
Plutzky, 2003; Chi & Melendez, 2007). Essa proliferacéo celular continua pode levar a
deposicdo celular e desencadear eventos clinicos como isquemia cardiaca e infarto do
miocardio, decorrentes da oclusao arterial (Libby et al., 2011).

A aterosclerose deixou de ser considerada apenas uma doenca de acumulo de
lipides que obstrui as artérias. Atualmente, o objetivo terapéutico esta além de tratar
estenoses através de procedimentos invasivos para a revascularizacdo. O conhecimento
sobre 0 mecanismo das doencas vasculares tem possibilitado o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas para inibir ou bloquear os processos patologicos da
proliferacdo vascular. O interesse na terapia antiproliferativa levou a uma busca pela
inibicdo de fases especificas do ciclo celular, que pode ser alcancada através de agentes

farmacolégicos que blogueiam a proliferacéo celular (Dzau et al., 2002; Libby et al., 2009).



3.2 Carmustina

A carmustina (1,3-bis (2-chloroethyl)-1-nitrosourea) (BCNU) é um agente
antineoplasico usado no tratamento de linfoma de Hodgkin, ndo-Hodgkin, melanoma,
mieloma, cancer de pulméao, cancer de colon e tumores cerebrais, principalmente este
ultimo por sua capacidade altamente lipossolavel e a habilidade de atravessar a barreira
hematoenceféalica (de Almeida et al., 2005; Brunton et a., 2006; Leikin & Paloucek, 2008).

A carmustina € um agente antineoplasico alquilante pertencente a classe das
nitrossuréias, usada desde 1970. Sua acdo antiproliferativa ocorre pela sua ligacao
interfilamentosa com o DNA. O principal sitio de alquilacdo no DNA é a posi¢do N7 da
guanina (d&tomo de nitrogénio da guanina), o qual representa o alvo que determina os
efeitos bioldgicos desses agentes. Outras bases podem também ser alquiladas, como a
adenina nas posicoes N1 e N3, a citosina no N3 e a guanina no O6, assim como grupos
fosfatos e proteinas associadas ao DNA. Alquilam também o RNA e inibem a auto-
reparacao do DNA (Drablos et al., 2004; de Almeida, 2005; Kang et al., 2014).

A carmustina é administrada em altas doses por via sistémica para alcancar niveis
terapéuticos no cérebro e seu tempo de meia-vida no plasma é cerca de 20 minutos
(Seong et al., 2003). A administracdo sistémica prolongada esta associada a severos
efeitos colaterais como mielossupressao, toxicidade hepatica e hematoldgica (Seong et
al., 2003; Stankiewicz-Kranc et al., 2009; Kuo & Liang, 2011). Essas reac¢des adversas
ocorrem pela inespecificidade do farmaco pelas células alvo, a qual pode ser revertida a

partir da ligacdo de agentes farmacolégicos a transportadores, aumentando sua



especificidade. Dentre os transportadores ja testados existe a LDE, uma nanoparticula

gue tem afinidade por receptores de LDL (Maranhéao et al., 1993).

3.3 Nanoemulsédo lipidica artificial rica em colesterol (LDE) como

transportadora de farmaco

A maior parte do colesterol no organismo é transportada pela LDL, a qual possui a
apoproteina B-100 que permite sua ligagdo com os receptores LDL (ou receptores B/E),
situados na superficie da membrana plasmatica celular (Brown & Goldstein, 1986). O
receptor de LDL estd sujeito a regulacdo retroativa (feedback) e sua regulacéo é o
principal fator para o controle da concentracdo plasméatica de LDL (Brown & Goldstein,
1990).

Maranhdo et al. (1993) desenvolveram uma nanoparticula lipidica artificial
semelhante a estrutura lipidica da lipoproteina de densidade baixa (LDL). A nanoparticula
foi denominada LDE e € esférica, com diametro de 25 — 50 nm. Como a LDL, a LDE tem
um ndcleo constituido de ésteres de colesterol, com quantidades residuais de
triglicérides, envolvido por uma monocamada de fosfolipides; na monocamada superficial
ha uma proporg¢éo pequena de colesterol na forma livre. A LDE é feita sem proteinas,
mas em contato com o plasma, em colisbes com as diversas lipoproteinas, as
apolipoproteinas (apo) como a apo CIl, apo Al, apo E e outras, aderem-se a superficie
das particulas. A apo E serve de ligante da nanoparticula aos receptores da LDL. Por

isso, a LDE é removida mais rapidamente da circulacdo do que a propria LDL natural
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(Hirata et al., 1999), a apo E tem 20 a 30 vezes mais afinidade pelo receptor do que a
apo B100, tnica apo da LDL natural e que € o ligante da LDL ao receptor (Mahley, 1999).
As possibilidades do novo modelo para realizar estudos metabdlicos, de fisiologia ou
fisiopatologia séo fascinantes. Ao contrario da lipoproteina natural, que deve ser isolada
e reinjetada no mesmo individuo, uma Unica preparacédo de LDE pode ser injetada em
inmeros individuos. Além disso, as facilidades de marcacao com radioisétopos e outros
meios, de manipular a composicdo de acordo com as necessidades da pesquisa,
introduzindo ou retirando novos componentes, tornam o sistema um instrumento de
trabalho versatil, de grande praticidade e eficiéncia.

Um novo terreno de aplicacdes de impacto foi aberto com a descoberta de que a
LDE, mediante injecdo na corrente circulatoria, concentra-se nos tecidos tumorais e pode
ser usada no tratamento do cancer como veiculo para direcionar quimioterapicos para as
células neoplésicas (Maranh&o et al., 1992; Maranh&o et al., 1994). A célula neoplasica,
provavelmente pela necessidade de aporte lipidico maior exigido pela proliferacao
acelerada, apresenta acentuado aumento na expressao dos receptores da LDL (Ho et al.,
1987). Isto possibilita 0 uso da LDE como veiculo para concentrar quimioterapicos,
incluidos na sua estrutura, no tecido neoplasico, desviando-os dos tecidos normais do
organismo. Com isso, pode-se aumentar a eficiéncia terapéutica desses agentes e
diminuir os efeitos colaterais que constituem limitacdo importante a quimioterapia
(Maranhéo et al., 1992; Maranhao et al., 1994).

Em experimentos visando o tratamento do céncer com a LDE como veiculo,
progressos significativos foram feitos. Mostramos em animais de experimentagéo e
também em pacientes, que tanto a LDE quanto os farmacos a ela incorporados

concentram-se nos tumores (Ades et al., 2001; Azevedo et al., 2005). Inicialmente, o
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farmaco utilizado nesses experimentos foi a carmustina, que mostrou boa incorporacao
e estabilidade nas particulas da LDE (Teixeira et al., 2004). Em ensaios clinicos com a
carmustina, etoposideo e paclitaxel (Maranhéo et al., 2002; Hungria et al., 2004) verificou-
se que 0 uso desses farmacos associados a LDE, mesmo em doses mais elevadas do
gue as usualmente empregadas na clinica, apresentaram toxicidade praticamente
ausente.

Um achado mais recente, € o de que a LDE, injetada em coelhos com aterosclerose
por tratamento com dieta rica em colesterol, concentra-se na crossa da aorta, justamente
a regido onde as lesdes ocorrem em profusao naquele modelo experimental. Tratados
com a preparagédo LDE associada a paclitaxel, farmaco usado na cobertura de “stents”
para evitar reestenose da corondria na angioplastia, houve diminuicdo dos ateromas, da
ordem de 60% apos o tratamento de 4 semanas, em comparacdo com 0S animais-
controle, com aterosclerose mas tratados apenas com solucdo salina (Maranhéo et al.,
2008). Conforme esperado, pela documentacdo acumulada nos modelos animais e
pacientes oncoldgicos, a toxicidade foi nigligivel. Embora existam alguns estudos
avaliando a eficicia da carmustina em reduzir a proliferacdo celular que ocorre nas
neoplasias, este farmaco nao foi explorado no tratamento da doenca arterial coronaria.

O tratamento clinico atual das doencas cardiovasculares esta dirigido aos fatores
de risco como as dislipidemias, sobretudo com as estatinas e medicacao anticoagulante.
Apesar dessa conduta ter levado a significativa reducao dos desfechos da doenca, ainda
ha um contingente de doentes, entre 50-60%, que se beneficiariam com novas
abordagens terapéuticas.

O tratamento do mecanismo fisiopatogénico de base, constituido da inflamacéo e

proliferacdo celular pode constituir-se em nova e promissora fronteira terapéutica das
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doencas cardiovasculares. Agentes quimioterapicos de alta atividade antiproliferativa e
antiinflamatéria podem ser usados com esta finalidade. O uso da LDE como veiculo
desses agentes, direcionando-os para os sitios de lesdo e neutralizando seus efeitos
colaterais, pode possibilitar a abertura desta nova fronteira. Com isto, transformam-se em

farmacos cujo uso € perfeitamente toleravel em cardiologia.
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4. METODOS

4.1 Preparo daLDE

A LDE foi preparada segundo a técnica descrita por Maranhdo et al. (1993). Em um
frasco foram adicionados 40 mg de fosfatidilcolina, 20 mg de oleato de colesterol, 1,0 mg
de trioleina e 0,5 mg de colesterol. A seguir, a mistura foi evaporada sob fluxo de
nitrogénio e mantida em dissecador a vacuo por 16 horas a 4 °C para remocao dos
solventes residuais. Ap6s a adicdo de 10 mL de solucdo Tris HCI 0,01 M, pH 8,05, a
mistura de lipidios foi emulsificada por irradiacéo ultrassénica por 3 h em equipamento
Branson, modelo 450A (Arruda Ultra-Som, S&o Paulo, Brasil). Para sele¢do do tamanho
desejado de particulas, a nanoemulsao foi ultracentrifugada e a fracéo superior do tubo
foi retirada. A densidade da emulsédo foi ajustada para 1,21 g/mL, adicionando-se
brometo de potassio e foi novamente ultracentrifugada. A fracdo da parte superior do
tubo corresponde a LDE, que foi retirada por aspiracdo. O brometo de potassio foi
removido através de dialise em tampéo Tris HCI 0,01 M, pH 8,0. Finalmente, a emulséo
foi esterilizada utilizando-se filtros de 0,22 pym de diametro sob fluxo laminar e

armazenada em frascos estéreis a 4 °C por até 30 dias.
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4.2 Incorporacgéo da carmustina a LDE

A carmustina foi associada a nanoemulsdo na razdo 5:1 em massa de
lipides:farmaco. A associacdo foi realizada utilizando-se agitacdo em vortex. As
preparacdes foram realizadas no mesmo dia do experimento e esterilizadas em filtro
Millipore 0,22um. A taxa de associagdo a nanoemulsdo foi determinada através de

guantificacédo por HPLC.

4.3 Protocolo experimental in vivo

Os grupos de coelhos utilizados para o tratamento com o quimioterapico sdo: grupo
1 (Controle) e grupo 2 (LDE-carmustina). Cada grupo foi constituido de 9 coelhos (raca
New Zealand White), os quais foram provenientes do criadouro Criex — Sao Paulo (com
peso de 2,5 a 3 kg) e todos com inducdo de aterosclerose através da administracao de
dieta rica em colesterol durante oito semanas (150 gramas de racao/dia suplementado
com 1% de colesterol). O tratamento de cada grupo teve inicio apds quatro semanas de
dieta rica em colesterol, administrado endovenosamente uma vez por semana. O grupo
1 recebeu injecdes endovenosas de solucao salina (mesmo volume/semana), o grupo 2
recebeu inje¢cdes endovenosas de carmustina associada a LDE (4mg/Kg/semana). Ao fim
das oito semanas, os animais foram sacrificados com injecdo endovenosa de uma dose

letal de pentobarbital sédico 5%.
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4.4 Perfil hematologico

Para avaliacdo do perfil hematol6gico foram coletadas amostras de sangue dos
animais pela veia auricular marginal antes do consumo da dieta hipercolesterolémica
(Basal), antes de iniciar o tratamento com LDE-Carmustina (Pré-Tratamento) e no final
do tratamento com LDE-Carmustina (P6s-Tratamento). O sangue total foi diluido em
solucéo de Turk (1:20) para a contagem de leucécitos (108 células/mL) e em solucéo de
NaCl 0,9% (1:1000) para a contagem de eritrécitos (10° células/mL). A contagem das
células sanguineas foi realizada em camara de Newbauer.

A partir do sangue total, foram confeccionados esfregacos de sangue corados com
corante pandético para a futura determinagdo da porcentagem de linfécitos, mondcitos e

neutrdfilos.

4.5 Perfil lipidico e bioguimico

Para avaliacao do perfil lipidico e bioquimico foram coletadas amostras de sangue
(3 mL) da veia marginal auricular antes do inicio da dieta (Basal), antes de iniciar o
tratamento com LDE-Carmustina (Pré-Tratamento) e no final do tratamento com LDE-
carmustina (Pés-Tratamento). O sangue foi centrifugado a 2500 rpm por 10 min a 4°C e
0s niveis séricos de colesterol total (CT), “high density lipoprotein” (HDL colesterol) e
triglicérides (TG) foram quantificados utilizando kits enzimaticos comercias da Labtest

Diagnostica S. A. (Minas Gerais, Brasil).
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As concentracbes séricas de aspartato aminotransferase (AST) e alanino
aminotransferase (ALT), gama glutamil transferase (GGT), fosfatase alcalina e ureia
foram determinadas por método cinético. A concentracdo sérica de bilirrubina total foi
determinada por método colorimétrico. A concentracdo sérica de creatinina foi
determinada por método cinético de Jaffé. As determinagBes foram realizadas em
aparelho Cobas cl111l (Roche Diagnostics, Kit de Reagentes para Cobas cl111l). A
concentracdo de colesterol de lipoproteinas que contém ApoB (n-HDL-C) foram
calculadas pela diferenca entre as concentragcdes de colesterol total e de colesterol de

HDL (n-HDL-C = CT — HDL-C).

4.6 Anélise macroscoépica dos cortes histolégicos do arco adtico

ApoOs a eutandsia, as aortas dos animais de ambos os grupos foram cortadas do
arco aortico até a artéria abdominal e aberta longitudinalmente ao longo da parede
anterior. Em seguida, foram lavadas com salina, fixadas em formalina tamponada a 10%
e coradas com Escarlate R. Foram tiradas fotos para a analise morfométrica das aortas
e da area das les@es ateroscleréticas, quantificadas por meio do software NIS — Elements
AR 3.2, com a utilizagdo do microscopio Eclipse 80i com camera acoplada DS-Ril (Nikon,

Toquio, Japéo).
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4.7 Anélise morfométrica dos cortes histolégicos do arco adtico

Apos a realizacdo da analise macroscoépica, a regido do arco aortico das artérias
dos animais foi cortada transversalmente em fragmentos de 0,5 cm e foram embebidos
em parafina e seccionados em cortes de 5um. A desparafinizacdo das laminas foi feita
com 3 banhos de xilol de 10 minutos cada, seguidos de 3 banhos de etanol absoluto, 2
banhos de etanol 95% e um banho de etanol 75%. As laminas com os cortes histolégicos
foram entdo lavadas em agua corrente.

Para a coloracdo hematoxilina-eosina, as laminas foram coradas por 2 minutos em
hematoxilina, lavadas e coradas com eosina por mais 2 minutos.

A andlise morfométrica foi realizada em imagens de 4 campos de cada corte
histol6gico do arco adrtico dos animais dos grupos Controle, LDE-carmustina corados
com hematoxilina/eosina que foram capturadas no aumento de 100 vezes em
microscoépio 6tico equipado com o software de andlise de imagens NIS — Elements AR
3.2, com a utilizacdo do microscoépio Eclipse 80i com camera acoplada DS-Ril (Nikon,
Toquio, Japao). Em cada imagem dos campos fotografados a area total da aorta e area
da intima foram medidas para célculo da razéo entre a area de leséo e a area total. Foram
medidas também a espessura total e a espessura da intima da aorta para calculo da

razao entre a espessura da lesé@o e a espessura total da aorta.
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4.8 Imunohistoquimica

No grupo com o tratamento mais eficaz e no grupo Controle foram realizadas as
reacbes de imunohistoquimica. As Ilaminas passaram pelo procedimento de
desparafinizacdo como descrito no item acima.

Para realizagdo da imunohistoquimica, a recuperacao de antigenos foi realizada por
calor umido e pressao em camara de pressao para recuperacao antigénica Pascal (Dako,
Carpinteria, EUA) com tampao citrato 10mM pH 6,0 para os antigenos macrofagos de
coelho (clone RAM-11), “cluster of differentiation 3” - linfécitos T totais (CD3), “forkhead
box P3” — linfocitos T regulatérios (FoxP3), matriz metaloproteinase 9 (MMP9), “tumor
necrosis factor” (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B), “low density lipoprotein receptor-
related protein 1”7 (LRP-1) e “scavenger receptor class B member 17 (SR-B1l). A
recuperacao de antigenos por calor umido e pressdo com tampéo Tris 10mM/EDTA 1mM
foi realizada para o antigeno a actina para identificagdo de células de musculo liso. Para

0 antigeno anti-LDL-R néo foi necessario proceder a recuperagao antigénica.

A atividade da peroxidase endégena foi bloqueada com 4 banhos de 5 minutos de
peréxido de hidrogénio a 3%. O bloqueio de reacdes inespecificas foi feito com soro fetal
bovino diluido em solucédo salina tamponada com sais fosfato (PBS) durante 1 hora em
estufa umidificada a 37°C. Os anticorpos primarios anti-macrofagos de coelho (clone
RAM-11) (Dako, Carpinteria, EUA), anti-CD3 (AbCam, Cambridge, EUA), anti-FoxP3
(AbCam, Cambridge, EUA), anti-a actina (Dako, Carpinteria, EUA), anti-MMP-9 (AbCam,
Cambridge, EUA), anti-IL-1 (R&D Systems, Minneapolis, EUA), anti-TNF-a (R&D

Systems, Minneapolis, EUA), anti-LDL-R (Lifespan, Seattle, EUA), anti-LRP-1
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(Calbiochem, Darmstadt, Alemanha) e anti-SR-B1 (Millipore, Billerica, EUA) foram
previamente padronizados, diluidos em PBS contendo 1% de albumina bovina. As
laminas foram incubadas por 18 horas a 4° C.

O sistema de deteccao foi o polimero Envision (Dako, Carpinteria, EUA) para os
anticorpos anti-macrofagos de coelho, anti-CD3, anti-FoxP3, anti-a actina, anti-MMP9 e
anti-LRP-1. Para os anticorpos anti-LDL-R e anti-SR-B1, o sistema de detecc¢do foi o
polimero SuperPicture (Dako, Carpinteria, EUA) e para os anticorpos anti-TNF-a e anti-
IL-18 foi utilizado o sistema Streptavidina-Biotina-Peroxidase (LSAB+) (Dako, Carpinteria,
EUA). A reacao foi revelada com diaminobenzidina (DAB) (Dako, Carpinteria, EUA) e
contracorado com hematoxilina de Harris.

Para a andlise quantitativa da expressao protéica dos antigenos RAM-11, CD3,
FoxP3, a actina, MMP-9, IL-1B, TNF-a, LDL-R, LRP-1 e SR-B1, também foi utilizado
microscopio 6tico equipado com o software de andlise de imagens Image Analysis
System Quantimet 500+. O limiar de detec¢do de cor foi determinado para cromégeno
DAB tendo como base uma regido do tecido marcada. Imagens de 4 campos de cada
corte capturadas em aumento de 100 vezes foram usadas para medir area total da aorta,
area da intima, area de marcacao marrom do cromogeno DAB na intima, espessura total
da aorta e espessura da intima. A &rea marcada pelo cromégeno DAB foi calculada como
porcentagem da area da intima de cada campo. A expressao de cada antigeno em cada
animal foi calculada como média de todos os campos medidos para cada corte

histoldgico.
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4.9 Analise estatistica

Os grupos foram avaliados utilizando o programa GraphPad Prism® 5.0. Os valores
estdo expressos em média + desvio padrdo, considerando-se uma significancia ao nivel
de p<0,05. A Andlise de Variancia (ANOVA) com pos-teste de Tukey foi utilizado para a
analise do consumo de racgdo, variacdo de peso dos animais, perfil hematoldgico, perfil
lipidico e parametros bioquimicos antes e depois do tratamento. O teste t-student foi
utiizado para a analise morfométrica (planimetria macroscopica e planimetria
microscopica) e imunohistoquimica (macréfagos, linfécitos T CD3, FoxP3, células de
musculo liso, MMP9, IL-1B3, TNF-a, LDLr, LRP-1 e SR-B1) dos cortes histolégicos do arco

aotico dos animais.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacédo do consumo de racédo e do peso corporal dos animais

A figura 1 mostra a variacdo da quantidade de racdo consumida pelos animais, em
gramas, durante as semanas de tratamento. No grupo controle, o consumo de racao foi
de 131,26 + 13,09 g/dia na primeira semana e na Ultima semana foi de 103,07 + 32,94
g/dia de consumo. No grupo LDE-carmustina, o consumo foi de 117,55 * 24,49 g/dia na
primeira semana e no final do tratamento o consumo foi de 78,27 + 27,22 g/dia.

A variacdo do consumo de ragao entre ambos os grupos foi semelhante e ndo houve

diferencga entre eles do inicio ao final do tratamento.
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Figura 1: Consumo de racdo dos animais dos grupos controle (n=9) e LDE-carmustina (n=9),
durante as semanas de tratamento. Dados expressos em média + desvio padrao.
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Quanto ao peso corporal dos animais estudados, a média foi de 2,9 + 0,4 Kg na
primeira semana de tratamento e 3,4 + 0,3 Kg na ultima semana de tratamento, para os
animais controles. No grupo LDE-Carmustina, a média foi de 3,0 £ 0,4 Kg na primeira
semana e 3,1 + 0,5 Kg na ultima semana. Nao houve diferenca de peso entre 0s grupos
do inicio ao final do protocolo. A variagdo do peso corporal dos animais de cada grupo

durante as semanas de tratamento € mostrada na figura 2.
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Figura 2: Peso corporal dos animais dos grupos controle (n=9) e LDE-carmustina (n=9), durante
as semanas de tratamento. Dados expressos em média + desvio padréo.
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5.2 Avaliacao do perfil hematologico dos animais

Nas figuras 3 e 4 podem ser observados os valores totais de eritrécitos e leucécitos
dos grupos controle e tratados com a associacdo LDE-carmustina antes do inicio da dieta
rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do
tratamento (Pds-Tratamento), respectivamente. A porcentagem do nimero de linfécitos,
mondcitos e neutrdfilos de cada grupo pode ser observada nas figuras 5, 6 e 7,
respectivamente.

De acordo com o numero total de eritrécitos e leucdcitos, porcentagem de linfécitos,
mondcitos e neutréfilos dos grupos, a associacdo da camustina a LDE ndo apresentou
toxicidade hematoldgica ao longo do tratamento quando comparado ao grupo controle,

pois ndo apresentou alteracdes significativas dessas células.
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Figura 3: Valores totais de eritrécitos dos grupos controle (n=9) e tratado com LDE-carmustina
(n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento (Pré-
Tratamento) e ao final do tratamento (Pos-Tratamento). Dados expressos em média + desvio
padréo.
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Figura 4: Valores totais de leucécitos dos grupos controle (n=9) e tratado com LDE-carmustina
(n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento (Pré-

Tratamento) e ao final do tratamento (Pés-Tratamento). Dados expressos em média + desvio
padrao.
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Figura 5: Porcentagem de linfécitos dos grupos controle (n=9) e tratado com LDE-carmustina
(n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento (Pré-

Tratamento) e ao final do tratamento (P6s-Tratamento). Dados expressos em média + desvio
padréo.
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Figura 6: Porcentagem de mondcitos dos grupos controle (n=9) e tratado com LDE-carmustina
(n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento (Pré-

Tratamento) e ao final do tratamento (Pds-Tratamento). Dados expressos em média + desvio
padrao.
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Figura 7: Porcentagem de neutrdfilos dos grupos controle (n=9) e tratado com LDE-carmustina
(n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento (Pré-
Tratamento) e ao final do tratamento (Pés-Tratamento). Dados expressos em média + desvio
padréo.
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5.3 Avaliacdo do perfil lipidico dos animais

As figuras 8, 9, 10 e 11 mostram as concentragfes plasmaticas de CT, HDL-C,
nHDL-C e TG dos animais antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do
inicio do tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (P&s-Tratamento), nos
grupos controle e LDE-carmustina.

As figuras 8, 10 e 11 mostram que as concentra¢cfes plasméticas de CT, n-HDL-C
e TG aumentaram significativamente em ambos 0s grupos em relacdo a concentracédo
inicial apos 4 semanas (Pré-Tratamento) de suplementacao hipercolesterolémica e se
mantiveram até o final do tratamento (P6s-Tratamento). Nota-se que na figura 9 os niveis
séricos de HDL-C se mantiveram constantes nos dois grupos do inicio ao fim do

tratamento.
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Figura 8: Concentracédo plasmética de colesterol total dos grupos controle (n=9) e tratado com
LDE-carmustina (n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do
tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (Pés-Tratamento). Dados expressos em
média + desvio padréo.

*p<0,05 versus basal.
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Figura 9: Concentracdo plasmatica de HDL-colesterol dos grupos controle (n=9) e tratado com
LDE-carmustina (n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do
tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (POs-Tratamento). Dados expressos em
média + desvio padréo.

HDL-C: “high-density lipoprotein”, HDL-colesterol.

27



2500
* * — Controle

__2000- . ' " ' B | DE-carmustina
|
; T
E 1500
O
3 10004
(]
T
=

500

0

Basal Pré-tratamento Poés-tratamento

Figura 10: Concentracdo plasméatica de ndo HDL-colesterol dos grupos controle (n=9) e tratado
com LDE-carmustina (n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do
tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (P4s-Tratamento). Dados expressos em
média + desvio padréo.

*p<0,05 versus basal.

nHDL-C: ndo HDL-colesterol
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Figura 11: Concentracéo plasmatica de triglicerideos dos grupos controle (n=9) e tratado com
LDE-carmustina (n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do
tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (Pds-Tratamento). Dados expressos em
média + desvio padréo.

*p<0,05 versus basal.
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5.4 Avaliacdo dos parametros bioquimicos dos animais

As figuras 12, 13, 14, 15, 16, 17 e 18 mostram o perfil bioquimico dos animais antes
do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento (Pré-
Tratamento) e ao final do tratamento (Pds-Tratamento), nos grupos controle e LDE-
carmustina.

Os niveis plasmaticos de ALT, fosfatase alcalina, GGT, creatinina e ureia
apresentaram valores semelhantes entre os dois grupos ao longo do tratamento, cujos
valores ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados entre si, figuras
12, 15, 16,17 e 18, respectivamente. Porém, a concentracdo plasmatica de AST
aumentou ao final de 8 semanas de tratamento em ambos 0s grupos quando comparado
ao basal e pré-tratamento (p<0,05), figura 13.

Outro parametro que apresentou alteracdo significativa foi a bilirrubina total, suas
concentracBes mostraram valores semelhantes em ambos os grupos do inicio ao final do
estudo, com diminui¢do apés 8 semanas de tratamento quando comparado o basal e ao

pré-tratamento (p<0,05), figura 14.
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Figura 12: Concentragdo plasmatica de ALT dos grupos controle (n=9) e tratado com LDE-
carmustina (n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento
(Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (Pds-Tratamento). Dados expressos em média +

desvio padréo.
ALT: alanino amino transferase
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Figura 13: Concentracdo plasmatica de AST dos grupos controle (n=9) e tratado com LDE-
carmustina (n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento
(Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (Pds-Tratamento). Dados expressos em média +

desvio padréo.

*p<0,05 versus basal

#p<0,05 versus versus pré-tratamento
AST: aspartato aminotransferase
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Figura 14: Concentragdo plasmatica de bilirrubina total dos grupos controle (n=9) e tratado
com LDE-carmustina (n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio
do tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (Pds-Tratamento). Dados expressos
em média + desvio padréo.

*p<0,05 versus basal

#p<0,05 versus versus pré-tratamento
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Figura 15: Concentracdo plasmatica de fosfatase alcalina dos grupos controle (n=9) e tratado
com LDE-carmustina (n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio
do tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (Pés-Tratamento). Dados expressos
em média + desvio padréo.
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Figura 16: Concentracdo plasmética de GGT dos grupos controle (n=9) e tratado com LDE-
carmustina (n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do
tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (Pés-Tratamento). Dados expressos em
média + desvio padréo.
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Figura 17: Concentragdo plasmatica de creatinina dos grupos controle (n=9) e tratado com
LDE-carmustina (n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do
tratamento (Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (P6s-Tratamento). Dados expressos em
média + desvio padréo.

32



33

100+
1 Controle

80- B [ DE-carmustina

60

40+

Ureia (mg/dL)
-
-

20

Basal Pré-tratamento  Pos-tratamento

Figura 18: Concentracdo plasmatica de ureia dos grupos controle (n=9) e tratado com LDE-
carmustina (n=9) antes do inicio da dieta rica em colesterol (Basal), antes do inicio do tratamento
(Pré-Tratamento) e ao final do tratamento (P6s-Tratamento). Dados expressos em média *
desvio padréo.

55 Analise morfométrica das aortas

5.5.1 Planimetria macroscopica

A planimetria macroscopica da aorta dos grupos esta representada na figura 19. E
possivel observar nessa figura que o grupo tratado a associacao teve marcada reducéo
da leséo aterosclerotica macroscopica. O grupo tratado com LDE-carmustina apresentou

reducdo em cerca de 90% quando comparado ao grupo controle (p<0,05).
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Na figura 20 € possivel visualizar fotos de aortas representando 0s grupos

estudados. As aortas foram coradas com escarlate de Biebrich R (corante especifico para

lipideos). Nessa figura evidenciam-se em vermelho as lesGes ateroscleroticas formadas

nas aortas dos animais.
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Figura 19: Planimetria macroscépica da aorta dos grupos controle (n=9) e
tratado com LDE-carmustina (n=9). Dados expressos em média + desvio

padréo.
*p<0,05 verus controle.



Figura 20: Fotos de aorta de coelhos coradas com Escarlate de Biebrich R
representando os grupos controle (n =9) (A) e tratado com LDE-carmustina (n=9)

(B).
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5.5.2 Planimetria microscopica

A planimetria microscoépica dos cortes histolégicos das aortas dos celhos dos grupos
controle e LDE-carmustina € mostrada na tabela 1. O grupo LDE-carmustina apresentou
uma reducao de 40% da é&rea total da aorta (p<0,05) e 94% da area da camada intima
(p<0,05) em comparagdo ao grupo controle. A razao entre a area da camada intima e a
area total da aorta do grupo LDE-carmustina também foi menor que no grupo controle
(p<0,05), figura 21.

O grupo LDE-carmustina mostrou uma redugéo de 43% da espessura total da aorta
(p<0,05) e 95% da espessura da camada intima (p<0,05) quando comparado ao grupo
controle. A raz&o entre a espessura da camada intima e a espessura total da aorta do

grupo LDE-carmustina também foi menor que no grupo controle (p<0,05).
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Tabela 1: Planimetria microscoOpica das areas e das espessuras totais e da camada intima do arco
aotico das artérias dos animais dos grupos controle e tratado com LDE-carmustina. Dados expressos

em média + desvio padréao.

Microscopia

Controle

LDE-carmustina

Area total da aorta (um?2) (103)
Area da intima (um32) (103)
Area da intima/area total
Espessura total da aorta (um?)
Espessura da intima (um?)

Espessura da intima/espessura total

662,58 + 37,79

282,41 + 23,72

0,43 +£0,04

735,72 £ 32,40

340,48 + 38,43

0,46+0,04

391,08+18,39*

15,65+5,23*

0,04+0,01*

415,67+20,59*

16,27+4,29*

0,04+0,01*

*p<0,05 versus controle.

Figura 21: Fotos de microscopia 6ptica do arco aértico coradas com hematoxicilina/eosina
representando os grupos (A) controle (n=9) e (B) LDE-carmustina (n=9). Aumento de 100X.
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5.5.3 Analise imunohistoquimica

5.5.3.1 Quantificacdo de macrofagos

A figura 22 (a) mostra a porcentagem de macrofagos na camada intima do arco
aortico dos grupos estudados. A porcentagem de imunomarcagdo para macréfagos no
grupo LDE-carmustina foi 77% menor em comparagéo ao grupo controle (14,16 £ 9,32%
versus 60,52 + 9,25%, respectivamente, p<0,05). A figura 22 (b) apresenta a imagem
microscopica de cortes histolégicos do arco adtico, corados por imunohistoquimica para
RAM-11, mostrando a marcada reducdo de macréfagos na camada intima do grupo

tratado com LDE-carmustina.
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Figura 22: (a) Porcentagem de macréfagos (média + desvio padrdo) na camada intima
de cortes do arco aodtico dos grupos controle (n=9) e LDE-carmustina (n=9), p<0,05. (b)
Fotos de imunohistoquimica de macréfagos no arco aodtico representando 0s grupos
controle (A) e LDE-carmustina (B). Aumento de 100X.
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5.5.3.2 Quantificacdo da populacéo e subpopulacéo de linfocitos

55321 Linfécitos T CD3

A figura 23 (a) mostra a porcentagem de linfécitos T CD3 na camada intima do arco
aortico dos grupos estudados. A porcentagem de imunomarcacao para linfécitos T CD3
nao mostrou diferenca significativa no grupo tratado com LDE-carmustina quando
comparado ao grupo controle (8,10 = 8,78% versus 10,46 + 5,61%, respectivamente,
p=0,5065). A figura 23 (b) apresenta a imagem microscopica de cortes histoldégicos do

arco aotico, corados por imunohistoquimica para linfécitos T CD3.
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Figura 23: (a) Porcentagem de linfocitos T CD3 (média + desvio padrdo) na camada intima
de cortes do arco aético dos grupos controle (n=9) e LDE-carmustina (n=9), p=0,5065. (b)
Fotos de imunohistoquimica de linfécitos T CD3 no arco aético representando 0s grupos
controle (A) e LDE-carmustina (B). Aumento de 100X.

CDa3: “cluster of differentiation 3", marcador para linfocitos T totais.
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5.5.3.2.2 “Forkhead box protein P3” (FoxP3)

A figura 24 (a) mostra a porcentagem de células T regulatérias FoxP3 na camada
intima do arco aértico dos grupos estudados. A porcentagem de imunomarcacdo para
FoxP3 foi 75% menor no grupo tratado com LDE-carmustina quando comparado ao grupo
controle (9,53 £+ 11,82% versus 37,52 + 22,18%, respectivamente, p<0,005). A figura 24
(b) apresenta a imagem microscopica de cortes histolégicos do arco aético, corados por

imunohistoquimica para FoxP3.
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Figura 24: (a) Porcentagem de FoxP3 (média + desvio padrdo) na camada intima de cortes
do arco adtico dos grupos controle (n=9) e LDE-carmustina (n=9), p<0,05. (b) Fotos de
imunohistoquimica de linfocitos FoxP3 no arco aético representando os grupos controle (A)
e LDE-carmustina (B). Aumento de 100X.

FoxP3: “forkhead box P3”, células reguladoras de linfécitos T.
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5.5.3.3 Quantificacéo de células de musculo liso

A figura 25 (a) mostra a porcentagem de células de muasculo liso na camada intima
do arco aértico dos grupos estudados. A porcentagem de imunomarcacgdo para estas
células no grupo LDE-carmustina foi 64% menor em comparag&o ao grupo controle (7,18
* 6,87% versus 20,19 + 9,57%, respectivamente, p<0,05). A figura 25 (b) apresenta a
imagem microscopica de cortes histologicos do arco adtico, corados por
imunohistoquimica para a-actina, mostrando a marcada reducéo de células de musculo

liso na camada intima do grupo tratado com LDE-carmustina.
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Figura 25: (a) Porcentagem de células de musculo liso (média + desvio padrdo) na
camada intima de cortes do arco adtico dos grupos controle (n=9) e LDE-carmustina
(n=9), p<0,05. (b) Fotos de imunohistoquimica de células de musculo liso no arco adtico
representando os grupos controle (A) e LDE-carmustina (B). Aumento de 100X.
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5.5.3.4 Quantificacdo da expressao protéica de metaloproteinase 9 (MMP9)

A &rea da expresséao protéica de MMP9 foi 85% menor no grupo tratado com LDE-
carmustina quando comparado ao grupo controle (6,19 + 7,02% versus 40,18 + 13,18%,
respectivamente, p<0,05), figura 26 (a). A figura 26 (b) apresenta a imagem microscopica
de cortes histoldgicos do arco aotico, corados por imunohistoquimica para MMP9,
mostrando a marcada reducdo da expressdo de MMP9 na camada intima do grupo

tratado com LDE-carmustina.



MMP9
60~
- [ Controle
BB LDE-carmustina
40
X
20 *
0 , ;

Vah
3

-100um

(b)

Figura 26: (a) Porcentagem de expressao protéica de MMP9 (média + desvio padrdo) na
camada intima de cortes do arco aético dos grupos controle (n=9) e LDE-carmustina (n=9),
p<0,05. (b) Fotos de imunohistoquimica da expessédo proteica para MMP9 no arco aético
representando os grupos controle (A) e LDE-carmustina (B). Aumento de 100X.

MMP9: matriz metaloproteinase 9.
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5.5.3.5 Quantificagdo da expressao protéica de citocinas inflamatorias

5.5.3.5.1 Interleucina 18 (IL-1B)

A expressdo protéica medida na area imunomarcada pela IL-1 foi 89% menor no
grupo tratado com LDE-carmustina quando comparado ao grupo controle (5,47 + 5,25%
versus 48,95 £ 9,93%, respectivamente, p<0,05), figura 27 (a). A figura 27 (b) apresenta
a imagem microscopica de cortes histologicos do arco adtico, corados por
imunohistoquimica para IL-1B, mostrando a marcada redugéo desta citocina na camada

intima do grupo tratado com LDE-carmustina.



IL-1B
80
[ Controle
60 Bl LDE-carmustina
X 40
20 *
. e

(b)

Figura 27: (a) Porcentagem de expressdo protéica de citocinas inflamatérias — IL-1(3
(média * desvio padrdo) na camada intima de cortes do arco aético dos grupos controle
(n=9) e LDE-carmustina (n=9), p<0,05. (b) Fotos de imunohistoquimica da expessao
proteica para IL-1f3 no arco adtico representando os grupos controle (A) e LDE-carmustina
(B). Aumento de 100X.

IL-1B: inlerleucina 1 beta.

49



50

5.5.3.5.2 “Tumor necrosis factor-a” (TNF-a)

A area imunomarcada por TNF-a foi 83% menor no grupo tratado com LDE-
carmustina quando comparado ao grupo controle (5,54 + 5,95% versus 32,07 = 10,69%,
respectivamente, p<0,05), figura 28 (a). A figura 28 (b) apresenta a imagem microscopica
de cortes histolégicos do arco adtico, corados por imunohistoquimica para TNF-q,
mostrando a marcada reducao desta citocina na camada intima do grupo tratado com

LDE-carmustina.
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Figura 28: (a) Porcentagem de expressao protéica de citocinas inflamatorias — TNF-
a (média + desvio padréo) na camada intima de cortes do arco aético dos grupos
controle (n=9) e LDE-carmustina (n=9), p<0,05. Fotos de imunohistoquimica da
expessao proteica para TNF-a no arco adtico representando os grupos controle (A)
e LDE-carmustina (B). Aumento de 100X.

TNF-a: “tumor necrosis factor-a”.
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5.5.3.6 Quantificacdo da expressao protéica de receptores de lipoproteinas

5.5.3.6.1 Receptor de lipoproteina de alta densidade (LDL-r)

A expressao protéica observada para LDL-r foi 88% menor no grupo tratado com
LDE-carmustina quando comparado ao grupo controle (5,30 £ 8,01% versus 44,28 +
11,66%, respectivamente, p<0,05), figura 29 (a). A figura 29 (b) apresenta a imagem
microscopica de cortes histolégicos do arco adtico, corados por imunohistoquimica para
LDL-r, mostrando a marcada reducéo destas células na camada intima do grupo tratado

com LDE-carmustina.
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Figura 29: (a) Porcentagem de expressao protéica para receptor de lipoproteina — LDL-r
(média * desvio padrdo) na camada intima de cortes do arco adtico dos grupos controle
(n=9) e LDE-carmustina (n=9), p<0,05. (b) Fotos de imunohistoquimica da expesséao
proteica para LDL-r no arco adtico representando os grupos controle (A) e LDE-carmustina
(B). Aumento de 100X.

LDL-r: “low-density lipoprotein receptor”.
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5.5.3.6.2 “LDL receptor-related protein-1” (LRP-1)

A expressdo protéica observada para LRP-1 foi 52% menor no grupo tratado com
LDE-carmustina quando comparado ao grupo controle (21,86 + 19,32% versus 45,25 +
21,21%, respectivamente, p<0,05), figura 30 (a). A figura 30 (b) apresenta a imagem
microscopica de cortes histoldgicos do arco aético, corados por imunohistoquimica para
LRP-1, mostrando a reducéo destas células na camada intima do grupo tratado com LDE-

carmustina.
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Figura 30: (a) Porcentagem de expressao protéica para receptor de lipoproteina — LRP-1
(média + desvio padrdo) na camada intima de cortes do arco adtico dos grupos controle
(n=9) e LDE-carmustina (n=9), p<0,05. (b) Fotos de imunohistoquimica da expesséo
proteica para LRP-1 no arco aético representando os grupos controle (A) e LDE-carmustina
(B). Aumento de 100X.

LRP-1: “low density lipoprotein receptor-related protein 1”.
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5.5.3.6.3 “Scavenger receptor class B1” (SR-B1)

A expressdo protéica observada para SR-B1 foi 72% menor no grupo tratado com
LDE-carmustina quando comparado ao grupo controle (11,91 + 12,26% versus 42,45 +
21,82%, respectivamente, p<0,05), figura 31 (a). A figura 31 (b) apresenta a imagem
microscopica de cortes histolégicos do arco adtico, corados por imunohistoquimica para
SR-B1, mostrando a marcada reducédo destas células na camada intima do grupo tratado

com LDE-carmustina.
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Figura 31: (a) Porcentagem de expressao protéica para receptor de lipoproteina — SR-B1
(média £ desvio padrdo) na camada intima de cortes do arco aético dos grupos controle
(n=9) e LDE-carmustina (n=9), p<0,05. (b) Fotos de imunohistoquimica da expessao
proteica para SR-B1 no arco adtico representando os grupos controle (A) e LDE-
carmustina (B). Aumento de 100X.

SR-B1: “scavenger receptor class B member 1”.
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6. DISCUSSAO

Nesse estudo foi avaliada a eficicia terapéutica da associacdo do farmaco
carmustina a nanoemulsdo lipidica (LDE) no tratamento da aterosclerose. Essa
associacdo mostrou marcada reducdo das lesbes ateroscleroticas no arco aoértico de
coelhos submetidos a uma dieta hipercolesterolémica.

Estudos anteriores do grupo mostraram em animais de experimentacéo e,
posteriormente, em pacientes oncolégicos que tanto a LDE quanto os farmacos a ela
incorporados concentram-se nos tumores (Ades et al., 2001; Azevedo et al., 2005).
Inicialmente, o farmaco utilizado nesses experimentos foi a carmustina, que mostrou boa
incorporacao e estabilidade nas particulas de LDE (Teixeira et al., 2004). Considerou-se
entdo a possibilidade do uso deste quimioterapico no tratamento da aterosclerose e que
ainda nao foi explorada nesse modelo experimental.

No presente trabalho o tratamento com LDE-carmustina mostrou ser capaz de
reduzir as lesdes aterosclerdticas em cerca de 90% em comparacdo aos animais do
grupo controle. Maranhéo et al. (2008) mostraram que a LDE injetada em coelhos com
aterosclerose induzida através de dieta rica em colesterol, concentra-se na crossa da
aorta, justamente a regido onde as lesdes ocorrem em profusdo naquele modelo
experimental. Em estudos anteriores, a redugcédo em lesdes ateroscleroticas em coelhos
com dieta hipercolesterolémica foi alcancada em trabalhos que associaram outros
agentes quimioterapicos a LDE, como o paclitaxel (Maranh&o et al., 2008), o etoposideo
(Valduga et al., 2003) e o metotrexato (Moura et al., 2011). O paclitaxel, o etoposideo e
0 metotrexato associados a LDE foram administrados semanalmente nas doses de 4, 6

e 4 mg/Kg, respectivamente. O tratamento com LDE-paclitaxel reduziu as lesées em 60%,
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LDE-etoposideo em 85% e LDE-metotrexato em 65% (Maranh&o et al., 2008; Tavares et
al., 2011; Bulgarelli et al., 2013) em comparagdo com 0S animais-controle, com
aterosclerose mas tratados apenas com solugéo salina.

A carmustina € um antiproliferativo lipossoluvel usado no tratamento de diversos
tipos de tumomres, particularmente efetivo no tratamento de linfoma e tumores cerebrais
(Almeida et al., 2005; Laporte et al., 2006). A carmustina € um agente antineoplasico
alquilante pertencente a classe das nitrossuréias e sua acao antiproliferativa ocorre pela
sua ligacao interfilamentosa com o DNA e inibe a auto-reparacdo do mesmo (Almeida,
2005). Porém, seu uso clinico é limitado por causar severa mielosupressao (Maze et al.,
1996), o que nao foi observado neste estudo. O perfil hematoldgico ndo sofreu alteracao
nos grupos estudados, indicando que o tratamento com LDE-carmustina ndo mostrou
toxicidade hematolégica. Estes resultados sdo confirmados por Maranh&o et al. (2002),
onde demonstraram que estudos com pacientes oncolégicos tratados com a associacao
da carmustina a LDE ndo apresentaram toxicidade hematolégica. Em ensaios clinicos
com a carmustina, o etoposideo e o paclitaxel (Maranhdo et al., 2002; Hungria et al.,
2004) verificou-se que o uso desses farmacos associados a LDE, mesmo em doses mais
altas do que as usualmente empregadas na clinica, apresentaram toxicidade
praticamente ausente.

No perfil lipidico, as concentragbes plasmaticas de CT, HDL-C, n-HDL-C e TG
mantiveram valores semelhantes ao longo do tratamento nos dois grupos. Esses
resultados sugerem que o tratamento com LDE-carmustina ndo alterou os niveis
plasmaticos desses lipides. A variacao do peso corporal e o0 consumo de racao do grupo

tratado também néo apresentaram diferencas significativas quando comparado ao grupo
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controle, portanto, esses resultados parecem mostrar que a formulacdo ndo provoca
perda de peso ou apetite.

No perfil bioquimico, as quantificacdes de ALT, AST, fosfatase alcalina, GGT e
billirrubina total foram realizadas para avaliacdo das fun¢gBes hepaticas e creatinina e
ureia para avaliacdo da funcdo renal. As concentracdes plasméticas de ALT, fosfatase
alcalina, GGT, creatinina e ureia se mantiveram constantes do inicio ao fim do tratamento
nos grupos estudados. As concentracbes plasmaticas de AST aumentaram e de
bilirrubina total diminuiram em ambos os grupos no final do tratamento. Esses resultados
indicam que o tratamento com LDE-camustina ndo provocou toxicidade hepatica e renal,
mesmo com as concentracdes de AST e bilirrubina total alterados, visto que as mesmas
alteragdes foram encontradas no grupo controle.

Em trabalhos anteriores realizados em pacientes oncolégicos a associacdo da
carmustina com LDE ndo demonstrou alteracdes nas concentracdes plasmaticas de ALT,
AST, fosfatase alcalina, bilirrubina total, ureia e creatinina mesmo em doses mais altas
do que as usualmente utilizadas na clinica (Maranhao et al., 2002). Estes resultados sédo
bastante semelhantes ao do presente trabalho, exceto para as concentracdes de AST
gue estavam aumentadas no final do tratamento nos dois grupos. Ambos os trabalhos
excluiram toxicidade renal.

O primeiro modelo animal de aterosclerose foi proposto por Ignatowski em 1908
guando constatou que coelhos alimentados com proteina animal apresentavam depositos
lipidicos nas artérias (Ignatowski, 1908; Kritchevsky, 1995; Yanni, 2004; Konstantinov &
Jankovic, 2013). Desde entdo, esse modelo experimental tem sido extensivamente usado

em muitos aspectos da pesquisa em aterosclerose, tais como: estudos das lesdes
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vasculares, alteracfes dietéticas e hormonais, adesao e agregacao plaquetérias, dentre
outras (Jokinen et al., 1985).

Os coelhos sdo altamente suscetiveis a hipercolesterolemia induzida pela dieta
enriquecida com colesterol, possivelmente devido a injesta aumentada de lipides e
concomitante baixa excrecdo biliar de esterdis (Xu et al., 1995; Kolodgie et al., 1996;
Yanni, 2004). Os niveis plasmaticos de colesterol podem aumentar de 2 a 8 vezes o seu
valor normal dentro de 20 dias de dieta enriquecida com 0,1 a 2% de colesterol (Bocan
et al., 1993; Finking & Hanke, 1997; Yanni, 2004). Essa hipercolesterolemia provoca o
acumulo de colesterol nas paredes dos vasos e o desenvolvimento das lesdes arteriais
(Finking & Hanke, 1997; Yanni, 2004). Além disso, ocorre também depdsito de colesterol
no baco, glandulas supra-renais, medula 6ssea e, principalmente, no figado. A esteatose
hepéatica, muitas vezes severa, sugere que o colesterol por si s6 pode causar toxicidade
para o figado dos animais submetidos a dieta hipercolesterolémica (Jokinen et al., 1985;
Yanni, 2004).

De acordo com a planimetria macroscépica, o grupo tratado com LDE-carmustina
apresentou marcante reducdo da placa aterosclerética quando comparado ao grupo
controle. Na planimetria microscopica, ocorreu 0 mesmo na camada intima do arco aético.
Esses resultados sugerem que mesmo com dieta hipercolesterolémica constante e
concentracao plasmatica elevada de colesterol, o tratamento com a formulagdo mostrou
ser eficaz na reducdo das lesdes aterosclerdticas na aorta de coelhos. Outros estudos
similares utiizaram o0 mesmo modelo experimental, com sumplementacao
hipercolesterolémica a 1%, durante 0 mesmo periodo, porém, tratados com outros
antiproliferativos associados a nanoemulsao lipidica. O tratamento com LDE-paclitaxel

reduziu os ateromas em 60% (Maranh&o et al., 2008), a preparacdo LDE-etoposide
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reduziu as les@es ateroscleroticas em 85% (Tavares et al., 2011) e a associagdo LDE-
metotrexato reduziu as placas ateromatosas em 75% (Bulgarelli et al., 2012) apos o
tratamento de 4 semanas, em comparagcdo com 0s animais-controle, com aterosclerose
mas tratados apenas com solugdo salina. Conforme esperado, pela documentacgéo
acumulada nos modelos animais e pacientes oncologicos, a toxicidade foi negligivel.

Na andlise da quantidade de macréfagos presentes na camada intima, foi
observado que houve uma reducao de 77% no namero dessas células no arco adrtico
dos animais tratados com a associacdo LDE-carmustina. Esses resultados sdo bastante
favoraveis, pois estudos comprovam que 0 processo de aterogénese inicia-se com o
recrutamento de leucdcitos, onde estes interagem com as células endoteliais através das
moléculas de adesdo pelo acumulo lipidico na camada intima. Essa interacdo atrai
mondcitos da corrente sanguinea para o local onde se transformam em macrofagos,
estes por sua vez se transformam em “foam cells”, células espumosas, pelo acumulo de
lipides no seu citoplasma (Braum et al., 1999; Takahashi et al., 2002). A menor presenca
de macréfagos nas areas de lesdo aterosclerdtica nos animais tratados com LDE-
carmustina, pode sugerir uma resposta ao efeito antiproliferativo do farmaco, pois os
macréfagos também proliferam no interior da placa (Takahashi et al., 2002; Geng & Libby,
2002).

Com o0 perssistente acumulo das células espumosas, decorrente da
hipercolesterolemia, ocorre a formacao das lesdes aterosclerodsticas iniciais, chamadas
de estrias gordurosas. Essas lesfes s&o constituidas principalmente de células
inflamatorias como macroéfagos e linfécitos T (Ross, 1999; Li & Glass, 2002; Hansson,
2005; Doring & Zernecke, 2012). Os linfocitos T uma vez ativados, liberam mediadores

inflamatorios e substancias trombogénicas. Essas substancias contribuem para o
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desenvolvimento das placas e podem promover a desestabilizacdo das mesmas,
causando doenca arterial coronaria e até infarto do miocérdio (de Boer et al., 2003;
Hansson, 2005). Os linfécitos T expressam receptores de superficie associado a uma
proteina chamada CD3. Anticorpos anti-CD3 marcam a presenca total dessas células no
local da inflamacéo (Abbas et al., 1995). Os linfcitos T podem ser suprimidos por uma
subpopulacdo de linfécitos T regulatérios (Treg) (LU et al., 2013). Esses linfocitos
suprimem a proliferacdo das células T ativadas e mantém a homeostase imunolégica por
modular a duracdo e a magnitude da resposta inflamatoéria (Virdis et al., 2014). O gene
responsavel pelo desenvolvimento dos linfocitos T regulatorios € denominado “Forkhead
box protein P3” (FoxP3) e também um marcador dessas células (Kasahara e al., 2014).
Por ter a funcéo de regular a inflamacdo local, os linfécitos T regulatérios parecem atenuar
0 processo da aterosclerose. Pois a delecdo dessas células acelera o desenvolvimento
da mesma (Dinh et al., 2012). Porém, estudos relatam que sua quantidade varia entre
1% a 5% de todos os linfocitos T nas placas de ateroma em comparac¢ao a outros tecidos
cronicamente inflamados, sugerindo que a protecéo local contra a progresséao das lestes
esta prejudicada por aumentar a inflamacéao arterial (Nilsson et al., 2009; Wigren et al.,
2012; Tse et al., 2013).

No presente estudo, a porcentagem total de linfécitos T CD3 foi 23% menor no grupo
tratado, porém nao significativo, e houve diminuicdo de 75% na subpopulacdo de
linfocitos T regulatérios (FoxP3) no mesmo grupo quando comparado ao grupo controle.
A menor presenca dessas células nas lesdes ateroscleroticas nos animais tratados com
LDE-carmustina, pode ser atribuido ao efeito antiproliferativo do farmaco.

O tratamento com LDE-carmustina também mostrou efeito sobre a quantidade de

células de musculo liso e MMP9 na camada intima, com reducdo de 64% e 85%,
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respectivamente. Durante a aterogénese, as células de musculo liso migram da tunica
média para a camada intima em resposta a lesédo vascular (Gerthoffer, 2007). O avanco
das estrias gordurosas para lesbes mais complexas requer, além da infiltracdo das
células inflamatorias, a participacdo das células musculares lisas (Geng & Libby, 2002),
as quais tém como principal funcédo a producdo da matriz extracelular (MEC) que se
acumula com a progressdo das lesbes (Doran et al., 2008). A MEC é um espaco
preenchido por um complexo de componentes fibrosos e protéicos que circundam as
células, fornecendo substrato para aderéncia, migracao e proliferacéo celular. Atua como
um reservatorio de fatores de crescimento, proteinas de ligacdo celular e enzimas
proteoliticas como as metaloproteinases (MMPs) (Kumar et al., 2005; Pereira et al., 2005).
A degradacéo e o remodelamento da MEC sé&o eventos essenciais que ocorrem durante
o desenvolvimento embrionério, proliferacdo, migracdo, reparo dos tecidos e em
processos patoldgicos. Diversas proteinases podem participar do “turnover” da MEC, mas
as MMPs sdo as principais enzimas proteoliticas que atuam sobre esse substrato (George
& Dwivedi, 2004; Pereira et al., 2005; Busti et al., 2010). A MMP9 é uma das MMPs
altamente expressa em lesdes ateroscleréticas e devido ao seu importante papel na
degradacao da MEC, compromete a estabilidade da placa e a integridade da membrana
basal do endotélio. Isso predispde a ruptura da placa aterosclerética, o que pode levar a
eventos cardiovasculares importantes como infarto do miocardio e acidente vascular
cerebral (Blankenberg et al., 2003; Newby, 2008; Schéfers et al., 2010; Ketelhuth & Back,
2011; da Motta et al., 2013). Portanto, menor quantidade de células de muasculo liso e da
expressdo de MMP9 na cama intima, representa reducéo das placas ateroscleroticas,
maior estabilidade das mesmas e diminuigéo da severidade de doencas cardiovasculares

relacionadas a aterosclerose.
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Houve também menor expressao protéica de IL-18 e TNF-a, no grupo de animais
tratados com LDE-carmustina, com decréscimo de 89% e 83%, respectivamente.

Atualmente, diversas citocinas envolvidas no processo aterosclerotico tém sido
estudadas, especialmente aquelas associadas a infiltracdo de mondcitos e macréfagos
(Ohta et al., 2005) e possuem como principal funcdo mediar a interacao entre 0s sistemas
imunolégico e inflamatério, dentre elas estdo a IL-1B e a TNF-a (Burger & Dayer, 2002).

A IL-1B é uma potente interleucina pro-inflamatéria da familia da IL-1. E produzida,
principalmente por mondcitos, macréfagos e células dendriticas e esta entre os mais
importantes mediadores de indugéo da resposta inflamatoria (Ferrero-Miliani et al., 2007).
Ela pode ser secretada pelas células endoteliais que revestem a parede arterial e podem
induzir a producéo de outras citocinas, aumentar a expressdo de moléculas de adeséao,
estimular a proliferacdo de células musculares lisas, aumentar a permeabilidade vascular
(Clarke et al., 2010; van Diepen et al., 2013) e ativar proteases como as MMPs, as
responsaveis pelo enfraquecimento da placa fibrosa de ateroma. Sendo assim, a IL-13
desempenha um papel importante na iniciagdo, progressdo e ruptura das placas
aterosclerdticas (Bhaskar et al., 2011).

A TNF-a também é uma citocina proé-inflamatéria pertencente a familia do fator de
necrose tumoral (McKeller et al., 2009) e é secretada por macréfagos, linfocitos e
mondcitos (da Motta et al., 2013). E a principal citocina moduladora da cascata
inflamatoria, aléem de regular a ativacédo de leucocitos e a liberagcdo de outras citocinas e
guimiocinas (McKeller et al., 2009). A TNF-a estd associada a progresséo da
aterosclerose por promover o aumento da expressédo de moléculas de adesao (ICAM-1,

VCAM-1) e quimiocinas (MCP-1), as quais medeiam o recrutamento das células
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inflamatdrias para o endotélio vascular, facilitando o desenvolvimento das placas de
ateroma (Ohta et al., 2005).

Assim, a menor expressdo das citocinas proé-inflamatorias encontrada nesse
trabalho sugere menor inflamacéo local, o que pode ser decorrente da menor quantidade
de células secretoras das mesmas, dificultando o avanco das lesfes ateroscleroticas.

No presente estudo, o tratamento com a associagao LDE-carmustina mostrou ser
eficaz também na diminuicdo da expressado protéica dos receptores de lipoproteinas,
como LDL-r, LRP-1 e SR-B1, em cerca de 88%, 52% e 72%, respectivamente.

As particulas de LDL s&o removidas da circulacdo pela captacdo de receptores de
membrana especializados que internalizam essas particulas para o interior das células,
como LDL-r (Pires et al., 2012) e LRP-1 (Boucher & Philippe, 2011).

O receptor de LDL é uma glicoproteina expressa na maioria das células,
especialmente no figado (Wilson et al.,, 1998). Esses receptores reconhecem a
apoproteina B (apoB-100), presente na LDL, e a apoproteina E (apoE), presente nos
quilomicrons remanescentes, VLDL, IDL e HDL (Wilson et al., 1998; Jeon & Blacklow,
2005; Pires et al.,, 2012). Os receptores de LDL s&do agrupados em depressdes na
membrana celular e revestidas por clatrina. Apds a ligacdo aos receptores, as particulas
de LDL sao internalizadas e degradadas em lisossomos. Os componentes protéicos da
LDL sao hidrolizados a aminoacidos e os ésteres de colesterol a colesterol livre que, €
usado para sintese de membrana ou como precursor na sintese de hormonios esterdides.
Em seguidas, esses receptores sao reciclados e podem retornar a superficie da célula
para iniciar outro ciclo de endocitose. (Brown & Goldstein, 1986; Vitols et al., 1990; Jeon
& Blacklow, 2005; Beglova & Blacklow, 2005; Pires et al., 2012; Schekman, 2013). As

células neoplasicas, as quais proliferam-se rapidamente, precisam de grande quantidade
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de colesterol para a sintese de novas membranas. Com isso, essas ceélulas requerem
maior captacao de LDL, motivo pelo qual ocorre maior expressao de receptores dessas
particulas do que em células normais (Lundberg, 1987). Portanto, a menor taxa de
proliferagao celular no grupo tratado com LDE-carmustina leva a uma menor necessidade
de colesterol para a sintese de novas membranas, 0 que explica a diminuicdo da
expressao dos receptores de LDL.

O LRP-1 é um receptor endocitico pertencente a familia do receptor de LDL
(Emonard et al., 2014) e é abundantemente expresso em tecidos do figado, cérebro,
placenta (Pires et al., 2012; Emonard et al., 2014) e parede vascular associado
principalmente a macréfagos e células de musculo liso (LIorent-Cortés & Badimon, 2005).
O LRP-1 reconhece a apoproteina E (apoE) e interage com no minimo 40 diferentes
ligantes desde lipoproteinas, glicoproteinas da matriz extracelular, proteases, virus,
citocinas e fatores de crescimento, sendo um receptor importante envolvido em
processos fisiolégicos e patoldgicos (Boucher & Herz, 2011; Emonard et al., 2014).
Estudos mostram que a delecdo do gene para o receptor LRP-1 em camundongos
alimentados com dieta rica em colesterol, pode levar a formacdo de aneurismas e
aterosclerose (Lillis et al., 2008; Boucher & Herz, 2011; Strickland et al., 2014). Além
disso, o LRP-1 esta envolvido na captacdo de agregados de LDL (agLDL), que séo
particulas de LDL modificadas associadas a complexos imunologicos e a proteoglicanos
da matriz extracelular. O LRP-1 medeia a ligagédo e a internalizagdo das agLDL nas
células musculares lisas, levando ao acumulo de lipides e formacdo de células
espumosas (Hiltunen et al., 1998; Llorente-Cortés et al., 2000). Estudos com coelhos
submetidos a dieta hipercolesterolémica demonstraram aumento da expressao de LRP

na aorta dos animais (Watanabe et al., 1994; Llorente-Cortés et al., 2011) e a intervencéo
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de hipolipemiante demonstrou diminuicdo da expressao dos mesmos em coelhos
hipercolesterolémicos (Llorente-Cortés et al., 2011). Isso sugere que a diminui¢do da
expressdo dos receptores LRP no presente trabalho pode ser decorrente do efeito
antiproliferativo da carmustina.

O SR-B1 ¢ outro receptor envolvido na captacdo das lipoproteinas. E uma
glicoproteina expressa em macrofagos, células de musculo liso, astrécitos (Silver & Tall,
2001) e, principalmente, em tecidos esteroidogénicos e figado (Trigatti et al., 2000; Silver
& Tall, 2001). O SR-B1 € um receptor endocitico que reconhece apolipoproteinas que
possuem apo B e apoproteina A-l (apo A-l) presente nas particulas de HDL. Ele é
responsavel por mediar a captacdo da HDL, a qual esta envolvida no transporte reverso
do colesterol e onde ocorre a entrega de colesterol dos tecidos extrahepaticos para o
figado (de Beer et al., 2001; Connelly et al., 2003; Hoekstra et al., 2010; Saddar et al.,
2013). Além disso, 0 SR-Bl também é capaz de ligar-se a lipoproteinas modificadas, como
a LDL oxidada. Essa captacdo é mediada pelos macrofagos, que expressam tais
receptores e se ligam preferencialmente a essas particulas através da apo B (Gui et al.,
2012). Quando essa captacdo excede o efluxo ou o efluxo € interrompido, ocorre o
acumulo lipidico no interior dos macrofagos, levando a formacéo das células espumosas,
principal motivo que leva ao desencadeamente da aterosclerose (Trigatti et al., 2003;
Legein et al., 2013; Yu et al., 2013). Sendo assim, € licito sugerir que a menor expressao
desses receptores nas lesdes aterosclerodticas pode ser decorrente da menor quantidade
de macréfagos encontrados nas mesmas lesbes, 0 que também leva a diminuicdo do
processo inflamatorio local.

De acordo com os resultados encontrados nos estudos in vivo, o tratamento com

LDE-carmustina parece minimizar a resposta inflamatoria na doenca aterosclerotica,
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suprimindo a expressdo de macroéfagos, linfocitos, células de musculo liso, receptores
envolvidos na captagéo de lipoproteinas e citocinas pro-inflamatérias. Com essa analise,
o tratamento com LDE-carmustina parece ser viavel no tratamento da aterosclerose,
porém sdo necessarios maiores estudos para melhor compreender os mecanismos de

acao no modelo experimental da aterosclerose.
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7. CONCLUSOES

. O tratamento com a associa¢do da carmustina veiculada a uma nanoemulséo
rica em colesterol, reduziu marcadamente as lesdes aterosclerdticas em coelhos
submetidos a uma dieta hipercolesterolémica, em comparagdo a coelhos que nao

receberam o tratamento;

N&ao foram observadas manifestacdes de toxicidade hematologica, hepatica ou

renal nos coelhos tratados com a associa¢cdo LDE-carmustina;

. O tratamento com LDE-carmustina foi eficaz em reduzir o nimero de macréfagos,
linfécitos, células de musculo liso, expressado protéica de receptores de lipoproteinas,

citocinas pro-inflamatérias e MMP9 nas lesdes ateroscleroticas.
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