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REsumo

Gomes FLT. Efeitos da associacdo de quimioterdpicos na regressao de
placa aterosclerotica e no perfil de marcadores inflamatorios em coelhos.
[Tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2015.

A aterosclerose é considerada, hoje, doenca inflamatéria e com intensa
proliferacdo celular, dai o racional de se wusar medicamentos
antiproliferativos e com acéo anti-inflamatéria como o paclitaxel (PTX) e o
metotrexato (MTX) no tratamento dessa condi¢cdo. A nanoemulséo lipidica
(LDE), de composicdo semelhante a da lipoproteina de baixa densidade
(LDL), se liga a receptores de LDL apds sua injecao endovenosa na corrente
sanguinea. Como tais receptores estdo superexpressos em células com
altas taxas de proliferacdo, como ocorre no cancer e na aterosclerose, a
LDE pode ser usada como veiculo para direcionar agentes antiproliferativos
a essas ceélulas, aumentando a sua eficacia e diminuindo a toxicidade. O
paclitaxel € um quimioterdpico com acdo antiproliferativa usado em varios
tipos de cancer e recobrindo stents farmacoldgicos, trabalhos anteriores,
usando coelhos submetidos a uma dieta aterogénica, nos animais tratados
com LDE-PTX houve reducdo de 60% da area lesionada. O metrotexato,
além de ser usado em varios esquemas quimioterapicos, possui, também,
acao anti-inflamatoria, sendo usado em doencas inflamatérias cronicas,
como a artrite reumatoide. Em outro estudo envolvendo, coelhos
hipercolesterolémicos, o uso de MTX comercial por 4 semanas demonstrou
uma reducdo de 75% na area de placa aterosclerética. Esse estudo tem por
objetivo avaliar macroscopicamente a eficacia das terapias quimioterapicas
combinada, composta de PTX-LDE com MTX-LDE, e monoterapia, apenas
com PTX-LDE, na regressdo da aterosclerose experimental. No presente
trabalho, vinte e oito coelhos machos da raca New Zealand receberam dieta
rica em colesterol a 1% durante 8 semanas. Depois desse periodo, foram
divididos em quatro grupos: grupo CONTROLE, que foi sacrificado e as
aortas fixadas para andlise posterior, grupo DIETA, que apenas teve a racao
enriquecida com colesterol a 1% suspensa, PTX, que recebeu tratamento
com injecBes endovenosas semanais de LDE-paclitaxel na dose de 4 mg/kg
por 8 semanas, e PTX+MTX, que recebeu LDE-paclitaxel e LDE-metotrexato
na dose de 4 mg/kg/semana por 8 semanas. Foram avaliados perfil
hematoldgico, lipidico, bioquimico, ponderal e o consumo de racdo. Apos a
eutanasia, foram medidas as lesdes aterosclerdticas macroscopicas nas
aortas dos coelhos. Em seguida, o arco aortico foi analisado por morfometria
e por imuno-histoquimica. Os marcadores inflamatorios foram analisados no
plasma, por ELISA e por meio de expressao génica por Qrt-pcr. Observou-se
gue nao houve diferenca no perfil ponderal e no consumo de ragao entre os
grupos de estudo. Nao houve toxicidade hematolégica, hepatica e renal



relacionada ao tratamento. No perfil lipidico, ao final do estudo, as
concentragdes de colesterol total, ndo HDL-C e triglicerideos aumentaram
significativamente em todos os grupos. Houve uma marcante regressao na
area de placa aterosclerética nos coelhos tratados com LDE-paclitaxel, da
ordem de 64% e mais marcante no grupo LDE-metotrexato de 71%, quando
comparados ao grupo CONTROLE. Na comparacdo com o grupo DIETA,
houve, também, regressao, de 49% nos coelhos do grupo PTX e de 59% no
grupo PTX+MTX. O tratamento quimioterapico também mostrou acao
antiaterosclerética nos outros parametros avaliados, destacando a intensa
reducdo na relacdo intima-média das aortas, na expressdo proteica de
MMP-9 e da reducdo na expressdo génica de TNF-a em relagdo ao grupo
DIETA. Portanto, o tratamento quimioterapico com PTX e MTX associado a
LDE possui potencial para uso clinico em pacientes com doenca
aterosclerotica, sendo muito eficaz e com boa tolerabilidade.

Descritores: Aterosclerose; Nanoparticulas; Inflamagéo Vascular; Paclitaxel;
Metotrexato; Hipercolesterolemia; Coelhos.



SUMMARY

Gomes FLT. Effects of chemotherapy association on atherosclerotic plaque
regression and inflammatory markers profile in rabbits [Thesis]. Sdo Paulo:
Faculty of Medicine, University of Sdo Paulo; 2015.

Atherosclerosis is nowadays considered as an inflammatory disease with
intense cell proliferation, hence the rationale of using antiproliferative drugs
with an anti-inflammatory action such as paclitaxel (PTX) and methotrexate
(MTX) in the treatment of this condition. The lipid nanoemulsion (LDE), with a
similar composition to low density lipoprotein (LDL) binds to LDL receptors
after their intravenous injection into the bloodstream. Since such receptors
are overexpressed in cells with high proliferation rates, such as occurs in
cancer and atherosclerosis, LDE can be used as a vehicle to direct
antiproliferative agents to these cells, increasing their efficacy and reducing
toxicity. Paclitaxel is a chemotherapeutic drug with an anti-proliferative action
used in various types of cancer and drug-eluting stents. In previous studies
using rabbits subjected to an atherogenic diet, animals treated with LDE-PTX
had a 60% reduction in the injured area. Methotrexate in addition to being
used in various chemotherapy regimens also has an anti-inflammatory action
and is used for chronic inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis;
another study involving hypercholesterolemic rabbits using commercial MTX
for 4 weeks showed a 75% reduction of the atherosclerotic plaque area. This
study aims to evaluate the effectiveness of combined chemotherapy
treatments, composed of PTX-LDE with MTX-LDE, and PTX-LDE in
monotherapy, on the regression of experimental atherosclerosis. In this
study, twenty eight male New Zealand breed rabbits received a diet enriched
with 1% cholesterol for 8 weeks. After that time, they were divided into four
groups: the CONTROL group, which was sacrificed and the aortas kept for
later analysis, the DIET group, which only had the diet supplemented with 1%
cholesterol suspended; the PTX group which received treatment with weekly
intravenous injections of LDE paclitaxel, at a dose of 4 mg/kg for 8 weeks
and the PTX+MTX group which received PTX - LDE + MTX-LDE at a dose of
4 mg/kg per week for 8 weeks. The hematological, lipid, biochemical, weight
and food intake profiles were evaluated. After euthanasia, macroscopic
atherosclerotic lesions in the aortas of the rabbits were measured. Then, the
aortic arch was analyzed by morphology and immunohistochemistry. The
inflammatory markers were analyzed in the plasma by ELISA and gene
expression by gRT-PCR. There was no difference in weight profile and feed
intake among the study groups. There was no hematological, hepatic or renal
toxicity related to treatment. The lipid profiles of all the groups at the end of
the study showed significantly increased concentrations of total cholesterol,
non-HDL-C and triglyceride levels. There was a marked regression of 64% in
the atherosclerotic plaque area, in the LDE-paclitaxel treated rabbits, and an



even more striking 71% in the LDE-methotraxate group compared to the
CONTROL group. There was also regression when compared to the DIET
group, 49% in rabbits from the PTX group and 59% in the PTX+MTX group.
The chemotherapy also showed an anti-atherosclerotic action in the other
evaluated parameters, especially notable were the intense reduction in the
intima-media ratio of the aortas in protein expression of MMP-9 and the
reduction in gene expression of TNF-alpha compared to the DIET group.
Therefore, chemotherapy with PTX and MTX associated with LDE, has
potential for clinical use in patients with atherosclerotic disease, as it is very
effective and well tolerated.

Keywords: Atherosclerosis; Nanoparticles; Vascular inflammation;
Paclitaxel; Methotrexate; Hypercholesterolemia; Rabbits.
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1  INTRODUGAO

1.1 Aterosclerose e doenca cardiovascular: importancia
epidemioldgica

As doencas cardiovasculares (DCV) séo a principal causa de 6bito em
todo o mundo, aproximadamente, 17 milhdes de pessoas morreram em 2011
— s8o0 quase 3 em cada 10 mortes devido a essa condi¢do. Especificamente,
7 milhdes faleceram por doencas isquémicas do coracédo e 6,2 milhdes
devido a acidentes vasculares cerebrais. (WHO, 2011) No Brasil, ocorreram
335.213 6bitos por DCV em 2011, sendo 103.486 por doencas isquémicas
do coracdo e 100.751 por doencas cerebrovasculares, (DATASUS, 2012).
Essas patologias apresentam como principal mecanismo fisiopatolégico a

aterosclerose.

1.2 Papel fisiopatolégico da inflamacé&o na aterosclerose

Por muitos anos, a fisiopatologia da aterosclerose era considerada
meramente como um acumulo de lipideos na parede arterial. Porém, nas
Ultimas décadas, um maior desenvolvimento no campo da biologia vascular
tem esclarecido que as lesdes ateroscleréticas sédo, de fato, uma série de
respostas celulares e moleculares altamente especificas, dinamicas que sao
essencialmente inflamatérias por natureza. (Farzaneh; Serrano Jr. 2001;
Libby, 2012).

Em pacientes vulneraveis, aterosclerose se desenvolve por meio da
influéncia de condigbes que lesam o endotélio, como envelhecimento,
hipertenséo arterial sistémica, hipercolesterolemia, diabete melito, tabagismo
e obesidade (Eaton, 2005). Esses fatores alteram a permeabilidade da
camada endotelial, gerando uma condicdo de disfuncdo, isso facilita a

penetracdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e remanescentes de
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lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) no espaco subendotelial
(Honma, 2004). Quando elevadas na circulacdo, essas lipoproteinas se
ligam a proteoglicanos se fixando na camada intima. Sofrem, entéo,
oxidacao pelos radicais livres produzidos por células endoteliais adjacentes,
células musculares lisas ou macréfagos isolados, desencadeando o inicio do
processo inflamatoério (Choy, 2004, Libby & Theroux, 2005).

Os monacitos, atraidos por conta da lesdo endotelial, penetram na
intima e no espaco subendotelial, se transformam em macréfagos ativados
que fagocitam a LDL oxidada, formando, assim, as células espumosas (Wu
et al.,, 1992; Yla-Herttuala et al., 1996; Glass & Witztum, 2001; Stocker &
Keaney Jr., 2004).

Os macrofagos possuem influéncia ndo sé na formacédo da placa
aterosclerdtica, como na instabilizacdo dessa (Feig & Feig, 2012). E
conhecida a contribuicdo dos macréfagos para a formacdo do nucleo
necrético (Virmani et al., 2002) e do afilamento da capa fibrosa da placa,
seja por ativacdo de metaloproteinases de matriz (Tabas, 2010), ou por
promover apoptose de células musculares lisas (Boyle et al., 2003).

As células musculares lisas migram e se acumulam na intima, em que
se proliferam. A proliferacdo dessas células € devido, provavelmente, a
presenca de receptores para LDL (LDL-r) nestas células (lkeda et al., 1994)
e receptores para LDL oxidada (“lectinlike Ox-LDL receptor 1”7, LOX-1) nas
células endoteliais da camada intima (Kataoka et al., 1999; Ricciarelli et al.,
2000). Algumas células da musculatura lisa também sdo capazes de
acumular lipides, principalmente colesterol na forma esterificada, ocorrendo,

assim, a formacao de mais células espumosas (Cotran et al., 2000).

1.3 Citocinas inflamatérias

Esse processo inflamatério/proliferativo na parede vascular € mediado

por citocinas que levam a expressao de moléculas de adesédo e substancias

guimiotaticas para varios tipos de células (Ross, 1999). As citocinas séo



1 Introducao 4

bastante diversificadas, possuindo tanto efeitos proé-inflamatérios quanto

protetores (Lau, 2005). Sdo exemplos dessas substancias:

o O fator de necrose tumoral (TNF)-a, uma citocina produzida em
varios tipos de células, incluindo macréfagos, células endoteliais e
células de musculo liso (Kleemann et al.,, 2008). Exerce grande
efeito inflamatoério na aterosclerose. Estudos mostram a presenca
desta citocina em placas ateroscleréticas humanas (Rus et al.
1991) e a concentracdo de TNF-a circulante esta associada a um
maior risco de infarto do miocéardio, espessamento de carotida,
disturbios na homeostasia dos triglicérides e da glicose (McKellar
et al., 2009).

o A leptina é um horménio derivado do adipdcito que regula o
balanco energético. O aumento de leptina circulante, denominado
resisténcia a leptina, estd independentemente associado a
resisténcia insulinica e doenca cardiovascular (Martin, 2008).

o A interleucina (IL)-6 possui agdo de aumentar a expressao de
moléculas de adesdo nos leucécitos, aumentar a proliferacdo de
células musculares lisas nas paredes dos vasos, além de atuar na
diferenciacdo do pré-adipdcito, e interferir na acdo da insulina e
na resisténcia a esse hormonio (Senn, 2003).

o A IL-10 esta associada a estabilizacdo de placa, pois atenua a
producdo de citocinas inflamatérias por macréfagos e neutrofilos
polimorfonucleares; atua na diferenciacio de mondcitos a
macrofagos, na supressdo da atividade de apresentacdo de
antigenos, diminuicdo da liberacdo de nitrogénio reativo e de
produtos derivados de oxigénio, e inibicdo da expressao de ICAM
(molécula de adeséao intercelular) -1 (Von der Thisen, 2003).

o A proteina C-reativa (PCR), proteina de fase aguda, encontra-se
elevada em qualquer processo inflamatoério, € um biomarcador de
risco para doenca cardiovascular (Ridker; Nissen, 2005) e,

também, esta envolvido no processo inflamatério da
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aterosclerose, pois atua na ativagao do complemento (Reifenberg,
2005), diminui os niveis de oOxido nitrico (NO) intravascular,
aumenta expressao de inibidor do ativador do plaminogénio (PAl)
-1 (Verma, 2002; Devaraj, 2003).

o Moléculas de adesdo celular, como a molécula de adesdo da
célula vascular (VCAM)-1, sé@o expressas pelas células endoteliais
e agem na aderéncia, transmigracdo e rolamento de leucocitos
(Hope, 2003). Niveis plasmaticos de moléculas de adesdo tém
sido associados a doenca aterosclerética com manifestacdes
clinicas, fatores de risco cardiovasculares e sindromes
coronarianas agudas (Hope, 2003).

o As metaloproteinases (MMPs), que sdo enzimas liberadas por
macrofagos na camada intima, degradam a matriz extracelular. As
MMPs podem degradar varias proteinas da matriz extracelular,
como o colageno. A presenca de citocinas inflamatorias inibe a
producado de colageno e outras proteinas estruturais pelas células
de musculo liso, e a producdo de IL-1B na lesdo aumenta a
expressdo das MMPs da matriz extracelular (Plutzky, 2001,
Apostolakis et al., 2008).

Como exemplo dessas enzimas, temos a MMP-9, uma gelatinase, que
contribui na fisiopatologia de véarias doencas como cancer e doencas
vasculares (Nair & Boyd, 2005), e a MMP-12, que estimula a proliferacéo e a

migracdo de células endoteliais durante a angiogénese (Dwiedi, 2009).

o Cluster of differentiation (CD) 36, uma glicoproteina de membrana
gue esta presente em Varios tipos de células incluindo monacitos,
macrofagos, células endoteliais, adipdcitos e plaquetas, tem papel
significante no processo aterogénico. Molécula de sinalizagéo é
um dos principais receptores scavenger, atua na formacao das

células espumosas, liberacédo de outros mediadores inflamatorios,
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fagocitose de macréfagos e trombose (Moore & Freeman, 2006;
Park, 2014).

1.4 Proliferagéo celular e aterosclerose

Fortes evidéncias indicam que a proliferacdo celular € um evento
fundamental na patogénese da aterosclerose, tanto em modelos animais
quanto em estudos em humanos. Proliferacdo celular na aterosclerose € um
processo lento e por isso dificil de se estudar em humanos, dai o maior
namero de estudos experimentais existentes na literatura para avaliar esse
fenébmeno (Fuster, 2010).

Analise de placas aterosclerdticas e lesdes re-estenéticas de
coronarias angioplastadas demonstram que 0s principais tipos celulares
envolvidos nesse processo sdo as células musculares lisas e os macréfagos.
Estudos em modelos animais e em culturas celulares chegaram a concluséo
que fatores de risco de doenca cardiovascular promovem a proliferacédo
desses tipos celulares (Liu, 1995; Chisolm, 2000).

A ocorréncia de proliferacdo de células na doenca obstrutiva vascular
em humanos é demonstrada pela descoberta consistente de marcadores de
proliferacdo celular em placas ateromatosas humanas (Gordon 1990;
Pickering, 1993).

No entanto, deve-se notar que alguns estudos tém relatado taxas de
proliferagdo muito baixas (Katsuda; O’Brien, 1993) enquanto outros
demonstraram alta atividade proliferativa em lesGes ateroscleréticas em
humanos (Kearney; Wei, 1997).

Células proliferativas em placas aterosclerdticas humanas incluem
células musculares lisas (CML)s, leucdcitos e células endoteliais (CE).
Rekhter e Gordon, em 1995, demonstraram diferencas nas taxas de
proliferacdo de diferentes tipos celulares em artérias carétidas humanas.
Enquanto mondcitos/macréfagos sédo as células predominantes na camada

intima (46% de mondcitos/macrofagos contra 9,7% de CMLs, 14,3% CEs e
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13,1% linfocitos), CMLs proliferantes predominam na média (44,4% CMLs,
20% CEs e 13% monocitos/macrofagos e 14,3% linfécitos T). Esse estudo
também revelou alta taxa de proliferacdo na lesdo intimal, em comparacao
com a da camada média (1,61+0,35 vs. 0,05+0,03%, respectivamente),
sugerindo que a distribuicdo de proteinas reguladoras de crescimento seja

diferente nas diferentes regides das artérias.

1.5 Regresséo da aterosclerose

Apesar de lesBes avancadas conterem componentes como calcificacao
e necrose, estudos em animais e humanos demonstraram mudancas
drasticas em placas, capazes de causar estabilizacdo e regressdo da
aterosclerose em diferentes estagios de desenvolvimento (Ibanez, 2007).

A compreensdo dos mecanismos envolvidos na progressdo e
regressao € a base para o desenvolvimento de intervengdes que, por meio
de agentes que miram processos biologicos especificos, sejam capazes de
regredir a formacédo da placa aterosclerética (Dave, 2013).

A regressdo da placa ocorre devido a remocao do material necrético, a
reparo endotelial ou a interrupcdo da proliferacdo de células musculares
lisas (Kalanuria, 2012). Varios mecanismos explicam esse processo de
regressdo, como ac¢ao da lipoproteina de alta densidade (HDL), destruicdo
de células espumosas e macréfagos nos linfonodos, e a restauracdo do
endotélio por células vizinhas ou células progenitoras circulantes (Francis,
2011).

O primeiro estudo intervencionista que demonstrou uma diminuicéo
substancial do volume das lesGes ateroscleréticas foi realizado em 1957 por
Friedman et al. que tratou coelhos hipercolesterolémicos com fosfatidilcolina
intravenosa.

Vérias classes de medicamentos, desde hipolipemiantes, como a
niacina, passando por drogas que elevam HDL, como inibidores de proteina

de transferéncia de colesteril-éster (CETP), até medicamentos com acao
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anti-inflamatéria, como antileucotrienos, foram usados em protocolos de
estudo de regressdo de placa aterosclerdtica, com resultados variaveis
(Arsenault, 2012).

As estatinas, classe de medicamentos mais testada em estudos
clinicos de regressédo de aterosclerose, demonstraram efeito de regressao
do volume do ateroma, porém nao se sabe se esse efeito € devido a acdo
anti-inflamatéria do farmaco ou a reducéao do LDL-colesterol.

Reversal trial (Nissen, 2004) foi um estudo multicéntrico que comparou
0 uso de dois diferentes regimes de tratamento com estatinas (40 mg de
pravastatina ou 80 mg de atorvastatina) procurando promover uma reducao
moderada e intensa nos niveis de LDL-colesterol em 654 pacientes. O
objetivo principal era avaliar a reducédo no volume de placa aterosclerética
por meio de ultrassom intracoronario realizado na inclusédo e com 18 meses
de seguimento.

Os pacientes apresentavam um LDL basal de 150 mg/dl. No grupo
reducdo intensiva de colesterol, esse nivel foi diminuido para 79 mg/dl,
enquanto que, no grupo de reducdo moderada, o LDL final foi de 110 mg/di
(p<0,01).

Houve reducdo nos niveis de proteina C reativa de 5,2% no grupo
pravastatina contra 36,4% no grupo que fez uso de atorvastatina (p<0,001).

Quanto ao percentual de mudanca no volume do ateroma, o grupo de
reducao intensiva de LDL apresentou menor taxa de progressao do que o
grupo de reducdo moderada de LDL (p<0,02).

Com relacdo ao end point primario, foi detectada progressdo de
aterosclerose coronariana no grupo que usou pravastatina (2,7%; 95% [IC],
0,2% a 4,7%; p=0,001) comparado com o basal. O mesmo nao ocorreu no
grupo atorvastatina (-0,4% IC -2,4% a 1,5%; p=0,98), também comparado
com o basal.

ASTEROID (A Study To Evaluate the Effect of Rosuvastatin On
Intravascular Ultrasound-Derived Coronary Atheroma Burden) (Nissen, 2006)
utilizou como metodologia o ultrassom intravascular (USIV) para avaliar o

efeito da terapia com rosuvastatina na doenca aterosclerética em pacientes
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com doenca arterial coronéria (DAC). O objetivo primario desse estudo foi
investigar se a rosuvastatina 40 mg, em 2 anos de tratamento, faria regredir
o volume do ateroma da artéria coronaria, avaliado pelo volume porcentual
do ateroma (VPA) em todo o comprimento do segmento analisado da artéria
e pelo volume total do ateroma (VTA) no segmento mais gravemente
acometido.

O estudo demonstrou que a rosuvastatina 40 mg pode fazer regredir o
ateroma coronario. Esses resultados foram associados a uma substancial
reducdo dos niveis de LDL colesterol (53%) e a um aumento do
HDLcolesterol (15%).

No estudo SATURN (Nicholls, 2011), 1.039 pacientes portadores de
DAC crbnica foram submetidos a ultrassom intracoronario apés 104
semanas de uso de dois regimes de tratamento hipolipemiante agressivo
com atorvastatina 80 mg por dia ou rosuvastatina 40 mg por dia. O objetivo
era avaliar o efeito na progressdo da placa aterosclerética desses dois
medicamentos e a tolerancia, avaliando a incidéncia de efeitos colaterais.

A média do LDL apos tratamento foi 63 mg/dl no grupo rosuvastatina e
70mg/dl no grupo da atorvastatina (p<0,001). O HDL final foi de 50 mg/dl e
49mg/dl para a rosuvastatina e atorvastatina, respectivamente (p= 0,01). A
alteracdo percentual do volume do ateroma foi -1,22% no grupo
rosuvastatina versus -0,99% no grupo atorvastatina (p=0,17). A variacao
média no volume do ateroma total foi -6,4 mm® no grupo rosuvastatina
versus -4,4 mm?® no grupo da atorvastatina (p=0,01). Ambos os agentes
induziram regressdo da placa na maioria dos pacientes: 63,2% com
atorvastatina e 68,5% com rosuvastatina para o volume percentual do
ateroma (p=0,07); e 64,7% e 71,3%, respectivamente, para o volume total de
ateroma (p=0,02). Ambas as estatinas também apresentaram perfil aceitavel
de efeitos colaterais, com incidéncia extremamente baixa de alteragcbes
laboratoriais (transaminases, creatino-fosfoquinase (CPK) e proteindria) e de

eventos cardiovasculares.
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1.6 Agentes antiproliferativos

Dai o racional de se usar medicamentos antiproliferativos, como
paclitaxel (PTX) e metotrexato (MTX), que, além de uma possivel acao
impedindo o processo de proliferagdo de macréfagos e células musculares

lisas, podem ter também algum efeito anti-inflamatorio.

1.6.1Paclitaxel

O paclitaxel é um farmaco que promove a polimerizacdo das tubulinas
presentes nos microtibulos (Schiff, 1979). Esses precisam estar em
equilibrio entre a sua formacgéo e sua dissociacao para que a divisdo celular
ocorra. Entretanto, quando os microtibulos sdo produzidos por indug¢édo do
PTX, a polimerizacdo torna-se muito estavel, havendo um desequilibrio entre
formacdo e dissociacdo (Parness, 1981) de maneira que a mitose fica
comprometida e a célula entra em apoptose.

Por ser uma molécula hidrofébica, acredita-se que o PTX se difunde
passivamente pela membrana celular (Manfredi, 1984; Rodrigues, 2004).
Sua baixa solubilidade em agua €, contudo, um dos maiores obstaculos para
sua utilizacdo clinica (Horwitz, 1992). A solucdo para esse problema foi a
formulacdo do PTX em cremophor EL. Entretanto, o uso desse veiculo
trouxe efeitos colaterais como reac¢des de hipersensibilidade — toxicidade
gastrointestinal que leva a perda de peso — e alteracdes na funcédo endotelial
e muscular, como vasodilatacdo, dificuldade respiratéria, letargia e
hipotensao (Kingston, 2001).

O PTX tem sido avaliado em diferentes formas de aplicacdo, agindo,
por exemplo, na inibicho do acumulo de células musculares lisas apos
angioplastia em ratos. Gracas aos resultados positivos, o uso de PTX foi
adaptado para recobrir os stents utilizados em angioplastias para evitar a

reestenose (Fitzpatrick, 2001).
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Essa técnica permite o contato direto do farmaco com a parede do
vaso favorecendo seu acumulo no tecido arterial (Heldman, 2001). Apesar
de evitar a reestenose, a aplicacdo de PTX né&o reduziu as taxas de
mortalidade dos pacientes (Stone, 2003).

O uso de PTX pode ser aumentado para toda a &rvore coronaria,
porém seria necessario elevar, também, sua dose, aumentando sua
citotoxidade (Onetto, 1993). A neutropenia foi o principal efeito colateral de
PTX (Weiss, 1990).

1.6.2 Metotrexato

O metotrexato € um quimioterdpico amplamente utilizado por seus
efeitos antiproliferativos, agindo na inibicdo da sintese de novas bases de
purina e pirimidinas em suas células-alvo (Tian, 2007). Para ser transportado
para o meio intracelular, o MTX exige transportador de acido félico reduzido,
funcionando, ja no interior da célula, como substrato para a poliglutamacéao
intracelular. Sob a forma de MTX-poliglutamatos, esse farmaco fica retido
por um periodo maior na célula em que sera convertido para o agente ativo
(Chan, 2002).

Além de seus efeitos antiproliferativos, o MTX também possui uma
acdo anti-inflamatéria e vasculoprotetor, sendo utilizado, também, como
agente imunosupressor em casos de transplantes de 6rgaos (Alisson, 2000).
Em um estudo envolvendo coelhos hipercolesterolémicos, o uso de MTX,
por 4 semanas, demonstrou uma reducdo de 75% na area de placa
aterosclerotica (Bulgarelli, 2012).

Contudo, assim como sua eficacia é refletida nos tratamentos
antiproliferativos, sua toxicidade também é percebida (Lundberg, 2004).
Anafilaxia, urticaria, angioedema, pneumonites agudas, vasculite cutanea,
toxicidade epidermoidal, anemia hemolitica, citopenia e hepatite sédo alguns
exemplos. Essa vasta lista de reacdes se deve, principalmente, a falta de

uma célula-alvo especifica, fato que pode ser resolvido a partir da ligacédo de
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MTX a transportadores que elevam sua especificidade. Alguns
transportadores que poderiam ser utilizados sdo as LDL, transportadores
poliméricos, anticorpos, liposomas, liposomas carregados positivamente e

emulsdes (Maranhéo, 1986).

1.7 Nanoparticulas lipidicas artificiais como transportadoras de
farmacos

O LDL é o principal meio de transporte de colesterol pelo plasma,
sendo captado pelas células por meio de LDL-r. Em situa¢Bes proliferativas,
ocorre um aumento da demanda de colesteréis e outros lipideos,
principalmente devido a sintese de novas membranas plasmaticas. Assim,
em células com alta taxa de divisdo celular, a expressédo dos receptores de
LDL é elevada. Em experiéncia, Zhu et al. (2002) averiguaram que, de fato,
ocorre superexpressdo de LDL-r nas células musculares lisas de vasos
lesionados pela aterosclerose.

Gracas a esses fatores, o tratamento de processos proliferativos pode
ser mais eficiente, pois, além de ser possivel concentrar farmacos lipofilicos
de atividade citotéxica em LDL e direciona-los as células-alvo em que serao
internalizados pelos proprios LDL-r, ainda havera uma reducédo da toxidade
antes causada pela inespecificidade ou pelo veiculo.

Como o uso de LDL natural é invidvel para a pratica clinica, uma vez
que pode desencadear resposta imunolégica e contaminacdo por virus da
hepatite ou do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), vem se testando a
aplicacdo de nanoemulsdes lipidicas (LDE) de composicdo semelhante ao
LDL, que também séo reconhecidas pelos LDL-r presentes na superficie das
células (Maranhdo, 1993). Como conclusdo, tem-se que farmacos
associados a LDE diminuem drasticamente a sua toxidade sem reduzir sua
acao farmacoldgica.

Injetando LDE em pacientes coronariopatas submetidos a cirurgia de

revascularizacdo miocardica, foi observado que a LDE foi absorvida em
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niveis consideraveis pelo tecido arterial descartado durante o procedimento
(David-Couto, 2003).

Quando utilizado combinado com PTX, a LDE também manteve esses
resultados, mantendo a atividade citotbxica a0 mesmo tempo em que
reduziu os efeitos colaterais em comparagao com a preparacao comercial do
farmaco (Rodrigues & Maranhéo, 2002). Houve, no entanto, uma alteracao
na estrutura de PTX para torna-lo mais estavel e mais lipofilico, havendo
transformacao do taxol em oleato de paclitaxel pela ligacdo de acidos graxos
a sua molécula (Rodrigues & Maranhao, 2005).

Em estudo realizado com coelhos ateroscleréticos induzidos por dieta,
a captacdo de LDE pela aorta foi duas vezes maior que nos coelhos
controles. A associacdo PTX-LDE reduziu em 60% a éarea lesionada dos
coelhos tratados, além de inibir a migragdo de macréfagos para o local da
lesdo e a proliferagédo de células musculares lisas. O tratamento demonstrou

nao ter toxicidade para os animais (Maranh&o, 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

A aterosclerose é considerada doenca inflamatéria e com importante
componente de proliferacdo celular, principalmente por células musculares
lisas e macrofagos, dai o racional de se usar drogas quimioterapicas para o
tratamento dessa doenca (Dzau, 2002).

Esse projeto consiste no uso de tratamentos antiproliferativos
quimioterapicos, especificamente PTX e MTX, para regressdao de
aterosclerose, com base nos seus efeitos de inibicdo dos processos
patoldgicos celulares e da diminui¢do da resposta inflamatoria.

Por outro lado, é preciso entender que o obstaculo para o tratamento
quimioterapico combinado da aterosclerose consiste nos efeitos colaterais
sérios desses agentes. O PTX, além de poder desencadear reacdes no
organismo, em sua formulacdo comercial, ainda apresenta a toxicidade de
seu veiculo, o Cremophor EL. O MTX ja é amplamente utilizado de maneira
combinada a outros farmacos, porém em baixas doses.

Assim, o desenvolvimento de PTX-LDE e MTX-LDE pode possibilitar
uma nova forma de tratamento para a aterosclerose por meio do uso
combinado desses dois farmacos, podendo haver um sinergismo terapéutico
com danos colaterais minimizados gracas as caracteristicas do LDE.

Na literatura, os estudos que tentaram demonstrar regressdo de
aterosclerose utilizaram, em sua maioria, estatinas, e houve grande
dificuldade de provar se os resultados obtidos se deram a custa de
regressao ou a ndo progressao das placas ateroscleroéticas (Singh, 2013).

Acreditamos que o desenho do nosso estudo, com a suspensdo da

dieta rica em colesterol, possa avaliar melhor o processo de regressao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Primério

Avaliar macroscopicamente a eficacia das terapias quimioterapicas

combinada, composta de PTX-LDE com MTX-LDE, e monoterapia, apenas

com PTX-LDE, na regresséo da aterosclerose experimental.

3.2 Secundarios

Avaliar os efeitos no perfil lipidico, os efeitos hematoldgicos, a
eficacia e a toxidade na regressdo da aterosclerose em coelhos
com a associacdo de PTX-LDE e MTX-LDE, monoterapia com
MTX-LDE e suspenséo da dieta rica em colesterol.

Correlacionar a regressdo de placa aterosclerética na aorta dos
coelhos com a mudanca no perfil de marcadores inflamatérios de
aterosclerose.

Andlise imuno-histoquimica dos arcos adrticos de células
musculares lisas e macréfagos, e MMP-9 na area total analisada
e na placa ateroscleraética.

Avaliar a expressdo de RNA mensageiro de marcadores
inflamatorios de aterosclerose, por meio da técnica de reacdo em
cadeia de polimerase quantitativa em tempo real (QRT-PCR),
correlacionando com o efeito da regressdo da aterosclerose nos

coelhos.
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4  MATERIAL E METODOS

4.1 Animais utilizados no estudo

Foram incluidos 49 coelhos machos da raca Nova Zelandia, com peso
maior do que 3 kg. Desse total, 6 coelhos morreram antes de completar o
estudo.

Os animais foram provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina
da USP, e também foram mantidos |4, em temperatura controlada (20-22°C)
e em ciclos de claro/escuro de 12 horas. Os coelhos passaram por um
periodo de sete dias de adaptacdo as condi¢cdes do biotério consumindo
racdo comercial usual, composta de 16% de proteinas, 7% de lipideos, 14%
de fibra bruta, 7% de cinzas e 50% de extrato ndo nitrogenado e 4gua ad

libitum.

4.2 Desenho do estudo

Os coelhos incluidos no estudo foram divididos em trés grupos:
CONTROLE, DIETA e QUIMIOTERAPIA, que foi ainda dividido em dois
subgrupos: PTX cujos coelhos foram tratados com LDE-paclitaxel e
PTX+MTX que receberam tratamento com LDE-paclitaxel associado a LDE-
metotrexato. A Figura 1 mostra o organograma do estudo com a divisdo dos
grupos e os tempos das intervengoes.

Todos os coelhos iniciaram a inducdo da aterosclerose consumindo

dieta rica em colesterol.
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Desenho do Estudo

GRUPO CONTROLE

4

8 semanas

Inicio da dieta colesterol 1%
Coleta de sangue

Coleta de sangue

Sacrificio
GRUPO QUIMIOTERAPIA
PTX+MTX
4
0 8 semanas 16 semanas
Inicio da dieta colesterol 1% Suspensdo da dieta Coleta de sangue
Coleta de sangue ) -
Inicio do tratamento Sacrificio
Coleta de sangue PTX
° 8 semanas 16 semanas
- . . B _
Inicio da dieta colesterol 1% Suspensdo da dieta Coleta de sangue
Coleta de sangue .
Inicio do tratamento Sacrificio
GRUPO DIETA Coleta de sangue
g
8 semanas
0 16 semanas
Inicio da dieta colesterol 1% Suspensdo da dieta

Coleta de sangue

Coleta de sangue Coleta de sangue pr
Sacrificio

Figura 1 - Desenho do estudo, divisdo de grupos e sequéncia das
intervencgoes.
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4.3 Preparo da dietarica em colesterol

A dieta foi preparada por meio da vaporizacdo de uma solucdo de
colesterol, éter etilico e etanol a 70% sobre a racdo comercial usual, na
propor¢cdo de 1 g de colesterol para 100 g de ragdo. O colesterol foi
dissolvido adicionando-se 50 ml de éter etilico e 100 ml de alcool a 70%/g de
colesterol, a 40°C sob agitacdo. Apds adicdo da solucdo, a racédo
permaneceu em repouso por 24 horas em capela para evaporagdo completa
dos solventes. A racao rica em colesterol foi pesada, separada em porc¢des
individuais de 150g em sacos plasticos lacrados e armazenada a -20°C.

4.4 Inducao de aterosclerose

Para cada coelho, foram oferecidos 150 gramas de racao, diariamente,
por 8 semanas.

O consumo de racao foi avaliado todos os dias, pesando-se o residuo
de racdo. Os animais também foram pesados semanalmente para andlise de
variacdo de peso corporal correlacionando com o tratamento.

ApoOs esse periodo, a dieta enriquecida com colesterol a 1% foi
suspensa e o0s coelhos divididos em trés grupos: seis coelhos foram
incluidos no grupo CONTROLE e, na nona semana de consumo da dieta,
foram sacrificados para andalise macroscépica das aortas a fim de se obter
amostra do grau de aterosclerose induzida pela dieta rica em colesterol.

Um coelho, incluido no grupo controle 16 semanas, que fazia uso da
dieta enriquecida com colesterol a 1% por 4 meses. O coelho acabou
morrendo antes da época do sacrificio, apresentava escleras ictéricas, perda
de peso e abdome globoso. Devido a esse efeito agressivo da dieta
colesterol 1% por periodo prolongado, foi decidido pela exclusdo desse

grupo do estudo.
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Onze coelhos foram incluidos no grupo DIETA, sendo mantidos até a
décima sexta semana, consumindo dieta comercial usual, sendo sacrificados
na décima sétima semana para analise macroscopica das aortas a fim de se
obter amostra do grau de regressao de aterosclerose promovida pela
suspensao da dieta.

Quatro coelhos incluidos nesse grupo desenvolveram 0s mesmos
sinais do coelho do grupo controle 16 semanas e foram excluidos do estudo.

O grupo quimioterapia foi composto por vinte e um coelhos que
iniciaram tratamento com as drogas antiproliferativas associadas a LDE apos
a suspensao da dieta rica em colesterol na nona semana do protocolo.

Sete coelhos incluidos nesse grupo desenvolveram os mesmos sinais

do coelho do grupo controle 16 semanas e foram excluidos do estudo.

4.5 Preparo da LDE

A LDE foi preparada segundo a técnica descrita por Ginsburg em 1982
e modificada por Maranh&o. Em um frasco de vidro, 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. Apos a adicdo de 10 ml de solucéo tris HCI
0,01M, pH 8,05, a mistura foi sonicada por 3 horas. A emulsdo foi
centrifugada por duas vezes e sua densidade ajustada para 1,21 g/mL,
adicionando-se brometo de potassio.

A fracéo da parte superior do tubo que corresponde a 20% do total era
a LDE. O excesso de brometo de potassio foi removido por dialise e a LDE
foi esterilizada utilizando-se filtros de 0,22 um de diametro e armazenada em

frascos estéreis a 4°C.
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4.6 Associacdo do oleato de paclitaxel e do didoceil-metotrexato a
LDE

Com o objetivo de melhorar a estabilidade da associagdo entre o
paclitaxel e a LDE, o paclitaxel foi transformado, pela ligacdo de éacidos
graxos a sua molécula, em um derivado mais lipofilico, o oleato de paclitaxel
(OPTX), como descrito anteriormente por Rodrigues et al. em 2005.

O MTX foi diesterificado com brometo de dodecila em presenca de
carbonato de césio como catalisador, seguindo procedimento descrito na
literatura (Rosowsky, 1984). Essa reacdo deu origem ao didodecil
metotrexato (DMTX).

O OPTX e o DMTX foram incorporados a LDE separadamente numa
razdo 5:1 em massa de lipidios: farmaco. Os farmacos foram dissolvidos em
300ul de etanol e misturados com 3,0 ml de LDE. A incorporacao foi
realizada utilizando-se irradiacdo ultrassbnica por 40 minutos a 55°C em
banho de agua/gelo. A taxa de associagdo foi determinada por dialise dos
farmacos incorporados a LDE.

Dez coelhos foram incluidos no grupo PTX, com injecfes endovenosas
de oleato de paclitaxel associado a LDE, na dose de 4 mg/kg/semana, por 8
semanas, sendo sacrificados na nona semana.

Onze coelhos foram incluidos no grupo PTX/MTX, com injecdes
endovenosas de oleato de paclitaxel e de didodecil-metotrexato, ambos os
associados a LDE e na dose de 4 mg/kg/semana, por 8 semanas. Com o
intuito de promover um efeito sinérgico entre os farmacos, no grupo tratado,
foi realizada a injecdo de MTX-LDE e, apdés um intervalo de 2 horas, a
injecdo de PTX-LDE. Os coelhos foram sacrificados na nona semana.

Todos os coelhos foram sacrificados com injecéo letal de 200 mg/kg de
pentobarbital sédico a 5%.
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4.7 Avaliacdo dos efeitos hematologicos do tratamento e no perfil
lipidico dos animais

Todos os coelhos foram submetidos a coleta de sangue através da veia
auricular marginal, apos jejum de 12 horas, no inicio do estudo, apés a
oitava semana e a época do sacrificio (92 ou 172 semana). Estas amostras
foram conservadas em gelo e, posteriormente, foram realizados hemograma
completo com contagem de células sanguineas em camara de Neubauer,
perfil lipidico, glicose, ureia, creatinina e dosagem de enzimas hepaticas pelo
método enzimatico-colorimétrico, usando Kkits comercias da Labtest
Diagnostica S.A. (Minas Gerais, Brasil). A leitura foi feita em
espectrofotometro (Hitachi, Columbia, USA).

4.8 Avaliacdo dos marcadores inflamatérios de aterosclerose

Uma parte das amostras foi centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos, e,
no soro obtido, foi realizada dosagem de IL-6 (Invitrogen, California-EUA),
PCR (Kamiya, Seatle-EUA) TNF-a (Invitrogen, California-EUA), VCAM-1
(Invitrogen, California-EUA), MMP-9 (IBL America — Minneapolis, EUA) e
leptina (B-bridge, Toqui, Japéo) pelo método enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). Esses exames também foram realizados na 123, 8% e 162

semanas.

4.9 Analise macroscoépica das aortas

As aortas foram retiradas a partir do arco aortico até a porcao
abdominal e abertas longitudinalmente ao longo da parede anterior.

Em seguida, foram lavadas com solucdo salina, fixadas em formalina
tamponada a 10% e coradas com Scarlat R (Sudan V) (Sigma, Saint Louis,
USA).
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Fotos das artérias foram tiradas para andlise morfométrica e a area de
lesbes foi quantificada por meio do software NIS - Elements AR 3.2, usando
0 macroscopio Eclipse 80i com camera acoplada DS-Ril (Nikon, Toquio,

Japao).

4.10 Analise morfométrica de cortes histoldgicos de arco adrtico

Apos a realizagdo da analise macroscopica, 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 o0s 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 3 campos de cada
corte histolégico do arco aédrtico dos animais dos grupos CONTROLE,
DIETA, PTX e PTX+MTX, que foram corados com hematoxilina/eosina que
foram capturadas no aumento de 100 vezes em microscépio 6tico equipado
com o software de analise de imagens Image Analysis System Quantimet
500+ (Leica Cambridge Ltd., Cambridge, UK). Em cada imagem dos campos
fotografados, a area total da aorta e area da intima foram medidas para
calculo da razdo entre a area de lesdo e a area total. Foram medidas,
também, a espessura total e a espessura da intima da aorta para célculo da

razao entre a espessura da lesédo e a espessura total da aorta.
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4.11 Anélise imuno-histoquimica dos arcos adrticos

ApoOs a realizacdo da analise macroscopica, a regidao 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 histologicos foram,
entdo, lavadas em agua corrente.

Para realizacdo da imuno-histoquimica, a recuperacao de antigenos foi
realizada por calor Umido e pressdo em camara de pressdo para
recuperacdo antigénica Pascal (Dako, Carpinteria, EUA) com tampéo citrato
10mM pH 6,0 para os antigenos de macréfagos de coelho (clone RAM-11) e
MMP-9. A recuperacédo de antigenos por calor imido e pressao com tampéao
Tris 10mM/EDTA 1mM foi realizada para os antigenos a actina para
identificacdo de células de muasculo liso.

A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com 4 banhos de 5
minutos de peroxido de hidrogénio a 3%. O blogueio de reacdes
inespecificas foi feito com soro fetal bovino diluido em solucdo salina
tamponada com sais basicos de fosfato (PBS) durante 1 hora em estufa
umidificada a 37°C. Os anticorpos primarios antimacréfagos de coelho (clone
RAM-11) (Dako, Carpinteria, EUA), anti-MMP-9 (AbCam, Cambridge, EUA) e
anti-a actina (Dako, Carpinteria, EUA), previamente padronizados, foram
diluidos em PBS contendo 1% de albumina bovina. As laminas foram
incubadas por 18 horas a 4°C.

O sistema de deteccdo foi o polimero Envision (Dako, Carpinteria,
EUA) para os anticorpos antimacréfagos de coelho, anti-a actina e anti-
MMP9. A reacdo foi revelada com diaminobenzidina (DAB) (Dako,
Carpinteria, EUA) e contracorado com hematoxilina de Harris.

As imagens foram capturadas por meio do scanner de laminas Aperio
AT2 (Leica Biosystems, Cambridge, UK).
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As éareas de marcagdo com os cromédgenos especificos dos anticorpos
acima descritos foram mensuradas por meio do software de analise de
imagens ScanScope CS2 (Leica Biosystems, Cambridge, UK) e comparadas

com a area total do seguimento de aorta analisado.

4.12 Anélise de expressdo génica dos receptores de lipoproteinas e de
fatores inflamatérios

4.12.1 Amostras de tecido de aorta

As amostras de aortas foram dissecadas dos animais eutanaziados,
imediatamente armazenadas em solucdo de RNAlater® (Ambion Life
Technology, EUA) e estocadas a -70°C.

4.12.2 Extracdo de &cido ribonucleico (RNA) e sintese de &cido
desoxirribonucleico complementar (cDNA)

As aortas foram homogeneizadas com pistilo e cadinho mantendo seu
reservatério com nitrogénio liquido para a preservacdo do tecido sem a
degradacdo do RNA. Em seguida, foram adicionados ao homogenato 1 mL
do reagente TRIzol® (Invitrogen Life Technology, EUA) e o RNA total foi
isolado segundo especificacdes do fabricante.

A qualidade das amostras foi verificada por meio de corrida
eletroforética em gel de agarose 1% e as concentracdes dessas foram
determinadas por meio de leitura em espectrofotbmetro em comprimento de
onda de 260 e 280 nm no aparelho NanoDrop 2000 Spectrophotometer
(Thermo Scientific, EUA), considerando-se satisfatérias as raz6es 260/280
entre 1,8 a 2,0. As amostras-mée foram estocadas a -70°C e uma aliquota
foi utilizada para a transcricao reversa.

Para cada 16 pL (0,5ug) de RNA a ser reversamente transcrito,
acrescentou-se 4 L do reagente High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix 5x
(Applied Biosystems Life Technologies, EUA). Este produto foi incubado,
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inicialmente, por 10 min. a temperatura de 25°C, por 60 min., a temperatura
de 42°C e, por fim, por 5 min. a temperatura de 85°C. ApOs esta etapa, as
amostras foram diluidas 10x em TE-4 e armazenadas em -20°C para futuras

analises.

4.12.3 Andlise da expressdo génica por PCR quantitativo em tempo real
(gRT-PCR)

A expressdo génica dos fatores inflamatérios (TNF-a, IL-1B, IL-18, IL-
10, VCAM-1, MCP-1, MMP9 e MMP12) foi analisada pela técnica de PCR
em tempo real por meio do método de detec¢cdo Tagman, que utiliza, além
dos primers, sondas fluorescentes para a deteccao do produto-alvo de PCR.
Esse tipo de deteccdo é altamente especifico, ndo necessitando a
padronizacao da reacgéao.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas no equipamento
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems Life
Technologies, EUA) em um volume final de 12 pL, constituidos de 1,2 pL de
cDNA (1:5), 4,2 yL de agua MilliQ, 6 pL de Tagman Universal PCR Master
Mix, 0,6 uL de sonda Tagman 20x (Tagman Gene Expression Assays
customizados pela Applied Biosystems Life Technologies, EUA) especifica
de cada gene-alvo a ser analisado ou 0,6 puL do gene normalizador
(GAPDH).

O programa gera um grafico de intensidade de fluorescéncia em funcéo
do numero de ciclos de amplificagdo. Um limiar (threshold) é definido
manualmente, no qual a intensidade de fluorescéncia € estatisticamente
diferente da fluorescéncia de fundo (background) e a curva apresenta a
fluorescéncia da amplificacdo aumentando exponencialmente. O nimero do
ciclo cuja fluorescéncia da amostra intercepta o threshold é chamado Ct
(cycle threshold). Para a determinacdo do Ct, o software deste equipamento
exige a confeccdo de uma curva de diluicdo seriada para determinacdo do
grau de eficiéncia de amplificacdo da reacdo e utiliza como critério de

validagéo eficiéncia maior que 90%, pois uma reacdo 100% eficiente produz
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um aumento de 10 vezes no amplicon da PCR a cada 3,2 ciclos durante a
fase exponencial da reacdo. Os resultados obtidos foram analisados de
acordo com o software deste equipamento.

Todas as reacOes foram realizadas em duplicata e foram consideradas
aceitaveis reacdes cujo desvio padrdo foi menor que 0,4 ou menor que um
Ct de diferenca.

A quantificacdo da expresséo génica foi realizada por meio do célculo
da expressdo bruta ou Ct comparativo demonstrado pelo algoritmo 2", O
valor de ACt equivale a diferenca entre o Ct do gene de interesse e o Ct do
gene normalizador. A diferengca entre os valores de Ct (ACt) entre as
amostras para cada gene, ap0s normalizacéo pelo Ct do gene de expressao
constante, reflete sua expressdo diferencial (housekeeping gene ou
endogenous control gene). O resultado representa 0 nimero de vezes que 0
gene analisado tem a sua expressdo aumentada ou diminuida nos tecidos

estudados.

4.12.4Reacgbes de PCR em tempo real

O método de deteccao utilizado foi o sistema Tagman, que utiliza
sondas fluorescentes para permitir a deteccdo do produto de PCR-alvo.
Esse tipo de deteccdo € altamente especifica, por isso ndo requer
padronizacao da reacao.

Os resultados obtidos foram analisados com o programa 7900 System
SDS Software. O programa gera um gréafico de intensidade de fluorescéncia
em funcdo do numero de ciclos de amplificacdo. Um limiar (threshold) é
definido manualmente, no qual a intensidade de fluorescéncia ¢é
estatisticamente diferente da fluorescéncia de fundo (background) e a curva
encontra-se na fase logaritima de amplificacdo. O ciclo da reacdo em que a
fluorescéncia da amostra intercepta o threshold € chamado Ct (cycle
threshold). A diferenca entre os valores de Ct (ACt) entre as amostras, apos

normalizacdo com genes de expressdo estavel, reflete sua expressao



4 Material e Métodos 30

diferencial. Todas as reacdes foram realizadas em duplicata e foram
consideradas aceitaveis reacdes cujo desvio padrdo entre as duplicatas foi
menor que 0,05.

A expressdo génica relativa foi calculada pela equacdo 2. O valor
inferido a ACt equivale a diferencga entre o Ct do gene de interesse e o Ct do
gene normalizador, em que o valor do Ct representa o ciclo do PCR em que
a quantidade de florescéncia produzida na reacdo atinge um limite pré-
estabelecido. O calculo da formula AACt envolve a subtracéo do valor de ACt
de cada amostra de aorta tratada com LDE-MTX do valor de ACt da aorta
controle tratada com solucdo fisioldgica. O resultado representa 0 nimero de
vezes gque 0 gene analisado tem a sua expressdo aumentada ou diminuida
no tecido tratado com LDE-MTX em relac&o ao tecido controle.

Foi estabelecido um valor de corte de razdo de expresséo de -1 > ER >
1, indicando que valores de ER entre 1 e -1 foram considerados com
expresséo igual ao grupo referéncia (controle), o qual foi utilizado para
comparar os valores de expressao com 0s grupos alvos de estudo (tratado).

4.13 Anédlise estatistica

Foi realizado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov antes das
comparacoes entre os grupos. O teste ANOVA com pos-teste de Tukey foi
realizado para as variaveis paramétricas e o de Mann-Whitney para as nao
paramétricas. Essa metodologia estatistica foi usada nas analises do perfil
lipidico, do perfil hematoldgico, da variagcdo de peso dos animais antes e
depois do tratamento, das lesbes macroscopicas das aortas, das dosagens
de marcadores inflamatorios por ELISA, da analise imuno-histoquimica e da
expresséo génica de marcadores inflamatorios na aorta por gRT-PCR. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significantes para p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil ponderal

Os coelhos foram incluidos no estudo com média de peso de 3,4
kg+0,12. Apos a fase de inducéo de aterosclerose, com 8 semanas do inicio
do protocolo, os coelhos apresentaram média de peso de 3,4 kg+0,18. Apoés
a 82 semana, os coelhos do grupo CONTROLE foram sacrificados, restando,
ao final das 16 semanas, término do tratamento somente coelhos dos grupos
DIETA, PTX e PTX+MTX que tiveram média de peso de 3,6 kg+0,09.

A Figura 2 mostra a evolucdo do peso dos animais dos grupos
CONTROLE, DIETA, PTX e PTX+MTX. Nao houve diferenca de peso entre

0s grupos em nenhuma das diferentes fases do estudo (123, 82 e 162

semana).
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Figura 2 - Representacdo da variacdo de peso (kg) dos grupos DIETA,
CONTROLE, PTX e PTX+MTX. Dados expressos em médiatDP.
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5.2 Analise do consumo de racéo

Os coelhos dos grupos CONTROLE, DIETA, PTX e PTX+MTX
iniciaram o estudo com consumo médio de ragdo colesterol 1% de 84,327
gramas. Ao final da fase de indugéo de aterosclerose (8 semanas), a média
de consumo de racdo foi de 76,0+8,4 gramas. Os coelhos do grupo
CONTROLE foram sacrificados ao final da 8% semana e a racdo enriquecida
com colesterol 15 foi suspensa nesta fase, portanto, dentre os coelhos que
finalizaram a 162 semana de protocolo (DIETA, PTX e PTX+MTX), a média
de consumo de ra¢ao comercial foi de 79,2+6,0 gramas.

A Figura 3 mostra a média de consumo diario de racdo suplementada
com 1% de colesterol pelos coelhos dos grupos DIETA, CONTROLE, PTX e
PTX+MTX durante todo o protocolo. Nao houve diferenca de consumo no
inicio e no final do estudo entre os grupos.
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Figura 3 - Representacdo do consumo de ragdo (g) dos grupos
CONTROLE, DIETA, PTX e PTX+MTX. Dados expressos em meédiatDP.
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5.3 Perfil lipidico

O perfil lipidico dos animais variou de acordo com a Tabela 1. Pode-
se observar que a concentragdo de colesterol total aumentou mais de 30
vezes em todos os grupos, de forma semelhante, do inicio do estudo até a
oitava semana, periodo de consumo da dieta enriquecida com colesterol 1%.
No final do protocolo, a concentracdo de colesterol reduziu em torno de 50%,
como esperado, devido a suspensao da dieta colesterol 1%.

Os niveis de HDL e triglicéerides também aumentaram
substancialmente durante o periodo de consumo da dieta colesterol 1%, nos
trés grupos, diminuindo substancialmente ap6s suspensdo da dieta

enriquecida com colesterol e retorno da dieta comercial.

Tabela 1 - Perfil lipidico dos coelhos dosado antes do inicio da dieta rica em
colesterol (basal), apds a suspensao da dieta (8 semanas) e ao final do
protocolo. Dados expressos em média+DP.

Perfil Lipidico Controles Dieta

Semana 0 8 0 8 16
Col. total 2049 19204569 20411  1383%470%  448+202
(mg/dl)

HDL (mg/dl) 168 175+101 1845 148+20* 53+12
Col. ndo HDL 1245 1475+482 1146  1234+487*  395+206
(mg/dl)

TGD (mg/dl) 65+44 223455 63+15  261+66* 92421
Perfil Lipidico PTX PTX+MTX

Semana 0 8 16 0 8 16
?n% /(tj?)ta' 31+11 1064+480% 489+454 32418  1465+675* 540+418
HDL (mg/dl) 21410 151453+ 54+35 19411  185+70* 75+37
E:rr?zly /23‘0 HDL 1012 013%426%  430:424  13+7  1281+606*  464+380
TGD (mg/dl) 68+23  114+72* 115491 81420  155+107*  134+111

*p<0,05 versus basal.
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5.4 Perfil hematoldgico

Na Tabela 2, estdo expressos os dados dos hemogramas dos animais
dos grupos DIETA, CONTROLE, PTX e PTX+MTX. Foi observada uma
reducdo no numero de hemacias na coleta de 8 semanas no grupo
PTX+MTX, em relacdo ao basal, essa queda nao pareceu estar relacionada
ao tratamento quimioterapico, uma vez que nao foi observada queda nas
taxas de hemacias apos 16 semanas de estudo. Entre os grupos, nao houve
diferenca com significAncia estatistica na contagem de hemécias em
nenhum dos trés momentos.

Houve uma tendéncia a reducéo na contagem de leucécitos na coleta
de 16 semanas, nos trés grupos, sem significancia estatistica, em relacéo as
contagens basais. Mais uma vez, ndo parece haver acdo do tratamento
quimioterapico nesse achado, uma vez que o grupo dieta apresentou a

mesma tendéncia.

Tabela 2 - Perfil hematolégico dos grupos DIETA, CONTROLE, PTX e
PTX+MTX. Dados expressos em média+DP.

Controles Dieta
Semana 0 8 0 8 16
HM 457194 466x47 215168 312457 328435
Leuc 370£102 350327 316499 311+147 135+109
PTX PTX+MTX
Semana 0 8 16 0 8 16
HM 367151 269150 328+21 506+30 257+47* 403163
Leuc 361+56 332164 130+92 257+121 281+151 170+68

HM x 10™°, Leuc x 10” *p<0,05 versus basal.
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5.5 Perfil bioquimico

Na Tabela 3, estdo expressas as dosagens de aspartato
transaminase (AST), alanina transaminase (ALT), ureia, creatinina e glicose
dos coelhos incluidos no estudo.

Na comparacao entre 0s grupos, ndo houve diferenca em relacdo aos
parametros de funcéo renal, hepatica ou glicemia.

Foi encontrada diferenca com significancia estatistica no grupo DIETA
com relacdo as dosagens de glicose e creatinina. A média de creatinina nos
coelhos desse grupo foi de 1,5 mg/dl apds 8 semanas de dieta colesterol 1%
e de 1,0mg/dl ap6s 16 semanas.

Em relacdo a glicemia, h4, provavelmente, uma interferéncia de jejum
inadequado nas dosagens, uma vez que a glicemia basal foi maior do que as
demais medidas.

Tabela 3 - Perfil bioquimico dos grupos DIETA, CONTROLE, PTX e
PTX+MTX. Dados expressos em média+DP.

Perfil

Bioquimico Controles Dieta
Semana 0 8 0 8 16
Glicose (mg/dl) 169,2+114 135,2+54 138+16,6# 102+7,8  96+16
AST (U/L) 33+19,2 56+51,3 53+£16,4 4015 30£13
ALT (U/L) 84,4+29,7 58,816 59146 60,320 31,74
Ureia (mg/dl) 34,4+9,9 56,8122 58122 40+15 30+13
Creatinina (mg/dl) 0,94+0,3 1,66%0,9 1,4+0,15 1,5+0,4% 10,1

BiOZirl,mico PTX PTX+MTX
Semana 0 8 16 0 8 16
Glicose (mg/dl) 120+17,3 105%17,3 101+30 117+21,6 103+9,9 108%58
AST (U/L) 23,7£5,3 29,5x14 1917 32,3t14 21+6,6  28,6x11
ALT (U/L) 54+17,5 57,5+11,9 34,545 72,716 45+9,5 33%£7,6
Ureia (mg/dl) 3716 49+11,6 44+5 35+4 42+11 31+12
Creatinina (mg/dl)  1,1+0,2 1,5£0,5 1+0,2 1,1+0,2 1,1+0,5 0,8+0,3

*p<0,05 versus 8 e 16 semanas; 1p<0,05 versus 16 semanas.
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5.6 Perfil inflamato6rio

A Figura 4 mostra a concentracdo de marcadores inflamatérios no soro
dos coelhos antes do inicio da dieta rica em colesterol (BASAL), apés
inducdo da aterosclerose (8 semanas) e apds o término do tratamento (16
semanas).

N&o foi encontrada diferenca com significancia estatistica entre as
dosagens de TNF-a, IL-6, VCAM-1, MMP-9, leptina e PCR na comparacgéo
entre 0os grupos DIETA, PTX e PTX+MTX, e nos diferentes periodos de
coleta em cada um dos grupos isoladamente.

Houve uma tendéncia a elevacdo de PCR apds 8 semanas da dieta
enriquecida com colesterol a 1%, com relacdo ao basal e a diminuicdo da
concentracdo sérica na coleta de 16 semanas nos grupos DIETA e PTX.

Porém, também né&o foi encontrada significancia estatistica.

ELISA MARCADORES INFLAMATORIOS
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Figura 4 - Perfil de marcadores inflamatérios séricos dos grupos DIETA,
PTX, PTX+MTX. Dados expressos em médiatDP.
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5.7 Analise macroscoépica das lesdes ateroscleroticas

Os resultados das analises macroscopicas das aortas mostraram uma
regressdo da porcentagem de placa aterosclerética nas aortas dos coelhos
tratados com LDE-paclitaxel e com a combinagdo LDE-paclitaxel/LDE-
metotrexato, como mostrado na Tabela 5.

Quando comparados com o grupo dieta, os coelhos do grupo PTX
apresentaram area de placa aterosclerética 22% menor (IC 95%: 8,4 a 35%),
p<0,001. Isso representa uma regresséo de 49%.

O grupo PTX+MTX obteve uma reducdo ainda mais significativa ao
compararmos com o grupo dieta: 26,4% (IC 95%: 13 a 40%), p<0,01. Isso
representa uma regressao de 58% no grupo tratado em relacéo ao controle.

N&o foi observada diferenca estatistica na comparacao entre 0s grupos
tratados com quimioterapicos. Houve uma tendéncia a haver reducédo de
18% na porcentagem de placa aterosclerdtica nos coelhos tratados com a
combinacdo de medicamentos, porém sem significancia estatistica: 4,4% a
menos em favor do grupo combinacao, IC 95%: -18 a +9%, p>0,05.

NGs comparamos as medidas de lesdes ateroscleréticas dos grupos de
tratamento quimioterapico com o grupo CONTROLE a fim de melhor
demonstrar o efeito de regressdo de aterosclerose do tratamento sem
influéncia da suspensdo da dieta enriquecida com colesterol logo apos a
inducédo das placas ateroscleréticas.

Quando comparados com o grupo CONTROLE, os coelhos do grupo
PTX apresentaram reducdo da area de placa aterosclerética da ordem de
40%. Isso representa uma regressao de 63,5% (IC 95%: 0,4 a 6,6%),
p<0,001.

O grupo PTX+MTX obteve uma reducédo ainda mais significativa ao
compararmos com o grupo CONTROLE: 45% (IC 95%: 0,4 a 7,7%), p<0,01.
Isso representa uma regressao de 71% no grupo tratado em relacdo ao

controle.
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Tabela 4 - Medidas das areas totais, de lesdes aterosclerdticas e
porcentagem de placa nas aortas dos coelhos dos grupos CONTROLE,
DIETA, PTX e PTX+MTX. Dados expressos em média+DP.

Macroscopia CONTROLES DIETA PTX PTX+MTX

Area total da aorta (cm2) 10,6+1,4 11,9+2,0 13,5+2,5 13,3+2,4
Area de lesdo (cm?) 6,842,1 5,440,28 3,1+0,5 2,5+0,3
Area de lesdo/area total 0,63+14 0,45+14 0,23+20*t 0,19+13*

*p<0,001 versus CONTROLES e DIETA; 1tp>0,05 versus PTX+MTX.

Essa diferenca na macroscopia das lesdes pode ser visualizada
facilmente ao compararmos as fotos das aortas dos coelhos dos diferentes
grupos, como ilustrado na Figura 5.

LESOES

Figura 5 - Aortas de coelhos dos grupos CONTROLES (A), DIETA (B), PTX
(C) e PTX+MTX (D) com os depdsitos lipidicos das lesdes ateroscleréticas
evidenciados por SUDAN IV.
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5.8 Analise morfométrica de cortes histoldgicos de arco adrtico

A andlise morfométrica dos cortes histologicos das aortas dos coelhos
dos grupos Controle, DIETA, PTX e PTX+MTX esta apresentada na Tabela
6.

Tabela 5 - Morfometria das areas e das espessuras totais e da camada
intima do arco adrtico de coelhos dos grupos DIETA, PTX e PTX+MTX.
Dados expressos em Média+D.P.

Morfometria CONTROLES DIETA PTX PTX+MTX
Area total (mm?2) 10,6+1,4 10,2+3,6 9,2+3,0 8,5+1,2
Area da intima (mm?) 6,8+2,1 1,4+1,0* 1,0+0,6* 0,5+0,3*t
Area da intima/area total 0,6+0,1 0,144+0,08* 0,11+0,04* 0,06+0,03*t+
Espessura total (um) 1.385+728  872+150& 665+133& 628+155&
Espessura da intima (um) 188+124 85,6+58,6 53,3+12,8& 35,4+22,7*

Espessura da intima/espessura

total 0,21+0,07 0,1+0,05& 0,09+0,04* 0,06+0,04#

*p<0,01 versus Controle; 1<0,05 versus DIETA,; #p<0,001 versus Controle; &p<0,05 versus
Controle.

Nao houve diferenga com significAncia estatistica entre a érea total das
aortas dos coelhos dos grupos CONTROLE, DIETA, PTX e PTX+MTX.

A diferenca entre as areas das camadas intimas das aortas dos
coelhos dos grupos DIETA (-5,4 1.C.95% 3,3 a 7,4), PTX (-5,8 .C.95% 3,8 a
7,7) e PTX+MTX (-6,3 1.C.95% 4,4 a 8,1) foi até 12 vezes menor do que a do
grupo CONTROLE p<0,001. Comparando o0s grupos que sofreram
intervencao, a area da camada intima do grupo PTX+MTX foi mais de duas
vezes menor do que no grupo DIETA (-0,9 1.C.95% -1,1 a 2,9) p<0,05. Nao
houve diferenca entre as areas das camadas intimas entre os grupos DIETA
e PTX, e entre os grupos PTX e PTX+MTX (-0,4 1.C.95% 1,6 a 2,5) e (-0,5
1.C.95% -1,4 a 2,4), respectivamente.

A razdo entre a area da camada intima e a area total da aorta dos
grupos DIETA (-0,5 I1.C.95% 0,3 a 0,6), PTX (-0,46 1.C.95% 0,3 a 0,6) e
PTX+MTX (-0,56 1.C.95% 0,4 a 0,7) foi até 10 vezes menor do que a do
grupo CONTROLE, p<0,001. Também houve diferenca de 0,08 entre a
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razdo da &rea da intima e a area total do grupo PTX+MTX comparada a do
grupo DIETA (p<0,05). Mais uma vez, ndo houve diferenca entre as razdes
das areas da intima e area total das aortas dos coelhos dos grupos PTX e
DIETA, e entre os grupos PTX e PTX+MTX, p>0,05.

Com relacdo as espessuras, o grupo CONTROLE apresentou uma
espessura total da aorta maior do que as dos demais (+513 pum vs. DIETA,
.C.95% 63 a 1287; +720 pym vs. PTX, I.C. 73 a 1367 e +757 pum vs.
PTX+MTX, I.C.95% 110 a 1404), p<0,05.

Com relagéo a espessura da intima, os grupos que fizeram tratamento
quimioterapico apresentaram essa variavel até 2,2 vezes menor com relagéo
ao grupo CONTROLE, porém, quando comparados ao grupo DIETA, embora
os valores médios das espessuras intimas dos grupos PTX e PTX+MTX
tivessem sido menores, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos -32
e -50 um, respectivamente, com p>0,05. Também houve tendéncia a
reducdo da média da espessura da intima entre os grupos PTX e PTX+MTX
(-17 pm, 1.C.95% -98 a 134), p>0,05.

As relacdes espessura intima/espessura total de todos os grupos de
intervencdo apresentaram valores menores do que o grupo CONTROLE
(+0,12 vs. DIETA I.C. 95% 0,02 a 0,21, p<0,05; +0,12 vs. PTX I.C.95% 0,3 a
0,21, p<0,01 e +0,15 vs. PTX+MTX 1.C.95% 0,07 a 0,24, p<0,001), porém
ndo houve diferenca estatistica entre 0os grupos quimioterapia e o DIETA,
nem entre o grupo PTX e o PTX+MTX.

A Figura 6 mostra cortes histolégicos da aorta, ilustrando as diferencas

entre 0s grupos.
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Figura 6 - Cortes histologicos de aorta dos coelhos dos grupos CONTROLE,
DIETA, PTX e PTX+MTX corados em hematoxilina-eosina.

5.9 Analise imuno-histoquimica

5.9.1Quantificagcdo de macrofagos e células de musculo liso

A Tabela 6 apresenta o0s resultados da imunomarcacdo para
identificacdo de macrofagos e células de musculo liso na placa
aterosclergtica arco aortico dos coelhos dos grupos DIETA, PTX e
PTX+MTX.

N&o houve diferenca com significancia estatistica na porcentagem de
imunomarcagao para macrofagos ou células musculares lisas na area total
analisada ou na area da placa entre os grupos estudados.

Houve uma reducédo de 30% nas porcentagens de area marcada total
para macréfagos no grupo PTX em relacdo ao grupo DIETA, porém néo foi
estatisticamente significante: reducdo de -3,1%; IC95%: -7,2 a +13,5,
p>0,05. Entre os grupos DIETA e PTX+MTX, a reducdo foi ainda maior,
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40%, porém também ndo houve significancia estatistica: -3,8; IC95%: -6,9 a
+14,5; p>0,05.

Houve uma tendéncia mais forte a reducdo na area marcada para
macréfagos na placa aterosclerética do grupo PTX em relacdo ao grupo
DIETA, 48% menor. Porém também sem significancia estatistica. Diferenca
de 15%; IC95%: 6,6 a 26,4, p=0,05.

Entre os grupos PTX+MTX e DIETA, a reducao foi um pouco menor, de
43%: -9,3; 1C95%: -8,6 a +27,3, p>0,05.

Com relacdo a andlise de células musculares lisas, ndo houve
diferenca significante de imunomarcacdes positivas entre 0s grupos, também
nao foi evidenciada a mesma tendéncia a reducdo, como na analise de
macrofagos. A Tabela 7 mostra os resultados da analise imuno-histoquimica

para macrofagos e CMLs dos coelhos dos grupos DIETA, PTX e PTX+MTX.

Tabela 6 - Morfometria da &rea total da amostra, da porcentagem de area
imunomarcada total e porcentagem de area imunomarcada na placa por
macrofagos e células de muasculo liso presentes no arco adrtico de coelhos
dos grupos DIETA, PTX e PTX+MTX. Dados expressos em média+D.P.

Tipo celular DIETA PTX PTX+MTX

Macréfagos

Area total da amostra (mm?) 9,8+3,0 9,4742,9 8,1+1,2

% &rea marcada total 10+7,3 6,7+5,6 6+7,6

% de area marcada na placa 31,9+14,4 16,5+11,1* 18,247,2
Células de musculo liso

Area total da amostra (mm?) 9,1+3,04 9,6+4,1 7,1+1,2

% &rea marcada total 39+6,5 34,248 39,4+3,3

% de area marcada na placa 35,5+11,2 29,4+14,6 26,5+15,8

*p=0,05 versus DIETA
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PTX+MTX

Figura 7 - Cortes histolégicos de arco aértico de animais dos grupos
Controle, DIETA, PTX e PTX+MTX imunomarcados para RAM-11.

PTX+MTX

Figura 8 - Cortes histolégicos de arco aortico de animais dos grupos
Controle, DIETA, PTX e PTX+MTX imunomarcados para actina-alfa.
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5.9.2Quantificacdo da expressao proteica de MMP9

A Tabela 8 apresenta os valores da imunomarcacdo para MMP9. A
porcentagem de &rea marcada foi 74% menor no grupo PTX comparado
com o grupo DIETA, diferenca de 10,6% IC 95% (2,4 a 18,7). Comparando
0s grupos PTX+MTX e DIETA, a reducéo foi ainda menor, de 78% a favor do
grupo que fez tratamento quimioterapico combinado, diferenca de 11,1% IC
95% (3,6 a 18,7).

Tabela 7 - Morfometria da area imunomarcada e porcentagem de area
imunomarcada pela metaloproteinase da matriz MMP-9 presente em arco
aortico de coelhos dos grupos DIETA, PTX e PTX+MTX. Dados expressos
em Média+D.P.

MMP-9 DIETA PTX PTX+MTX
Area marcada (mm?) 10,2+3,6 8,3+1,1 8,2+1,9
% de area marcada 14,4+5,1 3,71+2,2* 3,2+1,5*

*p<0,05 em comparacdo com o grupo DIETA.

CONTROLE
DIETA

PTX . ‘ A PTX+MTX

Figura 9 - Cortes histolégicos de arco aédrtico de animais dos grupos
Controle, DIETA, PTX e PTX+MTX imunomarcados para MMP-9.
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5.10 Analise da expressdao (génica relativa dos marcadores
inflamatorios nas aortas

Andlise por Qrt-PCR da expressdo génica relativa dos marcadores
inflamatorios mostrou que nao houve diferenca estatistica na expressao dos
genes para IL-10, MCP-1, MMP-9, MMP-12, CD36 e VCAM-1 nas aortas dos
coelhos dos grupos PTX e PTX+MTX quando comparados ao grupo DIETA.

Com relagdo a esses marcadores, em alguns casos, houve até a
tendéncia a um aumento na expressdo génica relativa ao grupo DIETA. Na
analise de IL-10, houve um aumento de até 3 vezes dos valores do grupo
PTX (2,9 £ 2,3 vs. 1,0+0,15, p=0,14). Com relacdo a VCAM-1, o aumento foi
ainda maior, mas ainda sem significancia estatistica (PTX 7,5+8,3 e
PTX+MTX 4,6452 vs. 1,02+0,2, p=0,32). MMP-12 também mostrou
tendéncia, sem significancia estatistica, a um aumento de,
aproximadamente, 5 vezes dos valores dos grupos quimioterapia (PTX
5,8+4,1 e PTX+MTX 5,4+8,4, p=0,66).

O Unico dos marcadores inflamatdrios de aterosclerose que mostrou
reducdo em sua expressao génica associada ao tratamento quimioterapico
foi o TNF-a.

O grupo PTX apresentou uma expressdo de genes para TNF-a 66%
menor em relacdo ao grupo DIETA (0,34+0,27 versus 1,01+0,26; IC 95% 0,2
a 11, p<0,05). No grupo PTX+MTX, essa diferenca foi ainda maior
(0,23+0,18 versus 1,01+0,26; IC 95% 0,8 a 6,2, p<0,05), 0 que representa
uma reducdo na expressao génica desse imunomarcador de 77%.

Ndo houve diferenca com significancia estatistica com relacdo as
expressoes de genes para TNF-a entre os grupos PTX e PTX+MTX.

A Figura 7 mostra a expressao génica relativa dos marcadores de

inflamacg&o em comparagéo entre 0s grupos.
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EXPOSICAO GENICA RELATIVA
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Figura 10 - Expressao génica relativa dos marcadores de inflamagéao: IL-10,
MCP-1, MMP-12, MMP-9, CD36, VCAM-1 e TNF-a, dos grupos DIETA, PTX

e PTX+MTX. Valores expressos em média + desvio padrao.
*p<0,05 vs. DIETA.
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6 DISCUSSAO

Este estudo mostrou que o tratamento quimioterapico da aterosclerose
a base da associacdo PTX+MTX, ligados a LDE, foi eficaz em regredir a
area de placa aterosclerotica, sem causar efeitos colaterais.

Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados na literatura, em
um estudo envolvendo coelhos hipercolesterolémicos, o uso de MTX
sistémico, em sua forma comercial, por 4 semanas demonstrou uma reducgéo
de 75% na area de placa aterosclerotica (Bulgarelli, 2012). Ao se associar o
MTX a LDE, em sua forma de di-dodecil-MTX, a reducéo de area de placa
foi um pouco mais modesta, 65%. Porém, houve uma melhor tolerabilidade e
menos efeitos colaterais, como, por exemplo, uma queda 40% menor na
contagem de hemacias (Bulgarelli, 2013).

Em outro estudo, a associacdo PTX-LDE reduziu em 60% a éarea
lesionada dos coelhos tratados, além de inibir a migracdo de macréfagos
para o local da lesdo e a proliferacdo de células musculares lisas. O
tratamento demonstrou néo ter toxicidade para os animais (Maranhdo,
2008).

No nosso estudo, nés procuramos comparar ndo apenas intervencdes
como dieta hipolipidica e quimioterapia com dois esquemas diferentes de
medicamentos, como também com um grupo controle composto por coelhos
que apenas sofreram a inducdo de aterosclerose. O objetivo dessa
comparacdo € a de comprovar que os diferentes tipos de tratamento
realmente tiveram a acao de regredir a placa aterosclerética e ndo somente
diminuir o volume dos ateromas.

Quando comparados ao grupo CONTROLE, os coelhos que fizeram
uso do paclitaxel associado a LDE apresentaram uma regressao de 63,5%
de placa aterosclerotica. No grupo que fez uso da associacdo de LDE-
metotrexato e LDE-paclitaxel, essa regressao foi ainda maior de 71%. No

grupo que apenas teve a dieta hipercolesterolémica suspensa, embora tenha
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havido uma reducdo na porcentagem de placa de 18%, ndo houve diferenca
estatistica em relacdo ao grupo controle.

Comparando somente os grupos DIETA e os do braco quimioterapia, a
reducdo de &rea de placa foi semelhante em relacdo aos estudos anteriores:
de 59% no grupo PTX+MTX e de 49% no grupo PTX. Porém, o uso
combinado de MTX e PTX ndo mostrou superioridade na reducéo da area de
lesdo quando comparado com PTX isoladamente.

Na planimetria microscopica, ocorreu 0 mesmo processo na camada
intima do arco aértico dos coelhos, principalmente em comparagdo com 0
grupo CONTROLE. Os grupos DIETA, PTX e PTX+MTX mostraram uma
reducdo expressiva da area da camada intima. Reducédo esta que foi menos
expressiva na comparacdo dos grupos intervencdo, somente sendo
encontrada diferenca estatistica na comparagcao entre os grupos PTX+MTX
e DIETA.

A mesma tendéncia a reducéo foi encontrada na medida da espessura
da intima. Os grupos de intervencdo apresentaram uma espessura muito
menor do que o CONTROLE. Porém, quando comparados ao grupo DIETA,
embora tenha havido tendéncia a reducdo da espessura, 0S Qrupos
guimioterapia ndo mostraram diferenca estatistica em relagcdo ao DIETA.
Isso pode ser explicado por uma certa acdo da dieta hipolipémica na
regressdo do processo aterosclerdtico. Isso foi demonstrado em humanos,
como na revisdo sistematica de Petersen e cols. de 2014, em que foi
encontrada reducdo na relacdo da espessura intima/média da carétida de
pacientes de alto risco para doenca cardiovascular submetidos a dieta
mediterranea, que é pobre em gordura saturada.

Assim como em outros estudos semelhantes, no nosso protocolo, a
reducdo no volume de placas ateroscleréticas se deu sem a influéncia no
perfil lipidico dos coelhos. Houve um aumento de mais de trinta vezes nos
niveis plasmaticos de colesterol e fracbes, sem qualquer influéncia do
tratamento quimioterapico.

Isso era de se esperar, uma vez que nao foi usada nenhuma terapia

hipolipemiante, apenas suspendemos a dieta enriquecida com colesterol a
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1%, a fim de simular a prética clinica ideal, em que os pacientes portadores
de aterosclerose devem fazer dieta pobre em colesterol.

Os quimioterapicos ndo possuem acdo na diminuicdo de niveis de
colesterol sérico. Em pacientes portadores de artrite reumatoide, Chen et al.,
em 2011, ndo encontraram diferencas no perfil lipidico de pacientes em uso
de MTX.

Noés utilizamos um protocolo de consumo de ragcdo enriquecida com
colesterol 1% por 8 semanas e de tratamento pelo mesmo tempo, mais
prolongado e mais sujeito a efeitos colaterais aos coelhos do que protocolos
de 4 semanas. Isso fez com que muitos coelhos nao resistissem a inducéo
de aterosclerose e morressem nas primeiras semanas de protocolo. Além
disso, um tempo maior de inducdo de aterosclerose, e, principalmente, um
tempo maior de tratamento consumindo dieta comercial usual pode ter
alterado a composicao das placas ateroscleroticas.

Muitas aortas apresentavam aspecto de calcificacdo no seu arco,
mimetizando placas estaveis. E provavel que essas caracteristicas tenham
influenciado nossos resultados, uma vez que placas estaveis podem ser
mais dificeis de regredir e os fatores de inflamacao séo diferentes. Aikawa e
cols., em 1998, demonstraram uma menor acdo proteolitica de
metaloproteinases e uma maior concentracado de colageno na capa fibrética
das ateroscleréticas em coelhos hipercolesterolémicos que foram
submetidos a dieta hipolipémica.

Isso pode ter influido na acdo dos quimioterapicos no perfil de
marcadores inflamatérios analisado. Estudo do mesmo grupo mostrou
reducdo da expressao génica de fator tecidual na aorta de coelhos
hipercolesterolémicos submetidos, posteriormente, a dieta pobre em lipideos
(Aikawa, 1999).

No nosso estudo, ndo foi encontrada diferenca com significAncia
estatistica entre as dosagens de niveis séricos por ELISA de TNF-q, IL-6,
VCAM-1, MMP-9, leptina e PCR na comparacao entre os grupos DIETA,

PTX e PTX+MTX e na comparagao entre as coletas de 0, 8 e 16 semanas.



6 Discussao 52

O Unico marcador que apresentou tendéncia a sofrer elevagcédo apos a
inducdo da aterosclerose com decréscimo apos o tratamento foi o PCR e
somente nos grupos DIETA e PTX, porém sem significancia estatistica. Nos
ndo analisamos o perfil de marcadores inflamatérios séricos dos coelhos do
grupo CONTROLE, pois nos j4 possuiamos medidas de todos os grupos
apos a inducao da aterosclerose (8 semanas).

Também néo foi realizada analise de quantificacdo de macrofagos,
células musculares lisas e de expressao proteica de MMP-9 no grupo
controle, o que pode ser considerado uma limitagao desse estudo.

Porém, nossos achados, na comparagdo entre 0s grupos de
intervencdo, chamam a atencdo para a importante diminuicdo da expressao
proteica dessa metaloproteinase nos grupos PTX e PTX+MTX comparados
ao grupo DIETA, da ordem de 74% e 78%, respectivamente.

A MMP-9 é uma das MMPs altamente expressa em lesbGes
ateroscleroticas e, devido ao seu importante papel na degradacdo da
membrana extracelular (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 expressdo de MMP9 na
cama intima representa reducdo das placas ateroscleréticas, maior
estabilidade dessas e diminuicdo da severidade de doencas
cardiovasculares relacionadas a aterosclerose.

A analise por Qrt-PCR da expressao génica relativa dos marcadores
inflamatérios mostrou que ndo houve diferenca estatistica na expressao dos
genes para IL-10, MCP-1, MMP-9, MMP-12, CD36 e VCAM-1 nas aortas dos
coelhos dos grupos PTX e PTX+MTX quando comparados ao grupo DIETA.

O Unico marcador inflamatério que apresentou maior expressao génica
no grupo DIETA em comparacao com 0s grupos quimioterapia foi o TNF-a.

TNF-a € uma citocina produzida em varios tipos de células, incluindo

macrofagos, células endoteliais e células de musculo liso (Kleemann, 2008).
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Exerce grande efeito inflamatorio na aterosclerose. Estudos mostram a
presenca desta citocina em placas aterosclerdticas humanas (McKellar,
2009) e a concentracédo de TNF-a circulante esta associada a um maior risco
de infarto do miocardio, espessamento de carotida, distirbios na
homeostasia dos triglicérideos e da glicose (Rus, 1991). Este estudo
mostrou que a terapia PTX+MTX reduziu de modo marcante a expressao do
gene TNF-a comparado com PTX isolado e apenas correcao da dieta.

Assim como nos estudos que também avaliaram a associacdo de
quimioterapicos a LDE, no nosso protocolo, os coelhos toleraram bem as
medicacOes, apresentando poucos efeitos colaterais, ndo houve diferenca
com relacdo ao peso e ao consumo de racdo dos coelhos no inicio do
protocolo de inducao de aterosclerose até o final do tratamento.

Na analise de seguranca, os coelhos ndo apresentaram alteracdes na
funcdo renal e hepética ou na glicemia com relagdo ao tratamento. Houve
um aumento na média de creatinina dos coelhos do grupo DIETA apds a
inducdo de aterosclerose em relacdo aos valores basais, mas, como esse
grupo nao fez uso de quimioterapia, essa alteracdo nao pode ser
considerada efeito colateral.

E sabido que o metotrexato é altamente hepatotéxico e, como as
tarnsaminases hepaticas dos coelhos ndo sofreram alteracédo, esse efeito
protetor deve ser creditado ao LDE.

Houve, também, uma alteracdo na glicemia nos coelhos do mesmo
grupo, porém, no inicio do estudo, na coleta basal. Provavelmente, a causa
dessa alteracao foi jejum inadequado dos coelhos na ocasido da coleta.

Quanto ao perfil hematoldgico, a redu¢do no numero de hemacias na
coleta de 8 semanas no grupo PTX+MTX, em relacdo ao basal, ndo foi
relacionada ao tratamento quimioterapico, uma vez que nédo foi observada
gueda nas taxas de glébulos vermelhos ap6s 16 semanas de estudo. Entre
0s grupos, ndo houve diferenca com significancia estatistica na seérie

vermelha do hemograma.
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Esse achado reforgca a acdo da LDE em diminuir a toxicidade dos
guimioterapicos, uma vez que 0 metotrexato, por ser um agente antifolato,
pode induzir anemia hemolitica e outras citopenias.

Também houve um efeito protetor do LDE na associacdo com
paclitaxel. Neutropenia, o principal efeito adverso do quimioterapico, néo foi
observado nos coelhos incluidos no estudo. Apesar da tendéncia a reducéo
na contagem de leucdcitos na coleta de 16 semanas, nos trés grupos
intervencdo (DIETA, PTX e PTX+MTX), além de néo ter sido encontrada
significancia estatistica, como o grupo DIETA apresentou a mesma
alteracdo, essa nao pode ser relacionada ao tratamento quimioterapico, uma
vez que esse grupo nao fez uso de medicacao.

O efeito antiaterosclerético dos quimioterapicos associados a LDE esta
sendo avaliado em estudos clinicos atualmente em curso.

Entre os diversos estudos clinicos com MTX, destaca-se o
“Cardiovascular Inflammation Reduction Trial” (CIRT) (Everett, 2013). Trata-
se de estudo duplo-cego, randomizado, que envolve 7.000 pacientes com
doenca arterial coronaria estavel e diabéticos ou sindrome metabdlica.
Serdo avaliados os desfechos cardiovasculares primarios: infarto agudo do
miocardio, acidente vascular cerebral e morte cardiovascular na vigéncia de
baixas doses do quimioterapico (15 a 20 mg/semana). O estudo ainda esta
em Ccurso.

Acreditamos que a associacdo com LDE, que também estd sendo
testada em protocolos clinicos ainda em fase de iniciacdo, tornara a opcgao
de tratamento quimioterapico de aterosclerose mais factivel e com melhor

tolerabilidade.
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7

CONCLUSOES

O tratamento com a associacdo de paclitaxel e de paclitaxel em
associacdo com metotrexato utilizando como veiculo uma
nanoemulsdo lipidica de composi¢cdo semelhante a LDL causou
regressdo das lesdes ateroscleréticas em coelhos que sofreram
inducdo de aterosclerose sendo submetidos a uma dieta
hipercolesterolémica, em comparacdo a coelhos que tiveram

apenas a dieta enriquecida com colesterol suspensa,;

O tratamento quimioterdpico foi bem tolerado, ndo sendo
observadas manifestacdes de toxicidade hematoldgica, hepatica ou
renal nos coelhos tratados com a associacdo LDE-paclitaxel

isoladamente ou em associa¢cdo a LDE-metotrexato;

Os quimioterapicos em associacdo com LDE foram eficazes em
reduzir a expressao proteica de MMP-9 por imuno-histoquimica e a
expressdo génica de TNF-a por qRT-PCR no tecido aortico dos

coelhos.
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