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RESUMO

Freitas SCMP. Veiculagdo do quimioterapico paclitaxel em nanoemulsdes
lipidicas no tratamento da aterosclerose experimental : importancia do tamanho
das particulas da nanoemulséo [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2016.

INTRODUCAO: Sistemas nanométricos carreadores de farmacos, ao
alcancarem a circulacdo sanguinea, se concentram em seus sitios de acao
(“drug-targeting”), evitando tecidos saudaveis. O didmetro médio e a
polidispersidade de nanoparticulas sdo parametros relevantes, pois podem
influenciar no percurso pelo fluxo sanguineo da particula e na interacéao celular.
A LDE, uma nanoparticula lipidica que mimetiza a lipoproteina de baixa
densidade (LDL), é capaz de carrear farmacos como 0 quimioterdpico
paclitaxel para tecidos com alta taxa de proliferacéo celular, como por exemplo,
lesbes ateroscleréticas e tecidos neoplasicos. Assim, é relevante investigar a
influéncia de diferentes tamanhos da LDE na captacdo celular e na eficacia
terapéutica em aterosclerose experimental. OBJETIVO: Avaliar a influéncia de
duas faixas de tamanhos da nanoparticula lipidica carreadora do
quimioterapico paclitaxel (LDE-paclitaxel), na captacdo celular e na resposta
terapéutica do tratamento da aterosclerose em coelhos submetidos a dieta rica
em colesterol. METODOS: A associacdo LDE-paclitaxel foi preparada por
emulsificacdo por alta pressdo. A separacdo da LDE-paclitaxel original em
LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel pequena foi feita por ultracentrifugacao
por gradientes de densidade. Nos estudos com células endoteliais HUVEC
foram avaliados citotoxicidade, internalizacdo celular e deteccdo de
apoptose/necrose. Para estudo em animal, foram utilizados coelhos New
Zealand machos, com aterosclerose induzida por dieta, divididos em dois
grupos: LDE-paclitaxel-grande (n=9) e LDE-paclitaxel-pequena (n=10). O
tratamento com LDE-paclitaxel foi iniciado apés 4 semanas da dieta. Aortas
dos coelhos foram coletadas para analise macro e microscopica das lesdes
ateroscleroticas. RESULTADOS: A LDE-paclitaxel original foi caracterizada
com diametro médio de 75nm; apos a ultracentrifugagdo, a LDE-paclitaxel
grande apresentou diametro médio de 83nm e a LDE-paclitaxel pequena de
40nm. Os ensaios de citotoxicidade mostraram que, apos incubacdo por 24



horas, a LDE-paclitaxel pequena alcancou o IC50 com menor concentracao
que a LDE-paclitaxel grande. No ensaio de internalizagdo, a LDE-paclitaxel
pequena foi internalizada em menores concentragbes e em menor tempo em
comparacdo com as particulas da LDE-paclitaxel original ou LDE-paclitaxel
grande. Nos ensaios para deteccdo de apoptose/necrose, LDE-paclitaxel,
independentemente do tamanho, aumentou a porcentagem de células
necroticas. A LDE-paclitaxel pequena também aumentou a percentagem de
células apoptéticas, em comparacdo as outras particulas. No estudo in vivo,
ndo houve diferenca entre os tratamentos LDE-paclitaxel grande e LDE-
paclitaxel pequena: a razdo area de lesao/area total foi igual entre os grupos,
assim como a quantificagdo de macréfagos e de células de muasculo liso na
intima das aortas. CONCLUSAQ: O tamanho da LDE, apesar de ser um
relevante parametro fisico-quimico, nao influenciou no efeito anti-
aterosclerotico da associacdo LDE-paclitaxel. Portanto, em relacdo ao tamanho
das particulas, a LDE-paclitaxel original, que possui ambas as populacdes, €
eficienteno tratamento da aterosclerose experimental induzida por dieta rica em
colesterol.

Descritores:  Nanoparticulas; Lipideos; Paclitaxel; Aterosclerose;
Citotoxicidade; Portadores de Farmacos; Sistemas de Liberacdo de
Medicamentos; Emulsdes.



ABSTRACT

Freitas SCMP. Paclitaxel chemotherapy usinglipid nanoemulsionsas
carriers in the treatment of experimental atherosclerosis: importance of
the particle size of the nanoparticles [Thesis]. S&o Paulo: "Faculdade
Medicina, Universidade de Sao Paulo"; 2016.

INTRODUCTION: As nanometric drug carriers enter the blood circulation, they
concentrate on their action sites, avoiding healthy tissue. The average diameter
and polydispersity of nanoparticles are relevant parameters because they have
influence on the particles course through the blood flow and on cell interaction.
LDE, a lipid nanoparticle that mimics low-density lipoprotein (LDL), is capable of
carrying chemotherapeutic drugs such as paclitaxel, for tissues with a high rate
of cell proliferation, such as atherosclerotic lesions. Thus, it is important to
investigate the influence of different sizes in the cellular uptake of LDE and
therapeutic efficacy in experimental atherosclerosis. OBJECTIVE: To evaluate
the influence of two size ranges of the lipid nanoparticle carrier of the
chemotherapeutic drug paclitaxel (LDE-paclitaxel) in cellular uptake and
therapeutic response in experimental atherosclerosis. METHODS: LDE-
paclitaxel was prepared by emulsification by high energy. The separation of
original-LDE-paclitaxel in large-LDE-paclitaxel particles and small-LDE-
paclitaxel particles was performed by ultracentrifugation by density gradients. In
studies with HUVEC endothelial cells, cytotoxicity, cell internalization and
detection of apoptosis/necrosis were assessed. In in vivo study, New Zealand
male rabbits, with atherosclerosis induced by cholesterol-rich diet, were divided
into two groups: large-LDE-paclitaxel (n=9) and small-LDE-paclitaxel (n=10).
Treatment with LDE-paclitaxel started after 4 weeks of diet. Aortas of the rabbits
were collected for macroscopic and microscopic analysis of atherosclerotic
lesions. RESULTS: The original-LDE-paclitaxel was characterized with an
average diameter of 75nm. After ultracentrifugation, the large-LDE-paclitaxel
showed average diameter of 83nm and small-LDE-paclitaxel 40nm. The



cytotoxicity assay showed that, after incubation for 24 hours, small-LDE
paclitaxel reached the IC50 in lower concentration than large-LDE paclitaxel. In
internalization assays, small-LDE-paclitaxel was internalized in lower
concentrations and shorter time as compared with the original and large
particles. LDE-paclitaxel, independently of particle size, increased the
percentage of necrotic cells. Small-LDE-paclitaxel was also able to increase the
percentage of apoptotic cellsas compared with the original and large particles.
In experimental study, there was no difference between large-LDE-paclitaxel
and small-LDE-paclitaxel treatment: lesion area / total area ratio was similar
between groups as well as the quantification of macrophages and smooth
muscle cells of the intima of aortas.CONCLUSION: The size of the LDE,
although an important physicochemical parameter, did not influence the anti-
atherosclerotic effect of LDE-paclitaxel. Therefore, with respect to particle size,
the original-LDE-paclitaxel that has both populations is efficient to treat
experimental atherosclerosis induced by a cholesterol-rich diet.

Descriptors: Nanoparticles; Lipids; Paclitaxel;  Atherosclerosis;
Cytotoxicity;Drug Carriers; Drug Delivery Systems; Emulsions.



1. INTRODUCAO



INTRODUGAO

1.INTRODUCAO

O objetivo principal da Nanomedicina € desenvolver sistemas
carreadores de agentes terapéuticos que, ao alcancarem a circulacao
sistémica, sejam concentrados em seus sitios de acgao (“drug-targeting”),
evitando que alcancem tecidos saudaveis (Matuszak et al., 2016). Neste
sentido a seletividade de interacdo do sistema carreador com o alvo terapéutico
€ uma estratégia muito vantajosa em relacdo a terapia convencional (Feng e

Mumper, 2013; Talevi et al., 2014).

Nanoparticulas s&do definidas pelo International Organization for
Standardization (I0S) como material que possui dimensdao em nanoescala
entre 1 e 100 nm e podem ser produzidas a partir de materiais organicos, como
os lipides, ou materiais inorganicos, como os 6xidos de ferro ou de ouro, ou
ainda serem constituidos pela combinacdo destes (Lobatto et al., 2011;

Boverhof et al., 2015; Matuszak et al., 2016).

Sistemas nanoparticulados podem ser desenvolvidos utilizando duas
estratégias: a modificagéo fisica, relacionada com o processo de producado das
particulas e a modificagdo quimica, relacionada com a capacidade de
reconhecimento da particula pelas células. As modificagfes fisicas incluem o

tamanho ou a forma, que influenciam na concentracdo da particula no sitio de
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acao, assim como na interacdo, adesdo e captacdo celular. As modificacdes
quimicas dizem respeito a composi¢do da particula ou a elementos anexos a
particula que auxiliam no reconhecimento pela célula alvo, como a conjugacao

de anticorpos ou ligantes (Morachis et al., 2012).

O tamanho das nanoparticulas pode influenciar a sua circulacéo
sanguinea. Particulas muito pequenas podem ser rapidamente eliminadas pela
filtracdo renal, enquanto particulas maiores podem ter seu tempo de meia-vida
aumentado, mas com reducdo na eficiéncia de captacdo celular (Jain e

Stylianopoulos, 2010).

Estudos em Oncologia mostraram a influéncia do tamanho
demonstrando que particulas pequenas (20 nm ou menores) se difundiram em
massas tumorais mais profunda e facilmente que tamanhos maiores (Morachis

et al., 2012).

Outro estudo demonstra o sinergismo da combinacdo de tamanhos de
particula, através da liberagcdo controlada em varios estagios (Multistage
Nanoparticle Systems). Os pesquisadores exploraram o efeito de tempo de
retencdo e permeabilidade da matriz extracelular da nanoparticula de gelatina
de 100 nm em tecidos tumorais, simultaneamente com a capacidade de difuséo
na massa tumoral de particulas de carbono de 10 nm (Wong et al.,, 2011;

Morachis et al., 2012).
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A caracterizacao de tamanhos de particulas por espalhamento dinamico
de luz a 90° (DLS) é considerada uma técnica rapida, simples e eficiente de
analise. Os dados obtidos do diametro médio das particulas na populacdo
analisada sdo correlacionados com o indice de polidispersividade, que é
considerado um parametro de qualidade basico da preparacao. O alto indice de
polidispersividade indica heterogeneidade do diametro das particulas, e indices
menores que 0,2 sugerem que a distribuicdo das particulas se encontra em
uma estreita faixa de diametros e, portanto, monodispersa (Morachis et al.,

2012; Kathe et al., 2014).

A morfologia das nanoparticulas também €& um relevante parametro
fisico que pode influenciar na interacdo da particula com a célula-alvo. Um
estudo mostrou que particulas de silica em forma de bastonetes foram mais
captadas por células de melanoma humano que particulas esféricas. Outro
estudo com particulas de ouro mostrou que particulas esféricas foram mais
captadas por células neoplasicas da linhagem HelLa que outras particulas.
(Morachis et al., 2012) Estas caracteristicas também podem estar relacionadas
com toxicidade de particulas de materiais inertes, por exemplo, fibras de
diéxido de titanio mostraram toxicidade ao provocar resposta inflamatéria em

macrofagos alveolares. (Palombo et al., 2014)

A composicdo da particula € uma modificacdo quimica de fundamental

importancia, pois esta diretamente relacionada com a biocompatibilidade e com
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a estabilidade com o farmaco carreado, evitando sua eliminagdo precoce da
circulacdo, ou a toxicidade pela degradacdo de sua estrutura durante o
percurso até o alvo terapéutico. (Feng e Mumper, 2013; Palombo et al., 2014;
Sercombe et al.,, 2015). Neste sentido, nanoparticulas lipidicas oferecem
inUmeras vantagens em comparacdo com nanoparticulas de materiais
inorganicos, pois sao consideradas o modelo menos téxico dentre as particulas
ja utilizadas na clinica e seus constituintes lipidicos proporcionam um ambiente
adequado para os farmacos hidrofébicos (Feng e Mumper, 2013; Ruiz et al.,
2014). A biocompatibilidade da nanoparticula lipidica pode ocultar sua
presenca da circulacdo sanguinea, mascarando sua identificacdo para as
células mononucleares fagociticas do sistema imunolégico e seus
componentes lipidicos podem ser reciclados, apés a liberacdo do farmaco no

interior da célula, com facilidade (Huang et al., 2015).

Com o propdsito de fornecer seus componentes lipidicos para sintese de
membrana, as particulas lipidicas sdo capazes de direcionar farmacos as
células presentes em processos de natureza inflamatéria e proliferativa,
caracteristicas presentes tanto em neoplasias como na aterosclerose (Libby,
2012; Hanahan, 2014). Estas células geralmente apresentam uma alta
expressao dos receptores de LDL (LDLR), necessarios para que as células
aumentem a captacao de colesterol e fosfolipides para sintese de membranas,
requerida pela aceleracdo na taxa de mitose nos processos de proliferacao

celular (Ho et al., 1978).
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Assim, particulas de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) podem ser
mais facilmente captadas pelas células com superexpressao de LDLR (Vitols et
al., 1990; Nakagawa et al., 1995). A utilizagdo de um hemoderivado como
carreador de farmaco para células proliferativas seria possivel, porém
dispendiosa e contraproducente, pelo conjunto de procedimentos necessarios
para isolar e processar LDL de plasma humano, além da possibilidade de
contaminagdo viral, impossibilitando a aplicacdo no tratamento clinico

(Dorlhiac-Llacer et al., 2001).

Estudos do campo da Nanomedicina desenvolvidos no Laboratério de
Metabolismo e Lipides — Instituto do Coracdo, Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade Sao Paulo — Maranhdo e
colaboradores desenvolveram uma nanoparticula lipidica (LDE), que se
assemelha em sua composicdo a LDL natural (Maranhdo et al., 1993;
Maranhdo et al., 1994; Almeida et al., 2010). A LDE é uma nanoparticula
lipidica artificial, aniénica, esférica, que possui o diametro médio de 60 nm e
indice de polidispersidade de 0,145. Consiste em um nucleo formado por
ésteres de colesterol com pequena porcao de triglicérides, conferindo ambiente
favoravel para farmacos lipofilicos, envolta por uma monocamada de
fosfolipides e colesterol livre (Pires et al., 2009). Apesar de ser preparada sem
a porcao proteica, quando injetada na circulagdo sanguinea, a LDE adquire a
apolipoproteina E (apoE), pela colisdo com lipoproteinas naturais, e entdo é

reconhecida por LDLR e é captada para o interior da célula através de
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endocitose mediada por LDLR (Hungria et al., 2004; Maranh&o et al., 2008;

Pires et al., 2009).

Para estudar a captacdo da nanoparticula lipidica LDE por tecidos
neoplasicos, um estudo realizado com pacientes submetidas a mastectomia
demonstrou que a LDE foi 4,5 vezes mais captada por tecido tumoral (Graziani
et al., 2002), e em outro estudo posterior, a LDE foi 15 vezes mais captada por
tecido tumoral que por tecido adjacente normal (Mendes et al., 2009). Em
pacientes submetidas a ooforectomia, a LDE foi 8 vezes mais captada pelo
tecido tumoral de ovério, que o contralateral normal (Ades et al., 2001). Em
seguida foram realizados estudos para avaliar a capacidade “drug-targeting” da
LDE, pela associacdo de agentes antiproliferativos a particula, como o

paclitaxel (Rodrigues et al., 2002).

O paclitaxel € um agente antineoplasico fitogénico, isolado da casca da
arvore teixo do Pacifico (Taxus brevifolia)(Wani e Horwitz, 2014). Este
quimioterapico € um modulador de tubulinas, que estabiliza os microtabulos na
sua forma polimerizada, bloqueando o ciclo celular entre fase pré-mitética G2 e
fase M mitética, impedindo a divisdo celular, e levando-a a morte (Wani e
Horwitz, 2014; Churchill et al., 2015). O paclitaxel € indicado para tratamento
de neoplasias como de ovario, de mama e Sarcoma de Kaposi (Zhang et al.,
2014). Na cardiologia € utilizado no revestimento de stents farmacologicos para

prevenir a reestenose apos angioplastia (Churchill et al., 2015; Ontario, 2015).
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Ao investigar a toxicidade do quimioterapico paclitaxel associado a
nanoparticula LDE, em ratos Wistar, a dose letal 50 da LDE-paclitaxel foi 10
vezes maior que a formulacdo comercial (Rodrigues et al., 2002). Em estudo
com camundongos com melanoma, a concentracdo de LDE-paclitaxel foi 4
vezes maior no tecido tumoral que no tecido normal adjacente e a toxicidade do
farmaco permaneceu baixa em relacdo a formulacdo comercial (Rodrigues et
al., 2005). Em pacientes com neoplasias ginecoldgicas (ovarios, endométrio e
colo do utero), a preparacdo LDE-paclitaxel foi 3,5 vezes maior nos tecidos

com os tumores que nos tecidos normais (Dias et al., 2007).

As associacdes da nanoemulsdo lipidica com outros quimioterapicos
como daunorrubicina (Dorlhiac-Llacer et al.,, 2001; Teixeira et al., 2008;
Contente et al., 2014), carmustina (Maranhao et al., 2002; Teixeira et al., 2004)
e etoposideo (Valduga et al., 2003; Azevedo et al., 2005) mostraram importante
acdo drug-targeting, se concentrando nos sitios de proliferacdo tumoral, e
potencializando a acdo anti-neoplasica dos quimioterapicos. Em animais com
implantacdo de tumores, houve também uma drastica reducédo da toxicidade,
menor crescimento tumoral e aumento da taxa de sobrevivéncia (Valduga et

al., 2003; Kretzer et al., 2012; Contente et al., 2014).

Muitos dos eventos que acompanham o desenvolvimento de diversas
neoplasias também podem ocorrer na doenca aterosclerética, como disfuncéo

endotelial, inflamacédo, permeabilidade vascular e a presenca de componentes
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pré-inflamatérios associada a alta taxa de mitose da proliferacdo celular

(Maranh&o et al., 2008).

A aterosclerose é uma doenca vascular, progressiva, multifatorial que
acomete principalmente artérias de médio e grande calibres em toda a
extensdo do sistema circulatorio. (Libby, 2012; Pfenniger et al., 2013). E uma
patologia resultante de um desequilibrio no metabolismo lipidico e uma
resposta inflamatéria mal adaptada com proliferacdo celular excessiva na

regido subendotelial (Libby, 2012).

A progressdo da aterosclerose resulta na formacdo de placas de
ateroma, que sao cronicamente alimentadas pela continuidade do processo de
lesdo endotelial, infiltracdo de particulas lipidicas e de mondcitos da circulacao
(Libby, 2012). A infiltracéo, retencdo e modificacdo oxidativa da LDL na regido
intima arterial também ativa células vasculares, que produzem fatores
inflamatorios e moléculas de adesdo. Esta intensa atividade celular provoca a
liberacdo de citocinas e o recrutamento mondcitos circulantes, exacerbando a
inflamagéo local (Lahoute et al.,, 2011; Matoba e Egashira, 2014). As
complicagBes inerentes podem suscitar eventos tromboticos ou complicagfes

severas, como infarto do miocéardio (Gimbrone e Garcia-Cardefia, 2016).

Atualmente, ndo existem farmacos especificos para o tratamento clinico
da aterosclerose assintomatica. A tentativa de conter a progressdo da doenca

esta relacionada ao controle dos fatores de risco mais evidentes, como 0 uso
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de hipolipemiantes, como estatinas e fibratos, antiagregantes plaquetéarios e
drogas anti-hipertensivas (Bulgarelli et al., 2013). A estratégia de interferir nos
processos patologicos de proliferacdo vascular levou a estudos com agentes
antiproliferativos na prevencdo e tratamento de doencas vasculares
proliferativas. No entanto, estes agentes tém toxicidade muito alta, intoleravel
em esquemas para tratamento de doencas cardiovasculares (Dzau et al.,

2002).

A associacao de quimioterapicos a LDE foi empregada com sucesso em
protocolos de tratamento experimental da aterosclerose (Maranhdo et al.,
2008). O paclitaxel, que na Cardiologia ja revestia stents farmacolégicos, foi o
primeiro farmaco associado a LDE para o tratamento da aterosclerose
experimental em coelhos, induzida por dieta enriquecida com 1% de colesterol
(Maranhéo et al., 2008). Neste estudo, foi demonstrado que a LDE foi captada
2 vezes mais pelo arco aértico dos coelhos com aterosclerose do que nos
animais sem a doenca. A LDE-paclitaxel também reduziu as lesdes
ateroscleroticas dos coelhos tratados em 60%, inibiu a proliferacdo de células
de mausculo liso em 8 vezes e a infiltracdo de macrofagos na area de lesdo
aterosclerotica em 7 vezes, em comparacdo com os coelhos que receberam

solucdo salina. Além disso, ndo houve toxicidade referente ao quimioterapico

utilizado no protocolo (Maranhé&o et al., 2008).
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A nanoparticula LDE também foi utilizada para carrear outros
qguimioterapicos no tratamento da aterosclerose experimental. No tratamento de
coelhos com aterosclerose com a preparacado LDE-etoposideo, houve reducéo
de 85% na area de lesé@o e 50% na area intima da aorta, em comparacao com
controle néo tratado (Tavares et al., 2011). O tratamento com a associagao da
nanoparticula ao metotrexato reduziu areas de lesdes ateroscleréticas em 65%,
reduziu a infiltracdo de macrofagos em 67%, células apoptéticas em 88% e
citocinas inflamatdrias nas areas de lesdo em comparacdo a coelhos que

receberam apenas LDE (Bulgarelli et al., 2013).

Com o intuito de amplificar o efeito antiaterosclerético destes farmacos
associados a nanoparticula, foi investigado o uso de dois quimioterapicos
concomitantemente, no tratamento da aterosclerose experimental. A
combinacéo dos tratamentos LDE-etoposideo e LDE-metotrexato foi utilizada
no tratamento experimental da aterosclerose, com reducdo da area de lesdo
em 95% e a area da intima foi reduzida em 5 vezes em relacdo aos coelhos
que receberam apenas a nanoparticula LDE. No esquema terapéutico

combinado, também nado houve toxicidade hematoldgica nos animais (Leite et

al., 2015).

Outro desdobramento das linhas de pesquisa em tratamento
guimioterapico veiculado pela nanoparticula lipidica em Cardiologia levou a

proposta de uma nova abordagem terapéutica no pos-transplante cardiaco em
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coelhos. Neste estudo, a LDE foi 4 vezes mais captada pelo 6rgdo enxertado
que o nativo (Lourenco-Filho et al., 2011). Nos coelhos tratados com a
particula LDE-paclitaxel, a area do lamen arterial foi 3 vezes maior, a estenose
foi reduzida em 50%, a destruicdo da camada média arterial foi inibida e a
infiltracdo de macréfagos no miocéardio reduzida em 7 vezes, em comparacao
com os coelhos que néo foram tratados com a preparacdo. Além disso, ndo foi
observada toxicidade nos coelhos que receberam a nanoparticula LDE-

paclitaxel (Lourenco-Filho et al., 2011).

O conjunto destes resultados mostra que o uso da nanoparticula lipidica
LDE com associacdo de quimioterapicos permite a introducdo dos potentes
guimioterapicos de acao antiproliferativa usados no tratamento das neoplasias
malignas no arsenal terapéutico da Cardiologia. Isto € possivel pela reducéo
drastica da toxicidade desses quimioterapicos, que permite seu uso também
em pacientes com doenca cardiovascular. Neste contexto, é importante
otimizar a eficiéncia do sistema LDE como carreador de quimioterapicos como
o paclitaxel e outros que testamos até o0 momento e que mostraram excelente
acdo de reducdo das lesbes ateroscleroticas em coelho. Uma questdo
importante consiste em saber se o tamanho das particulas da LDE pode

influenciar a acdo farmacoldgica, anti-aterosclerética, e a toxicidade dos

agentes quimioterapicos associados as nanoparticulas.
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2.0BJETIVOS

- Investigar se o tamanho das nanoparticulas da LDE associadas ao

quimioterapico paclitaxel influencia o efeito antiaterosclerotico do paclitaxel.

- Investigar se o tamanho das nanoparticulas influencia a toxicidade

hematolégica e hepatica do paclitaxel associado a LDE.

- Investigar se o tamanho das nanoparticulas da LDE associadas ou néo
ao quimioterapico paclitaxel influencia a captacdo das nanoparticulas por

células endoteliais (HUVEC) em cultivo.



3. METODOS
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3. METODOS

3.1 LDE-PACLITAXEL

3.1.1 Preparacao da LDE

A LDE-paclitaxel foi preparada conforme descrito anteriormente por

Rodrigues et al. (2005), Maranhéo et al., (2008) e Contente et al. (2014).

A mistura de compostos lipidicos foi constituida por 135 mg de oleato de
colesterol (Alfa Aesar, MA, EUA), 333 mg de fosfatidilcolina de ovo (Lipoid,
Ludwigshafen, Alemanha), 132 mg de miglyol 812N (Sasol Germany GmbH,
Hamburg, Alemanha), 6 mg de colesterol (Fabrichem, Trumbull, Ct, EUA) e
60 mg de oleato de paclitaxel (Pharmaceuticals Co., Shangai, China). A fase
aquosa foi composta por 100mg de polissorbato 80 (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e 10 ml de tampao Tris-HCI, pH 8,05. A emulsificacdo foi realizada
por homogeneizagdo sob alta pressao utilizando o Emulsiflex C5 (Avestin,

Ottawa, Canada).

A LDE foi esterilizada em filtro de policarbonato 0,22 um (Merck Millipore

Corporation, CA, EUA) e armazenada a 4° C.
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3.1.2 Separacdao das particulas

A LDE-paclitaxel produzida possui particulas lipidicas polidispersas.
Para que fosse possivel realizar a selecdo dos diferentes diametros das
particulas, foi utilizada uma técnica baseada em separacéo de lipoproteinas por

gradiente de densidade (Redgrave et al., 1975).

Para aferir a densidade de todas as solucfes, antes e apds 0s ajustes
com o sal brometo de potassio (KBr), foi utilizado um densitémetro digital (DA —

100M Density Meter, Mettler Toledo International Inc., OH, EUA).

A densidade da nanoparticula foi ajustada para 1,21 g/mL com KBr.
Dessa solugcdo, foram adicionados 6 mL em tubos de 12,5 cm para

ultracentrifugacdo (Polyallomer Centrifuge Tubes, Beckman, CA, EUA).

Para formar o primeiro gradiente, a cada um destes tubos foram
acrescentados, lentamente, 2 mL de TRIS-HCI 0,001 M com densidade 1,045
g/mL. Acima desta solucao, foram acrescentados 2mL de TRIS-HCI 0,001 M de

densidade 1,020 g/mL, para formar o segundo gradiente.

Os tubos contendo as preparagbes foram ultracentrifugadas
(Ultracentrifuge Optima XL 100K, rotor swing SW 41 Ti, Beckman, CA, EUA) a

38000 rpm, por 20 horas, a 4°C.
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Ao final do processo de ultracentrifugacédo, houve formacdo de quatro
fracOes separadas por gradiente de densidade. Na fracdo superior (densidade
1,020 mg/mL) estavam concentradas as particulas de diametro médio entre 70
a 90 nm, enquanto na terceira fracao (densidade 1,045) estavam concentradas

as particulas de 30 a 50 nm de diametro médio, conforme Figura 1.

Em seguida, cada fracdo foi aspirada e acondicionada em membranas
de dialise por 24 horas em 2L de solucdo de TRIS-HCI 0,001 M para a retirada
do KBr. Apés dialise, as fracbes foram aspiradas e esterilizadas por filtro de

policarbonato com 0,22 um de porosidade.

A fracdo superior foi chamada de LDE-paclitaxel grande, com diametro
de 70 a 90 nm, e a fracdo inferior de LDE-paclitaxel pequena, com diametro de
30 a 50 nm. Essas duas fragbes foram usadas nos experimentos in vitro e in

vivo, descritos a sequir.
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d=0,998 g/mL

d1,020g/mL —*

dl045g/mL

d1,21 g/mL

LOE-paclitzxel original Gradientededensidade

Uitracentrifugacdo

38000 rpm, por 20 horas, a 4°C

LOE-paclitaxel grande

LOE-paclitaxel peguena

Figura 1 — Representacdo esquematica da separacdo das nanoparticulas, partindo da LDE-
paclitaxel original até a formacéo de duas faixas de tamanho distintas, LDE-paclitaxel grande e

LDE-paclitaxel pequena
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3.1.3 Anélise do diametro e polidispersidade

O didmetro médio e o indice de polidispersividade das duas fracoes
foram determinados pelo método de espalhamento dinamico de luz em angulo
de 90°, utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, UK).

Em fluxo laminar de ar unidirecional foram diluidos 100 yL da amostra
de cada fracdo em 1 mL de tampédo TRIS-HCI 0,1 M, e colocadas em cubetas
de poliacrilamida para a leitura do diametro das particulas. O resultado foi

expresso pela média de 10 leituras do equipamento em nandémetros.

3.1.4 Eficiéncia de incorporacéo do farmaco

A incorporacao do oleato de paclitaxel as nanoparticulas original, grande
e pequena, foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(Shimadzu, Columbia, EUA), método previamente desenvolvido em modo
isocratico, fase movel 100% metanol e detector de UV-visivel (234 nm). A
concentracdo final de oleato de paclitaxel incorporado a LDE foi calculada

usando curva de calibracdo (1 ug/ml a 1 mg/ml).
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3.2 ENSAIOS IN VITRO

3.2.1 Cultura celular

As células endoteliais (linhagem HUVEC, human umbilical vein
endothelial cells - ATCC® CRL-71730™) foram mantidas em meio de cultura
DMEM-LOW, com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Ind. Brasileira) e 0,1% de
penicilina/estreptomicina, em estufa a 37°C, 5% de CO,, em garrafas de 75

cm? (Corning Inc., EUA) e a manutencéo realizada a cada dois ou trés dias.

3.2.2 Citotoxicidade

Para analise da citotoxicidade, foi empregado o método MTT (Mosmann,
1983). As células foram semeadas a uma densidade de 5x10° células/mL em
microplacas de 96 pocos (Corning Inc., EUA) e incubadas por 24 horas para
adesao aos pocos.

ApoOs este periodo, foram incubadas por 24 horas com as duas
preparacdes de LDE-paclitaxel, conforme as concentracdes descritas abaixo:

e LDE-paclitaxel grande: 0,25, 0,50, 0,75, 1,0, 1,25, 1,50, 1,75 e 2,0 uM.

e LDE-paclitaxel pequena: 0,25, 0,50, 0,75, 1,0, 1,25, 1,50, 1,75 e 2,0 uM.
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Apoés a incubacéo foram adicionados 22 yL de MTT (5 mg/mL) a cada
poco. Apés 4 horas, o sobrenadante foi totalmente removido e 100 uL de
DMSO foram adicionados. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de
ELISA (Victor X3 Perkin Elmer, MA, EUA) em absorbancia de 570 nm. Os
dados obtidos de absorbancia foram convertidos em percentagem de
viabilidade celular, tendo como referéncia um controle ndo tratado, considerado
100% de viabilidade celular. Os resultados foram expressos em média da
percentagem de sobrevida celular em funcdo da concentracdo de LDE-

paclitaxel grande e pequena. O IC50 é relativo & morte de 50% das células.
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3.2.3 Captacao celular

Os ensaios de captacdo celular foram realizados em triplicatas
independentes, avaliada por microscopia automatizada pela plataforma de High
Content Screening.

As células foram semeadas a uma densidade de 1x10* céls/mL e
incubadas 24 horas em placa de 96 pocos (3603 - Corning, MA, EUA).

Um miligrama de isotiocianato de fluoresceina isémero | (FITC, Sigma-
Aldrich, MO, EUA) foi adicionado a preparacdo de 50mL de LDE e 50 mL de
LDE-Paclitaxel. ApGs este periodo, foram incubadas por 4 e por 24 horas com

as preparacfes de LDE e de LDE-paclitaxel, conforme descritas a seguir:

LDE original: 10uL, 20uL, 30uL, 40uL e 50uL

e LDE grande: 10uL, 20uL, 30uL, 40uL e 50uL

e LDE pequena: 10puL, 20uL, 30uL, 40uL e 50uL
e LDE-paclitaxel original: 0,25, 0,50, 0,75, 1,0 uM.
e LDE-paclitaxel grande: 0,25, 0,50, 0,75, 1,0 uM.

e LDE-paclitaxel pequena: 0,25, 0,50, 0,75, 1,0 uM.

Apés a incubacao, as placas foram lavadas com 200 pL de DPBS duas
vezes, coradas com Hoechst 33342 (0,1ug/mL), para marcacao do nucleo. As
células foram analisadas em Image X Press Micro High Content (Molecular

Devices, CA, EUA).
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Imagens de nove sitios por poco foram adquiridas para posterior andlise
e foram avaliados trés pocos por tratamento. O software Multi Score Meta

Express foi utilizado para analisar a captacao da LDE.

3.2.4 Deteccao da apoptose / necrose

As células endoteliais HUVEC foram semeadas em placas de 96 pocos
(3603- Corning, MA, EUA) em triplicata. Apds atingirem a confluéncia de 80%,
as células, foram incubadas por 4 e por 24 horas com as preparacdes de LDE

e de LDE-paclitaxel, conforme descritas a seguir:

e LDE original: 10pL, 20uL, 30uL, 40uL e 50uL

e LDE grande: 10uL, 20uL, 30uL, 40uL e 50uL

e LDE pequena: 10puL, 20uL, 30uL, 40uL e 50uL
e LDE-paclitaxel original: 0,25, 0,50, 0,75, 1,0 uM.
e LDE-paclitaxel grande: 0,25, 0,50, 0,75, 1,0 uM.

e LDE-paclitaxel pequena: 0,25, 0,50, 0,75, 1,0 uM.

O Kit | Apoptosis Detection A Anexina V FITC (556420-BD Biosciences,
NJ, EUA) foi utilizado para determinar o percentual de células apoptéticas,

como descrito pelo fabricante.
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As células foram incubadas com 0,2 uL de FITC anexina V e 0,5 uL PI
(iodeto de propidio) e incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente
no escuro.

Os nucleos foram corados com 0,1 pg/mL Hoechst 33342. A presenca
de apoptose foi analisada dentro de 1 h usando ImageXpress.

Nove sitios de cada poco e trés pocos foram adquiridos. O percentual de
apoptose foi determinado pela aplicacdo do software MetaXpress Cell Health.
Células coradas somente com Hoechst 33342 foram consideradas vivas. O
processo apoptoético foi definido pela presenca de anexina V com Hoechst
33342 ou com anexina V/PI com Hoechst 33342. Células marcadas com Pl e

com Hoechst 33342 foram consideradas células necroéticas.
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3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL EM COELHOS

3.3.1 Animais

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq), da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, sob protocolo
namero 2939/07/014, e pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob
ndmero 050/14.

Foram utilizados coelhos machos da raga Nova Zelandia brancos com
peso entre 3,0 a 3,5 kg. Os animais foram mantidos em temperatura controlada
e em ciclos de claro/escuro de 12 horas no Biotério da Divisdo Experimental do
Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da Universidade de S&ao Paulo. A
agua foi fornecida a vontade. Para adaptacdo as condi¢cdes ambientais do
biotério, os coelhos consumiram ragdo comercial usual, por uma semana
(Nuvilab Coelhos — Ind. Brasileira), antes do inicio do protocolo de inducdo a

aterosclerose.
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3.3.2 Preparo da dieta rica em colesterol

Foi preparada uma dieta enriquecida com 1% de colesterol. O colesterol
foi dissolvido adicionando-se 200 ml de éter etilico e 100 ml de etanol absoluto
a 30 g de colesterol (Fabrichem, Trumbull, Connecticut, EUA), sob agitacao.
Imediatamente a solucdo foi misturada a 3 Kg de racdo comercial usual
(Nuvilab Coelhos — Ind. Brasileira) por pelo menos 5 minutos.

Apos 24 horas em camara de fluxo laminar unidirecional vertical para
total evaporacdo dos solventes, a racdo enriquecida de colesterol foi

armazenada em sacos plasticos lacrados a -20°C até o uso.

3.3.3 Inducéo e tratamento das lesdes ateroscleréticas

Para avaliar a eficacia do tratamento com tamanhos diferentes de
particula na aterosclerose, todos os coelhos receberam 150 gramas/dia da
racao rica em colesterol. A cada dia, a racao restante foi coletada e pesada,
para avaliacdo da quantidade de racdo consumida por dia durante o estudo. A
dieta rica em colesterol foi administrada por 8 semanas.

As alteracdes de peso de cada animal foram verificadas semanalmente.
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Na quarta semana de dieta enriquecida com colesterol 1%, os coelhos
foram divididos em dois grupos para o tratamento:

- Grupo LDE-paclitaxel grande (n=9): os animais receberam injecdes
endovenosas de LDE-paclitaxel grande (4mg/kg/semana).

- Grupo LDE-paclitaxel pequena (n=10): os animais receberam injecdes
endovenosas de LDE-paclitaxel pequena (4mg/kg/semana).

As injecdes foram administradas uma vez por semana, pelo periodo de
quatro semanas.

Os animais foram submetidos a eutanasia com injecdo endovenosa de
dose letal de tiopental (Tiopentax, Cristalia, Brasil) ao final de oito semanas. O

esquema de tratamento dos coelhos esta mostrado na Figura 2.

Duragé&o do estudo
II Il Il IJ | | | | { em semanas

Dieta 1% Colesterol

| l I I I Tratamento

12 22 EE 42 Eutandsia

Grupo LDE-paclitaxel grande
- n=9 (4mg/Kg/semana
C;,}gi, (4mg/Kg/ )

1 vez por semana, por 4 semanas

Grupo LDE-paclitaxel pequena
: Q, n=10 (4mg/Kg/semana)

1 vez por semana, por 4 semanas

Figura 2 — Representacédo esquematica do protocolo experimental com periodo de indugcéo da
aterosclerose e regime de tratamento dos grupos LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel
pequena
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3.3.4 Analises laboratoriais

As amostras de sangue dos coelhos foram coletadas por puncdo da
veia auricular lateral, antes do inicio da dieta rica em colesterol, antes e apds 0
tratamento com LDE-paclitaxel. As amostras foram coletadas com
anticoagulante heparina para analises do perfil bioquimico e com EDTA para o
perfil hematoldgico. As aliquotas foram encaminhadas para o Laboratorio de
Andlises Especiais (LAR), Laboratorio de Investigacdo Médica LIM 03, do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade Séo Paulo. O
hemograma foi realizado em analisador hematolégico automatizado veterinario
Sysmex PocH 100iv (Roche, Basel, Switzerland). Foi utilizado o método
enzimatico colorimétrico, em equipamento COBAS 111 (Roche, Basel,
Switzerland), para as determinacdes de colesterol total, HDL (Lipoproteina de
alta densidade), triglicérides, glicemia e fosfatase alcalina. As transaminases
alanina transaminase (ALT) e aspartato transaminase (AST) foram analisadas
por método cinético UV-IFCC (Ultravioleta - International Federation of Clinical

Chemistry).
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3.3.5 Analise macroscopica das lesdes ateroscleroticas

ApOGs a eutanasia, a aorta dos coelhos foi coletada, do arco aodrtico a
aorta abdominal, e entdo aberta longitudinalmente ao longo da parede posterior
e fixada em formalina 10%. Os depdsitos lipidicos presentes na aorta foram
evidenciados por Scarlat R (SudanlV) (Sigma, Saint Louis, EUA). As aortas
foram fotografadas com a utilizacdo do microscépio Eclipse 80i com camera
acoplada DS-Ril (Nikon, Téquio, Japdo) e seu tamanho e as lesGes foram
medidos, pelo programa computacional Leica Microsystems (Leica Cambridge
Ltd., Cambridge, UK). A proporcao de lesdes ateroscleréticas macroscopicas

observadas foi calculada (area de lesdo/area total).

3.3.6 Analise morfométrica de cortes histolégicos de arco adrtico

ApoOs a realizacdo da andlise macroscopica, a regido do arco aodrtico 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 entao

lavadas em agua corrente.
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Para analises morfométrica foram realizadas coloracbes para
hematoxilina/eosina e Tricrbmio de Masson e também para
imunohistoquimica. Em cada imagem dos campos fotografados a area total da
aorta e area da intima foram medidas para célculo da razédo entre a area de

lesdo e a area total.

A morfometria foi realizada em 5 campos de cada corte histolégico nos
cortes histolégicos do arco aodrtico dos animais, corados com
hematoxilina/eosina, com o auxilio de microscopio éptico com software de
analise de imagens Leica Microsystems (Leica Cambridge Ltd., Cambridge,
UK). Foram guantificadas a area total do arco aértico, a area total das lesdes e

a razao entre elas.

Os cortes histologicos do arco aodrtico foram corados por Tricrémio de
Masson, para evidenciar colageno na camada intima. Foram quantificados 5
campos de cada corte histoldgico, a area total da regido intima do arco adrtico,

a area total marcada e a razao entre elas.

3.3.7 Imunohistoquimica

Para realizacdo da imunohistoquimica, as laminas passaram pelo
procedimento de desparafinizagdo, como descrito no item acima, a

recuperacgdo antigenica foi realizada por calor tmido e pressdo em Camara de
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Presséo para recuperacdo antigénica (Pascal, Dako, Carpinteria, EUA) com o
tampao citratol0 mM, pH6,0 para o anticorpo anti- macréfago de coelho (clone
RAM-11) e com tampéao Tris 10mM/EDTA 1mM para o anticorpo anti-a actina,

para identificacdo de células de musculo liso.

A atividade da peroxidase endogena foi bloqueada com 4 banhos de 5
minutos de peréxido de hidrogénio a 3%. O bloqueio de reacfes inespecificas
foi feito com soro fetal bovino diluido em solucdo salina tamponada com sais de
fosfato (PBS) durante 1 hora em estufa umidificada a 37°C. Os cortes foram
incubados com os anticorpos primarios anti-macréfagos de coelho (Dako,
Carpinteria, EUA) e anti-a actina (Dako, Carpinteria, EUA), nas titulacdes
1:400, por 18 horas a 4°C. Como anticorpo secundario, foi utilizado o polimero
Envision (Dako), e a reacdo foi revelada com diaminibenzidina (DAB) e

contracorada com hematoxilina de Harris.

Para analise quantitativa da expressao proteica dos antigenos RAM-11 e
a-actina, foi utilizado microscopio 6tico equipado com software de analise de
imagens Leica Microsystems. O limiar de deteccao de cor foi determinado para
cromoégeno DAB, baseado em uma regido marcada. Imagens de 5 campos de
cada corte histologico foram usadas para medir a area total da aorta, area da
intima, area de marcacdo marrom do cromogeno DAB na intima. A éarea
marcada pelo cromégeno DAB foi calculada como porcentagem da area da

intima de cada campo. A expressdo de cada antigeno em cada animal foi
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calculada como média de todos os campos medidos para cada corte

histoldgico.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os grupos foram avaliados utilizando o programa GraphPad Prism® 5.0.
Os valores estdo expressos em média + desvio padréo, considerando-se uma
significancia ao nivel de p<0,05. A Analise de Variancia (ANOVA) com pos-
teste de Tukey foi utilizado para a analise dos ensaios celulares e com 0s
resultados do estudo em animal, como o consumo de racao, variacao de peso
dos animais e andlises laboratoriais. O teste t-student foi utilizado para a
analise morfométrica (planimetria macroscopica e planimetria microscopica) e
imunohistoquimica (macrofagos e células de musculo liso) dos cortes

histolégicos do arco aético dos animais.



4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA LDE-PACLITAXEL

Apos o preparo, foi obtida uma nanoparticula com didametro médio de
75,22 (4,94 nm), indice de polidispersividade de 0,145 (+0,01) e o pH de 8,01
(x0,5) conforme apresentado na Tabela 1. Apdés o0 processo de
ultracentrifugacdo para a separacdo da LDE-paclitaxel original em dois
tamanhos, a LDE-paclitaxel grande apresentou diametro médio de particulas
de 83,61(+4,54) nm, indice de polidispersividade de 0,130 (+0,04) e pH de
7,94 (x0,1). O diametro médio da LDE-paclitaxel pequena foi de 40,69 (£3,53)
nm, indice de polidispersividade de 0,043 (x0,01), e pH foi 7,95 (0,1),

conforme apresentado na Tabela 1.

A concentracdo de farmaco foi analisada por HPLC, ap0s cada processo
de separacdo. A média de concentracdo do farmaco da LDE-paclitaxel original
foi de 4,88 mg/mL (+0,32), da LDE-paclitaxel grande foi de 7,27 mg/mL (£2,70)
e da LDE-paclitaxel pequena foi de 5,70 mg/mL (x0,85), conforme apresentado

na Tabela 1.



36

RESULTADOS

Tabela 1 — Diametro médio, indice de polidispersividade, pH e concentracdo de
paclitaxel de LDE-paclitaxel original, grande e pequena

Nanoparticula Diametro (nm) Indice de H Concentragdo de
P polidispersividade P farmaco (mg/mL)
LDE-paclitaxel original 75,22 + 4,94 0,145+ 0,10 8,01+0,05 4,88+0,32
LDE-paclitaxel grande 83,61+ 4,54 0,130+ 0,04 7,94+0,10 7,27+2,70
LDE-paclitaxel pequena 40,69+ 3,53 0,043+ 0,01 7,95+0,11 5,70+0,85

Dados expressos em média + desvio padréo

Size Distribution by Mumber
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Size (d.nm)

Fecord 5. LDE-pacltaxel Grande Fecord B: LDE-pacltaxel Pequena
Recaord 7. LDE-pacltaxel Qriginal

Figura 3 — Gréfico de distribuicdo de tamanhos pelo método de espalhamento dindmico de luz
a 90°. Em azul LDE-paclitaxel original antes da ultracentrifugacdo. Em vermelho LDE-paclitaxel
grande e em verde LDE-paclitaxel pequena, apés ultracentrifugagéo
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4.2 ENSAIOS IN VITRO

4.2.1 Citotoxicidade

Durante 24 horas, células endoteliais da linhagem HUVEC foram
incubadas com as duas fragbes da nanoparticula LDE-paclitaxel, em
concentracfes crescentes de 0,25 a 2,0 uM, como mostrado na Figura 4. A
LDE-paclitaxel grande provocou a morte de aproximadamente 22% das células

a partir da concentracéo 0,75 pM.

A maior taxa de morte celular foi de aproximadamente 40% nha
concentracdo 1,0 pM; a partir dessa concentracdo da nanoparticula esta
percentagem permaneceu igual. O IC50 da LDE-paclitaxel grande foi 0,44 uM.
A LDE-paclitaxel pequena causou morte celular em 40% a partir da
concentracdo 0,5 uM, e sua maior taxa de morte celular foi de 70% observada

na concentracdo 1,75 pM. O IC50 dessas particulas foi 0,33 uM (Figura 4).
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Figura 4 — Viabilidade celular da HUVEC avaliado por ensaio de MTT apds 24 horas de
incubagdo com concentragdes crescentes de LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel pequena

4.2.3 Captacao celular

O ensaio de captacdo das nanoparticulas pelas células endoteliais
Huvec foi realizada pela quantificacdo da fluorescéncia (FITC) presente na
LDE. Foram investigados volumes crescentes de LDE original, grande e
pequena e concentracdes de e LDE-paclitaxel original, grande e pequena, apos

4 e 24 horas de incubacéo.

4.2.3.1 Captacao da LDE original, LDE grande e LDE pequena

A captacdo das nanoparticulas pelas células apos 4 horas de incubacéo
com as particulas fluorescentes pode ser observada na Figura 5. No tratamento
com 10 uL foi possivel observar que 9,06% das células tratadas com a

nanoparticula LDE original apresentaram fluorescéncia, 3,77% das tratadas
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com LDE grande e 8,37% com a LDE pequena. Na incubacdo com 40 uyL da
LDE fluorescente as células apresentaram captacdo em 7,2% quando
incubadas com a LDE original, 18,57% com a LDE grande e 20% com a LDE

pequena. Ndo se observou diferenca estatistica nas particulas e incubacdes

testadas apos 4 horas.

1001
80+
Bl Original
60+ Grande
Pequena

% Células positivas

10uL 20uL 30uL 40uL
LDE

Figura 5 — Percentagem de células positivas para fluorescéncia das nanoparticulas marcadas
com FITC, incubadas por 4 horas com LDE original, grande e pequena
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A Figura 6 representa a percentagem de captacdo pelas células, apos
24 horas de incubacéo, através da fluorescéncia emitida pela LDE marcada

com FITC.

Na incubacdo por 24 horas com 10 pyL apenas 7,7% das células
captaram a LDE grande, porém 26% das células captaram a LDE original e a
pequena (p<0,01). Na incubacdo com 20 pL, as células captaram 20% da LDE

grande, 30,8% da LDE original e 40% da LDE pequena (p<0,001).

A percentagem de captacdo do tratamento com 30 pL das células
tratadas com a LDE original foi de 24,4%, da LDE grande foi 13,53% e da
nanoparticula LDE pequena foi 70,52%, (p<0,001). Na maior concentracao, 50
uL, a captacdo da LDE original foi de 75,09%, da LDE grande foi 58,9% e da
nanoparticula LDE pequena foi de 77,25%, (p<0,001), conforme apresentado

na Figura 6.
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Figura 6 — Percentagem de células positivas para fluorescéncia das nanoparticulas marcadas
com FITC, incubadas por 24 horas com LDE original, grande e pequena, # # p<0,01, # # #
p<0,001 vs LDE original e ** p<0,01, *** p<0,001 vs pequena

4.2.3.2 Captacéo da LDE-paclitaxel original, LDE-paclitaxel grande e LDE-

paclitaxel pequena

A avaliacdo da captacdo das células endoteliais apés 4 horas de
incubacdo com as nanoparticulas associadas a paclitaxel esta representada na
Figura 7. Apés 4 horas de incubacdo com LDE-paclitaxel a percentagem de
captacado do tratamento com 0,5 uM das células tratadas com a LDE original foi
de 10%, da LDE grande foi 7,2% e da nanoparticula LDE pequena foi de

31,3%, (p<0,001).



42

RESULTADOS

Na concentracdo 0,75 pM a LDE-paclitaxel original foi captada por
aproximadamente 30% das células, a grande por 10% das células e a pequena
por 43,2% das células (p<0,01). Na maior concentracdo da incubacdo com
LDE-paclitaxel, 1,0 uM, a percentagem de células positivas tratadas com LDE-
paclitaxel original foi 37,65%, enquanto a LDE-paclitaxel grande foi 17,20% e a

LDE-paclitaxel pequena foi 60,25% (p<0,01).
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Figura 7 — Percentagem de células positivas pela fluorescéncia das nanoparticulas marcadas
com FITC, incubadas por 4 horas, com LDE-paclitaxel original, grande e pequena, # # p<0,01
vs LDE-paclitaxel grande e * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs pequena

O melhor resultado de captacdo encontrado foi apds a incubacéo por 4
horas com a LDE-paclitaxel pequena. Ela foi captada ja na concentracéo de 0,5
MM com 27,5% das células positivas (p<0,001). Na concentragcéo de 0,75 uM
43,1% das células positivas (p<0,001). A maior positividade foi encontrada na

concentragéo de 1,0 uM com 64,8% das células marcadas (p<0,001).
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Ao analisar a captacdo das particulas pela percentagem de células
positivas para LDE-paclitaxel em 24 horas, (Figura 8), no tratamento com a
concentracdo 0,5 uM 41,75% das células foram positivas para LDE-paclitaxel
original, 30,12% das tratadas com LDE-paclitaxel grande e 51,64% das

tratadas com LDE-paclitaxel pequena (p<0,01).

Na incubacéo por 24 horas com 0,75 uM 71% das células captaram a
LDE-paclitaxel original, 48% a LDE-paclitaxel grande e 82% a LDE-paclitaxel

pequena (p<0,001).

Na concentracdo 1,0 uM, 72,7% das células apresentaram positividade
para a fluorescéncia da marcacdo da LDE-paclitaxel original, 60% da LDE-

paclitaxel grande e 90% da LDE-paclitaxel pequena (p<0,001).
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Figura 8 — Percentagem de células positivas pela fluorescéncia das nanoparticulas marcadas
com FITC, incubadas por 24 horas, com LDE-paclitaxel original, grande e pequena, ** p<0,01,
*** n<0,001 vs LDE-paclitaxel grande

Novamente a LDE-paclitaxel pequena foi a nanoparticula que
apresentou melhor captacéo, estando presente em 93,5% das células na maior

concentragéo incubada por 24 horas (p<0,001).

4.2.4 Deteccéo de apoptose e necrose celular

Foram investigados volumes crescentes de LDE original, grande e
pequena e concentracbes crescentes e LDE-paclitaxel original, grande e

pequena, apos 4 e 24 horas de incubacéo.
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4.2.4.1 Deteccdo de apoptose e necrose da LDE original, LDE grande e

LDE pequena

Apoés 4 horas de incubacdo das células com LDE original, grande e
pequena as células foram analisadas para saber a percentagem de viabilidade

celular (Figura 9).

So foi possivel observar alteracdo na viabilidade celular apés incubacgéo
com 40 ul da LDE pequena (p<0,001), sendo que a presenca de células mortas
foi de 12,2%. Nenhum outro volume incubado ou tamanho de particula foi

capaz de alterar a viabilidade celular.
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Figura 9 — Percentagem de células viaveis, incubadas por 4 horas com LDE original, grande e
pequena e controle *** p <0,001
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A analise de apoptose (Figura 10A) mostrou-se positiva em 10,8% das
células apos tratamento com a LDE pequena (p<0,001). N&o foi observada a
presenca de apoptose apos 4 horas de incubacdo em nenhuma outra
concentracdo e LDE estudada. A Figura 10B mostra que nenhuma das

incubacdes testadas foi capaz de induzir necrose.
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Figura 10 — Estudo do tipo de morte celular. A: Percentagem de células marcadas para
apoptose, incubadas por 4 horas com LDE-paclitaxel original, grande e pequena e controle, ***
p<0,001. B: Percentagem de células marcadas para necrose, incubadas por 4 horas com LDE-
paclitaxel original, grande e pequena e controle néo tratado

Ao incubar as células por 24 horas com a LDE, observou-se um
comportamento semelhante ao encontrado em 4 horas (Figura 11), somente a

LDE pequena apresentou morte celular de 52% (p<0,001).
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Figura 11 — Percentagem de células viaveis, incubadas por 24 horas com LDE original, grande
e pequena e controle ndo tratado *** p <0,001

O estudo de apoptose (figura 12A) mostrou que a LDE original e a LDE

grande nado sao capazes de induzir apoptose apds 24 horas.

A LDE pequena induziu a apoptose na incubacéo de 40 pl (p<0,05), com

16,7% das células marcadas para a presenca da fosfatidilserina. Com 50 pl,

observou-se 34,4% das células positivas (p<0,001).

N&o observou-se a presenca de células necréticas em nenhuma das

nanoparticulas e incubacdes testadas (figura 12B).
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Figura 12 — Estudo do tipo de morte celular. A: Percentagem de células marcadas para
apoptose, incubadas por 24 horas com LDE original, grande e pequena e controle, *p<0.05; ***
p<0,001. B: Percentagem de células marcadas para necrose, incubadas por 24 horas com LDE
original, grande e pequena e controle néo tratado

4.2.4.2 Deteccao de apoptose e necrose da LDE-paclitaxel original, LDE-

paclitaxel grande e LDE-paclitaxel pequena

Ao avaliar a percentagem de viabilidade celular apés incubacdo por 4
horas com as nanoparticulas associadas ao quimioterdpico paclitaxel, o
percentual das células da incubacdo com a LDE-paclitaxel pequena foi 11,3%
menor que o controle na concentracdo de 1,0 uM (p<0,001), conforme Figura

13.

As outras concentragdes de LDE-paclitaxel pequena nao tiveram efeito

citotoxico, assim como a LDE-paclitaxel original e a LDE-paclitaxel grande.
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Figura 13 — Percentagem de células viaveis, incubadas por 4 horas com LDE-paclitaxel
original, grande e pequena e controle nao tratado *** p<0,001

Apoés 4 horas de incubacdo com a LDE-paclitaxel original, LDE-paclitaxel
grande e LDE-paclitaxel pequena nao foram capazes de induzir morte celular

por apoptose nem por necrose (Figura 14).
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Figura 14 — Estudo do tipo de morte celular. A: Percentagem de células marcadas para
apoptose, incubadas por 4 horas com LDE-paclitaxel original, grande e pequena e controle. B:
Percentagem de células marcadas para necrose, incubadas por 4 horas com LDE-paclitaxel
original, grande e pequena e controle néo tratado

Ao investigar a incubacao das particulas LDE-paclitaxel em 24 horas em
células endoteliais, observou-se morte celular com a LDE-paclitaxel original,
com a LDE-paclitaxel grande e a LDE-paclitaxel pequena, em todas as

concentracOes testadas (Figura 15).



51

RESULTADOS
100+ _ _ — _
batazd 1 Controle
- *k%* -

© 80+ Bl Original
\% Grande
'S 60A Pequena
3
S 404
‘O
@)
X 20-

0

025 [05  [0.75]
LDE-ptx (uM)

Figura 15 - Percentagem de células viaveis, incubadas por 24 horas com LDE-paclitaxel
original, grande e pequena e controle ndo tratado *** p<0,001

A LDE-paclitaxel original foi capaz de diminuir a viabilidade celular em

aproximadamente 20% em todas as concentracdes testadas (p<0,001).

A LDE-paclitaxel grande apresentou morte celular de 20% nas
concentracdes de 0,25 e 0,50 uM (p<0,001). Quando incubada com 0,75 uM a
morte celular foi de 27,5% (p<0,001), e com 1,0 uM observou-se 45,8% de

células mortas (p<0,001).

A LDE-paclitaxel pequena foi a particula que apresentou maior efeito
citotéxico, apresentou 14,2% de morte celular na concentracdo de 0,25 uM
(p<0,001), quando incubada com 0,50 uM levou 29,9% das células a morte

(p<0,001). Na concentragdo de 0,75 uM matou 46,1% das células (p<0,001) e
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na maior concentracdo (1,0 uM) causou morte em 68,6% das células

(p<0,001).
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Figura 16 — Estudo do tipo de morte celular. A: Percentagem de células marcadas para
apoptose, incubadas por 24 horas com LDE original, grande e pequena e controle. B:
Percentagem de células marcadas para necrose, incubadas por 24 horas com LDE original,
grande e pequena e controle néo tratado

O estudo de apoptose na LDE-paclitaxel (Figura 16A) mostrou que na
menor concentracdo testada (0,25 pM) somente a LDE-paclitaxel grande foi
capaz de induzir apoptose em 16,7% das células (p<0,001). A partir da
concentracdo de 0,5 pM todas as nanoparticulas contendo LDE-paclitaxel

foram capazes de induzir apoptose (p<0,001).

A LDE-paclitaxel original apresentou pequeno aumento do numero de
células apoptoticas dependente de concentracdo, sendo que em 0,5 e em 1,0
MM foi de aproximadamente 11% e na maior concentragao testada (1,0 uM) foi

de 17,7%.
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A LDE-paclitaxel grande apresentou aumento de apoptose dependente
da concentragdo. Em 0,5 yM foi de 17,5%, aumentando para 23,1% com a
concentragdo de 0,75 pyM. Quando testada a 1,0 yM apresentou 30,3% de

células em apoptose.

A LDE-paclitaxel pequena também apresentou um comportamento dose
dependente, porém com a taxa de apoptose muito maior que as outras
nanoparticulas. Na concentragdo de 0,5 pM induziu 24,8% das células a
apoptose, em 0,75 yM foi 40,9% e na concentracdo de 1,0 uM, 62,3% das

células estavam apoptéticas.

Em relacéo a necrose, a LDE-paclitaxel grande néo foi capaz de induzir
necrose em nenhuma das concentracdes testadas. A LDE-paclitaxel original
induziu a necrose de aproximadamente 15% das células em todas as
concentracfes testadas (p<0,001). A LDE-paclitaxel pequena levou a necrose
14% das células na concentracdes de 0,25 pM, esse namero subiu para 20,0%
das células nas concentragcbes de 0,5 e 0,75 yM e voltou a 14% na

concentracao de 1,0 uM (p<0,001).
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4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL EM COELHOS

4.3.1 Perfil ponderal

Os coelhos do grupo LDE-paclitaxel grande ndo apresentaram alteracéo
de peso corporal durante o periodo experimental. Por outro lado, o peso dos
animais do grupo LDE-paclitaxel pequena diminuiu durante o protocolo
(p<0,05, basal vs eutanésia) e foi 10% menor do que os coelhos do grupo LDE-

paclitaxel grande (p<0,05) (Figura 17).
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Figura 17 — Peso corporal dos grupos LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel pequena.
Dados expressos em média + desvio padréo *p<0,05, vs basal
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4.3.2 Analise do Consumo de Racéao

A Figura 18 mostra a média de consumo de racdo suplementada com
1% de colesterol pelos grupos LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel pequena

durante todo o protocolo. Nao houve diferenca de consumo de racao entre os

grupos.
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Figura 18 — Consumo de racdo (g) dos grupos LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel
pequena. Dados expressos em média + desvio padrao
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4.3.3 Perfil lipidico

Os resultados do perfil lipidico dos grupos LDE-paclitaxel grande e LDE-

paclitaxel pequena estdo apresentados na Tabela 2.

N&o houve diferenca estatistica nos valores entre os grupos, apenas
entre os tempos do préprio grupo. Como esperado, 0s hiveis de colesterol total
aumentaram em mais de 20 vezes, no pré-tratamento e na eutanasia, em

relacdo a amostra do tempo basal, (p<0,001), em ambos 0sS grupos.

Nos grupos LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel pequena, os niveis
de HDL também aumentaram, cerca de 10 vezes, no pré-tratamento e
eutanasia relativamente a concentracdo basal (p<0,001). No grupo LDE-
paclitaxel pequena, também houve aumento entre o pré-tratamento em relacéo

a eutanasia (p<0,001).

Os niveis de triglicérides, em ambos os grupos, aumentaram mais de 2
vezes no pré-tratamento em relacdo a eutanasia ao (p<0,01). No grupo LDE-
paclitaxel pequena, também foi observado um aumento cerca de 3 vezes na

eutanasia em relagéo ao basal (p<0,05).
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Tabela 2 — Perfil lipidico dos coelhos dos grupos LDE-paclitaxel, dosagem
basal, pré-tratamento e eutanasia

LDE-paclitaxel grande (n=9) LDE-paclitaxel pequena (n=10)
Perfil lipidico A A
Basal pre Eutanésia Basal pre Eutanéasia
tratamento tratamento

(Crﬁgig'f_e)m' ol 5444 1035+580% 1054 +£431%  40+23 1209+ 877 1444 + 757

HDL-C (mg/dL) 16 +11 197 +106* 270 + 109** 14+9 166 + 74* 318+ 86*"
Triglicérides # #
(mg/dL) 80 + 27 71+ 39 195 + 166 82 +£32 89 £ 60 229 +173*

Dados expressos em média + desvio padrdo. * p<0,01, ** p<0,001 vs basal; "p<0,001 vs pré-
tratamento

4.3.4 Glicemia e enzimas hepéticas

Foram analisadas a glicemia e as enzimas hepaticas plasmaticas
transaminase alanina transaminase (ALT), aspartato transaminase (AST) e
fosfatase alcalina, conforme a Tabela 3. Ndo houve diferenca estatistica nos

resultados analisados da concentracao glicémica dos coelhos.

Os niveis séricos de ALT no grupo LDE-paclitaxel grande estavam
aumentados em 2 vezes no pré-tratamento (p<0,05) e na eutanasia (p<0,01)
em relacdo ao basal. No grupo LDE-paclitaxel pequena, os resultados do pré-
tratamento e eutanasia estavam aumentados em 2 vezes, em relagéo ao basal

(p<0,01 e p<0,05, respectivamente).
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A concentracdo de AST no grupo LDE-paclitaxel grande foi
aproximadamente 2 vezes vez maior na eutanasia em relacdo ao basal
(p<0,05). No grupo LDE-paclitaxel pequena, os resultados do pré-tratamento e
eutanasia estavam aumentados em 2 vezes, (p<0,01), em relacdo ao tempo

basal.

A fosfatase alcalina aumentou apenas no grupo LDE-paclitaxel pequena

na eutanasia em relacdo ao basal (p<0,05).

Tabela 3 — Glicemia e enzimas hepéticas alanina transaminase (ALT),
aspartato transaminase (AST) e fosfatase alcalina dos grupos
LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel pequena

LDE-paclitaxel grande (n=9) LDE-paclitaxel pequena (n=10)
Glicemia e Pré Pré
Enzimas hepaticas Basal re- Eutanasia Basal re- Eutanasia

tratamento tratamento

Glicemia (mg/dL) 120+ 8 104 £ 2 92+9 1081 103zx1 912
ALT (U/L) 24+9 50 + 2* 62 + 2** 261 55 + 2** 50 + 3*
AST (U/L) 37+1 5142 62 + 4* 30+1 63+2°  62+3"
Fosfatase 47,8 £ 67,9 + 60,7 + 55,1+ 67,3+ 78,5+
Alcalina(U/L) 33,8 23,5 28,8 17,4 21,4 21,1*

Dados expressos em média + desvio padrdo. * p<0,05, ** p<0,01 vs basal
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4.3.5 Eritrograma

Na Tabela 4, estdo expressos os dados dos eritrocitos, hemoglobina e
hematdcrito. Nao houve diferenca estatistica nos resultados entre os grupos
LDE-paclitaxel grande ou LDE-paclitaxel pequena, apenas intra-grupo em

relacdo ao basal.

Uma reducdo do numero de eritrocitos foi observada no grupo LDE-
paclitaxel grande, assim como a concentracdo de hemoglobina e a
percentagem de hematdcrito, no pré-tratamento e eutanasia em comparacao

ao basal (p<0,001).

No grupo LDE-paclitaxel pequena, houve uma reducéo de eritrécitos no
pré-tratamento (p<0,01) e eutanasia (p<0,001) em comparacdo ao basal, e
também na eutandsia em comparacdo ao pré-tratamento (p<0,05). A
concentracdo de hemoglobina também foi reduzida pelo tratamento com LDE-
paclitaxel pequena nos tempos pré-tratamento (p<0,05) e eutanasia (p<0,001),
em relagdo ao basal. O hematdcrito também reduziu no tempo pré-tratamento

(p<0,01) e eutanésia (p<0,001) em comparacédo ao basal.
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Tabela 4 — Eritrograma dos grupos LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel

pequena
) LDE-paclitaxel grande (n=9) LDE-paclitaxel pequena (n=10)
Eritrograma Pré- - Pré- .
Basal Eutanéasia Basal Eutanésia
tratamento tratamento

Eritrécitos

(milhdes/mm?) 6,03+0,9 342+15* 331+06** 563+0,6 4,14+12* 283405

Hemoglobina

(g/dL) 12,48 +1,9 8,34+26%* 839+15" 1196+12 956+22* 674+23"

Hematécrito

(%) 39,46 +£5,3 22,98 +£9,8** 23,97 £4,3** 3786+3,0 2753+7,7% 19,57 +6,7**

Dados expressos em média = desvio padrdo. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 vs basal; #p<0,05, vs
pré-tratamento

4.3.6 Leucograma

Nas dosagens de leucdcitos ndo houve diferenca estatistica nos valores
entre os grupos LDE-paclitaxel grande ou LDE-paclitaxel pequena, conforme
descrito na Tabela 5. O grupo LDE-paclitaxel grande ndo apresentou nenhuma
alteracdo no leucograma. O tratamento com LDE-paclitaxel pequena promoveu
um aumento do numero de leucdcitos totais e linfécitos (p<0,01). Ndo houve

diferenca estatistica nos resultados de neutrofilos, mondécitos e plaquetas.
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Tabela 5 — Leucograma dos grupos LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel

pequena
LDE-paclitaxel grande (n=9) LDE-paclitaxel pequena (n=10)
Leucograma a- A
9 Basal Pre Eutanasia Basal Pre Eutanasia
tratamento tratamento
Leucocitos 11435493 1107#44 1248439 943+13,6 1517+56% 13,12 +6,2*
(milhdes/mm?~)
Neutrofilos
(miI/mm3 ) 440+1,7 2,66+15 443 +19 364+15 5,07 + 3,8 507+25
% 39,2+124 235+9,6 34,7 +8,8 384+136 31,7+13,8 37,8+16,3
Linf6citos 6,18+17 801+15 755+25 544+20 9,66+4,0* 6,43+29
(mil/mm®)
% 56,9+13,4 73,0%+9,6 61,1+9,2 579+14,2 654+144 48,6+18,7
Mondcitos
(miI/mm3) 0,43+0,2 0,40+0,2 0,47 £0,2 0,34+0,1 0,45+0,2 0,41+0,2
% 38x14 34+15 39+21 36+14 3,0+0,9 28+1,5
Plaquetas 187,78 + 175,33 + 183,44 + 194,00 + 262,00 £ 206,22 +
(mil/mm?®) 60,1 93,6 11,4 63,9 76,5 83,4

Dados expressos em média + desvio padréo. *p<0,01 vs basal
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4.3.7 Analise macroscopica das lesdes ateroscleréticas

A Figura 19 mostra uma aorta representativa das lesdes ateroscleroticas
dos grupos LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel pequena, com os depdositos
lipidicos marcados em vermelho. A Tabela 6 dispde as medidas macroscopicas
das les@es ateroscleroticas dos grupos LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel

pequena.

N&o houve diferenca na razéo area de lesdo/area total entre os dois

grupos.

Figura 19 — Imagem representativa das aortas dos grupos LDE-paclitaxel grande (A) e LDE-
paclitaxel pequena (B), com os depositos lipidicos das lesdes aterosclerdticas evidenciados por
Scarlat R
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Tabela 6 — Medidas macroscopicas da aorta dos grupos LDE-paclitaxel grande
e LDE-paclitaxel pequena

LDE-paclitaxel LDE paclitaxel

Area total da aorta (pixel?) (10°) 1,28 +0,12 1,32+ 0,15
Area de leséo (pixel?) (10°) 0,35+ 0,33 0,41 + 0,39
Area de les&o/area total (%) 27,34 + 24,64 29,01 + 24,32

Dados expressos em média + desvio padréo

4.3.8 Analise morfométrica de cortes histolégicos de arco aértico

A analise morfométrica dos cortes histologicos do arco aédrtico dos
grupos LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel pequena foi realizada medindo
a area total dos cortes histolégicos e as lesbes ateroscleroticas. Na Figura 20
estdo imagens representativas dos cortes corados por hematoxilina-eosina e os
resultados das quantificacbes estdo na Tabela 7. Ndo houve diferenca entre a

razdo da area total e das lesfes entre 0s grupos.
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Figura 20 — Cortes histolégicos de arco adrtico representativos de lesdo aterosclerética nos
grupos LDE-paclitaxel grande e pequena. Coloracdo: hematoxilina-eosina. Aumento 40x

Tabela 7 — Analise morfometria das aortas dos grupos LDE-paclitaxel grande e
LDE-paclitaxel pequena

Morfometria LDE-paclitaxel LDE-paclitaxel
grande (n=9) pequena (n=10)
Area total (um2) (10™) 105,43 + 17,94 112,24 + 26,80
Area das lesées (um?) (10™) 10,24 + 10,15 11,77 + 13,35
Area das lesdes/area total (%) 8,70 + 7,84 10,50 £ 9,52

Dados descritos em média + desvio padrdo

Foi realizada a quantificacdo de fibras elasticas com coloragdo de
Tricromio de Masson, para evidenciar colageno na camada intima das aortas
de coelhos tratados com a nanoparticula LDE-paclitaxel grande (A) ou LDE-
paclitaxel pequena (B) conforme Figura 21. Ndo houve diferenca entre os

grupos, conforme demonstra a Tabela 8.
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Figura 21 — Cortes histolégicos do arco aértico representativos dos grupos LDE-paclitaxel
grande (A) e LDE-paclitaxel pequena (B). Coloracao por Tricrbmio de Masson, para evidenciar
colageno (em azul) da regido intima. Aumento 100x

Tabela 8 — Analise morfométrica da camada intima de aortas dos grupos LDE-
paclitaxel grande e LDE-paclitaxel pequena

Morfometria LDE-paclitaxel LDE-paclitaxel
grande (n=9) pequena (n=10)
Area da intima (um2) (10™) 44,63 + 20,9 37,97 +7,25
Area marcada (um2) (10 8,68 + 5,52 8,34 + 5,69
Area marcada/area da intima (%) 19,44 +2 21,96 +7

Dados descritos em média + desvio padrao

4.3.9 Analise imunohistoquimica

4.3.9.1 Quantificagcdo de macrofagos

A Tabela 9 apresenta o0s resultados da imuno-marcacdo para

identificagdo de macrofagos na camada intima do arco aoértico dos coelhos dos
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grupos LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel pequena, e imagens
representativas dessa marcacdo sdo mostradas na Figura 22. N&ao foi
observada diferenca na marcacdo de RAM na camada intima entre os

tratamentos estudados.

dos grupos LDE-paclitaxel grande (A) e LDE-paclitaxel pequena (B). Aumento de 100X

Tabela 9 — Analise da imuno-marcacao de macréfagos na camada intima do
arco aértico dos grupos LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel

pequena
Macréfagos LDE-paclitaxel LDE-paclitaxel
9 grande (n=9) pequena (n=10)
Area da intima (um?) (10°%) 78,64 + 78,41 80,52 + 85,15
Area marcada (um?) (107) 42,10 + 40,54 50,04 + 48,24
Area da intima / Area marcada (%) 53,53 + 14,18 31,97 + 20,01

Dados expressos em média + desvio padrao
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4.3.9.2 Quantificacdo de células de musculo liso

A imunomarcacdo de alfa-actina na camada intima das aortas dos
grupos LDE-paclitaxel grande e pequena esta apresentada na Figura 23 e
Tabela 10. Nao foi observada diferenca entre os grupos LDE-paclitaxel grande

e LDE-paclitaxel pequena na marcacao de células musculares lisas.

Figura 23 - Imuno-marcacdo para alfa-actina no arco aértico dos grupos LDE-paclitaxel
grande (A) e LDE-paclitaxel pequena (B). Aumento de 100X

Tabela 10 — Analise da imuno-marcacdo de alfa-actina na camada intima do
arco aortico dos grupos LDE-paclitaxel grande e LDE-paclitaxel

peguena
a-actina LDE-paclitaxel LDE-paclitaxel
grande (n=9) pequena (n=10)
Area total (um?) (10 42,55 + 79,54 40 44 + 51,66
Area intima (um?) (10 20,28 + 45,92 18,33 + 43,73
Area total / Area intima (%) 47,66 + 15,34 45,34 + 56,82

Dados descritos em média + desvio padrdo
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A interacdo do nanomaterial com a célula ndo envolve apenas a
nanoparticula, por si sO, pois enquanto as propriedades fisico-quimicas e o
comportamento de nanomateriais podem ser manipulados e controlados em
ambientes tecnicamente estaveis, isso ndo € possivel em um ambiente
fisiolégico complexo (Docter et al., 2015). Além disso, 0s organismos
complexos sdo ainda compostos por Varios microambientes complexos
adicionais, tais como 6rgaos e células, que também diferem bastante na sua

composicao fisico-quimica (Docter et al., 2015).

Para investigacdo das caracteristicas fisico-quimicas da LDE, as
particulas foram testadas em relacdo ao tamanho, polidispersidade, pH,e
concentracdo do farmaco. Nos ensaios in vitro, as células endoteliais foram
responsivas a nanoparticula LDE e, no estudo in vivo, o tratamento mostrou
eficacia terapéutica independentemente do tamanho de particula administrada.
Assim sendo, a progressdo da aterosclerose experimental pode ser tratada
com farmacos antiproliferativos associados a LDE, sem que seja necessario

fazer a selecdo do tamanho das nanoparticulas.

Para que a nanoparticula tenha efeito de longa circulacdo, € necessario
que haja estabilidade na preparacdo, ou seja, uma alta afinidade entre o

veiculo e o medicamento carreado (Feng e Mumper, 2013). O farmaco
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paclitaxel € um dos mais efetivos no tratamento de neoplasias, entretanto esta
relacionado com severas reacdes de hipersensibilidade (Wani e Horwitz, 2014).
Estudos tem mostrado que a nanoparticula lipidica LDE promoveu um
ambiente favoravel para moléculas lipofilicas, como o paclitaxel (Rodrigues et
al., 2002; Rodrigues et al., 2005; Maranhdo et al., 2008). Apds passar pelo
processo de ultracentrifugacdo para separacédo dos tamanhos, a associa¢ao do
paclitaxel a LDE estava mantida, como mostrada pela analise da concentracao

de farmaco de cada fracao.

O tamanho de particulas pode influenciar nas propriedades quimicas de
um nanomaterial. Em alguns estudos foi demonstrado que particulas de ouro,
considerado um material quimicamente inerte, sdo cataliticas quando reduzidas

a escala nanométrica (Palombo et al., 2014; Boverhof et al., 2015).

As discussfes a respeito da faixa de tamanho em que um nanomaterial
estd inserido sdo contraditorias, porém necessarias para que o0 conceito ndo
seja utilizado de forma incorreta. Na maioria das legislacbes sobre
nanoparticulas, as definicbes sdo baseadas apenas em numeros absolutos
(Palombo et al., 2014). Existe a necessidade de incluir outros parametros que
levam em consideracdo ndo apenas o tamanho em si, pois a resposta biologica
pode ser correlacionada com a percentagem de distribuicdo das particulas em

uma faixa de tamanho (Palombo et al., 2014; Boverhof et al., 2015).
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A literatura aponta que poucas particulas sdo realmente monodispersas,
ou seja, com o indice de polidispersidade < 0,2 e a distribuicdo das particulas
com uma populacdo representativa concentrada em uma estreita faixa de

tamanhos (Boverhof et al., 2015).

A LDE original, usada no presente estudo, possui populacdes distintas
de particula, porém a sua dispersidade € baixa, ou seja, a distribuicdo das
populacdes se concentra entre 40 e 60 nm, enquanto a percentagem de
particulas de tamanhos extremos € irrelevante. A técnica utilizada para
caracterizar as particulas foi o espalhamento dinamico de luz a 90° (DLS) que
analisa particulas de 0,3 nm até 10 um. Assim sendo, para garantir a
homogeneidade das particulas no estudo, foi utilizado o método de separacédo
por ultracentrifugacdo por gradientes de densidade baseado na técnica
empregada para separar lipoproteinas nativas do plasma (Havel et al., 1955;

Redgrave et al., 1975).

Com a separacdo realizada, obteve-se LDE-paclitaxel pequena muito
homogénea, com um indice de polidispersidade de 0,043; as particulas LDE-
paclitaxel grande e LDE-paclitaxel original apresentaram indice de
polidispersidade, 0,130 e 0,145, respectivamente. Porém, na andlise do
didmetro das particulas, a particula grande esta a direita da particula original,
indicando que grande parte da populacdo analisada se concentrou na faixa

entre 50 e 80 nm.
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Outra importante caracteristica de uma nanoparticula ideal é a
capacidade de manter uma concentracdo significativa no sitio de acdo e um
acumulo minimo ou nulo em tecidos normais (Feng e Mumper, 2013). Em
trabalhos anteriores do grupo, foi observada maior concentracdo da LDE em
tumores e lesOes ateroscleréticas em comparacdo com tecido normal
(Rodrigues et al., 2005; Maranh&o et al., 2008; Kretzer et al., 2012). Também
ja tem sido demonstrado que a associacdo do paclitaxel a particula néo
interferiu na captacdo da LDE por locais de lesdo ateroscleroética, que foi maior
gue nos tecidos normais (Maranhao et al., 2008). Isto porque durante o seu
trajeto pela circulacdo, a LDE adquire a apo E, uma apolipoproteina
fundamental para o seu reconhecimento por LDLR e para a sua captacao por
endocitose mediada por receptor (Hungria et al.,, 2004; Ruiz et al., 2005;

Maranh&o et al., 2008; Pires et al., 2009).

Matuszak et al (2016) avaliaram sistemas “candidatos” para aplicagao
intravascular. Foram avaliadas 10 nanoparticulas de propriedades distintas,
dentre elas 5 de composicao lipidica, 2 poliméricas e 3 inorganicas, quanto a
caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade e citotoxicidade in vitro. A particula
lipidica com tamanho médio de 53,3 nm teve efeito mais pronunciado na
alteracdo morfolégica e na aderéncia de células HUVEC, em comparacdo com
outras nanoparticulas lipidicas maiores. O resultado foi devido ao efeito da alta
concentracdo de surfactante da nanoparticula e ao seu tamanho reduzido ser

um facilitador de captacao celular (Matuszak et al., 2016).
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Outros estudos demonstraram que o tamanho das particulas também
pode alterar as propriedades biolégicas de nanomateriais, como solubilidade, e
gue particulas menores possuem uma area de superficie maior, o que interfere
diretamente na sua bioatividade (Boverhof et al., 2015; Setyawati et al., 2015).
Nos ensaios de citotoxicidade por MTT, demonstramos que a particula LDE-
paclitaxel pequena reduziu a viabilidade celular em 50% na concentracdo 0,75
UM, concentracdo na qual a particula grande apresentou cerca de 70% de

células viaveis.

No ensaio de captacdo, apés 4 horas de incubacdo com LDE, sem o
paclitaxel, entre 4 e 24% das células endoteliais captaram as particulas,
independentemente dos tamanhos e da concentracdo. Por outro lado, apos
24horas de incubacdo, o tamanho das particulas e os volumes incubados
interferiram na captacdo da LDE-paclitaxel pelas células endoteliais. Na
incubacdo com 10 uL, a LDE original foi captada por 26% das células, a LDE
grande por 8% e a LDE pequena por 27%. Na incubacao com 50 uL, 75% das
células captaram a particula original e 77% a pequena, apenas 59% das
células captaram a LDE grande. Isto demonstra que a captacdo das particulas
LDE pelas células HUVEC é dependente de exposi¢cao prolongada, volume de

particulas e em maior propor¢cdo quando incubadas com particulas de 40 nm.

No ensaio para deteccdo de apoptose e necrose, as células tratadas
com LDE original e LDE grande apresentaram viabilidade em

aproximadamente de 100% das células, independente do tempo de incubacéo
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e da concentracdo em que foram incubadas. Esses resultados mostram que
mesmo que as ceélulas internalizem a LDE sem o farmaco, o veiculo ndo altera
a viabilidade celular. Entretanto, em 24 horas de incubacdo com 50 uL, a LDE
pequena diminuiu a viabilidade celular em 51%, reafirmando que as particulas
pequenas sao mais citotoxicas, dependendo do tempo de exposicdo e volume

de incubacéo.

Nas células endoteliais incubadas com LDE-paclitaxel por 4 horas, ndo
houve reducéo na viabilidade celular e na percentagem de células apoptoticas
ou necroticas. Entretanto, apds incubac&o por 24 horas com LDE-paclitaxel, a
viabilidade celular foi reduzida, com consequente aumento na percentagem de
células apoptoticas e necroticas, demonstrando que acdo farmacoldgica do
paclitaxel, na associacdo a particula LDE, foi potencializada em razdo do
tempo de incubacdo e da sua concentracdo na particula carreadora. Nas
células incubadas com a LDE-paclitaxel pequena, a viabilidade celular foi

menor e a percentagem de células apoptéticas e necréticas foi maior que o0s

outros tamanhos.

No presente estudo, também foi avaliado o efeito dos tamanhos da LDE-
paclitaxel no tratamento de aterosclerose experimental. Como esperado, o
perfil lipidico estava aumentado, ja nas dosagens pré-tratamento, devido ao
consumo de racao enriquecida com colesterol. Esse aumento se refletiu nas
concentracbes dos niveis séricos de ALT e AST. Do mesmo modo, a

diminuicdo observada no eritrograma dos animais, pré-tratamento, foi devido a
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ingestdo de dieta rica em colesterol. Esses dados comprovam que O
tratamento com LDE-paclitaxel, independente do tamanho das particulas, ndo

causa toxicidade nos animais.

Quanto ao tamanho das lesbes aterosclerdticas dos coelhos, foi
observado que os tratamentos com particulas grandes e pequenas de LDE-
paclitaxel promoveram efeitos similares. Como demonstrado pela planimetria e
analise morfométrica das aortas, ndo houve diferenca na razdo da area da
lesdo e éarea total. Esses resultados foram confirmados pelos resultados da
presenca de macrofagos e células de musculo liso na camada intima. Assim
sendo, ambas as populacdes de particulas foram eficientemente capazes de
tratar a doenca aterosclerética, o que pode ser devido a especificidade de

ligacdo da LDE com os locais de lesao.

Quanto mais se agrega conhecimento a respeito da interacdo da LDE
com o ambiente biolégico, maior é a necessidade de uma abordagem
multidisciplinar para continuar desvendando os caminhos da LDE na sua
atividade de “drug-delivery”, para encontrar novas oportunidades de melhorar
as aplicacOes futuras e fazer com que o conjunto dos resultados obtidos seja

translacional.
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6. CONCLUSOES

- O tamanho da LDE, comparando-se particulas na faixa de 30-50 nm
com as de 70-90 nm de diametro, néo influenciou o efeito da associagéo LDE-
paclitaxel em reduzir as lesGes ateroscleréticas dos coelhos. O efeito das duas
preparacdes, particulas menores e maiores, foi semelhante na reducdo da
extensdo das lesdes e da invasdo da camada intima arterial por macréfagos e

células musculares lisas.

Y

- No tocante a toxicidade, avaliada por eritrograma, leucograma e
enzimas hepaticas, nem as preparacdes de particulas de LDE-paclitaxel

menores nem as maiores produziram toxicidade significativa.

- A captacéo por células HUVEC das particulas menores da LDE é maior
que a das particulas maiores, independentemente da LDE ser associada ou

nao ao paclitaxel.
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