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RESUMO

Méndez Contreras CA. Efeito da nanoemulsao lipidica associada a paclitaxel
na prevencdo da doencga vascular do coragdo transplantado. Estudo
experimental em coelhos. [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2010.

Introdugéao: A Doenga Vascular do Enxerto (DVE), um processo envolvendo
fatores de natureza inflamatoria e proliferativa, € a principal causa de morte
apos o Transplante Cardiaco (TxC), com incidéncia acima de 50 % ao fim do
quinto ano. E possivel que a intervencdo farmacolégica nesses fatores
possa resultar na inibicdo da proliferacdo de células musculares lisas
vasculares e melhora da DVE. Neste sentido, em trabalho anterior desta
Instituicdo, o paclitaxel, agente antiproliferativo usado no tratamento do
cancer, foi capaz de regredir as lesdes ateromatosas em coelhos com
aterosclerose induzida por dieta rica em colesterol. Naquele trabalho, o
paclitaxel foi concentrado nas lesdes utilizando-se uma nanoparticula
lipidica, parecida com a lipoproteina de baixa densidade (LDL), mas sem a
parte protéica, denominada LDE. Tendo em vista as dificuldades do
tratamento da DVE em pacientes e da grande importancia dessa doenca
para o éxito do procedimento, novas alternativas terapéuticas devem ser
procuradas, e o uso do paclitaxel associado a LDE pode ser uma rota
interessante, tendo em vista que as bases inflamatérias e proliferativas da
DVE séo semelhantes as da doencga cardiovascular aterosclerética, onde a
LDE-paclitaxel mostrou-se eficiente. Objetivos: Verificar se o tratamento
com LDE-Paclitaxel reduz a incidéncia e o grau de DVE de coelhos
submetidos a transplante cardiaco heterotdpico. Analisar a biodistribuigdo da
LDE em coelhos submetidos a transplante cardiaco heterotdpico. Método:
TxC heterotopico em posicéo cervical foi realizado utilizando-se 21 coelhos
da raca New Zealand vermelhos como doadores e 21 coelhos brancos como
receptores (peso + 3 kg). Os coelhos receptores receberam dieta com

acréscimo de 0,5 % de colesterol e ciclosporina A na dose de 10 mg/kg/dia



via oral como imunossupressor. Foram divididos em 2 grupos: um grupo,
constituido de 11 animais, foi tratado com LDE-Paclitaxel na dose de 4
mg/kg/semana, durante 6 semanas, por via endovenosa. O outro grupo
(controle) compés-se de 10 animais tratados com 3 mL de solugéo fisiologica
por via endovenosa, semanalmente, durante 6 semanas. A biodistribuicdo da
LDE foi determinada em 4 animais do grupo controle, injetando-se a LDE
marcada com éter de colesterol radioativo 24 h antes do sacrificio, seguindo-
se a contagem de radioatividade nos coragbes e outros tecidos apds
extragado lipidica. Apos o sacrificio dos animais, retiraram-se os coracgdes
nativo e transplantado para analise histologica com coloracdo H/E e
Verhoeff-van Gieson. A area transversal das artérias coronarias foi estimada
pela medida da lamina elastica interna e da area do lumen. A porcentagem
de estenose foi calculada da diferenca entre area do lUmen do vaso e a area
da lamina elastica interna. Analise estatistica com ANOVA e o teste T, com
valor p < 0,05 considerado significante. Resultados: A captacdo da LDE
pelo coragdo transplantado foi quase 4 vezes maior do que no coragao
nativo (p<0,0001). Nos animais tratados com LDE-paclitaxel, houve uma
dramatica melhora no status das artérias coronarias dos coragdes
transplantados, ocorrendo um acentuado aumento de 3 vezes na area da luz
dos vasos (p<0,031) e de reducédo da estenose em 45% (p<0,0008).
Conclusoées: A LDE é capaz de concentrar-se no coragao transplantado, o
que possibilita o direcionamento do paclitaxel para o enxerto. O tratamento
com LDE-paclitaxel reduziu acentuadamente a DVE, o que pode abrir uma

nova perspectiva para o controle da doenga vascular do enxerto.

Descritores: Transplante de coragdo, Doengas vasculares. Rejeigdo do

enxerto, Nanoparticulas, Colesterol LDL, Paclitaxel, Modelos animais



SUMMARY

Méndez Contreras CA. An Artificial Nanoemulsion Carrying Paclitaxel
Decreases the Cardiac Allograft Vasculopathy. A Study in a Rabbit Graft
Model [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo”; 2010.

Introduction: Cardiac Allograft Vasculopathy (CAV), a process involving
factors of inflammatory and proliferative nature, is the leading cause of death
after heart transplantation (HT), with incidence above 50% after the fifth
year. It is possible that pharmacological intervention on these factors may
result in inhibiting the proliferation of vascular smooth muscle cells and
improves the CAV. Thus, in previous studies of this institution, paclitaxel, an
antiproliferative agent used in cancer treatment, was able to recede the
atheromatous lesions in rabbits with atherosclerosis induced by high
cholesterol diet. In that study, paclitaxel was concentrated in the lesions
using a lipid nanoparticle, similar to low density lipoprotein (LDL) but without
the protein part, called LDE. Given the difficulties of the treatment of CAV in
HT patients and the great importance of this disease to the success of the
procedure, new therapeutic alternatives must be sought, and the use of
paclitaxel associated to LDE can be an interesting route, given that the bases
inflammatory and proliferation of CAV are similar to those of atherosclerotic
cardiovascular disease, where the LDE-paclitaxel was efficient. Objectives:
To determine whether treatment with LDE-paclitaxel reduces the incidence
and degree of CAV in rabbits wundergoing heterotopic heart
transplantation. To analyze the biodistribution of LDE in rabbits undergoing
heterotopic heart transplantation. Methods: Heterotopic HT in cervical
position was performed using 21 New Zealand red rabbits as donors and 21
white rabbits as recipients (weight £ 3 kg). The receptors rabbits were fed
regular chow with added 0.5% cholesterol and with cyclosporine A, 10 mg /
kg / day orally as immunosuppressants. They were divided into two groups:

one consisting of 11 animals was treated with LDE-paclitaxel at a dose of 4



mg / kg / week for 6 weeks intravenously. The other group (control) was
composed of 10 animals treated with 3 ml of saline intravenously weekly for
six weeks. The biodistribution of LDE was determined in four control animals,
by injecting the LDE labeled with radioactive cholesteryl ether 24 h before
sacrifice, followed by radioactivity count in the hearts and other tissues after
lipid extraction. After sacrificing the animals, we excised the native and
transplanted hearts for histological staining with H / E and Verhoeff-van
Gieson. The cross-sectional area of the coronary arteries was estimated by
measuring the internal elastic lamina and the lumen area. The percentage of
stenosis was calculated from the difference between the area of the vessel
lumen and the area of internal elastic lamina. Statistical analysis with ANOVA
and T test with p value < 0.05 was considered significant. Results: The
uptake of LDE for the transplanted heart was almost fourfold higher than in
the native heart (p<0.0001). In animals treated with LDE-paclitaxel, there was
a dramatic improvement in the status of the coronary arteries of the
transplanted hearts, indicating by a marked increase of three times of the
vascular lumen area (p<0.031) and reduction of stenosis in 45%
(p<0.0008). Conclusions: The LDE is able to concentrate on the
transplanted heart, which enables the targeting of paclitaxel to the
graft. Treatment with LDE-paclitaxel markedly reduced CAV in the
transplanted heart, which may open a new perspective for control of Cardiac

Allograft Vasculopathy.

Descriptors: Heart transplantation, Vascular disease, Graft Rejection,
Nanoparticles, cholesterol, LDL, Paclitaxel, Models animal
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1. INTRODUGAO

A doenga vascular do enxerto (DVE) € uma complicacédo insidiosa,
caracterizada por inflamacéo perivascular persistente e hiperplasia intimal,
sendo hoje o fator mais importante limitando a sobrevida a longo prazo apdés
o transplante cardiaco (TxC). (Braunwald, 1999; Hayry et al., 1993).

Ela é considerada a principal causa de morte apds o primeiro ano
de transplante e sua incidéncia é de 6-18% no primeiro ano, 23% no
segundo ano, e chega a 50-80% ao fim do quinto ano (Hayry et al., 1993;
Foegh, 1993). Na apresentacdo clinica, a angina pectoris esta raramente
presente, mas, apesar da discreta sintomatologia, ela apresenta todas as
complicagbes classicas da doenca coronaria, como infarto do miocardio,
morte subita e insuficiéncia cardiaca congestiva (Johnson et al., 2007).

O diagnostico da DVE é feito por métodos de imagem. A
cinecoronariografia permite visualizar dois tipos de lesdes. As proximais se
apresentam como lesdes focais com placas ateroscleréticas assimétricas,
idénticas aquelas que ocorrem na aterosclerose classica. As lesdes difusas

tém estreitamento luminal concéntrico, sendo o padrao tipico das alteracdes
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coronarias da antigamente chamada aterosclerose acelerada do coragao
transplantado (Hayry et al., 1993).

Os achados anatomopatolégicos descritos sdo de lesoes
ateroscleradticas, principalmente de células de musculo liso com presencga de
poucos linfécitos e alguns macrofagos, tendo como particularidade o
espessamento intimal coberto por células endoteliais, diferentemente da
aterosclerose natural. O endotélio é disfuncional, o que leva a migragao e
proliferagdo de células da musculatura lisa vascular (Foegh, 1993).

A patogénese é controversa e provavelmente multifatorial, sendo
considerados fatores de risco a idade do doador, niveis elevados de
triglicérides, presenca de anticorpos citotdxicos B e infecgdo por
citomegalovirus. O dano endotelial consequente da isquemia fria e a injuria
de reperfusdo resultam na liberacdo de eicosanoides, fator ativador de
plaquetas, fatores de crescimento e citocinas, formando o cenario inicial da
DVE. E possivel que a neutralizagdo de um ou mais desses fatores possa
resultar na inibicdo ou retardo da proliferacao de células musculares lisas
vasculares e na inibigdo da DVE (Wong et al., 2005).

Apesar dos avangos no diagnéstico e descrigdo dos mecanismos
da DVE, esta continua sendo pouco entendida. Assim, é crucial o uso de
modelos animais que permitem melhor compreensdo dos mecanismos,
proporcionando o desenvolvimento de regimes terapéuticos que possibilitem
prevenir ou tratar a doenca.

Um dos modelos primordialmente empregados € o de transplante

cardiaco em coelhos (Foegh, 1993; Ewel e Foegh, 1993; Kuwahara et al.,
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1991). Neste se realiza o transplante cardiaco de forma heterotépica, ao
nivel cervical, sendo também possivel realiza-lo ao nivel abdominal (Eich et
al., 1993; Mitchell et al., 1990). O modelo em coelhos tem vantagens em
relacdo ao modelo em ratos. Em coelhos, a DVE é tubular, sendo assim
semelhante a que desenvolvem os humanos. Além disso, o tempo de
desenvolvimento da DVE é mais curto em relacdo ao modelo em ratos.

Pelo seu mecanismo de acdo, dos varios quimioterapicos cuja
formulacdo usando a nanoemulsao lipidica como veiculo ja foi desenvolvida,
o paclitaxel é interessante como instrumento terapéutico para bloquear
processos proliferativos que atuam na DVE.

O paclitaxel, um derivado diterpenoide do Taxus brevifolia, induz a
polimerizacdao de tubulinas, resultando na formagdao de microtubulos
anormalmente estaveis e nao funcionantes. O paclitaxel tem um dos mais
amplos espectros de atividade antineoplasica, tendo demonstrado atividade
significativa em cancer de ovario avangado ou refratario, melanoma maligno,
cancer de mama, cabeca e pescoco e pulméao.

O paclitaxel liga-se aos microtubulos e assim a divisao celular é
bloqueada nas fases G2/M do ciclo celular. Foi demonstrado também o
efeito do farmaco sobre as células musculares lisas, controlando e/ou
inibindo a proliferagao intimal em modelos animais de lesao arterial em ratos
(Sollott et al., 1995; Signore et al., 2001) e coelhos (Drachman et al., 2001).
O paclitaxel € usado atualmente revestindo "stents" para o tratamento
hemodindmico de aterosclerose coronaria importante ou em reestenose

apos tratamento com "stent" convencional (Waugh et al., 2004; Park et al.,
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2003; Liistro et al., 2002). Nao existe, porém, na literatura, relato do uso
deste farmaco na DVE.

Na aterosclerose, assim como em outras doengas proliferativas,
ocorre um aumento do numero de receptores de LDL, devido a uma maior
demanda por colesterol para sintese de novas membranas celulares
(Rodrigues et al., 2005; Graziani et al., 2002). A LDE, uma nanoemulsao
lipidica com composigao parecida com a LDL, mas sem a parte proteica, foi
injetada em pacientes com doenga coronaria submetidos a cirurgia de
revascularizagcdo do miocardio, verificando-se que foi captada em niveis
consideraveis pelo tecido arterial desprezado durante o procedimento (Couto
et al., 2007). Além disso, em coelhos com aterosclerose induzida por dieta, a
captacao da LDE na artéria foi maior que em coelhos controle.

Recentemente, associou-se um derivado mais lipofilico do
paclitaxel, o oleato de paclitaxel, a uma nanoemulsao lipidica, a LDE e
comprovou-se que a associagao € estavel, a agao farmacoldgica do farmaco
nao foi modificada e a toxicidade animal foi 12 vezes menor do que a forma
comercial, aumentando a tolerabilidade (Sollott et al., 1995). Em pacientes
com cancer de mama, a associacdo LDE - oleato de paclitaxel nao
apresentou toxicidade (Pires et al., 2009).

Num estudo realizado com coelhos submetidos a uma dieta
aterogénica, nos animais tratados com a associagao da nanoemulsao LDE
com paclitaxel (LDE-Paclitaxel) numa dose de 4mg/kg/semana, houve

reducdo da area lesionada de cerca de 60% em comparagdo com 0s
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coelhos injetados com solugéo salina. Além disso, o tratamento demonstrou
nao ter toxicidade para os animais (Maranh&o et al., 2008).

Tendo em vista as dificuldades do tratamento da DVE em
pacientes e da grande importdncia dessa doenca para o éxito do
procedimento, novas alternativas terapéuticas devem ser procuradas. A
demonstracdo de que o agente antiproliferativo paclitaxel associado a
nanoemulsao lipidica atua de forma potente na regressdo da doenca
vascular induzida em coelho pode se configurar em uma estratégia
interessante também no tratamento da DVE, cujas bases inflamatérias e
proliferativas sdo semelhantes as da doencga cardiovascular ateroscleroética.
Além do mais, a associacao do paclitaxel a nanoemulsao reduz a toxicidade
do farmaco de forma a tornar perfeitamente toleravel a sua administracéo a
pacientes cardiacos. Portanto, nesta perspectiva, o presente projeto visa a
verificar a possibilidade de introduzir a associagao paclitaxel-nanoemulséo
lipidica (LDE-Paclitaxel) no tratamento da DVE em modelo experimental de

coelho.
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2. REVISAO DA LITERATURA

O Transplante Cardiaco (TxC) é atualmente considerado como a
primeira opcao terapéutica dos pacientes com insuficiéncia cardiaca
congestiva, refrataria ao tratamento clinico e sem possibilidade de
tratamento cirurgico convencional. (Korewicki, 2009).

O estado fisiopatolégico, como consequéncia da cardiomiopatia
severa, é representado por varios graus de disfuncéo tanto sistdlica quanto
diastdlica, tendo como reflexo baixos volumes de ejecao e elevados volumes
diastdlicos finais e elevadas pressdes diastélicas de enchimento
respectivamente. (Ramakrishna et al., 2009).

Adicionalmente o0s pacientes nesse contexto fisiopatologico
apresentam, entre outras, alteracdes neuro-hormonais do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, diminuicdo da perfusdo renal, visceral e
esplancnica e aumento dos niveis de catecolaminas.

A primeira referéncia de TxC é de Carrel e Guthrie (1905) que
realizaram o transplante de coragao de animal jovem no pescogo de animal
adulto (apud DiBardino, 1999, e Da Silva, 2008). Foram, no entanto, os
trabalhos de Lower e Shumway (1960), nas décadas de 50 e 60, que

padronizaram a técnica ao conseguir sobrevidas longas em caes com
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imunossupressdo e ao estabelecer as bases para o sucesso deste
tratamento cirurgico (Aziz et al. 1999). Barnard et al., em 1967, realizaram o
primeiro transplante cardiaco ortotépico entre seres humanos com relativo
sucesso, sendo Zerbini (1968) o primeiro a realiza-lo no Brasil. (apud Da
Silva, 2008, e Fiorelli et al., 2008).

A presenga de altas taxas de rejeicao ao enxerto e de infecgao
acusou sobrevivéncia pequena e originou grande desinteresse e abandono
da técnica na década de 70 (Griepp et al., 1970, e Rider et al., 1975). No
entanto, a experiéncia acumulada pelos grupos que mantiveram o TxC como
tratamento, e principalmente apés a introducdo da ciclosporina A, primeiro
no transplante de rim em 1978, e em 1980 no TxC, revigorou esta opgéao
terapéutica, permitindo o verdadeiro desenvolvimento e a aplicacdo do

mesmo mundialmente.

21. Rejei¢cao no Transplante Cardiaco

A rejeicdo ao coragdo transplantado € a principal causa de
morbidade e mortalidade no primeiro ano apds o TxC e pode ser classificada
em:

e Hiperaguda: acontece quando ha anticorpos pré-formados
contra os antigenos do sistema HLA resultando em uma

rejeicao imediata e catastrofica.
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Rejeicao celular aguda é uma resposta mediada por células
T, com infiltracdo de linfécitos e macréfagos, tendo como
resultado a lise do cardiomidcito.

Rejeicdo humoral aguda, também chamada vascular. Sua
importancia € o fato da associacdo com disfuncao ventricular
severa, provavelmente causada por isquemia secundaria.
Rejeicdo cronica: o seu mecanismo nao € completamente
entendido, mas €& consequéncia do alo reconhecimento
celular e humoral. Nos receptores de TxC, esse termo tem

sido evitado em favor de doenga vascular do enxerto (DVE).

A imunossupresséo geralmente se baseia em regimes de indugao,

manutengdo e tratamento da rejeicdo aguda (Lindenfeld et al. 2004),

descritos a seguir:

O regime de indugédo procura obter e induzir tolerancia ao
enxerto. Esta terapia vem sendo reservada aos pacientes em
alto risco de rejei¢cao ou faléncia renal.

A terapia de manutencgéo geralmente consiste da combinagéo
terapéutica de corticosteroides, agentes antiproliferativos e
inibidores de calcineurina. A terapia de combinagao de
drogas procura atingir a ativacdo das células linfécitos T em
varios estagios, permitindo assim diminuir as doses de cada
uma das drogas.

A terapia de rejeicdo ou de resgate refere-se a terapia

imunossupressora utilizada para reverter um episddio de
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rejeicdo aguda. A rejeicao € tratada aumentando a terapia
oral, com pulsos de corticosteroides orais ou endovenosos,
com mudangas na terapia oral ou com o0 uso de agentes anti-

linfociticos monoclonais ou policlonais.

2.2, Doenca Vascular do Enxerto

A DVE no TxC é uma complicacao insidiosa, caracterizada por
inflamacao perivascular persistente e hiperplasia intimal. Foi descrita pela
primeira vez por Thomson, 1969, e emerge como o fator mais importante
que afeta a sobrevivéncia em longo prazo apds o transplante (Hayry et
al.,1993, e Braunwald, 1999).

A DVE e a aterosclerose coronaria sdo doencgas ateromatosas
com algumas semelhangas e diferengas na sua apresentagao macroscopica
e microscopica. Ambas as doencgas sao caracterizadas pelo aumento da
expressao de células de adesao molecular e infiltragdo leucocitaria,
ambiente similar e perfis de citocinas, matriz extracelular aberrante e
acumulo precoce e prolongado de lipidios extracelular e intracelular, assim
como migracao de células musculares lisas, disfungdo endotelial e
anormalidade na apoptose celular. Algumas evidéncias indicam que as
células-tronco podem desempenhar um papel significativo na reparagao e

remodelamento vascular em ambas as doencgas (Rahmani et al., 2006).
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Ela é considerada a principal causa de morte apds o primeiro ano
do TxC, e sua incidéncia é de 6-18 % no primeiro ano, 23 % no segundo
ano, e chega a 50-80 % ao fim do quinto ano (Hayry et al., 1993, Foegh,
1993, e Braunwald, 1999).

Estudo multicéntrico de avaliagao angiografica da DVE mostrou
ser muito comum apdés o transplante cardiaco, ocorrendo em
aproximadamente 42 % dos pacientes aos cinco anos. Em doadores com
maior idade, portadores de hipertensdo e no doador e receptor de sexo
masculino, previu inicio precoce da DVE. No entanto, a DVE severa ocorreu
em apenas 7% dos pacientes, mas sua presenca € altamente preditiva para
eventos cardiacos relacionados a DVE ou retransplante. (Costanzo et al.,

1998).

2.3. Aspectos Clinicos da DVE

A angina classica como sintoma de DVE é raramente percebida
devido a desnervacdo do coragao transplantado. Assim a doenca se
apresenta como falta de ar, diminuicdo da capacidade de exercicio, sincope,
arritmia ou insuficiéncia cardiaca. Desafortunadamente a primeira
manifestagdo pode ser infarto do miocardio ou morte subita. (Johnson et al.,

2007).
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2.31. Diagnéstico da DVE

2.3.1.1. Métodos nao invasivos

Os testes de diagnosticos ndo invasivos, como O
eletrocardiograma de exercicio, cintilografia com Talio, ventriculografia de
exercicio com radionucloides e eletrocardiograma ambulatorial, geralmente
nao apresentam sensibilidade ou especificidade suficiente para o diagndstico
de DVE (Aranda et al., 2000).

Smart et al. (1991) verificaram que todos os testes n&o invasivos
indicavam baixa sensibilidade e especificidade na deteccdo da DVE em
comparagao a cinecoronariografia.

O ecocardiograma seriado € util para detectar o deterioro da
fungdo ventricular esquerda resultante do infarto do miocardio. E por isto que
os pacientes transplantados cardiacos devem ser avaliados anualmente
para verificar a presenga de DVE. (Vasalli et al., 2003). Ja o ecocardiograma
sob estresse com dobutamina tem demonstrado melhor sensibilidade e
especificidade em relagdo a outros testes nao invasivos. Possui valor
prognostico, ja que pacientes que apresentaram alteragcdo de movimentagéao
da parede em repouso ou durante a infusdo de dobutamina, tiveram eventos
cardiacos maiores, em relagdo aos que tinham mobilidade de parede
normal, sugerindo que o movimento normal da parede é um fator de risco

baixo para eventos cardiacos, e estudos anormais servem como preditores
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de eventos cardiacos subsequentes. (Akosha et al., 1994, Vasalli et al.,
2003).

O uso da tomografia computadorizada com emissado de pésitrons
para o diagnostico de DVE, quando utilizado com dipiridamol, apresenta
sensibilidade de 21 % e especificidade de 80 %, devido a captagéao e
redistribuicdo serem consequéncia da natureza difusa da DVE (Smart et al.,
1991). Entretanto, apresenta sensibilidade de 100 % e especificidade de 90
% na deteccao de placas calcificadas de pacientes com DVE ao compara-la
com cinecoronariografia e ultrassom intravascular realizados no mesmo dia,
servindo como teste de pesquisa de DVE. (Aranda et al., 2000).

Na tomografia computadorizada de multiplos detectores ajustada
ao eletrocardiograma pode-se realizar a avaliagdo do lumen da arvore
arterial coronariana e de sua parede, mostrando-se assim ser método de
pesquisa, diagnostico, graduagdo e seguimento da doenga vascular do

enxerto (Bogot et al., 2007).

2.3.1.2. Métodos invasivos

A cinecoronariografia, método invasivo que permite o estudo das
artérias coronarias e sua anatomia assim como o estudo da funcgao
ventricular, tem sido o método mais empregado para diagnéstico da DVE.

Ela é realizada anualmente e tem subestimado a presenca da doenca,
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quando comparada com o estudo histopatolégico ou o ultrassom
intravascular (IVUS). (St Goar et al., 1992; Dressler e Miller, 1992).

Esse método permite a visualizagao de dois tipos de lesdes:

e Proximais: apresentam-se como lesdes focais com placas
aterosclerodticas assimétricas, idénticas aquelas que ocorrem
na aterosclerose classica.

e Difusas: tém estreitamento luminal concéntrico, que afeta toda
extens&do da parede do vaso e origina oclusdo dos pequenos
ramos penetrantes intramiocardicos, sendo este considerado o
padrao tipico das alteragbes coronarias anteriormente
denominadas de rejeicdo crbnica no enxerto (Hayry et al.,

1993).

Como a hiperplasia intimal pode ser compensada pelo
remodelamento e alongamento do vaso, € de extrema importancia comparar
o estudo angiografico atual com o estudo prévio, por apresentar ramos
faltantes ou alteragdes de tamanho das coronarias de um ano para o outro.
Gao et al. (1988) desenvolveram sistema de graduagdo das lesdes

baseando-se no aspecto angiografico, demonstrado na tabela 1.
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Tabela1. Aparéncia Angiografica da DVE (Gao et al. 1988).

Tipo de Lesao Aparéncia Angiografica

A Estenose tubular proximal discreta.

B Estenose difusa concéntrica do tergo meédio ou distal.
B+ Estreitamento abrupto.

B> Afunilamento concéntrico muscular.

C Lesao distal ou perda de pequenos ramos.

O IVUS tem sido usado para o diagndéstico da DVE; é considerado
o método mais sensivel e especifico, ja que permite medir tanto o didmetro
atual do lumen assim como a hiperplasia da intima ou média. O IVUS
proporciona maior informagdo sobre o inicio, taxa de progressao,
prognoéstico e fatores de risco de DVE (Aranda et al., 2000). Também é
muito mais sensivel que a cinecoronariografia em relagao a lesbdes precoces.

(VASALLI et al., 2003).

Diversos estudos utilizando o IVUS tém apresentado dados
valiosos como o resultado de Rickenbacher et al., (1995) que obtiveram
aumento significativo do espessamento intimal apds o primeiro ano de
transplante em relagdo ao estudo basal. Mehra et al. (1994) demonstraram
que receptores com hiperplasia intimal = 0,6 mm tiveram 10 vezes mais
eventos cardiacos que os que ndo a apresentavam; Escobar et al. (1994)
avaliaram a influéncia dos fatores de risco ndo imunologicos para o
desenvolvimento da DVE e verificaram que o colesterol total, lipoproteina de
densidade baixa, niveis de triglicerideos, obesidade e idade do doador foram

fatores de risco independentes para hiperplasia intimal severa.
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2.3.1.3. Caracteristicas histopatolégicas da DVE e aterosclerose

As semelhangas histopatolégicas e diferencas entre essas
doencgas se encontram em diversas caracteristicas-chave: fratura de placas;
geometria de estreitamento da luz e do tempo de cada doenga.Os achados
anatomopatolégicos descritos de coragdes transplantados humanos séo de
lesdes aterosclerdticas principalmente de células de musculo liso com
presengca de poucos linfécitos e alguns macrofagos, tendo como
particularidade o espessamento intimal coberto por células endoteliais, a
diferenca da aterosclerose natural. Apesar de o endotélio vascular estar
preservado, este é disfuncional. Admite-se que uma lesao endotelial pode
levar a ativagdo da migragao e proliferacdo de células da musculatura lisa
(Foegh, 1993).

Ambas as doencgas exibem placas fibrogordurosas, e, de fato, as
analises histopatologicas das placas fibrogordurosas que apresentam a
DVE, sao indistinguiveis das que ocorrem espontaneamente na
aterosclerose. Na DVE ha um infiltrado celular constituido por linfocitos,
macrofagos e células musculares lisas, especialmente na camada intima e
adventicia. Macroscopicamente sio visiveis como manchas amarelas que
seguem a direg¢ao do fluxo sanguineo.

Nas placas ateroscleroticas fibrosas, os lipidios estao presentes
tanto nos macrofagos e células musculares lisas espumosas como na matriz
extracelular. A intima é espessada por causa do acumulo de células

musculares lisas e proteinas da matriz extracelular. Lipidios e macréfagos



Revisao da Literatura 18

sdo normalmente mais frequentes na regidao central, que também contém
linfécitos T e ocasionalmente células B e mastdcitos. As células musculares
lisas e a matriz extracelular sdo mais abundantes na regido subendotelial,
formando uma capsula fibrosa que cobre os lipidios e células inflamatérias
na parte mais profunda da placa.

O estreitamento Iluminal é distinto para cada doenga. O
estreitamento luminal na DVE é difuso, tipicamente concéntrico tanto dos
grandes vasos do epicardio, como nos vasos intramiocardicos, com
gravidade comparavel de proximal para distal na &rvore epicardica
coronariana. Na regiao proximal das artérias epicardicas, a doenga comeca
como espessamento intimal concéntrico fibroso. Em contrapartida, a
aterosclerose nativa é geralmente uma proliferacdo focal excéntrica da
intima dos vasos coronarios no segmento proximal. Os vasos
intramiocardicos sao frequentemente poupados. Estrias gordurosas séao
vistas inicialmente. Uma das caracteristicas predominantes da aterosclerose
de vasos nativos € que, enquanto a doenga progride, ha deposito de calcio e
marcada alteracido da lamina elastica com raro envolvimento das veias.

Outra diferenca é o ritmo de progressao e severidade dessas
doencas. Na DVE as alteragdes na camada intima podem ser vistas logo em
uma ou duas semanas apos o transplante. A lesdo neste momento pode
apresentar leve espessamento intimal, insudagao lipidica precoce, leve

fibrose e aumento das proteinas da matriz extracelular.
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Em sobreviventes a longo prazo, as lesdes fibrosas e
fibrogordurosas da intima, muitas vezes, envolvem difusamente as grandes
artérias epicardicas e as pequenas artérias intramurais.

Enquanto a doencga intimal progride em termos de gravidade, a
fibrose da camada média também progride. Os grandes vasos epicardicos
sado afetados ao longo de seu comprimento inteiro da base do coragao para
o apice. Ambas as estruturas arteriais e venosas podem estar envolvidas
pela DVE. Nos meses apds o transplante, as lesdes intermediarias, com
acumulo de células cheias de lipidios na camada intima, desenvolvem
placas de ateroma com nucleos lipidicos de fendas de colesterol bem
formados e detritos lipidicos livres.

Ja as placas aterosclerdticas nativas mostram um ritmo muito
diferente. O espessamento intimal excéntrico tem sido observado em recém-
nascidos a termo, ocorrendo em areas de turbuléncia de fluxo; no entanto,
desapareceram apoés oito meses de idade. As placas reaparecem na
puberdade e podem continuar a progredir para lesbes complicadas.

Segundo uma versdo simplificada de critérios previamente
estabelecidos pela American Heart Association Committee on Vascular
Lesions (AHACVL) (Stary et al., 1995), a progressao da placa pode ser
subdividida em cinco fases relevantes patoldgica/clinicamente, sendo

desenvolvida para identificar a "erosao da placa" ou a "placa vulneravel":

e Estrias gordurosas consistem no acumulo intimal de

macrofagos cheios de numerosas goticulas lipidicas.
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e Lesbes complicadas sao placas que, além de lipidios,
apresentam células inflamatérias e tecido fibroso, contém
também hematomas, hemorragia e depdsitos trombéticos e
sao o resultado da ruptura de uma placa fibrosa.

e COQutra possivel causa pode ser o sangramento dos capilares e
vénulas ao entrar na placa vindo da vasa vasorum da
adventicia.

e Fissuras, erosdes e ulceragdes na capsula fibrosa e superficie
luminal sdo outras caracteristicas frequentes.

Ao contrario, as lesbes da DVE raramente apresentam ruptura.

2.4. Etiopatogenia

A etiopatogenia é controversa e provavelmente multifatorial, sendo
considerados fatores de risco a idade do doador, niveis elevados de
triglicérides, rejeicdo aguda celular, presenga de anticorpos citotdéxicos B,
infeccdo por Citomegalovirus (CMV) (Braunwald, 1999). O dano endotelial
consequente ao ataque imunolégico e a isquemia fria e injuria de reperfusao
e infeccao por CMV resultam na liberagdo de uma variedade de fatores dos
leucdcitos e plaquetas que aderem a parede do vaso sanguineo, fatores
estes que incluem eicosanoides, fator ativador de plaquetas, fatores de
crescimento e citoquinas, formando o cenario inicial da doenca vascular do

enxerto. A perda de um endotélio intacto e funcionante, combinada com o
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ataque imunoldgico crénico podem ser os deflagradores que resultam na
migragao e proliferagdo de células musculares lisas; sendo possivel que a
neutralizacdo de um ou mais origine a inibigdo ou retardo da proliferagdo de
células musculares lisas com o resultado de inibicdo da DVE (Ewel et al.,

1993; Wong et al., 2005).

2.5. Fatores de Risco

A analise de fatores de risco em receptores de transplante de
coragdao com DVE, diagnosticada predominantemente por angiografia e
posteriormente pelo IVUS, identificou fatores aloantigenos dependentes e
independentes (Mehra et al., 1995; Weis et al., 1997).

Fatores dependentes de aloantigenos incluem o numero de
incompatibilidades HLA, o numero de episddios de rejeicdo, duragao e
tempo de inicio apos transplante.

Fatores independentes de aloantigenos incluem hiperlipidemia,
idade maior do doador, sexo, obesidade, diabetes mellitus, hipertensao
arterial, infecgdo por CMV), injuria de isquemia e reperfusao (I/R), e morte
cerebral. A hiperlipidemia e a resisténcia a insulina sdo os mais significativos
e ocorrem em 50% a 80% da populagao de transplante de coragdo. (Kemna

et al., 1994).
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2.51. Lesao de isquemia e reperfuséo. (I/R).

A lesédo de | / R desempenha um papel importante na disfungao
endotelial e fisiopatologia da DVE. O 6rgao transplantado € vulneravel a
lesdo de | / R induzida pelo tempo de isquemia do enxerto, a qualidade de
preservacdao do enxerto durante o transporte, estado hemodindmico do
doador, catecolaminas utilizadas para suporte inotrépico e reperfuséo per se.
Trés fases sequenciais de tempo da isquemia do enxerto contribuem para a
lesdo do enxerto durante o transplante:

e O periodo de isquemia quente durante a remogao do coracao

do doador.

¢ O intervalo de isquemia fria associada ao armazenamento e a

preservacao do coracgao.

e O periodo de isquemia quente durante o implante do érgéo.

Paradoxalmente, apesar de a reperfusdo ser necessaria para
restaurar a oxigenagao dos tecidos, danos significativos podem acontecer
durante o transplante por causa do hiperestado oxidativo associado, que

ocorre durante a reperfusdo. (Laskowski et al., 2000; Rahmani et al., 2006).

2.5.2. Morte encefalica

Uma variedade de fatores de risco associados aos doadores pode

influenciar os resultados do transplante a curto e longo prazo. A morte
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encefalica desencadeia a elevagdo de catecolaminas, (tempestade de
catecolaminas), que leva a vasoconstriccao periférica e também induz a
liberagcdo de hormdnios, citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas e moléculas
de adesdo que sao detectados nos vasos dos o6rgaos transplantados. O
estresse oxidativo estd envolvido na lesdo vascular associada a morte

encefalica e contribui para o desenvolvimento da DVE. (Gasser et al., 2000).

2.5.3. Fatores imunolégicos

Tanto a imunidade inata quanto a adaptativa desempenham um
papel importante na aterosclerose e DVE. Porém, embora os mecanismos
desencadeantes da lesdo e disfungdo endotelial e progressao possam ser
diferentes entre ambas, apdés a ativacdo do endotélio, muito do que é
conhecido sobre a infiltragcdo de células do sistema imunoldgico € similar
entre as duas doencas. A lesdo endotelial e ativacao provocam a liberacéo
de citocinas inflamatdrias, quimiocinas e expressdo de moléculas de adeséo,
que promove o recrutamento de células imunes e transmigragao das células
do sistema imunoldgico através da barreira de células endoteliais para a
intima.(LaRosa et al.,, 2007). Portanto, a lesdo vascular pelo ataque

imunoldgico celular ou humoral.
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2.54. Infecgao

Infecgdo tem sido associada ao aparecimento e progressao da
aterosclerose e DVE (Rahmani et al., 2006). Na aterosclerose a primeira
sugestdo de infec¢do foi observada na década de 70, ao se constatar a
presenga de células musculares lisas monoclonais (Benditt et al.,1973). A
presenca de Clamidia em focos de calcificagcdo da tunica média sugeriu a
hipétese dessa infecgao nas células musculares lisas como o ponto inicial da
aterosclerose. (Bobryshev et al., 2006). Outra teoria €, ao observar a dupla
infeccdo por clamidia e CMV, causar aumento sinérgico na resposta
inflamatdria e, talvez, acelerar a progressao da aterosclerose. No entanto,
ainda tem que ser observado se ha uma relagao causal entre a infecgao e a
progressao da doenga, ja que antibidticos e medicamentos antivirais contra a
clamidia e o CMV, respectivamente, ndo conseguiram evitar a aterosclerose.
(Hansson, 2005).

A ligacao entre a infecgéo e a rejeicao do enxerto foi sugerida pela
primeira vez em 1970 por Simmons et al. (1970). Nenhuma relagéo
significativa foi determinada entre o desenvolvimento da DVE e a infecgao
por clamidia (Subramanian et al., 2002). A positividade de CMV no momento
do transplante é importante preditor de DVE e sobrevivéncia pés-transplante
(Nieto et al., 2002). Estudos em humanos apontam que a infecgédo por CMV
causa disfungcdo endotelial prejudicando a via do O6xido nitrico sintase.

(Petrakopoulou et al., 2004, e Weis et al., 2004).
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2.5.5. Hiperlipidemia

Hiperlipidemia € comumente vista em pacientes transplantados
cardiacos. Muitos desses pacientes sao hiperlipidémicos antes do
transplante. Além disso, a terapia imunossupressora dada aos pacientes,
especialmente os inibidores da calcineurina, pode resultar ou agravar a
dislipidemia preexistente.(Rahmani et al., 2006). Em modelo de transplante
cardiaco heterotopico em coelho, mostrou-se que ha associagao entre
hipercolesterolemia e DVE, e as artérias coronarias dos transplantados
foram mais afetadas pela hipercolesterolemia que as artérias coronarias
nativas. A hipercolesterolemia promoveu as mudangas fibrogordurosas
proliferativas da hiperplasia intimal, vista na maioria dos pacientes com DVE.
(Esper et al., 1997).

A ligacédo entre a sindrome metabdlica e o desenvolvimento de
aterosclerose e DVE tem sido atribuida, pelo menos em parte, a reduzida
disponibilidade de 6xido nitrico. (Chan et al., 2002). A hipertrigliceridemia
tem sido identificada como um preditor de DVE, indicando que a resisténcia
a insulina associada pode ser importante na fisiopatologia da DVE.
(Valantine et al., 2001). Assim, a hiperinsulinemia em pessoas sem diabetes
pode ser um marcador para um conjunto de alteragbes metabdlicas,
incluindo prejuizo da captagao de glicose mediada por insulina, a obesidade
visceral, dislipidemia e hipertensdo.(Rahmani et al., 2006).

Através de ensaios clinicos de 3-hidroxi-3-metil coenzima A (HMG-

CoA) redutase (estatinas), foi demonstrado que anormalidades metabdlicas
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desempenham um papel importante na lesdo endotelial e aterosclerose.
Além de seus efeitos hipolipemiantes, as estatinas restauram a funcéo
vasodilatadora dependente do endotélio em pacientes com fatores de risco
classicos para aterosclerose, incluindo aqueles que foram identificados para
DVE. (Kobashigawa et al., 1995, e Rickembacher et al., 1996). Estudo
randomizado demonstrou que os pacientes tratados com estatinas logo apos
o transplante cardiaco tém menor incidéncia e gravidade da DVE. (Wenke et
al. 2003). Os pacientes que receberam as estatinas experimentaram menos
frequentes e gravidade menor de episddios de rejeicdo aguda e melhora na
sobrevivéncia. Essas observacdes sao consistentes com as agdes das
estatinas em bloquear a resposta inflamatéria e imune. Recentemente, as
estatinas tém mostrado acado supressora na indugcao do complexo maior de
histocompatibilidade tipo Il (MCH-II), pelo interferon, e este por sua vez
reprime a ativagao dos linfécitos T e outros tipos de células, incluindo as
células musculares lisas humanas. (Kobashigawa, 2001). Esses estudos
suportam a justificativa para o uso das estatinas como adjuvante aos

agentes imunossupressores, especificamente contra o problema DVE.

2.5.6. A rejeicao aguda

Alguns grupos tém relatado uma associagcédo entre a gravidade e

frequéncia da rejeicdo aguda e a gravidade da DVE. No entanto, outros
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relatam que os episddios de rejeicdo aguda ndo estdo associados com o

desenvolvimento de DVE. (Mehra et al., 1995).

2.5.7. Doencas relacionadas aos doadores

A incidéncia de doencga arterial coronariana (DAC) significativa no
doador permanece baixa, em cerca de 2%. A DAC do doador pode servir
como ponto de partida para a DVE e acelerar o processo desta doenca.
Assim, a DAC do doador pode ser importante no progndstico do paciente de
transplante na medida em que pode progredir independentemente do
processo de DVE (Rahmani et al., 2006). Porém, Botas et al. (1995) néo
encontraram nenhuma diferenga significativa na taxa de espessamento
intimal, entre os pacientes com coracdes de doadores com pré-DAC
existente e aqueles sem. Assim, o impacto da aterosclerose do vaso nativo

na DVE permanece controverso.

2.5.8. Proteina C-reativa

A proteina C reativa (PCR) € um marcador que se encontra
elevado no sangue durante a inflamagéo. A PCR exdgena induz a expressao
de moléculas de adesao e a diminuigdo do oxido nitrico sintase endotelial

(eNOS).(Pasceri et al., 2000; Venugopal et al.,, 2002). Além disso, a PCR
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aumenta os receptores de angiotensina | nas células musculares lisas, o que
eleva as espécies reativas de oxigénio e a proliferagdo. (Wang et al., 2003).
E também os mondcitos / macréfagos expostos a PCR aumentam a
liberacao de fator tecidual que potencialmente estimula a migragao celular e
adesao a células endoteliais e promove a absorg¢ao da lipoproteina de baixa
densidade oxidada (LDL).(Torzewski et al., 2000).

Ha forte associagcdo dos niveis plasmaticos de PCR e eventos
cardiovasculares surgindo a hipotese de que tanto a PCR é um marcador,
como um agente causal, no desenvolvimento de aterosclerose (Verma et al.,
2004). Ha uma associagao entre os niveis plasmaticos de PCR e faléncia do

enxerto e DVE. (Pethig et al., 2000).

2.5.9. Outros fatores de risco

Hipertensao, tabagismo, diabetes e outros fatores de risco para a
aterosclerose estdo associados com DVE.

A hipertensdo arterial em pacientes transplantados pode estar
presente no pré-operatorio ou no poés-operatdrio surgir secundaria a
medicacdo imunossupressora, como a ciclosporina A (CsA). A hipertensao
arterial sistémica causa lesdo endotelial, promovendo a formagao de
hiperplasia intimal, que eventualmente da origem a lesdes aterosclerdticas.
(Rahmani et al., 2006).

Na figura 1 podemos observar esses fatores de risco e

mecanismos.
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Figura 1. Mecanismos e fatores de risco para DVE e Aterosclerose. Topo(A) : O vaso
normal mantém um endotélio intacto, sem espessamento intimal e Iamina
elastica interna ndo comprometida. Apresenta uma muscular média uniforme e
a adventicia € uma zona delicada e resistente de tecido fibro elastico. Na DVE e
Aterosclerose grave, o endotélio é severamente danificado e disfuncional,
promovendo a inflamagéo, aumento do espessamento intimal, e, finalmente, o
desenvolvimento de placas fibrogordurosas proliferativas e focos degenerativos.
A lesdo da DVE, indicada na ilustragdo, mostra o desenvolvimento de uma
lesdo ateromatosa com intima espessada, enquanto a lesdo aterosclerética
nativa mostra trombose em cima de um nucleo necrético definido com fendas
de colesterol e placas, rachaduras e fissuras. Os mecanismos de progressao de
base contributiva de cada doencga e alguns fatores de risco importantes sao
listados e ponderados sinopticamente. A contribuicdo para a patogénese de
cada um desses fatores é enfatizada por uma grade entre + a ++++, onde + é
ligeiramente contributivo e + + + + €& muito contributivo. Azul indica as
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contribuigbes para DVE; vermelho, as contribuicbes para a
aterosclerose. Fundo(B): Definicao dos simbolos. Modificado de Rahmani et al.,
2006.

Apesar dos avangos no diagnéstico e descrigdo dos mecanismos
da DVE, esta continua sendo pobremente entendida, e assim é crucial o uso
de modelos animais, os quais podem permitir melhor compreensao dos
mecanismos em maior profundidade, proporcionando o desenvolvimento de

regimes terapéuticos que possibilitem prevenir ou tratar a doenca.

2.6. Modelos em Animais

Na atualidade, € cada vez maior a dificuldade de realizar
pesquisas em modelos animais de grande porte, devido aos altos custos de
obtencdo, manuseio e manutencido dos mesmos, assim como as restricdes
impostas pela bioética. Por isso os modelos em pequenos animais s&o
considerados preferenciais nas pesquisas cardiovasculares (Schwarz et al.,
1998). A maior parte desses estudos é realizada em ratos, camundongos e

coelhos.

2.6.1. Animal estudado

O coelho (Oryctolagus cuniculus) € animal de experimentag&o
amplamente utilizado em pesquisa. Elsberg em 1899 publicou estudo

experimental sobre o tratamento das feridas do coragao por meio de suturas
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ao musculo cardiaco, modelo desenvolvido em coelhos, numa época em que

a cirurgia cardiovascular era rudimentar.

2.6.1.1. Anatomia do coelho

As estruturas mais proeminentes da cabega em formato de funil
sdo os ouvidos externos (orelhas); localizados lateralmente, os olhos
permitem um campo visual amplo incluindo visdo binocular posterior
pequena, apresentam uma bem desenvolvida terceira palpebra que se
movimenta do canto medial sobre a cornea durante a anestesia ou sono, as
pupilas sdo capazes de ampla dilatacdo, resultando em uma alta
sensibilidade da retina quando as luzes estao baixas.

As orelhas representam 12% da area corporal total, sdo altamente
vascularizadas e quando ha calor apresentam grandes shunts
arteriovenosos. Sao livremente moveis e apresentam movimentacao
independente. A face convexa das orelhas é levemente pilosa, e apresenta
uma artéria central altamente acessivel e veias laterais. A orelha é fragil,
composta por uma cartilagem elastica central coberta por uma fina camada
de pele, fazendo-as inapropriadas para a sujeicao do animal.

O pescocgo se diferencia do cranio ventralmente por uma prega de
pele pedunculada, chamada papada.

Semelhante ao formato usual dos mamiferos, o tronco se

subdivide em térax anterior, abdome caudal e costas ou dorso.
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O membro anterior é dividido em ombro, braco, antebragco e méo,
que possui cinco dedos cada um com uma longa e curva garra. O membro
posterior se divide em coxa, perna e pé&, que apresenta quatro dedos
diferenciados externamente.

O timo é consideravelmente grande no coelho adulto, descansa
parcialmente ventral sobre o coracao e se estende até o interior do térax. A
cavidade pleural bilateral contém os pulmdes, que estdo separados pelo
mediastino, onde se localiza o coragdo. O mediastino posterior € ocupado
pelo esbdfago, aorta toracica, bronquios, vasos pulmonares e nodulos
linfaticos.

O coracdo do coelho se diferencia de outros mamiferos por
possuir uma valva atrioventricular direita composta por duas cuspides em
vez de trés, tornando o termo de valva tricuspide inapropriado.

A regidao do né sinusal € menos complexa que em outras espécies.
Somente um pequeno grupo de células marca passo gera os impulsos no
coelho.

A mais 6bvia diferenga morfolégica entre o tecido cardiaco de
condugao e o musculo cardiaco é a presenca de tubulos transversos nas
células musculares, inexistentes nas células de Purkinje.

No coelho o nervo adrtico ndo responde a quimiorreceptores,
somente a barorreceptores, enquanto o nervo do seio carotideo responde a
ambos.

No coelho, como no humano, o bulbo carotideo esta localizado na

bifurcagao da carétida comum.
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A artéria carétida interna é relativamente pequena em coelhos;
mas € a maior fonte de irrigagao do cérebro.
A artéria pulmonar e seus ramos sao mais musculares que em

humanos. (Manning et al., 1994, cap. 3).

2.6.1.2. Fisiologia do sistema cardiovascular

Na regidao do né sinoatrial do coelho, sé um pequeno numero de
células gera o impulso elétrico de despolarizagado celular. As valvas atrio-
ventriculares do coragao de coelhos s&o capazes de gerar espontaneamente
impulsos de despolarizagdo celular in vitro na solugdo de Tyrode; esta
propriedade difere das valvas de caninos que precisam catecolaminas para
automatismo.

O coracgao do coelho é relativamente resistente se comparado ao
de cachorro, ao dano oxidativo. Isto pode ser atribuido em parte ao baixo
nivel miocardico de xantina oxidase, possui papel importante na producao de
espécies citotoxicas de oxigénio, as quais estdo implicadas no dano
cardiaco. A atividade da xantina oxidoreductase varia segundo os
mamiferos, sendo baixa em coelhos e humanos. Apesar de o coracdo do
coelho ser relativamente livre de xantina oxidase, existem radicais livres que

contribuem para a disfungao pdés-isquémica. (Manning et al., 1994, cap. 4).
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2.6.1.3. Anatomia Coronariana

No coelho, a anatomia coronariana definiu-se pela emergéncia da
artéria coronaria direita de 6stio préprio, dirigindo-se para a margem do
ventriculo direito originando o ramo interventricular posterior.

A artéria coronaria esquerda também emerge de Ostio proprio,
dirige-se para a margem do ventriculo esquerdo, bifurcando-se pouco antes
de atingir a margem propriamente dita, em ramo interventricular anterior e
ramo circunflexo, que emite ramos ventriculares posteriores. (Rodrigues et

al., 1999)

2.6.1.4. Modelo de Doeng¢a Vascular do Enxerto

Um dos modelos frequentemente empregados para o estudo da
DVE é o de transplante cardiaco heterotépico em coelhos.

Esse modelo foi idealizado por Alonso et al., que em 1977
realizaram o TxC como descrito por Carrel e Guthrie (1905), aprimorado
posteriormente por Foegh, 1993, e Ewel et al., 1993. Neste se realiza o TxC
de forma heterotdpica, ao nivel cervical (Foegh, 1993; Kuwahara et al., 1991;
Cowan et al., 1996) ou abdominal (Eich et al., 1993; Mitchell et al., 1990;

Carvalho et al., 2003).
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Foegh (1993) desenvolveu o modelo de forma apurada e ressaltou
suas caracteristicas e vantagens ao compara-lo com o modelo em ratos,
sendo estas:

e A DVE é tubular, e ndo segmentar como a observada em
ratos, sendo assim semelhante a que desenvolvem os
humanos.

e O tempo de desenvolvimento da DVE é curto, de cinco a
seis semanas, enquanto € de 12 a 24 semanas em ratos.

e O modelo da DVE em coelhos tem sido considerado mais

semelhante ao do transplante cardiaco em humanos.

Na literatura existem trabalhos experimentais baseados no modelo
descrito acima para controle e / ou inibigdo da DVE com drogas, como o
iloprost (Takacs e Jellinek, 1987), a prostaciclina (Ewel et al., 1993), o
estradiol (Ewel e Foegh, 1993; Lou et al., 1996), a angiopeptina (Foegh et
al., 1989; Ewel e Foegh, 1993), a dihidroepiandrosterona (Eich et al., 1993),
bloqueio seletivo do fator de necrose tumoral a (Claussel et al., 1994),
bloqueio da interagao do antigeno muito tardio-quatro (VLA-4) da intergrina e
fibronectina pelo peptideo do segmento de ligagdo um (Molossi et al., 1995),
liberacdo de fator de necrose tumoral a (Tanaka et al., 1995), inibidor da
serina elastase (Cowan et al., 1996) e talidomida e ciclosporina (Carvalho et

al., 2003), obtendo resultados satisfatorios em todos eles.



Revisao da Literatura 36

2.7. Nanotecnologia e Nanociéncia

A nanotecnologia e nanociéncia, que tém como escala valores de
1 a 100 nandmetros (nm), se focalizam em materiais de tamanho atémico,
molecular e supramolecular, apontando o controle e manipulacdo desses
novos materiais precisamente configurando atomos e moléculas, produzindo
novos agregados moleculares e desenhando sistemas de autoagregagao
para criar dispositivos supramoleculares a escala celular ou menor.

A nanoescala é prevalente nos sistemas naturais, ja que varios
componentes de importancia funcional das células vivas encaixam nesta
classificagdo antropométrica, mas poucas drogas ou dispositivos de
diagndstico, terapéutica e reparagao tém sido desenvolvidos nesta escala.

As propriedades da nanoescala permitem alta densidade de
funcdo em pequenos pacotes para minimizar invasibilidade e facilitar
intervengdes terapéuticas inteligentes com aumento da especificidade de
liberacdo e acdo, diminuicdo de efeitos secundarios e capacidade de
resposta a estimulos externos e de se reportar a receptores externos.

A nanotecnologia e nanomedicina sdo duas areas de grande
crescimento que estdo brindando novas oportunidades diagndsticas e
terapéuticas nas doengas cardiovasculares, pulmonares, hematoldgicas e do
sono. No futuro préoximo a nanotecnologia jogara um papel cada vez mais
significante na pratica do dia-a-dia de cardiologistas, pneumonologistas e

hematologistas.
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Buxton et al. (2003) identificaram quatro é&reas da
bionanotecnologia como as mais promissoras em descobertas e aplicagao.
Entre elas:

e Biossensores e Diagnosticos.

e Liberacao de drogas e terapéutica.

¢ Imagens.

e Engenharia de tecidos e biomateriais.

2.71. Nanoparticulas e liberagao de farmacos

O uso de nanoparticulas em medicina foi primeiramente realizado
no tratamento do cancer e progrediu rapidamente, sendo bem utilizadas para
resolver as limitagbes que apresentam os sistemas de liberagdo de drogas
convencionais, tais como a biodistribuicdo inespecifica e alvo, solubilidade
em agua, pobre biodisponibilidade oral e baixos indices terapéuticos.

Uma forma efetiva para obter eficiéncia na entrega de farmacos
sera desenvolver de forma racional nanossistemas baseados no
conhecimento de suas interagcbes com o ambiente bioldgico, a populagéo de
células-alvo, as mudancas dos receptores celulares que acontecem com a
progressao da doenga, o mecanismo e sitio de agdo do farmaco, a retengéo
da droga, a administragdo de multiplos medicamentos, o mecanismo

molecular e a patobiologia da doeng¢a em consideracao (Suri et al., 2007).
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Cho et al., 2008, classificaram os tipos de Nanoparticulas usadas

como sistema de liberagao ou entrega de farmacos em:

Carreadores de drogas baseados em polimeros, onde a droga
pode ser fisicamente aderida ou covalentemente ligada a uma
matriz polimérica; os polimeros utilizados como conjugados de
drogas podem ser divididos em dois grupos:

— Micelas poliméricas.

— Dendrimeros.

Carreadores de drogas baseados em lipides:

— Lipossomas sao estruturas coloidais fechadas de
automontagem, compostas por duas camadas de lipides
ao redor de um espaco aquoso central.

Nanoparticulas virais. Uma variedade de virus tipo parvovirus
canino e bacteriéfagos foram desenvolvidos para aplicagao
biomédica e de nanotecnologia, que inclui a liberacdo de
drogas e terapia de tecidos.

Nanotubos de carbono. Sao cilindros compostos por anéis de
benzeno, tém sido aplicados na biologia como sensores de
deteccdo de DNA e proteinas, dispositivos de diagndsticos
para discriminagcdo de diferentes proteinas para amostras
séricas e carreadores de liberacdo de vacinas ou proteinas.

(Figura 2).
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c
Nanoparticulas Micelas Dendrimeros
Poliméricas Poliméricas
E F

Lipossomas Nliﬂ:JpElrtl'tulas Nanotubulos de
Virais Carbono

Figura 2. llustragdo dos diferentes tipos de Nanoparticulas para entrega de
farmacos.
Modificado de Cho et al., 2008.

2.7.2. Nanotecnologia e Cardiologia

A nanociéncia em Cardiologia é uma area em continuo
crescimento e investimento, apresentando interesse e aplicagdo no
diagndstico e tratamento de doencgas cardiovasculares.

Aplicacdo no diagndstico: Os avangos em biologia molecular e
celular ampliaram os horizontes da imagem em medicina desde a grossa

descricdo anatdmica para o delineamento de processos de sinalizagao
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celular e bioquimicos. A nanotecnologia permite detectar de forma nao
invasiva imagens celulares e moleculares de processos patolégicos como os
associados a inflamagdo e angiogénese. As técnicas para a obtencédo de
imagens celulares e moleculares evoluiram recentemente e em multiplas
modalidades de imagem, como as imagens nucleares, épticas, de ultrassom
e de ressonancia magnética (RMI).

Essas imagens celulares e moleculares podem ser utilizadas para
o estudo da ruptura da placa aterosclerética por meio da detecgao de fibrina
ao ultrassom ou RMI. Na angiogénese ocorre a formagéo da a,Bsintegrina,
marcador importante para a deteccdo e caracterizacdgo a RMI de
angiogénese associada a expressao de fator de crescimento, crescimento
tumoral e aterosclerose. Outros componentes da placa como os macrofagos
podem ser determinados por RMI ou particulas paramagnéticas similes a
lipoproteina de alta densidade (HDL). O uso de células progenitoras, através
de nanoparticulas superparamagnéticas, pode fazer o rastreamento das
mesmas a RMI. Igualmente como método de imagem, monitora a entrega e
terapia de agentes nas doencas cardiovasculares, e permite observar o
alcance do alvo e efeito molecular. (Wickline et al., 2006).

Aplicacdo terapéutica: A aterosclerose € uma condicdo em que se
forma placa na parede arterial. Esta origina diminuigdo do lumen do vaso,
aumenta a possibilidade de formacdo de trombo e obstrugcdo do fluxo
sanguineo. Quando acontece nas artérias corondrias, a obstrucdo causa

isquemia e infarto do miocardio e pode levar a morte.
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A remogao da placa é feita por técnicas invasivas como a
angioplastia coronariana transluminal percutanea, aterectomia e6u implante
de “stent’. No entanto, estas técnicas apresentam como complicagdo a
reestenose coronariana, na qual o vaso se oclui novamente por um
mecanismo diferente ao da aterosclerose, no qual ha lesdao da parede da
artéria e proliferagdo celular devido ao método de remocido de placa
utilizado. Definimos reestenose como a diminuigdo em mais que 50 % do
lumen do vaso determinado por um angiograma de controle. Este efeito se
deve a proliferacdo das células musculares lisas, chamado de hiperplasia
intimal ou hiperplasia neointimal, e ao remodelamento do vaso.

Para o tratamento da reestenose tém sido utilizados “stents”
farmacolégicos ou revestidos com drogas. Existem no mercado dois tipos: os
revestidos com rapamicina ou sirolimus, e os revestidos com paclitaxel;
ambos agentes citostaticos sdo aderidos a superficie do “stent’” com o uso
de polimeros, porém estes dispositivos apresentam como complicagao
trombose e reestenose.

No uso de nanoparticulas para entrega de farmacos baseados em
lipides com os lipossomas entregando substancias, temos o clodronato, o
pamidronato e alendronato; ou em polimeros tipo o poli (D, acido latico-co-
acido glicdlico) (PLGA) entregando alendronato; em nanoparticulas de
albumina contendo paclitaxel;, em nanoemulsdo de perfluorocarbono
contendo paclitaxel, doxorrubicina e antraciclina; em micelas poliméricas
contendo doxorrubicina. Também existe a descricdo do uso de

nanoparticulas para entrega de genes baseadas em lipides, tipo reagentes
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lipidicos catibnicos; e a entrega de genes baseada em polimeros tipo o

PLGA e o poli etilenglicol (PEG). (Brito et al., 2007).

2.7.3. Nanoparticula lipidica associada a Paclitaxel

2.7.3.1. Paclitaxel

Paclitaxel é o farmaco precursor de uma nova classe de agentes
estabilizantes de microtubulos, os taxanos. Sua descoberta foi fruto de
trabalho laborioso em que foram investigados pelo Instituto Nacional de
Cancer dos Estados Unidos (NCI-USA) aproximadamente 12000 compostos
naturais, os quais foram testados contra um painel de tumores experimentais
e, no final, apenas aqueles que apresentaram alguma atividade foram
selecionados (Rowinsky et al., 1990).

O paclitaxel foi extraido primariamente no comeco dos anos 60 a
partir do extrato de casca do teixo do Pacifico, chamado Taxus brevifolia.
Sua forma pura somente foi obtida em 1969 e sua estrutura, descrita pela

primeira vez em 1971 (Wani et al., 1971), estd demonstrada na figura 3.
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Paclitaxxl I !

Figura 3. Estrutura tridimensional e bioquimica do Paclitaxel. Modificado
de www.wikipedia.org e  www.biotech.icmb.utexas.edu,
respectivamente.

Paclitaxel ndo era um agente de reconhecida importancia até o final
dos anos 70, quando foi descoberto que possuia um mecanismo de acao
unico. (Schiff e Horwitz, 1980). O paclitaxel tem atividade antineoplasica em
carcinoma epitelial de ovario, cancer de mama, colo uterino, células nao
pequenas de pulmdo e sarcoma de Kaposi. (Rowinsky et al., 1994). E
utilizado em varios paises, e entre eles o Brasil, como tratamento de primeira
linha em cancer refratario de ovario e segunda linha em cancer de mama.

O mecanismo de agdo do paclitaxel foi divulgado em 1984 por
Manfredi et al.. Diferentemente de outros agentes que atuam nos
microtubulos, induzindo o desarme dos mesmos, tais como os alcaloides da
vinca e colchicina, o paclitaxel promove a polimerizagcdo da tubulina, o que,
por sua vez, estabiliza os microtubulos, deixando os mesmos nao
funcionantes. Os microtubulos sdo componentes essenciais no processo de
mitose, necessarios durante a divisdo celular e requeridos na manutengcao
do formato celular assim como em varias outras atividades tipo mobilidade,

ancoragem, transporte entre organelas celulares, processos de secregao
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extracelular, modulacdo da interagdo entre os receptores celulares de
superficie e os fatores de crescimento e sinais de transdugao intracelular.

Esse mecanismo pode ser visto na figura 4.

O Paclitaxel detém a transicad da fase G2 para fase M (Mitose), além de outros efeitos.

Faze =

Faze Gl

Divisdo celular, Proliferacdo
Reestenose.

Figura 4. Mecanismo de acdo do Paclitaxel. Modificado de
www.vasmedtech.com.

Os microtubulos estdo em um equilibrio dindmico com suas sub-
unidades de proteinas soluveis, os heterodimeros a e B tubulinas; interferir
no equilibrio normal entre os microtubulos e suas subunidades pode levar a
uma paralisagcdo da divisdo e mobilidade celular, como também outras
atividades dependentes dos microtubulos.

O paclitaxel liga-se reversivelmente aos microtubulos e assim as
células tratadas com paclitaxel ndo conseguem dividir-se e estdo

bloqueadas na fase G, tardia ou M do ciclo celular. Igualmente a
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movimentagdo, mudangas na forma, transporte intracelular e fungdes
secretoras também estado inibidas. (Horwitz, 1992, Horwitz et al., 1993).
Adicionalmente a inibicdo de neoplasias, o paclitaxel mostrou ter
efeito sobre as células musculares lisas, controlando e/ou inibindo a
proliferagdo intimal em modelos animais de leséo arterial em ratos (Sollott et
al., 1995; Signore et al., 2001) e coelhos (Drachman et al., 2001), e é usado
atualmente revestindo "stents" para o tratamento hemodinamico de
aterosclerose coronaria importante ou em reestenose apoés tratamento com
"stent" convencional (Waugh et al., 2004; Park et al., 2003; Liistro et al.,

2002), porém nao existe na literatura relato do uso na doencga vascular do

enxerto apos transplante.

2.7.3.2. Nanoparticula de colesterol ou LDE

Na area da Nanotecnologia Biomédica, o grupo comandado por
Maranh&o tem realizado contribuicées pioneiras no mundo: descreveram o
primeiro sistema de nanoparticulas s (ndo lipossomais) produzidas em
laboratério, capazes de direcionar e concentrar farmacos no sitio de agao
(“drug targeting”) para tratamento de doencgas proliferativas como o cancer e
a aterosclerose (Maranhéo et al., 1992, 1994, 2008).

Entre 1992 e 1994 Maranh&o descreveu a criagao do sistema de
nanoemulsdes lipidicas artificiais (LDE) que sdo parecidas com a estrutura

lipidica da lipoproteina de densidade baixa (LDL), a qual transporta a maior
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parte do colesterol circulante no homem. Tanto a LDE como a LDL podem
ser observadas nas figuras 5 e 6. Demonstraram que, quando injetadas na
circulagao, as particulas da nanoemulsao sao captadas pelas células através

de endocitose mediada pelos receptores da LDL (Hirata et al., 1999).

ApoproteinsB100

Fozfolipides
Esteres de \ » =

L 1 & - -
Colesterol - - Colestercl ndo esterificado

Figura 5. Estrutura da lipoproteina de densidade baixa (LDL). Modificado de
www.foodspace.wordpress.com

Fosfolipides
Ezterezde 2

F,
Colesterol ./ Colestercl ngo esterificade

Figura 6. Estrutura da nanoemulsao lipidica (LDE). Modificado de
www.foodspace.wordpress.com
As particulas LDE séao esféricas, com diametro da ordem de 25-50
nm. Como a LDL, tém um nucleo constituido de ésteres de colesterol, com

quantidades residuais de triglicérides, envolvido por uma monocamada de
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fosfolipides; na monocamada superficial hd uma propor¢gdo pequena de
colesterol na forma livre. A LDE é feita sem proteinas e nédo apresenta a
apolipoproteina B 100; mas em contato com o plasma, em colisbes com as
diversas lipoproteinas, as apolipoproteinas (apo) como a apo ClI, apo A1,
apo E e outras aderem a superficie das particulas. A apo E serve de ligante
da LDE aos receptores da LDL. Por isso, a LDE é removida mais
rapidamente da circulagao do que a propria LDL natural: a apo E tem 20 a
30 vezes mais afinidade pelo receptor do que a apo B100, unica apo da LDL

natural e que é o ligante da LDL ao receptor, como visto na figura 7.
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Figura 7. Mecanismo de acdo do Receptor da LDL. Modificado de
www.biologia.edu.ar
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Um fascinante terreno de aplicagées de impacto foi aberto com a
descoberta de que a LDE, apds inje¢cdo na corrente circulatoria, concentra-
se nos tecidos tumorais e pode ser usada no tratamento do cancer como
veiculo para direcionar quimioterapicos para as células neoplasicas
(Maranhdao et al., 2002). A célula neoplasica, provavelmente pela
necessidade de aporte lipidico maior exigido pela proliferagdo acelerada,
apresenta acentuado aumento na expressdo dos receptores da LDL. Isto
possibilita 0 uso da LDE como veiculo para concentrar no tecido neoplasico
quimioterapicos associados as particulas. Os quimioterapicos sao assim
desviados dos tecidos normais do organismo. Com isso, pode-se aumentar a
eficiéncia terapéutica desses agentes e diminuir os efeitos colaterais que
constituem limitagdo importante a quimioterapia. A descoberta inicial foi
descrita em pacientes com leucemia mielocitica aguda (Maranhao et al.,
1992, 1994), em que a superexpressdo dos receptores atingiu até 100
vezes. Mais recentemente, foi descoberto que a LDE pode concentrar-se
também em tecidos onde haja processos proliferativos ndo neoplasicos
(Naoum et al.,, 2004). Em seguida descobriu-se, em coelhos com
aterosclerose induzida por dieta rica em colesterol, que o processo
inflamatdrio existente na aterosclerose também propicia a concentragcao da
nanoemulsdo nas artérias lesadas (Padoveze et al., 2009). Essas
descobertas ampliaram o leque de potenciais aplicacdes da nanoemulséo
como veiculo de farmacos, nao s6 nas neoplasias, mas na aterosclerose e

em outros processos inflamatérios crénicos.
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Nos experimentos visando ao tratamento do cancer com a
nanoemulsdo como veiculo, fizeram-se progressos significativos. Foi
mostrado ndo s6 em animais de experimentagdao, mas também em pacientes
nos quais tanto a LDE quanto os farmacos a ela incorporados se concentram
nos tumores (Graziani et al., 2002; Valduga et al., 2003; Azevedo et al.,
2005; Rodrigues et al., 2005). A incorporacao e a estabilidade de farmacos
no interior da LDE foram otimizadas com a modificacdo dos farmacos sem
que houvesse perda do seu efeito farmacolégico. Dessa forma foi possivel,
com a modificagdo desses farmacos, prosseguir com a montagem de um
arsenal terapéutico associado as nanoemulsdes. Preparagdes da LDE,
associada a formas modificadas dos agentes quimioterapicos etoposideo
(Valduga et al.,, 2003), paclitaxel (Rodrigues et al.,, 2005) e, mais
recentemente, daunorrubicina e metotrexato (dados nao publicados), estéao
prontas e com eficiéncia testada in vitro e in vivo. Em todos os casos,
comparando-se essas associacdes com nanoemulsdes com as respectivas
preparacdes comerciais, mostrou-se em cultura de células neoplasicas e
modelos de tumores implantados em animais (tumor de Walker e melanoma
B-16), acao terapéutica maior em doses mais baixas, melhor eficiéncia na
regressao tumoral e maior sobrevida dos animais (Teixeira et al., 2004;
Rodrigues et al., 2005; Lo Prete et al., 2006). Em ensaios clinicos com a
carmustina, etoposideo e paclitaxel (Maranhao et al., 2002; Pinheiro et al.,
2006; Pires et al., 2009) verificou-se que o uso desses farmacos associados
a LDE, mesmo em doses mais altas do que as usualmente empregadas na

clinica, apresentou toxicidade praticamente ausente.
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No tocante a aplicagéo do sistema de nanoemulsdes artificiais que
se ligam aos receptores da LDL no tratamento das doencgas cardiacas,
Maranhdo e colaboradores recentemente mostraram que paclitaxel,
associado as nanoemulsdes artificiais, produz regressao acentuada dos
ateromas de coelhos com indugao de aterosclerose, da ordem de 60 % no
tratamento de quatro semanas (Maranh&o et al.,, 2008). A fundamentagao
para 0 uso do paclitaxel € a acado antiproliferativa celular deste
quimioterapico, largamente utilizado no tratamento do cancer. A
aterosclerose € basicamente um processo inflamatorio-proliferativo, em que
a multiplicagdo das células musculares lisas e macrofagos ao lado do
depdosito lipidico € componente central na formagao da placa de ateroma. A
concentracdo do paclitaxel nas lesbées, bloqueando a mitose celular, € o
mecanismo que produziu os resultados obtidos nesses experimentos, em
que houve acentuada reducdo das lesbes. Conforme esperado pela
documentagdo acumulada nos modelos animais e pacientes oncoldgicos, a
toxicidade aos coelhos durante o tratamento foi desprezivel. Portanto, esse
avango permite uma nova abordagem para o tratamento das doengas
cardiovasculares. Proporcionaria também uma terapia de resgate na doenga
cardiovascular grave e conjugaria o uso de potentissimos agentes
antiproliferativos com um sistema que, neutralizando seus efeitos colaterais,
os leva para os sitios de lesdo.

Os resultados descritos acima direcionaram, entdo, para a
aplicacdo dessas nanoemulsdes no tratamento dos pacientes com

transplante cardiaco, em que predominam dois problemas principais: a
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rejeicdo do receptor ao 6rgao transplantado e a DVE. Trata-se de duas
entidades de dificil manejo clinico, que comprometem seriamente o éxito dos
transplantes cardiacos e que demandam novas solugdes terapéuticas. A
DVE, em geral, ndo tem tratamento convencional, apenas o retransplante.
As bases inflamatdrias e proliferativas da DVE sao semelhantes as da
doencga cardiovascular aterosclerética. Desta forma, o fato de um agente
antiproliferativo associado a LDE ter sido eficiente na promocido da
regressao da aterosclerose experimental faz supor que seja igualmente

eficiente como abordagem terapéutica da DVE.



3 OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Principal

Verificar se o tratamento com a nanoemulsao lipidica, associada a
Paclitaxel (LDE-Paclitaxel), reduz a incidéncia e o grau de doenga vascular

do enxerto de coelhos submetidos a transplante cardiaco heterotépico.

3.2 Objetivo Secundario

Analisar a biodistribuicdo da nanoemulsédo lipidica (LDE) em

coelhos submetidos a transplante cardiaco heterotdpico.



4 METODO
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4. METODO

41. Animais e dieta

Foram utilizados 21 coelhos machos da raca New Zealand
brancos como receptores e 21 coelhos da raga New Zealand vermelhos
como doadores pesando aproximadamente trés quilogramas, para a
realizacdo do modelo de DVE de transplante cardiaco heterotopico em
posigao cervical, mantidos em gaiolas individuais, com ciclo claro: escuro
12:12 h, segundo as normas brasileiras de experimentagdao animal do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagcao Animal — CONCEA, e a
Lei No 11.794 de oito de outubro de 2008, ou Lei de Procedimentos para o
Uso Cientifico de Animais, que revogou a Lei No 6.638 de oito de maio de
1979.

Os coelhos, tanto doadores como receptores, consumiram ragao
habitual comercial (Purina Inc.). Os receptores receberam suplementagao de
0,5% de colesterol (peso/peso) por todo o periodo do experimento.

Este estudo foi aprovado pela Comissao Cientifica do Instituto do
Coracdo HC-FMUSP, na sessdo 483/05/19 de 03/11/2005, sob SDC

2720/05/140 e da CAPEPesq. 1090/05.
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4.2, Procedimento cirurgico

4.2.1. Anestesia

A inducado anestésica iniciou-se com a administracdo de Xilazina
na dose de 23 mg/Kg intramuscular na regidao da coxa e, apds dois a trés
minutos, foi administrada Ketamina na dose de 50 mg/Kg intramuscular
também na regido da coxa. Depois de dois a trés minutos realizou-se uma
pequena tricotomia na orelha esquerda para puncao e canulagcdo da veia
marginal com cateter tipo “Jelco” numero 24 e fixagcdo do mesmo. Nesse
momento foi infundida Atropina 0,5 mg/dose via endovenosa. Para a
manutencdo da perviabilidade da veia e para hidratagao foi instalado soro
fisiologico 0,9 %, infundindo na dose de um mL/min. A manutengcdo da
anestesia realizou-se com solugdo de 200 mg de Ketamina em 20 mL soro
fisiolégico via endovenosa através de bomba de infusdo continua numa
dosagem de 2,5 mLh. Durante o procedimento cirurgico, quando o coelho
apresentava sinais de superficializagao da anestesia, foi infundido 0,5 mL
desta solucdo em “bolus” a cada 15 minutos até reversdo da mesma. Uma
mascara facial de oxigénio foi instalada e fixada de maneira confortavel com

protegao dos olhos com gazes umedecidos.
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4.2.2. Cirurgia

O transplante heterotopico do coragdo foi realizado segundo
técnica amplamente utilizada na literatura. (Alonso et al., 1977).

Apds posicionamento do coelho em decubito dorsal com fixagao
dos membros, realizamos tricotomia das areas a serem incisadas, e sob
antissepsia com clorexidina alcodlica e colocacdo de campos estéreis, no
coelho receptor foi feita a direita cervicotomia vertical na porgcédo anterior do
pescogo e a artéria carétida comum e veia jugular externa dissecada e
isolada dos tecidos adjacentes. Paralelamente no coelho doador realizamos
toracotomia mediana transesternal, posteriormente pericardiotomia e
exposicao do coragao

Apds heparinizagdo sistémica com trés mg/kg, realizamos
disseccao das veias cava superior e inferior e das veias pulmonares direitas
e esquerdas com passagem de fio de algodao 4-0 para posterior ligadura,
sendo o coragao banhado com soro fisiolégico gelado a quatro graus Celsius
(°C) e, em seguida, foram realizadas as ligaduras das veias para posterior
cardiectomia total, colocando o coragao imerso num meio gelado da mesma
solucao para checagem das ligaduras das veias cavas e pulmonares e
disseccdo da aorta e artéria pulmonar e preparagdo das bocas
anastomaticas.

O coragao doador foi posicionado de maneira que a parede
anterior do ventriculo esquerdo ficou voltada para a regido inferior (caudal)

do coelho receptor. Realizou-se a heparinizagao sistémica com dois mg/kg
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no coelho receptor, pingcamento proximal e distal dos vasos e anastomose
terminolateral da aorta ascendente do coracdo doador na artéria carétida
comum e da artéria pulmonar do coragao doador na veia jugular externa com
fio de polipropileno 7-0 em sutura continua. No final das anastomoses o
apice do coragado doador ficou voltado superiormente e para a porcao
posterior da mandibula do coelho receptor. O coracédo transplantado foi
reperfundido apos a liberagcdo progressiva das pingas distal e proximal da
artéria carétida comum, retirando o ar do mesmo e finalizando com a
liberacdo das pingas distal e proximal da veia jugular. Apds o
restabelecimento da fungéo contratil, o coragéo foi posicionado numa loja de
subcutaneo construida no pescoco do receptor, e, revisada a hemostasia, a

cirurgia terminou com a sintese da pele com fio de nylon 4-0.

4.3. Tempos de isquemia, implante e recuperagao da fungao

contratil do enxerto.

O tempo de andxia ou isquemia total ao qual cada coragao
transplantado foi submetido, assim como o tempo de implante cirurgico e o

tempo da recuperacao da funcao contratil do enxerto foram mensurados.
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4.4, Antibioticoterapia e pés-operatoério

Como antibioticoterapia os coelhos receberam 0,5 g de penicilina-

G intramuscular em dose unica e cuidados pds-operatorios padronizados.

4.5. Imunossupressao

Como terapéutica imunossupressora usou-se exclusivamente a

Ciclosporina A na dosagem de 10 mg/kg/dia, via oral, iniciada no dia do

transplante até o momento da eutanasia. (Foegh et al., 1993).
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4.6. Monitorizagao do enxerto

A monitorizacdo da funcdo contratii do enxerto foi realizada
diariamente por palpacao direta, para observar a presenca de batimentos do

mesmo.

4.7. Protocolo de tratamento

No dia do transplante, os coelhos foram alocados em dois grupos:
um grupo tratado com nanoemulsao lipidica associada a paclitaxel (LDE-
Paclitaxel) na dose de quatro mg/kg/semana, durante seis semanas, por via
endovenosa (veia auricular) e um grupo controle, tratado com trés mL de

solucao fisiolégica a 0,9 %.

4.8. Preparo da nanoemulsdo lipidica (LDE) e associagcao ao

paclitaxel

4.8.1. Nanoemulsao lipidica (LDE)

Preparou-se a nanoemulsdo lipidica (LDE) segundo a técnica

modificada por Maranhéo et al. (1993): Em um frasco foram pipetados 40 mg

de fosfatidilcolina, 20 mg de oleato de colesterol, 1 mg de trioleina e 0,5 mg
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de colesterol, diluidos em cloroférmio: metanol (2:1). Posteriormente, foram
adicionados a mistura de lipides os isdtopos ™ C — colesterol esterificado e 3
H — colesterol livre. Os solventes residuais foram entdo evaporados da
mistura sob fluxo de nitrogénio e dessecagao a vacuo por 16 h, a quatro °C.
Apos a adicao de 10 mL de tampao tris-HCL 0,01M, pH oito, a mistura de
lipides foi emulsificada por irradiagdo ultrassOnica, utilizando-se
equipamento Branson, modelo 450A (Arruda Ultrassom, Sao Paulo, Brasil)
poténcia 125 watts, durante 3 horas, sob atmosfera de nitrogénio, com
temperatura variando entre 51 a 55 °C. Para a obtencdo da LDE na faixa de
didmetro e tamanho desejado, a solugao lipidica foi purificada em duas
etapas de ultracentrifugacado (ultracentrifuga, rotor Beckman SW-41). Na
primeira etapa, o material da parte superior do tubo, resultante da
centrifugagdo a 200000 x g por 30 minutos, a quatro °C, foi removido por
aspiracdo (1mL) e desprezado. Ao restante do material adicionou-se
brometo de potassio (KBr) ajustando a densidade para 1,21 g/mL. Apds a
segunda centrifugagédo (200000 x g por duas horas a quatro °C), a LDE foi
recuperada no topo do tubo por aspiragdo. Removeu-se o excesso de KBr
por dialise, contra duas trocas de 1000 volumes tampao tris-HCL 0,01M, pH
oito. Finalmente, a emulsdao foi esterilizada por filtracdo em membrana
Milipore (0,22 u de porosidade) sob fluxo laminar e armazenada a quatro °C

por até trinta dias.
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4.8.2. Associagao do paclitaxel a LDE

O paclitaxel foi modificado e associado a nanoemulsao através de
cossonicagao ou irradiagao ultrassdnica, como descrito por Rodrigues et al.
(2005) e visto na figura 8. As preparacbes foram esterilizadas em filtro

Millipore 0,22um.

Irradiacao
tltrassonica

Nanoemulsao

Figura 8. Método de Incorporagao do Paclitaxel a LDE. Modificado de
Maranh&o.

4.9. Determinagao da biodistribuigao da LDE

Aproximadamente 100 uL da nanoemulsdo lipidica (LDE)
marcada radioativamente com [14C]-oleato de colesterol associada ao [3H]-
oleato de paclitaxel foi injetada por via intravenosa em grupo de quatro
animais transplantados no dia prévio a eutanasia. Os animais foram

sacrificados apos 24 horas da injegdo. Amostras com cerca de 1g foram
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retiradas dos seguintes 6rgaos: figado, pancreas, pulméao, rins, bago, aorta e
do coracgao nativo e do coracgao transplantado.

Os lipides foram extraidos das amostras de tecidos coletados
seguindo o método convencional descrito por Folch et al. (1957). Os
fragmentos foram limpos em condigdes adequadas sob placa de gelo, em
seguida pesados e entdo macerados de forma que ficassem com o aspecto
pastoso. Os fragmentos foram transferidos para tubos grandes (20x160)
onde se adicionaram 10 mL de metanol e 20 mL de cloroférmio. As amostras
ficaram em repouso overnight a 4 °C. Depois, por duas vezes foram filtradas,
lavadas com 2,5 mL de cloroféormio e adicionados sete mL de agua
bidestilada. A fase sobrenadante foi aspirada a vacuo e descartada.
Adicionaram-se quatro mL de “Clear Folch” (CHCls/ MEOH/ H;O, na
proporgao de 3:48:47) e a amostra ficou mais uma vez em repouso overnight
a temperatura ambiente e novamente o sobrenadante foi descartado. Em
seguida, as amostras foram secas sob fluxo de nitrogénio (N3), dissolvidas
em solugcao de Folch e transferidas para tubos menores, lavando-se varias
vezes e foram mais uma vez secas sob fluxo de nitrogénio e reconstituidas
em 500 uL de solugao de Folch em gelo. Os componentes marcados da LDE
separados por cromatografia em camada delgada (CCD) em placa de
silicagel 60H (Sigma S-6628), onde foram aplicados 100 uL de amostra.
Hexano/éter etilico/acido acético, na proporcdo 70:30:1, foram utilizados
como fase movel. As placas foram reveladas com iodo sublimado,
demonstrando as areas das bandas referentes as fracoes lipidicas. As faixas

correspondentes as bandas de interesse foram removidas para frascos de
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cintilacédo e adicionados quatro mL de solugao cintiladora e mediu-se a
radioatividade com um espectrébmetro de cintilacdo liquida (Packard 1600
TR, Palo Alto, CA).

O perfil de biodistribuicdo ou captagcdo da LDE foi obtido em
amostra dos coelhos receptores, por marcagdo com radioisoétopo (3H)-

Colesterol Eter da LDE, e analisado em contador de radiacéo beta.

4.10. Determinacgao do perfil lipidico

O perfil lipidico dos coelhos foi determinado antes e depois da

dieta rica em colesterol, no término do tratamento. A analise dos niveis

plasmaticos de triglicérides, colesterol total e colesterol de HDL foi realizada

utilizando os kits enzimaticos comerciais.

4.11. Determinacgao do perfil hematolégico

Para avaliar a toxicidade do tratamento, o hemograma completo

dos animais foi feito antes do transplante e ao final do tratamento.
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4.12. Determinacgao do perfil ponderal

Para avaliar a toxicidade do tratamento, determinou-se o peso dos
animais antes do transplante, semanalmente durante o protocolo de
pesquisa para dosagem da LDE-paclitaxel e ciclosporina A, e ao final do

tratamento.

4.13. Avaliacao histologica

O experimento finalizou-se seis semanas apods o transplante,
quando os coelhos receptores foram submetidos a eutanasia com infusdo
endovenosa de dose letal de pentobarbital sédico 5% apds heparinizagéao
sistémica com dois mg/kg. Tanto o coragdo nativo como o coragao
transplantado foram retirados e perfundidos com solugao fisiolégica 0,9 %
através da aorta e depois foram fixados com uma solucdo leve de
paraformaldeido a 2 %. Os coragdes foram seccionados transversalmente
desde a base até ao apice (Foegh et al., 1993), em trés segmentos, sendo
encaminhado para analise histoldgica representativa o segmento médio.

Diferentes cortes do coracido nativo e do coracao transplantado
foram fixados em formalina a 10 % e embebidos em parafina. Os cortes
histolégicos foram corados utilizando-se os métodos hematoxilina-eosina e

Verhoeff van Gieson.
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4.13.1. Avaliagao histolégica do miocardio

O miocardio foi avaliado em vista a identificar a auséncia ou
presencga de rejeicdo e seu grau, segundo a classificacdo do Consenso da
International Society of Heart and Lung Transplantation (ISLHT), modificada
em 2005 (Stewart et al., 2005). A critério do patologista, altamente
conhecedor da doenca vascular do enxerto em humanos, a classificacdo da
ISHLT nao foi aplicavel no modelo realizado, ja que ele foi exuberante
histologicamente e deixariam de ser descritas outras alteragdes nao
avaliadas pela classificagdo da ISHLT. Adotou-se avaliagdo histologica
baseada na determinacédo da presenca e grau de inflamagao, necrose, € a
presenga ou auséncia de esteatose, calcificagdo, hemorragia e do facil

reconhecimento do miocardio

4.13.2. Morfometria

Para avaliar a DVE realizou-se anélise morfométrica com o
equipamento Zeiss AxionVision.

Nos coragdes transplantados, foram quantificadas todas as
artérias coronarias presentes, das quais foram avaliadas nove artérias
coronarias (Kuwahara et al., 1991). Nos coragdes nativos avaliaram-se nove

artérias.
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O didametro das artérias foi medido e a proliferagdo intimal foi
quantificada para cada vaso. A razéo entre a area do lumen e a area da
lamina elastica interna foi utilizada para o calculo da porcentagem de
estenose de cada vaso (Eich et al., 1993), segundo formula:

% de Estenose = area L — area LEI /area LELI.

Foram calculadas as médias de estenose das coronarias de cada
coragao.

Na figura 9 observamos corte histolégico do miocardio de coragao
nativo de coelho, € no centro artéria coronaria, corado pelo método de
Verhoeff van Gieson. Estdo sinalizados o lumen arterial, a lamina elastica
interna, a camada muscular média, a lamina elastica externa, e o miocardio.
Em destaque o lumen arterial e a lamina elastica interna, estruturas das
quais foi determinada a area para calcular a porcentagem de estenose de

cada vaso.
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Lamen
Arterial

Lamina
Elastica
Interna

Figura 9. Corte histoldgico do miocardio de coragao nativo de coelho. Estéao
sendo sinalizados o miocardio e no centro, artéria coronaria com
suas estruturas lamina elastica externa, camada muscular média,
e em destaque a lamina elastica interna e o Iumen
arterial. Aumento 100 X.

4.14. Correlagdo entre o grau de inflamacido e os tempos de

isquemia total e a DVE

Realizamos a correlagédo entre o grau de inflamagao celular, a
avaliagdo histolégica e os tempos de isquemia total e a DVE obtidos, nos

animais dos grupos controle e tratado com LDE-Paclitaxel.
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4.15. Analise Estatistica

Para analisar a biodistribuicio da LDE, o perfil lipidico,
hematoldgico, a variagado de peso dos animais antes e depois do tratamento
foi utilizado o teste ANOVA com pods-teste de Tukey. Para os tempos de
isquemia total, implante e de recuperacgao da funcio contratil do enxerto e do
grau de inflamacgao, necrose, esteatose, hemorragia e calcificacido utilizou-se
a analise descritiva das frequéncias absolutas e relativas. Para a analise da
correlacao entre inflamacédo e necrose e o tempo de isquemia e DVE foi
usado o teste do coeficiente de correlagao de Spearman. Para a analise da
morfometria, o teste t de Student foi utilizado e para a analise da
porcentagem de artérias nitidas e semelhantes o teste ndo paramétrico de

Mann-Whitney. Valor de significancia p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Tempo de isquemia, implante e recuperagdao da fungao

contratil do enxerto

Na tabela 2 podemos observar as médias dos tempos de isquemia
total, implante e recuperagdo da funcdo contratii do enxerto, para os
coragdes transplantados nos grupos controle e tratado com LDE-Paclitaxel.
Dados expressos em Médias + DP. Nao houve diferenga entre os grupos

controle e tratado com LDE-Paclitaxel.

Tabela 2. Tempo, em minutos, de isquemia total, implante e recuperacéo da
funcdo contratil do enxerto. Dados expressos em Média + DP.

Controle LDE-Paclitaxel
(n=10) (n=11)
Isquemia Total 53,4 +4,89 54+11,36
Implante 37,7+6,15 30,27+9,98
Recuperagcao da Fun¢ao Contratil 1,2+0,42 3,54+7,79

p=ns.
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5.2. Monitorizagao do Enxerto

Todos os coragdes transplantados apresentavam no momento da
eutanasia funcado contratil presente, caracterizada pela presenca dos
batimentos, tanto no grupo controle como no grupo tratado com LDE-

Paclitaxel.

5.3. Perfil de Biodistribuicao da LDE

Na tabela 3 observamos os valores das médias e o desvio padrao
da porcentagem de captagédo da LDE marcada com radioisétopo dos coelhos
escolhidos para amostra, por érgao estudado. A média da porcentagem de
captacao da LDE pelo coragdo transplantado ao compara-lo com a do
coragao nativo foi 71,83 % maior. Apresentando captagcéo da LDE quase
quatro vezes maior pelos coragdes transplantados em relagdo aos coragdes

nativos (p<0,0001).
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Tabela 3. Porcentagem de captagdo da LDE marcada por radioisétopo por
orgao estudado. Dados expressos em Média + DP.

Perfil de Biodistribuigcao
Porcentagem de Captacgao

Orgaos

Pancreas 3,612,0
Baco 10,3£3,8
Aorta 10,7+11,8
Rim 4,1+0,7
Musculo 0,9+0,4
Pulméo 16,045,9
Figado 27,0+6,5
Coracao Nativo 6,0+4,1
Coracao Transplantado 21,3+10,4

*p<0,0001 entre coragao transplantado versus coragao nativo.

Na figura 10 podemos observar, em detalhe, a representagao dos
valores das médias e o desvio padrao da porcentagem de captacgéo de (3H)-
Colesterol Eter utilizado como marcador radioisotépico da LDE pelos
coracgdes nativos e transplantados, dos animais escolhidos para amostra de

biodistribuicdo da nanoemulséo de LDE.
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Figura 10. Captagdo de LDE marcada radioativamente pelos coragdes
nativos e transplantados (Em % da radioactividade medida em
todos os tecidos, n=4). Dados expressos em Média +DP.
*p<0,0001 versus coragao nativo.

5.4. Perfil Lipidico

Para avaliar o efeito da dieta aterogénica com acréscimo de 0,5 %
de colesterol a qual os animais receptores dos grupos controle e tratado com
LDE-Paclitaxel foram submetidos, realizamos a determinagdo do perfil
lipidico, em que observamos o comportamento do colesterol total, da
lipoproteina de densidade alta (HDL), e dos triglicerideos.

Na tabela 4 estdo expressos os resultados das médias dos valores

das determinagdes do perfil lipidico. Houve diferenca entre os niveis de
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colesterol total tanto nos animais do grupo controle como no grupo tratado
com LDE-Paclitaxel ao comparar o momento basal contra o0 momento 62
semana (p<0,001). Ao comparar os valores do HDL, houve diferenga nos
animais do grupo controle ao comparar os dois momentos (p< 0,001). Ao
avaliarmos os valores de triglicerideos, observamos que a dieta aterogénica

nao modificou de forma significante os niveis do mesmo.

Tabela4. Perfil lipidico dos grupos controle (n=10) e tratado com LDE-
Paclitaxel (n=11). Dados expressos em Média + DP.

Controle (n=10) LDE-Paclitaxel (n=11)

Perfil Lipidico (mg/dL)

Basal 62 semana Basal 62 semana
Colesterol Total 68+47 563+195* 53+60 579+125*
HDL 945 17+3* 9+3 1445
Triglicérides 191+125 210+102 100£79 159445

*p<0,001 versus basal

5.5. Perfil Hematolégico

Para avaliarmos a presenca ou nado de efeitos secundarios
decorrentes do uso da nanoterapéutica com LDE-Paclitaxel, realizamos a
determinacao do perfil hematolégico nos animais receptores dos grupos
controle e tratado com LDE-Paclitaxel.

Na tabela 5, observa-se que nao houve diferenca nos valores das
médias do perfil hematolégico dos animais dos grupos controle e tratado

com LDE-Paclitaxel ou entre as avaliagdes do momento basal e 62 semana.
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Tabela 5. Perfil hematoldgico dos grupos controle (n=10) e tratado com
LDE-Paclitaxel (n=11). Dados expressos em Média + DP.

Controle (n=10)

LDE-Paclitaxel (n=11)

Perfil Hematolégico

Basal 6% semana Basal 6% semana
Hemacias (10°/mL) 5,310,8 4,9+2,0 5,240,9 4,4+1,1
Leucdcitos (10°/mL) 6,3+1,8 7,0£2,1 5,4+1,5 7,9+3,0
Linfocitos(%) 72,1+8,3 73,846,7 75,6+£13,7 77,446,4
s (%) 9,143,9 9,144,9 6,7+2,7 8,613,8
Neutrofilos (%) 18,815,8 17,145,5 17,7+12,1 14,246,5
p=ns.
5.6. Perfil ponderal

A determinagcdo do perfil ponderal dos animais foi também

utilizada como parametro de avaliagdo da toxicidade decorrente do uso da

nanoterapéutica com LDE-Paclitaxel.

A figura 11 mostra a variagcdo de peso em kg das meédias dos

animais dos grupos controle e tratado com LDE-Paclitaxel. N&o houve

diferenca nas meédias do perfil ponderal entre os grupos e nos dois

momentos de observacédo, basal e 62 semana.
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M Basal

062 semana

Controle LDE-Paclitaxel

Figura 11. Perfil ponderal em kg dos grupos controle e tratado com LDE-
Paclitaxel, no momento basal e 6% semana. Dados expressos em
Média £ DP. p=ns.

5.7. Avaliagao histolégica do miocardio

Realizou-se avaliagdo histolégica baseada na presengca e

auséncia de:

o Esteatose: Um dos achados observados foi a infiltracdo
gordurosa do miocardio, encontrada em 57 % dos coragdes

transplantados. Foi presente em 70 % dos coragdes do grupo
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controle, e em 45% dos coragdes do grupo tratado com LDE-
Paclitaxel.

e Hemorragia: Foi descrita a presengca de hemorragia em 38 %
dos coragdes transplantados. Apresentou-se em 20 % dos
coragdes do grupo controle, enquanto no grupo tratado com
LDE-Paclitaxel a presenca foi de 60 %.

e Calcificagdo: Observou-se a presencga de calcificagcdo em 43
% dos coragdes transplantados. Esta aconteceu em 60 % dos
coragdes do grupo controle, enquanto no grupo tratado com
LDE-Paclitaxel esteve presente em 27 % dos coracgdes.

e Miocardio: A facil visualizacdo de miocardio foi achada em 29
% dos coragbes transplantados. Foi visto em 20 % dos
coragdes do grupo controle e em 36 % dos coragbes do grupo
tratado com LDE-Paclitaxel. Ja o miocardio parcialmente visivel
esteve presente em 33 % dos coragdes transplantados.
Apresentou-se em 60 % dos coragdes do grupo controle e em

9 % dos coragdes do grupo tratado com LDE-Paclitaxel.

Na figura 12 podemos observar corte histolégico representativo do
miocardio de coragao transplantado apresentando areas de esteatose,
necrose e miocardio, assim como artéria coronaria com lamina elastica
externa preservada, camada muscular destruida, lamina elastica interna

parcialmente destruida e lumen ocluido pela hiperplasia intimal.
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Figura 12.

Corte histolégico de coragao transplantado de coelho. Estédo
sinalizados locais de esteatose, miocardio e necrose. No centro
sinalizada artéria coronaria, que apresenta lamina elastica
externa preservada, muscular destruida, lamina elastica interna
parcialmente destruida, lumen arterial ocluido pela hiperplasia
intimal. Coloragao Verhoeff van Gieson. Aumento 50 X.

Avaliagao da resposta celular segundo a presencga e o grau de:

Inflamagao: O processo inflamatério celular foi graduado e
variou do grau zero até grau quatro, sendo a inflamagao mais
intensa enquanto aumenta o grau, e considerada importante
acima do grau dois. A frequéncia relativa de inflamagéo para os
coragoes transplantados foi de 14 % para grau zero, 33 % para
grau um, 29 % para grau dois, 9 % para grau trés e 14 % para

grau quatro. Nos coragdes transplantados do grupo controle
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houve 20 % com grau zero, 30 % com grau um, 20 % com grau
dois, 10 % com grau trés e 20 % com grau quatro. J& nos
coracgdes do grupo tratado com LDE-Paclitaxel houve 9 % com
grau zero, 36 % com grau um, 36 % com grau dois, 9 % com
grau trés e 9 % com grau quatro. N&do foram observadas
diferengas entre o grupo controle e o grupo tratado com LDE-

Paclitaxel.

Na tabela 6 esta exposto o grau de inflamagao que apresentaram

0s coragOes transplantados dos grupos controle e tratado com LDE-

Paclitaxel.

Tabela 6. Grau de inflamacéo.

Grau de Inflamagao Controle (n=10) LDE-Paclitaxel (n=11)
0 2 1
I 3 4
Il 2 4
0 1 1
v 2 1
p=ns.

e Necrose: A presencga de necrose recente foi graduada do grau
zero até o grau dois, sendo importante acima do grau um. A
frequéncia relativa dos graus de necrose nos coragoes
transplantados foi 24 % grau zero, 52 % grau um e 24 % grau
dois. Nos coragdes transplantados do grupo controle houve

presenga de necrose com grau zero em 10 %, com grau um
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em 60 % e com grau dois em 30 %. Ja nos coragdes do grupo
tratado com LDE-Paclitaxel, houve presenga de necrose com
grau zero em 36 %, com grau um em 45 % e com grau dois em
19 %. Nao houve diferenca entre o grupo controle e o grupo

tratado com LDE-Paclitaxel.

Na tabela 7 esta exposto o grau de necrose que apresentaram os

coragoes transplantados dos grupos controle e tratado com LDE-Paclitaxel.

Tabela 7. Grau de necrose.

Grau de Necrose Controle (n=10) LDE-Paclitaxel (n=11)
0 1 4
I 6 5
Il 3 2
p=ns.
5.8. Morfometria

Foram realizadas as medidas de nove artérias coronarias em cada
coracdo nativo, e avaliadas as area da lamina elastica interna, e
porcentagem de luz e estenose do vaso.

Na tabela 8 podemos observar as médias da LEI das artérias
coronarias dos coragdes nativos dos grupos controle e tratado com LDE-
Paclitaxel. Dados expressos em média + DP. Houve diferenca nas médias

da area da lamina elastica interna nos coragdes nativos do grupo tratado
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com LDE-paclitaxel em relagdo aos do grupo controle(p<0,008). Nao houve
estenose nas artérias coronarias dos coracdes nativos no local da avaliacéo

histolégica e morfométrica.

Tabela8. Area da Lamina Elastica Interna em p? das artérias coronarias
dos coragdes nativos dos grupos controle e tratado com LDE-
Paclitaxel. Dados expressos em Médias £+ DP.

Controle (n=10) LDE-Paclitaxel (n=11)

Area LEI 16314,30 + 5646,95 31029,82 + 17028,21*

*p<0,008 versus controle

Na figura 13 observamos cortes histologicos representativos das
artérias coronarias dos coragdes nativos dos animais do grupo controle em
A, B e C e do grupo tratado com LDE-Paclitaxel em D, E e F corados pelo

método de Verhoeff van Gieson, e aumento de 100 X.
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Figura 13. Cortes histolégicos representativos de artérias coronarias de
coragbes nativos. Em A, B e C grupo controle. Em D, E e F
grupo tratado com LDE-Paclitaxel. Método de Verhoeff van
Gieson. Aumento 100 X.

A analise morfométrica dos corag¢des transplantados dos grupos
controle e tratado com LDE-Paclitaxel foi realizada através da quantificagcao
do total de artérias. Estas foram classificadas em nitidas e semelhantes,
obtendo como resultado no grupo controle um total de 107 artérias
coronarias e no grupo tratado com LDE-Paclitaxel um total de 160 artérias.

No que diz respeito a visualizagdo das artérias catalogadas como
nitidas, que apresentavam todas as estruturas anatdmicas classicas no
grupo controle foram observadas nove artérias, enquanto no grupo tratado

com LDE-Paclitaxel foram vistas 45. A porcentagem de artérias nitidas em

mediana no grupo tratado com LDE-Paclitaxel foi de 29 % enquanto no
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grupo controle a porcentagem foi de 0 % (p<0,007) entre os grupos. Na
figura 14 podemos notar corte histoldgico representativo de artéria coronaria
de coragéao transplantado de coelho catalogada como nitida. Ja na figura 15
observamos a porcentagem de artérias nitidas nos corag¢des transplantados

dos grupos controle e tratado com LDE-Paclitaxel.

Figura 14. Corte histoldgico representativo de artéria coronaria de coragao
transplantado de coelho, do grupo tratado com LDE-Paclitaxel.
Artéria catalogada como nitida, apresenta lamina elastica
externa, camada muscular, lamina elastica interna e presenca
de hiperplasia da intima. Método Verhoeff van Giesen.
Aumento 50 X.
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Figura 15. Porcentagem de artérias coronarias catolagadas como nitidas
nos coragdes transplantados dos grupos controle e tratado com
LDE-Paclitaxel. *p<0,007

As artérias consideradas como semelhantes, as quais nao
apresentavam todas as estruturas anatémicas de uma artéria classica, foram

vistas 98 no grupo controle e 115 no grupo tratado com LDE-Paclitaxel. A

porcentagem de artérias semelhantes em mediana no grupo tratado com

LDE-Paclitaxel foi de 71,4 % enquanto no grupo controle foi de 100 %

(p<0,007) entre os grupos. Na figura 16 nota-se corte histoldgico

representativo de artéria coronaria catalogada como semelhante, ja na figura
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17 observamos a porcentagem de artérias coronarias semelhantes nos

coragoes transplantados dos grupos controle e tratado com LDE-Paclitaxel.

Figura 16.

Corte histoldgico representativo de artéria coronaria de coragao
transplantado de coelho do grupo controle. Artéria catalogada
como semelhante, apresenta lamina elastica externa, auséncia
da camada muscular, e destruicdo da lamina elastica interna e
presenca de obstrugdo do lumen pela hiperplasia da intima.
Método Verhoeff van Giesen. Aumento 50 X.
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Figura 17. Porcentagem de artérias coronarias catalogadas como
semelhantes nos coragdes transplantados dos grupos controle

e tratado com LDE-Paclitaxel. *p<0,007
Na figura 18 observamos cortes histolégicos representativos das
artérias coronarias dos coragdes transplantados do grupo controle em A, B e
C em que se pode ver o grau crescente de hiperplasia intimal; enquanto em
D, E e F vemos artérias coronarias dos coragdes transplantados do grupo

tratado com LDE-Paclitaxel que apresentam graus decrescentes de

hiperplasia intimal. Cortes histoldgicos corados pelo método de Verhoeff van

Gieson, e aumento de 100 X.
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Figura 18. Cortes histolégicos representativos de artérias coronarias de
coragbes transplantados. Em A, B e C observamos o grau
crescente da hiperplasia intimal no grupo controle. Em D, E e F
notamos o grau decrescente da hiperplasia intimal no grupo
tratado com LDE-Paclitaxel. Método de Verhoeff van Gieson.
Aumento 100 X.

Na tabela 9 estdo expressos os resultados em média para cada
parametro morfométrico estudado dos coracgbes transplantados, tanto no
grupo controle como no grupo tratado com LDE-Paclitaxel.

Para os valores das médias da area em p? da lamina elastica
interna houve diferenca de 51,77 % maior nas coronarias dos coracbes do
grupo controle em relagdo as coronarias dos coragbes do grupo LDE-
Paclitaxel. Os valores das médias da area em p? da luz do vaso
apresentaram diferenca de 67,38 % maior nas coronarias dos coragdes do
grupo LDE-Paclitaxel em relagdo ao grupo controle. As médias da

porcentagem da luz das coronarias dos coragbes do grupo LDE-Paclitaxel



Resultados 89

indicaram diferenca de 73,75 % maior que as do grupo controle. Para os
valores das médias da porcentagem de estenose das coronarias houve
diferenca de 54,57 % maior no grupo controle em relacédo ao grupo LDE-
Paclitaxel. Houve diferenga entre os grupos, em relagcdo as médias da
porcentagem da luz e de estenose das artérias coronarias dos coragdes
transplantados do grupo LDE-paclitaxel (p<0,0008) e diferenga para as areas
em p? da luz do vaso das coronarias dos coragdes transplantados do grupo
tratado com LDE-paclitaxel (p<0,031). Para os valores das médias da area

em p? da lamina elastica interna nao houve diferenga entre os grupos.

Tabela 9. Valores da area da lamina elastica interna (p?), area da luz do
vaso (p?), porcentagem de luz e de estenose das artérias
coronarias dos coragdes transplantados dos grupos controle e
tratado com LDE-Paclitaxel. Dados expressos em Média + DP.

Controle (n=10) LDE-Paclitaxel (n=11)

Area da Elastica (u?) 137428,97+143083,71 66274,57+44014,97
Area da luz (4?) 10789,54+£12839,03 33076,68+27705,77 **
% de Luz 16,26+25,49 61,96+26,82 *
% de Estenose 83,74%25,49 38,04+26,82 *

*p < 0,0008 versus controle
**p < 0,031 versus controle

Na figura 19 podemos observar a representacdo dos valores das
meédias da area da lamina elastica interna em p?, e da area da luz do vaso
em p? observando aumento de trés vezes nas areas da luz dos vasos dos
coragdes transplantados do grupo tratado com LDE-paclitaxel (p<0,031). Ja

para os valores da area da lamina elastica interna n&o houve diferenca.
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Figura 19. Médias da area da lamina elastica interna (y?) e area da luz do
vaso (p?), das artérias coronarias dos coragdes transplantados
dos grupos controle e tratado com LDE-Paclitaxel. *p < 0,031
entre as areas da luz do vaso do grupo tratado com LDE-
paclitaxel versus controle. ** p=ns entre as areas da LEI.

Na figura 20 podemos notar a representagdo dos valores das
meédias da porcentagem de luz do vaso e de estenose do vaso das artérias
coronarias dos coragdes transplantados dos grupos controle e tratado com
LDE-Paclitaxel. Houve reducdo da estenose nas artérias coronarias dos
coragdes transplantados do grupo tratado com LDE-Paclitaxel em 45 %

(p< 0,0008).
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Figura 20. Médias da porcentagem de luz e de estenose das artérias
coronarias dos coragdes transplantados dos grupos controle e
tratado com LDE-Paclitaxel. * p<0,008 entre as porcentagens
de Luz e Estenose do grupo tratado com LDE-Paclitaxel versus
controle.

5.9. Correlagao entre inflamagao e os tempos de isquemia total e

DVE

Na tabela 10 estdo expressos os valores do grau de inflamacéao,
tempo de isquemia (min.), porcentagem de luz e de estenose das artérias
coronarias dos coragdes transplantados dos grupos controle e tratado com

LDE-Paclitaxel.
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Tabela 10. Valores do grau de inflamagao, tempo de isquemia (min.), e
das médias de porcentagem de luz e de estenose das artérias
coronarias dos coragdes transplantados dos grupos controle e
tratado com LDE-Paclitaxel.
Animais Controle LDE-Paclitaxel
Grau de Tempo % % Grau de Tempo % %
= de = de
Inflamacgao . Luz Estenose Inflamagao . Luz Estenose
Isquemia Isquemia
1 0 50 0,26 99,74 0 55 47,28 52,72
2 1 50 22,22 77,78 2 83 100 0
3 2 62 1,37 98,63 1 50 63,83 36,17
4 3 50 0,30 99,70 1 53 40,26 59,74
5 1 50 20,11 79,89 2 42 80,44 19,56
6 1 60 0 100,00 1 43 69,71 30,29
7 2 48 22,22 77,78 4 63 12,75 87,25
8 4 58 83,72 16,28 2 52 95,05 4,95
9 4 53 8,57 91,43 1 45 82,84 17,16
10 0 53 3,87 96,13 3 54 51,92 48,08
11 2 54 3749 62,51

A analise da correlacédo entre inflamacado e o tempo de isquemia

total e a presenca de doenga vascular do enxerto avaliada pelas médias da

porcentagem de luz e de estenose das artérias coronarias dos coragdes

transplantados dos grupos controle e tratado com LDE-Paclitaxel foi

realizada através do método de Spearman, ndo sendo encontrada

correlagcdo com significancia estatistica entre os parametros avaliados.
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6. DISCUSSAO

6.1. Intervengao clinica para o controle da DVE

A DVE é uma patologia multifatorial, crénica e limitante da longa
sobrevivéncia dos pacientes apods o transplante cardiaco, sendo a principal
causa de morte e retransplante apds cinco anos. Algumas incertezas no que
diz respeito a esta doenca permanecem. Neste estudo buscou-se nédo a
solugdo destas incertezas, mas alguns subsidios que possam auxiliar na
prevencao e controle desta grave afecgao.

Algumas estratégias visando ao controle ou diminuicdo da DVE

vém sendo utilizadas na pratica clinica. Entre elas:

e Otimizagcao dos regimes de imunossupressao.

Os inibidores de calcineurina, sobretudo a ciclosporina e, mais
recentemente, o tacrolimus em conjunto com o micofenolato de mofetil, tém
apresentado resultados contraditorios. Segundo Klauss et al. (2000), o uso
de tacrolimus aumenta o risco da DVE apds o primeiro ano de transplante.
Ja Meiser et al. (2004) evidenciaram que nao houve diferenga entre o uso de
ciclosporina ou tacrolimus na incidéncia de DVE apds dois anos de
transplante.

Em relagdo aos antiproliferativos, o micofenolato de mofetii (MMF) em

substituicdo da azatioprina diminuiu a mortalidade no primeiro e no terceiro
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ano, assim como as rejeicbes com comprometimento hemodinamico.
(Housenpud et al., 2001; Eisen et al., 2005). Ja Kobashigawa et al. (2006)
evidenciaram menor hiperplasia intimal ao IVUS em comparagdo a
azatioprina.

O sirolimus e everolimus representam os inibidores do receptor de
rapamicina (TOR). Keogh et al. (2004) demonstraram que o uso de sirolimus
em relagcdo a azatioprina melhorou as taxas de rejeicdo aguda e DVE
avaliada pelo IVUS aos seis meses, porém ndo aumentou a sobrevida ao
primeiro ano. Ja Raichlin et al. (2007) evidenciaram que a substituicdo
primaria da ciclosporina pelo sirolimus atenua a progressédo da DVE.
Enquanto Eisen et al. (2003), utilizando everolimus, demonstraram
diminuicao da hiperplasia intimal aos 12 meses a avaliagao pelo IVUS, mas
nao melhorou a sobrevida e apresentou maior incidéncia de insuficiéncia

renal e pior controle da hiperlipidemia.

e Tratamento dos fatores ndo imunolégicos.

A hipertenséo arterial sistémica € o fator com maior prevaléncia
(97 %) nos pacientes submetidos a TxC. (Taylor et al., 2004). O esquema
terapéutico baseia-se no uso de bloqueadores de canais de calcio e dos
inibidores da enzima conversora de angiotensina, sendo demonstrada por
Mehra et al. (1995) a diminuicdo da hiperplasia intimal nos pacientes
tratados com estes antihipertensivos no primeiro ano em comparagciao aos

nao tratados.



Discussdo 96

Ja a hiperlipidemia, presente em 89 % dos pacientes (Taylor et al.,
2004), vem sendo tratada com inibidores da 3-hidroxi-3-metil coenzima A
(HMG-CoA) redutase (estatinas), como demonstrado por Kobashigawa et al.
(1995) ao usar a pravastatina, obtendo melhor controle dos niveis de
colesterol, da presengca de rejeicdo celular com comprometimento
hemodindmico, da sobrevida no primeiro ano e da presengca de DVE. O
trabalho de Weis et al. (2001) evidenciou que o uso da sinvastatina tem
efeito protetor contra a DVE por meio de diminui¢cdo da resposta inflamatéria
ao enxerto e atenuacao da disfungao endotelial coronariana. Ja Wenke et al.
(2003) evidenciaram a diminuicdo da DVE em seguimento de pacientes de
TxC por oito anos.

No que diz respeito a infeccdo por citomegalovirus (CMV),
Valantine et al. (1999) mostraram que o tratamento profilatico com
ganciclovir diminuiu a incidéncia da DVE, principalmente nos pacientes
tratados com bloqueadores dos canais de calcio, apds cinco anos do
transplante. Ja Weis et al. (2004) demonstraram que a infeccédo por CMV
contribui para a disfuncdo endotelial e o aumento da DVE, através da
desregulacao endotelial do éxido nitrico sintase.

Quando avaliada a presenca de diabetes mellitus, esta apresenta
prevaléncia de 35 %. (Taylor et al., 2004). E segundo Valantine et al. (2001),
a presenca da sindrome metabdlica, caracterizada por resisténcia a insulina,
por hiperglicemia, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, por altos niveis de
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL-C) e baixos niveis de

lipoproteina de densidade alta (HDL-C), em pacientes TxC ¢é preditor
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significativo para o desenvolvimento da DVE e morte em cinco anos. Ja
Marelli et al. (2003) demonstraram que nao houve diferenga na incidéncia da

DVE nos pacientes de TxC diabéticos ou nao.

e Tratamento para a DVE ja estabelecida.

O tratamento farmacoldgico fica reduzido ao uso de sirolimus,
como foi demonstrado por Keogh et al. (2004).

Ja o tratamento ndo farmacoldgico corresponde ao retransplante
cardiaco, revascularizagdo percutanea através da angioplastia ou implante
de “stent’, revascularizacdo do miocardio, revascularizagao transmiocardica
a laser, e/ou uso de plasmaferese de LDL. (Mehra et al., 2006).

Johnson et al. (2007) demonstraram que o retransplante acontece
em trés a quatro por cento dos pacientes, apresentando sobrevida diminuida
ao comparar com os transplantes por outras causas. Radovancevic et al.
(2003) concluiram que o retransplante para rejeicdo aguda e falha precoce
do enxerto € uma opg¢ao nao recomendada, enquanto para DVE a
sobrevivéncia é satisfatdria e o retransplante deve ser indicado. Jain et al.
(1998) concluiram que o uso de “stent” intracoronario € seguro e apresenta
sucesso em pacientes selecionados com DVE, da mesma forma Schnetzler
et al. (2000) evidenciaram que a angioplastia transluminal primaria
providencia alto nivel de sucesso primario com baixas taxas de
complicagdes periprocedimento em receptores de TxC e taxas de
reestenose semelhantes as de artérias coronarias nativas. Ja Benza et al.

(2004), utilizando a revascularizacdo percutanea através da angioplastia ou
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implante de “stent”, obtiveram resultados efetivos para a doenca localizada,
principalmente com o uso dos “stents”, porém, quando a DVE foi difusa, a
eficacia e sobrevivéncia foram baixas.

Em relagao a revascularizagdo do miocardio, Halle Il et al. (1995),
ao compararem angioplastia coronaria, aterectomia e cirurgia de
revascularizagdo, evidenciaram que a revascularizacdo do miocardio pode
ser um método paliativo efetivo para a DVE em pacientes selecionados, nos
quais a angioplastia apresenta uma sobrevivéncia aceitavel em pacientes
sem DVE distal, enquanto a valorizagao da aterectomia e cirurgia de
revascularizacao foi limitada devido a pequeno numero de pacientes. Parry
et al. (1996) demonstraram que em pacientes selecionados com DVE a
angioplastia foi indicada em lesGes uUnicas e proximais, enquanto a
revascularizagdo do miocardio pela cirurgia foi indicada para lesdes
proximais em multiplos vasos, concluindo que ambos os métodos sao
plausiveis e tiveram sucesso. Musci et al. (1998) demonstraram que a
angiolastia deve ser indicada para lesGes severas e localizadas ou tipo A, a
revascularizagcdo do miocardio também é indicada para lesdes tipo A, porém
em lesdes tipo B e C, em que a DVE é difusa e distal, este procedimento nao
foi efetivo; ja o retransplante foi recomendado para a DVE severa, difusa que
apresenta disfuncido ventricular esquerda severa e sintomas crescentes de
ICC. A revascularizagao transmiocardica a laser se mostrou promissora no
inicio, porém a longo prazo nao apresenta melhora sintomatica ou efeito
sobre a historia natural da DVE (Mehra et al., 2000). Finalmente, o uso da

plasmaferese de LDL em pacientes com hiperlipidemia severa pode ser de



Discussdo 99

valor na regressao da DVE (Thiery et al., 1995, e Park et al., 1997), mas

outras pesquisas serao necessarias para firmar seu uso.

6.2. Modelo Animal

No presente estudo foi utilizado em coelhos o modelo de
transplante cardiaco heterotopico para o desenvolvimento da DVE. Este
modelo validado por outros autores apresenta as seguintes vantagens:

e Menor custo.

¢ Rapido desenvolvimento da DVE.

e Maior semelhanca com a DVE em seres humanos.

A randomizacdo do uso de animais da raca New Zealand
vermelho como doador e branco como receptor foi um fator importante para
controlar a influéncia dos outros fatores etiolégicos da DVE entre os grupos
controle e tratado com LDE-Paclitaxel.

O implante heterotdpico realizou-se a nivel cervical, e 0 modelo foi

modificado em relacéo a:
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6.3. Procedimento anestésico

A inducdo anestésica foi realizada com o uso de xilazina na dose
de 23 mg/Kg e ketamina na dose de 50 mg/Kg, administradas via
intramuscular. A manutencdo anestésica foi feita com ketamina na
concentragdo de 10 mg/mL, administrada via endovenosa em bomba de
infusdo continua na dose de 2,5 mL/h e “bolus” de 0,5 mL/h a cada 15
minutos na presenca de superficializagao anestésica.

Ao comparar o procedimento anestésico com os trabalhos da
literatura, observamos as seguintes diferencas:

Alonso et al. (1977) utilizaram exclusivamente pentobarbital; ja
Eich et al. (1993) usaram para a indugao anestésica ketamina 50 ug/mL
numa mistura de 2:1 com aceprozamina 10 pL, e como manutencao
anestésica anestesia inalatoria com halotano 2% misturado com oxigénio a
3L/min. Claussel et al. (1994) realizaram indugéo anestésica com mascara
facial de halotano e acepromazina intramuscular na dose de 3 mg/Kg, e
manutenc¢ao anestésica com halotano 1,5% em mistura de oxigénio e oxido
nitroso 50%. Ja Nakagawa et al. (1995) utilizaram a xilazina na dose de sete
mg/Kg e ketamina 35 mg/Kg via intramuscular para a indugado anestésica e
para a manutencdo anestésica o pentobarbital sédico via endovenosa na
dose de 30 mg/Kg. Lou et al. (1996) realizaram anestesia com ketamina na

dose de 80 mg e xylazina na dose de 20 mg intramuscular.
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6.4. Imunosupressor

Utilizou-se a ciclosporina A, na forma de microemulsao para
administracao oral (Neoral ® Novartis) na dose de 10 mg/Kg/dia.

Ewel e Foegh (1993),verificaram que a ciclosporina A nao afeta a
hiperplasia intimal in vitro e provavelmente ndo apresenta nenhum papel no
desenvolvimento da DVE.

No que diz respeito a forma de administracido da ciclosporina e
dosagem com os trabalhos da literatura, observamos diferengas em relagao
a:

Foegh et al. (1987, 1989), Foegh (1993) e Kuwahara et al. (1991)
utilizaram a ciclosporina na dose de 10 mg/Kg/dia, mas a via de
administragao foi intramuscular. Ja Eich et al. (1993) usaram em associagao
com drogas antiproliferativas a ciclosporina na dose 5 mg/Kg/dia
intramuscular e azatioprina na dose 1 mg/Kg/dia dissolvida em 40 mL de
agua. Nakagawa et al. (1995) utilizaram a ciclosporina na dose de 5
mg/Kg/dia, administrada via subcutanea. Enquanto Carvalho et al. (2003)
usaram a ciclosporina isolada na dose de 5 mg/Kg/dia e 10 mg/Kg/dia e em
associagao com a talidomida na dose de 5 mg/Kg/dia e talidomida na dose

de 50 mg/Kg/dia, administradas através de cateter orogastrico.
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6.5. Avaliagao histologica

A padronizacao para avaliagdo histoldégica baseou-se no trabalho
de Foegh (1993), que verificou auséncia de diferengcas regionais no
desenvolvimento da DVE, portanto os coragcbes foram seccionados
horizontalmente, em trés segmentos, distal, médio e proximal, e foi escolhido

o0 segmento médio para estudo histologico.

6.6. Morfometria

A avaliacdo morfométrica utilizada baseou-se no trabalho de Eich
et al. (1993), os parametros avaliados foram a area do lumen (L) e a area da
lamina elastica interna (LEI), sendo a porcentagem de estenose determinada

pela formula:

% de Estenose = area L — area LEIl /area LEI.

Esta analise morfométrica foi utilizada por Claussel et al. (1994) e
Molossi et al. (1995). Ja na andlise usada por Kuwahara et al. (1991), Foegh
(1993) e Lou et al. (1996) para a determinacéo da severidade da hiperplasia,
foram empregados os parametros area da hiperplasia intimal (HI) e area total
do vaso ou lamina elastica externa (LEE), sendo a porcentagem de

hiperplasia intimal determinada pela formula:
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% de Hiperplasia Intimal = area HI /area LEE x 100.

A hiperplasia intimal, avaliada em artérias de diferentes tamanhos,
foi descrita como a porcentagem da area de hiperplasia intimal em relagéo a
area total do vaso. Foegh (1993) demonstrou que ha envolvimento
semelhante do grau da hiperplasia intimal nas grandes artérias como nas
pequenas e quando os dados sdo expressos desta forma a oclusao total ndo
€ de 100 % e sim em torno de 80 %, e a hiperplasia intimal ndo € zero por
cento, e sim menos que 10 %.

Na avaliacdo morfométrica realizada ao avaliarmos a area da LEI
em vez da area da LEE, quantificamos a porcentagem de estenose de
maneira mais exata, porque nao é tomada em conta na quantificagdo a area
que apresenta a camada muscular e a LEE, que aumentam a area total do
vaso de comparacao em relacao a area do lumen.

Ao analisar os valores das médias das areas da lamina elastica
interna das artérias coronarias dos coragdes transplantados, chama a
atengcdo que nao houve diferengca entre os grupos, apesar de que estas
foram maiores no grupo controle, o que indica que as artérias analisadas
foram muito maiores que as do grupo tratado, podendo significar que o
tratamento com a LDE-Paclitaxel preservou a presenca de artérias

pequenas, médias e grandes.
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6.7. Avaliagao histolégica do miocardio

A padronizagao para avaliagao histolégica baseou-se no trabalho
de Foegh (1993), que verificou auséncia de diferengcas regionais no
desenvolvimento da DVE, portanto os coragcbes foram seccionados
horizontalmente, em trés segmentos, distal, médio e proximal, e foi escolhido
o segmento médio para estudo histoldgico.

As alteragcbes histoldégicas foram muito mais exuberantes e
acentuadas que as descritas em trabalhos semelhantes na literatura. Isso
impediu a utilizagdo dos mesmos critérios de avaliagdo histopatoldgicos das
amostras. Por exemplo, em muitos casos mesmo o patologista com grande
experiéncia teve dificuldade de reconhecer o miocardio, devido a infiltracdo
gordurosa macica e a inflamagdo. Em alguns casos, houve também
dificuldade em separar o miocardio do pericardio. Adicionalmente, os
critérios de rejeicdo celular, elaborados para biopsias de fragmentos
humanos (Stewart et al., 2005), ndo puderam ser empregados.

A rejeicdo é uma causa de inflamagao; no presente modelo, esta
ultima pode ser decorrente de outros fatores, e mesmo aparecer para a
reparacao de lesao isquémica. Por isso, € melhor considerar o quadro com o
termo mais genérico de “inflamacgao”, ja que ndo ha comprovacédo de ser
esta a responsavel pelas alteragdes.

Com relacao aos vasos, todos tiveram espessamento intimal. Dai
nao ser possivel valorizar tal condigdo para comparar 0s grupos, como em

outros trabalhos. Por isso, foram feitas outras abordagens. Em muitas
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artérias as fibras elasticas, que delimitam suas camadas, estavam
danificadas e ndo puderam ser identificadas. Nelas, a destruicdo da elastica
foi parcial. Podem-se assim perceber as camadas da parede vascular, mas
fica claro que elas, bem como o miocardio adjacente, estédo iguais entre si,
devido ao intenso acumulo de lipides.

Nas inuUmeras artérias nas quais a lesao das fibras elasticas foi
ainda maior, a avaliagdo dos vasos teve alta taxa de dificuldade e
subjetividade. Em outras artérias, nao s6 o sistema elastico, mas a parede
como um todo foram atingidos, com inflamag¢ado ou mesmo necrose, na qual
parece haver apenas um esboco de vaso, como uma “sobra” ou resquicio

dele.

6.8. Droga de estudo

A intervencdo medicamentosa realizada foi o uso do Paclitaxel
associado a nanoemulséo lipidica (LDE). Na literatura existem diversos
usos de aplicagdo do paclitaxel em cardiologia, especificamente revestindo
os dispositivos empregados para o tratamento percutaneo da doenga arterial
coronariana ou “stents”, mostrando seu uso como primeira opg¢ao terapéutica
ou como tratamento da reestenose que os “stents” convencionais
apresentam. (Liistro et al., 2002 ; Park et al., 2003; Waugh et al., 2004)

Este tipo de tratamento € inédito na area do transplante cardiaco,

primeiro pelo fato da inexisténcia do uso do paclitaxel em pacientes
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submetidos a TxC e ainda mais em associagédo a LDE, fazendo da pesquisa

desenvolvida marco para possivel uso em pacientes submetidos a TxC.

6.9. Doenca Vascular do Enxerto

O resultado obtido por nés foi significante, ja que demonstramos o
efeito positivo que a nanoparticula de colesterol associada a paclitaxel, a
LDE-Paclitaxel, teve na prevencao ou desenvolvimento da DVE, mostrando-
se segura, eficaz e consistente e sem apresentar efeitos deletérios ou
secundarios nos animais tratados em relagdo aos animais do grupo controle.

O mecanismo de seletividade da LDE foi corroborado por sub-
estudo sobre a biodistribuicdo da mesma nos diferentes 6rgaos avaliados,
mostrando que ela se concentra no coragao transplantado trés e meio vezes
a mais que no coragao nativo, servindo de baseamento para a terapia em
sitio especifico, e explicando a auséncia de efeitos colaterais sistémicos
quando associada ao paclitaxel.

Quando comparado o resultado contra a literatura, neste tipo de
modelo experimental de desenvolvimento de DVE, podemos observar que:

Alonso et al. (1977) desenvolveram lesdes ateroscleréticas em
duas semanas apos dieta rica em colesterol, observando sobrevida dos
animais entre 12 dias sem imunossupressdo e 101 dias com
imunossupressao. Foegh et al. (1987), baseando-se no modelo de Alonso

(1977) e utilizando como imunossupressor a ciclosporina A, empregaram o
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estradiol como droga de estudo, obtendo diminuigdo no grau da hiperplasia
intimal das artérias coronarias, sem destruicdo da lamina elastica interna.
Porém apresentaram como efeito secundario ginecomastia.

Ja Takacs e Jellinek, em 1987, utilizaram iloprost, analogo da
prostaciclina, obtendo diminui¢ao significante da hiperplasia intimal através
da diminuigdo direta da proliferacdo, e preservacdo da funcdo normal
endotelial e da permeabilidade, mas apresentaram como efeito secundario
hipotensao. Por outro lado, Foegh et al. (1989), empregando a angiopepina,
um analogo do peptideo somatostatina, inibiram de forma significante a
proliferagdo intimal coronariana, e mostraram efeito sinergistico quando
associada ao uso de ciclosporina aumentando a sobrevida dos enxertos. Da
mesma forma, Foegh, em 1993, mostrou que angiopeptina reduz em 50 % a
presenca da DVE através da inibicdo da secrecao de fatores de crescimento
envolvidos na hiperplasia intimal. Ja Ewel e Foegh (1993), em revisdo da
literatura, mostraram a reducdo da DVE obtida pelo uso de estradiol,
angiopeptina e prostaciclina. Do mesmo modo, Eich et al. (1993)
demonstraram que a dihidroepiandrosterona reduz de forma significante a
hiperplasia intimal, talvez por apresentar efeito hipolipidémico e
antiaterogénico. Claussel et al. (1994) demonstraram que o bloqueio seletivo
do fator de necrose tumoral a diminui a incidéncia e severidade das lesbes
agudas das artérias coronarias em coelhos apés transplante cardiaco, pela
diminuicdo da resposta imune-inflamatéria vascular e acumulo de
fibronectina. Assim como Molossi et al. (1995) evidenciaram diminuigdo de

50 % da hiperplasia intimal nos coelhos tratados pelo peptideo do segmento
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de ligacdo 1 (CS-1) ao bloquear a interagao do antigeno muito tardio-quatro
(VLA-4) da intergrina com a fibronectina, evitando a resposta imune-
inflamatdria da parede arterial. Enquanto Tanaka et al. (1995) evidenciaram
qgue na rejeicao aguda, ha ativagao das células musculares lisas das artérias
coronarias e liberacdo do fator de necrose tumoral a, que apresenta acao
autocrina, promovendo a proliferacdo de células musculares lisas durante a
rejeicdo aguda.

Ja Lou et al. (1996) evidenciaram que o tratamento com estradiol
reduz a hiperplasia intimal, em associagdo a inibicdo da expressao dos
antigenos classe Il do complexo maior de histocompatibilidade e a redugao
da infiltracdo da parede arterial por linfécitos e macréfagos. Cowan et al.
(1996) verificaram que com o uso da elafina, inibidor especifico da serina
elastase, houve redugao significante da hiperplasia intimal das artérias
coronarias devido a redugcao da atividade elastolitica vascular. Finalmente,
Carvalho et al. (2003) demonstraram que a associagao de ciclosporina e
talidomida em doses menores as preconizadas e a talidomida isoladamente
diminuiram o grau da rejeicao celular.

Este tipo de terapia-alvo através do uso da nanotecnologia €&
inédito na area do transplante cardiaco, € uma terapia suprasseletiva de
bloqueio especifico no 6rgao-alvo, proporcionando assim a possibilidade do
controle dos efeitos secundarios consequentes da terapia sistémica
generalizada, e a diminuicdo das doses necessarias para obtencao do efeito

procurado devido a especificidade do tratamento.
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Por outro lado, a literatura apresenta resultados do uso da LDE
associada a paclitaxel, que foi empregada pela primeira vez na area da
Cardiologia a nivel experimental em modelo de aterogénese induzido por
hipercolesterolemia em coelhos, obtendo resultados significativos de
reducao da placa ateromatosa no grupo tratado. (Maranhao et al., 2008).

No que diz respeito aos experimentos visando ao tratamento do
cancer com a nanoemulsdo como veiculo, fizeram-se progressos
significativos. Isso foi demonstrado ndo s6 em animais de experimentacgao,
mas também em pacientes nos quais tanto a LDE quanto os farmacos a ela
incorporados concentram-se nos tumores (Graziani et al., 2002; Valduga et
al., 2003; Azevedo et al., 2005; Rodrigues et al., 2005).

Assim como em ensaios clinicos com a carmustina, etoposideo e
paclitaxel (Maranh&o et al., 2002; Pinheiro et al., 2006; Pires et al., 2008),
verificou-se que o0 uso desses farmacos associados a LDE, mesmo em
doses mais altas do que as usualmente empregadas na clinica, apresentou
toxicidade praticamente ausente.

Conforme esperado, pela documentagao acumulada nos modelos
animais e pacientes oncoldgicos, a toxicidade aos coelhos durante o
tratamento foi desprezivel. Portanto, esse avanco permite uma nova
abordagem para o tratamento das doencgas cardiovasculares. Proporcionaria
também uma terapia de resgate na doenga cardiovascular grave e
conjugaria o uso de potentissimos agentes antiproliferativos com um sistema
que, neutralizando seus efeitos colaterais, os direciona para os sitios de

lesao.
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A falta de toxicidade com o uso da particula e a diminuigdo da
DVE acena para a possibilidade do uso da LDE-Paclitaxel clinicamente nos

pacientes submetidos a transplante cardiaco.
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7. CONCLUSOES

No modelo experimental de doenga vascular do enxerto (DVE),
nas artérias coronarias de coelhos submetidos a transplante cardiaco
heterotépico em posicao cervical, o tratamento com a nanoemulséo lipidica
associada a paclitaxel (LDE-Paclitaxel) reduziu de forma significativa o grau
da DVE em relag&o ao grupo controle.

O tratamento com a LDE-Paclitaxel foi seguro, e ndo apresentou
efeitos colaterais nos coelhos submetidos a esta nanoterapéutica especifica.

A nanoemulsdo lipidica ou LDE apresentou concentracio
significativamente maior nos coragdes transplantados em relagdo aos
coragdes nativos o que possibilita o direcionamento do paclitaxel para o

enxerto.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Carta de aprovagao do Protocolo de Pesquisa pela Comissao
Cientifica do Instituto do Coracgao.

Mem. CC. 1751

S&o Paulo, 03 de novembro de 2005.

Ao
Prof. Dr. Noedir Stolf

Ref.: Protocolo de Pesquisa SDC 2720/05/140

A Comisséo Cientifica do Instituto do Corag&o, apreciou na sessao 483/05/19 de 3.11.2005,
o Protocolo de Pesquisa SDC 2720/05/140 “Influéncia do LDE-Taxol na Doenga Vascular
do Coragéo Transplantado — Estudo Experimental em Coelhos”, e foi 0 seguinte parecer:
“Aprovado no mérito cientifico”.

Atenciosamente,

InCor - HC.FMUSP
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Anexo 2. Tabela do Tempo, em minutos, de isquemia total, implante e
recuperagdo da funcdo contratii do enxerto, para os grupos
controle e tratado com LDE-Paclitaxel.

Animais Controle LDE-Paclitaxel
Isquemia Recuperagéo Isquemia Recuperagéo
Total Implante da Funggo Total Implante da Funf;a_lo
Contratil Contratil
1 50 38 1 55 25 1
2 50 37 1 83 53 27
3 62 45 2 50 20 1
4 50 28 1 53 30 2
5 50 40 1 42 23 2
6 60 45 2 43 23 1
7 48 27 1 63 31 1
8 58 42 1 52 19 1
9 53 37 1 45 35 1
10 53 38 1 54 37 1
1 54 37 1

Anexo 3. Tabela da porcentagem de captacdo da LDE marcada por
radioisotopo por 6rgdo estudado. Dados expressos em valores
totais.

Porcentagem de Captacao

Perfil de Biodistribuicao

Animais

4C 5C 9C 10C
Orgaos
Pancreas 3,3 2 6,3 3,4
Baco 8,3 14 6,0 13,0
Aorta 4,4 28 4,8 53
Rim 4,7 3 4,5 4,0
Musculo 1,2 1 0,4 1,2
Pulméao 16,4 18 7,9 22,0
Figado 36,0 23 27,5 21,2
Coracao Nativo 42 4 12,1 3,5

Coracgao Transplantado 21,7 7 30,5 26,2
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Anexo 4. Captacdo de LDE marcada radioativamente pelos &rgaos
estudados.(Em % da radioactividade medida em todos os tecidos,
n=4). Dados expressos em Média +DP. *p<0,0001 coragao
transplantado versus coragéo nativo
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Anexo 5. Tabela dos valores da média da area da lamina elastica interna
(M?) das artérias coronarias dos coragdes nativos dos grupos
controle e tratado com LDE-Paclitaxel.

Animais Controle Tratados com LDE-Paclitaxel
Area LEI Area LEI
1 19505 16455
2 22934 42940
3 19443 17571
4 17125 17483
5 7342 29548
6 10554 72757
7 15779 21397
8 16687 23406
9 24228 31717
10 9546 45602
11 22452
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Anexo 6. Tabela com os valores das médias das area da lamina elastica
interna (p?), area da luz do vaso (p?), porcentagem de luz e de
estenose das artérias coronarias dos coragdes transplantados
dos grupos controle e tratado com LDE-Paclitaxel.

Animais Controle LDE-Paclitaxel

Area Area % % Area Area % %

LEI Luz Luz Estenose LEI Luz Luz Estenose
1 482402,21  1636,37 0,26 99,74  136612,90 59842,02 47,28 52,72
2 34870,02 6681,64 22,22 77,78 5708,58  5708,58 100 0
3 261896,35 1881,79 1,37 98,63 95307,54 58562,58 63,83 36,17
4 108420,88 403,25 0,30 99,70  128630,73 89776,34 40,26 59,74
5 159781,45 37186,97 20,11 79,89 4519520 22196,72 80,44 19,56
6 57144,21 0 0 100,00 40072,14 31583,84 69,71 30,29
7 4027443  26064,35 2222 77,78  103576,66 12257,58 12,75 87,25
8 12220,59 7954,55 83,72 16,28 51703,35 50949,07 95,05 4,95
9 157008,24  21134,42 8,57 91,43 10944,80 8506,49 82,84 17,16
10 60271,30 4952,04 3,87 96,13 54263,09 12284,22 51,92 48,08
1 57005,31 12176,05 37,49 62,51




