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RESUMO
Silva BMO. Tratamento da aterosclerose induzida em coelhos com quimioterapico

veiculado através de nanoparticulas lipidicas [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&ao Paulo; 2022.

Em estudo prévio, mostrou-se que o quimioterapico paclitaxel (PTX) veiculado em
nanoparticulas lipidicas (LDE), que se concentram nas lesbes aterosclerdticas,
reduziu drasticamente a extensdo e espessura das lesdes adrticas induzidas em
coelho por dieta rica em colesterol. A invasdo da camada intima arterial por
macrofagos e células musculares lisas foi inibida pelo tratamento. O presente estudo
teve como objetivo investigar no coelho aterosclerético o efeito da LDE-PTX sobre as
lesbes das artérias coronarias e sobre a expressao génica de fatores pré e anti-
inflamatorios no coragao, aorta e figado, além de avaliar a toxicidade da preparagéo.
Vinte e sete coelhos New Zealand machos foram submetidos a uma dieta
suplementada com colesterol 1% durante 8 semanas. Apdés 4 semanas do inicio da
dieta, os animais foram divididos em dois grupos: LDE-PTX (n=15), tratados por 4
semanas com LDE-PTX, na dose semanal de 4 mg/kg de PTX, EV; LDE (n=12),
tratados com LDE apenas, injetada EV semanalmente. Foram avaliados antes,
durante e apos o periodo de estudo o consumo de ragdo e massa corporal dos
animais, e exames de bioquimica plasmatica para avaliagdo dos lipides e da
toxicidade hematoldgica, hepatica e renal. Foi realizada a morfometria de segmentos
das aortas; qRT-PCR foi realizado em fragmentos de tecido adrtico e cardiaco. Foi
realizada a imunohistoquimica para avaliacdo de macréfagos, receptores de LDL,
TNF- e da deposicédo de colageno no arco aortico, tecido cardiaco e hepatico. Como
esperado, a concentragao plasmatica de colesterol foi extremamente elevada apds o

periodo em dieta rica em colesterol, ndo havendo diferenga entre os 2 grupos (LDE:



49+14 e 15051274 mg/dL; LDE-PTX: 46113 e 1261+368, pré e pos dieta
respectivamente). No grupo LDE, a area total de lesdes na aorta foi de 10,4+£15,2%,
igual a do grupo LDE-PTX (11,6+8,9%). A espessura da camada intima arterial nas
lesdes foi igual no grupo LDE e nos animais tratados com LDE-PTX. A invasao da
intima por macréfagos e células musculares lisas foi pequena e nao diferiu nos dois
grupos. A dieta rica em colesterol ndo produziu lesdes ateromatosas nas artérias
coronarias dos coelhos, seja do grupo LDE ou do LDE-PTX. A dieta rica em colesterol
resultou em esteatose hepatica que, no entanto, nao diferiu em intensidade entre os
grupos LDE e LDE-PTX. A expressao génica no tecido cardiaco da IL-18 foi maior e a
de MMP9 foi menor no grupo LDE-PTX comparando-se ao grupo LDE. Nas aortas, a
expressdo génica de TNF e IL-1B foi maior no grupo LDE-PTX. Demais fatores
inflamatorios e receptores de lipoproteinas ndo apresentaram diferenga de expressao
génica nos tecidos analisados. Em conclusdo, comparativamente ao nosso estudo
prévio, a dieta rica em colesterol produziu lesdes adrtica muito atenuadas, tanto em
area quanto em espessura. Surpreendentemente, o tratamento com LDE-PTX que,
em nosso estudo prévio, havia resultado em drastica redugao da area, espessura da
lesdo e da invasdo por macrofagos e células musculares lisas, nao teve efeito nos
coelhos ateroscleréticos do presente estudo. Tampouco houve impacto do tratamento
com LDE-PTX sobre os varios fatores envolvidos na inflamagao arterial, como
interleucinas e metaloproteinases. Esses fatores sao fundamentais na aterogénese e
o fato de nao terem sido reduzidos pelo LDE-PTX pode explicar a auséncia de
resposta terapéutica. Esses resultados sugerem que haja subgrupos de coelhos com
maior resisténcia ao desenvolvimento da aterosclerose por ingesta de colesterol,

apesar da intensa resposta hipercolesterolémica a dieta. Nesses subgrupos de



coelhos, as lesbes aterosclerdticas, que sdo de pequena intensidade, sdo também
pouco responsivas ao tratamento com LDE-PTX. Em futuros estudos clinicos em
pacientes com doencas cardiovasculares ateroscleréticas, eventuais falhas do

tratamento podem ser parcialmente interpretadas a luz dos nossos achados.

Descritores: Aterosclerose; Inflamagado; Nanoparticulas lipidicas; Antineoplasicos;

Toxicidade; Paclitaxel.



ABSTRACT

Silva BMO. Treatment of atherosclerosis induced in rabbits with chemotherapeutic
agent carried in lipid nanoparticles [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2022.

In a previous study, it was shown that chemotherapeutic agent paclitaxel (PTX) carried
in lipid nanoparticles (LDE) that focus on atherosclerotic lesions drastically reduced the
extent and thickness of rabbit-induced aortic lesions by a high-cholesterol diet.
Invasion of the arterial intima layer by macrophages and smooth muscle cells was
inhibited by treatment. The present study aimed to investigate in atherosclerotic rabbits
the effect of LDE-PTX on aortic lesions and on the gene expression of pro- and anti-
inflammatory factors in the heart, aorta and liver, in addition to evaluating the toxicity of
the preparation. Twenty-seven male New Zealand rabbits were fed a diet
supplemented with 1% cholesterol for 8 weeks. Four weeks after the start of the diet,
the animals were divided into two groups: LDE-PTX (n=15), treated for 4 weeks with
LDE-PTX, at a weekly dose of 4 mg/kg of PTX, IV; LDE (n=12), treated with LDE
alone, injected IV weekly. We evaluated before, during and after the study period the
food intake and body mass of the animals, and plasma biochemistry tests to evaluate
lipids and hematological profile, hepatic and renal toxicity. Aortic lesions morphometry
was performed; qRT-PCR was performed on aortic and cardiac tissue fragments.
Immunohistochemistry was performed to evaluate macrophages, LDL receptors, TNF-
a and collagen deposition in the aortic arch, cardiac and hepatic tissue. As expected,
plasma cholesterol concentration was extremely high after the period on a high-

cholesterol diet, with no difference between the 2 groups (LDE: 49+14 and 1505+274



mg/dL; LDE-PTX: 4613 and 12611368, pre-diet and post-diet respectively). In the
LDE group, the total area of lesions in the aorta was 10.41£15.2%, the same as in the
LDE-PTX group (11.61£8.9%). The thickness of the arterial intima in the lesions was
similar in the LDE group and in the animals treated with LDE-PTX. Intima invasion by
macrophages and smooth muscle cells was small and did not differ in the two groups.
The cholesterol-rich diet did not produce atheromatous lesions in the aorta of rabbits,
either in the LDE or LDE-PTX groups. The high-cholesterol diet resulted in hepatic
steatosis, which, however, did not differ in intensity between the control group and
LDE-PTXgroup. The IL-18 gene expression in cardiac tissue was higher and MMP9
was lower in the LDE-PTX group compared to LDE group. In the aorta, the gene
expression of TNF and IL-1B8 was higher in the LDE-PTX group. Other inflammatory
factors and lipoprotein receptors showed no difference in gene expression in the
analyzed tissues. In conclusion, compared to our previous study, the high-cholesterol
diet produced very attenuated aortic lesions, both in area and in thickness.
Surprisingly, LDE-PTX treatment, which, in our previous study, had resulted in a drastic
reduction in lesion area, lesion thickness and invasion by macrophages and smooth
muscle cells, had no effect on the atherosclerotic rabbits in the present study. There
was also no impact of LDE-PTX treatment on the various factors involved in arterial
inflammation, such as interleukins and metalloproteinases. These factors are
fundamental in atherogenesis and the fact that they were not reduced by LDE-PTX
may explain the lack of therapeutic response. These results suggest that there are
subgroups of rabbits with greater resistance to the development of atherosclerosis due
to cholesterol ingestion, despite the intense hypercholesterolemic response to the diet.

In these subgroups of rabbits, atherosclerotic lesions, which are of low intensity, are



also poorly responsive to LDE-PTX treatment. In future clinical studies in patients with
atherosclerotic cardiovascular diseases, eventual treatment failures can be partially

interpreted in light of our findings.

Descriptors: Atherosclerosis; Inflammation; Lipid nanoparticles; Antineoplastic agents;

Toxicity; Paclitaxel.



1. INTRODUGAO

No modelo animal mais classico para aterogénese, alimentar coelhos com colesterol
resulta no desenvolvimento, a curto prazo, de lesdes aterosclerdticas, enquanto a
concentragdo do colesterol plasmatico atinge altos niveis. Essas descobertas de
Anitschkow estabeleceram o papel da hipercolesterolemia na aterogénese (1,2). Oito
décadas depois, uma segunda cadeia de mecanismos causadores de aterosclerose,
originalmente intuidos por Ehrlich (3), ganhou impulso nos estudos de Ross e se
consolidou nos anos seguintes (4).

Atualmente, esta claro que tanto a inflamagdo quanto as alteragbes no
metabolismo do colesterol intravascular sdo criticos na aterogénese e podem oferecer
alvos terapéuticos. Depois de décadas em que o tratamento hipolipemiante com
estatinas prevaleceu como “mainstream” na prevengao primaria e secundaria da
doencga cardiovascular aterosclerética, a comprovagao de conceito a partir de estudos
clinicos com anti-inflamatoérios comecga a fundamentar seu uso na pratica clinica.

Em 2008, relatamos que coelhos com aterosclerose desenvolvida através da
alimentagao rica em colesterol, atingindo 70% da area lesada do arco adrtico, mostrou
acentuada regressdao das lesdes por tratamento com o agente anticancerigeno
paclitaxel transportado no nucleo lipidico de nanoparticulas (LDE) que se assemelham
a composigao do LDL (5). A LDE tem a peculiar propriedade de reduzir drasticamente
a alta toxicidade dos agentes quimioterapicos. As areas lesionadas da aorta foram
reduzidas em setenta por cento apds o tratamento. A associacao LDE-paclitaxel
conseguiu redugdo acentuada dos processos inflamatérios e proliferativos da

aterogénese, com a reducao da presenca de macréfagos e da invasdo SMC da intima



(5). Resultados semelhantes foram obtidos com o tratamento dos coelhos com outros
agentes quimioterapicos associados a LDE, como carmustina (6), etoposideo (7),
metotrexato (8) e docetaxel (9) em coelhos alimentados com 1% de colesterol na
racao.

Estes estudos experimentais abrem caminho para que novos tratamentos
possam ser avaliados e implementados em seres humanos, tendo-se em vista que a
doenca arterial coronaria (DAC) é a principal causa de o6bito no Brasil, a exemplo do
que acontece nos paises industrializados do ocidente (10).

No que se refere ao tratamento da DAC, afora as técnicas invasivas, os
progressos recentes que levaram a maior sobrevida e diminuicdo de eventos
morbidos foram todos resultantes de intervencgdes nos fatores de risco dos pacientes.
Neste sentido, destacam-se as estatinas, que diminuiram os eventos cardiovasculares
entre 25 e 30%, além dos antiagregantes plaquetarios e os inibidores da ECA. Apesar
desses avancgos, cerca de 70% dos eventos cardiovasculares continuam a ocorrer
(11). Portanto, os progressos ficaram restritos a um melhor controle dos fatores de
risco e nao existe até agora terapéutica eficaz voltada para o processo proliferativo-
inflamatorio da patologia de base.

A aterosclerose € uma doenca inflamatdria crénica que tem inicio quando
fatores de risco alteram o endotélio vascular. O endotélio regula varias fungdes
importantes dos vasos através da secre¢cao de uma grande variedade de moléculas
ativas (4). A disfuncdo ou ativagao endotelial pode ocorrer em resposta a varios
estimulos, o que provoca aumento da permeabilidade vascular e facilita a penetragao
no espaco subendotelial de lipoproteinas, como LDL pequenas e densas. Estas

lipoproteinas em circulagdo se ligam a proteoglicanos, o que aumenta seu tempo de



retencdo na intima arterial e sdo capazes de sofrer oxidagcdo por radicais livres
produzidos por células endoteliais adjacentes, células musculares lisas ou macrofagos
(12, 13).

A LDL oxidada, altamente aterogénica, estimula a secregao de citocinas pelas
células endoteliais e exerce agado quimiotatica sobre os mondcitos (14,15,16). Os
mondcitos penetram na intima e no espago subendotelial, transformam-se em
macrofagos ativados; estes fagocitam a LDL oxidada, formando, pelo acumulo
intracelular de lipides, as células espumosas (17,18,19,20). Células inflamatdrias e
vasculares liberam citocinas e fatores de crescimento, os quais estimulam a
proliferacdo e migragdo das células musculares lisas e sintese de componentes da
matriz extracelular na parede do vaso (21). Consequentemente, € desencadeada a
formagado da placa lipofibrosa que, por sua vez, aumenta a espessura da parede
arterial e diminui o lumen do vaso (22,23).

Tendo em vista o forte componente proliferativo-inflamatério da doenga, uma
estratégia de tratamento baseada em farmacos antiproliferativos, como os usados no
tratamento do cancer pode ser uma rota terapéutica muito promissora (14). No
entanto, estes agentes tém toxicidade muito alta, intoleravel em esquemas para
tratamento médico das doencas cardiovasculares. Descobertas recentes do nosso
laboratério podem chegar a resolugcado desses vieses, possibilitando a introdugao de
farmacos dessa classe terapéutica em Cardiologia, sem que haja o énus dos seus
efeitos colaterais.

Em pesquisas pioneiras no campo nanotecnolégico aplicado as Ciéncias
Biomédicas, mostramos que nanoparticulas solidas produzidas em laboratério podem

concentrar-se em tumores malignos apds injegdo na corrente sanguinea (24,25). As



particulas das nanoemulsdes sao parecidas com as particulas da LDL. Sao esféricas,
tém didmetro na faixa de 40-60 nm e consistem em um nucleo formado de ésteres de
colesterol com pequena proporgao de triglicérides envolto por uma monocamada de
fosfolipides e colesterol livre. As nanoemulsdes sdo manufaturadas sem proteina, mas
apos injecdo na corrente sanguinea, adquirem a apolipoproteina E (apo E). A apo E
adere a superficie das particulas da nanoemulsao e faz a ligagao das particulas aos
receptores da LDL, na membrana celular. Dessa maneira, as nanoemulsdes sao
captadas para o interior da célula, através da endocitose mediada por receptores.

Nas neoplasias malignas e em outros processos de natureza inflamatdria e
proliferativa, como a aterosclerose, as células apresentam superexpressao dos
receptores da LDL. O aumento de receptores faz-se necessario para que as células
aumentem a captagao de colesterol e fosfolipides, presentes na LDL, para sintese de
membranas constituidas por esses lipides e requerida pela aceleragdo na taxa de
mitose nos processos de proliferagdo celular. Injetadas em pacientes com cancer, as
nanoemulsdes realmente concentraram-se nos tecidos neoplasicos (26,27), sendo
possivel direcionar quimioterapicos aos tecidos neoplasicos através da sua
associacao as particulas da nanoemulsdo. Em camundongos e ratos com implantagao
de tumores, as associagbes de nanoemulsdes com 0s quimioterapicos
daunorrubicina, carmustina, etoposideo e paclitaxel reduziram drasticamente a
toxicidade dos quimioterapicos e aumentou a agado antitumoral e a sobrevida dos
animais (28, 29, 30, 31, 32, 33).

Em experiéncias mais recentes (5), mostramos que as nanoparticulas
concentram-se também nas artérias com lesdes ateroscleréticas e conforme relatado

pela primeira vez por Anitschkow no inicio do século 19 (1) coelhos alimentados com



colesterol desenvolvem lesbes aterosclerdticas rapidamente, enquanto a
concentracdo de colesterol no plasma atinge niveis elevados. Essas experiéncias
realizadas em coelhos com aterosclerose e também em pacientes com doencga arterial
coronaria, onde observamos que as nanoparticulas se concentram em segmentos
arteriais lesionados (34). Estudos para avaliar a efetividade das preparagcbes de
quimioterapicos associados as nanoparticulas no tratamento das lesdes
aterosclerdticas se fizeram necessarios. Assim, demonstramos a reducao das lesdes
ateroscleroticas em coelhos tratados com carmustina, paclitaxel, metotrexato e
daunorrubicina, associados as nanoparticulas, além da diminuigcdo da toxicidade (5,
8). Dados promissores também foram observados ao associar dois tratamentos
(paclitaxel e metotrexato), aonde a redugao das placas chegou a 75% (35).

Amplificando estes resultados, outra abordagem levantou a proposta de um
manejo medicamentoso no pos-transplante cardiaco, onde além dos problemas
relacionados a rejeicdo do 6rgéo, ocorre a doenga coronaria do transplante cardiaco,
que se caracteriza pelo processo de aterosclerose acelerado com anatomopatologia
diferente da DAC comum. Este processo torna-se a principal causa de insucesso apoés
o primeiro ano de transplante. Em coelhos submetidos ao transplante heterotropico de
coracao, foi demonstrado que as nanoparticulas se concentram quatro vezes mais no
coragao transplantado quando comparado ao coragdo autoctone. Esses animais
foram tratados com paclitaxel associado as nanoparticulas, o que resultou em grande
reducdo no processo inflamatério, causado principalmente pela invasdo de
macrofagos no miocardio (36).

Devido ao sucesso das demonstragbes do uso de farmacos quimioterapicos

antiproliferativos associados a LDE na aterosclerose experimental e a toxicidade



reduzida observada nestes estudos, faz-se necessaria uma avaliagao mais detalhada
do perfil toxicolégico do farmaco utilizado, ampliando o arsenal farmacoldgico e

diminuindo os efeitos colaterais tdo comuns a essa classe terapéutica.



2. OBJETIVOS

Avaliar o efeito do tratamento com LDE-paclitaxel em coelhos com
aterosclerose induzida por dieta rica em colesterol sobre lesbes de aorta, coracéo e

figado, e sobre a expressao génica de citocinas inflamatoérias nesses tecidos.



3. METODOS

3.1. Protocolo experimental em coelhos

3.1.1. Animais utilizados no estudo

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
sob numero 088/17, e os coelhos foram adquiridos no Biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP).

Foram utilizados coelhos machos da raga New Zealand brancos, pesando
aproximadamente 3 Kg. Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais em
sala com temperatura controlada (20-22°C) e sob ciclo de claro/escuro de 12 horas no
biotério da Divisdo Experimental do Instituto do Coracédo (InCor) do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP). A
agua foi fornecida ad libitum.

Inicialmente os coelhos consumiram ragdo comercial usual (Purina Inc.)
constituida de 16% de proteinas, 7% de lipideos, 14% de fibra bruta, 7% de cinzas e
50% de extrato ndo nitrogenado por uma semana para adaptacdo as condigcbes

ambientais do biotério.



3.1.2. Preparo da dieta rica em colesterol

Para dar inicio ao protocolo de aterosclerose, foi preparada uma dieta
enriquecida com 1% de colesterol. Sobre a racdo comercial usual (Purina Inc) foi
adicionada uma solugao de colesterol, éter etilico e etanol absoluto. Para cada 30 g
de colesterol, foram adicionados 200 mL de éter etilico e 100 mL de etanol absoluto, e
a solugao foi homogeneizada sob agitacdo. A ragcdo usual foi misturada com esta
solucado e permaneceu em repouso por 24 horas em capela de exaustdo para
evaporagao dos solventes. A ragdo enriquecida com colesterol foi armazenada em

sacos plasticos lacrados a -20°C.

3.1.3. Animais e protocolo de tratamento das les6es ateroscleréticas

A aterosclerose foi induzida em vinte e sete coelhos através da administracéo
de dieta rica em colesterol durante oito semanas (150 g de ragao/dia suplementado
com 1% de colesterol), tendo inicio apés a primeira semana de adaptacdo dos
animais. Todos os dias a ragado restante foi coletada e pesada para avaliar a
quantidade consumida durante o periodo do estudo. As alteragbes de peso dos
animais foram observadas antes do inicio da dieta hipercolesterolémica e durante todo
protocolo, semanalmente.

Apods 4 semanas de administragdo da dieta rica em colesterol os coelhos foram
divididos em 2 grupos, de acordo com o tratamento a ser administrado: o grupo LDE,

que recebeu uma injegao endovenosa contendo somente nanoparticula (LDE, n=12),



e o grupo tratado com paclitaxel (PTX) associado a nanoparticula lipidica (LDE-PTX,
n=15), na dose de 4 mg/Kg. Ambos os tratamentos foram administrados uma vez por
semana, pelo periodo de quatro semanas. A dieta rica em colesterol foi mantida até o
final do estudo.

Ao final da oitava semana, os animais foram submetidos a eutanasia com
injecdo endovenosa de uma dose letal de tiopental sédico. As carcagas dos animais
foram descartadas, segundo as normas vigentes de descarte dos residuos de servigo
de saude, e devidamente alocadas para recolhimento pela empresa LOGA Logistica
Ambiental de Sao Paulo, onde foram transportados para o crematério da Vila Alpina

para incineracgao.

3.2. Sintese de PTX e Preparo da LDE-PTX

Para aumentar a lipofilicidade do farmaco e melhorar sua incorporagao a LDE,
o paclitaxel (PTX) foi submetido a uma reagao de derivatizagcao, em que foi adicionada
uma cadeia de acido oléico em sua molécula. O PTX modificado foi denominado de
oleato de paclitaxel (OPTX).

Em um baldo de reacao foram adicionados acido oléico, os catalisadores N,N’-
diciclorohexilcarbodiimida (DCC) e dimetilaminopiridina (DMAP) e o PTX
(Pharmaceuticals Co., Shangai, China), dissolvidos em diclorometano anidro (31). O
meio reacional permaneceu em agitagdo em atmosfera inerte (Nz) por 2 h a
temperatura ambiente. Apds as 2 h, a reacao foi analisada em cromatografia liquida
de alta eficiéncia, UHPLC (Nexera X2, Shimadzu, MO, EUA) para verificar se a massa

inicial de PTX adicionada foi convertida em aproximadamente 100%. Logo apds
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analise de rendimento da reacao, o produto foi filtrado para retirada do residuo de
DCU e sofreu sucessivas extragdes liquido-liquido com solugdo 5% de acido
cloridrico, agua ultrapura e solugao saturada de cloreto de sédio. A fase organica foi
secada com sulfato de sddio, filtrada e evaporada em rotaevaporador (Rotavapor R-
300, Buchi, Suica). Ao produto foi adicionado éter etilico para precipitar residuo final
de DCU, sendo novamente filtrado e evaporado em roataevaporador. Por ultimo, o
produto foi precipitado em hexano, obtendo-se um precipitado branco (OPTX), filtrado
e secado a vacuo.

A LDE foi preparada a partir de uma mistura de lipides constituida por 55% de
fosfaltidilcolina (Lipoid, Alemanha), 25% de éster de colesterol (Alfa Aesar, EUA), 1%
de colesterol ndo esterificado (Fabrichem, EUA), 19% de triglicérides (Migyol 812N,
Sasol Germany GmbH, Alemanha) (24).

Para o preparo da associagdo LDE-PTX, na mistura de lipides, adicionou-se o
PTX na proporg¢ao farmaco:lipides 1:10.

A emulsificacdo dos lipides com e sem o farmaco, foi iniciada adicionando-se
tampéo Tris-HCI 0,01 M pH 8,05 e o agente tensoativo, polisorbato 80 (Tween 80) em
um homogeneizador de alta pressdo Emulsiflex C5 (Avestin Inc., Ottawa, Canada). O
tamanho da particula (60-70 nm) foi analisado através do método de espalhamento de
luz dindmico a 90° em ZetaSizer Nano ZS90 (Malvern, Malvern, Reino Unido). A taxa
de associacdo do farmaco a LDE foi analisada por UHPLC (Nexera X2, Shimadzu)
pelo método de gradiente de baixa pressdo em coluna de silica C18 em fase movel
100% metanol, detector UV/visivel 227 nm. A preparagao foi esterilizada por filtragéo
em membrana de policarbonato de 0,22 um (Merck, Millipore, MA, EUA) em fluxo

laminar e armazenada a 4°C em frascos de vidro estéreis.
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3.3. Determinagao do perfil lipidico dos coelhos

O perfil lipidico dos coelhos foi determinado antes da dieta rica em colesterol
(basal), apdés as quatro primeiras semanas (pré-tratamento) e ao término do
tratamento. O soro foi obtido por centrifugacédo a 2.500 rpm por 10 minutos a 4° C. As
analises dos niveis plasmaticos de triglicérides, colesterol total e colesterol de HDL

(HDL-c) foram realizados utilizando-se kits enzimaticos comerciais.

3.4. Avaliagao da toxicidade do tratamento

Foram analisadas variagado de peso corporal dos animais, consumo de ragéo,
hemograma, ureia, creatinina, alanina transaminase (ALT) e aspartato transaminase
(AST) durante o periodo do estudo.

As amostras de sangue dos coelhos foram coletadas por pungdo da veia
auricular, antes do inicio da dieta rica em colesterol (basal), antes e apds os
tratamentos administrados (pré e pos tratamentos). As amostras foram coletadas com
anticoagulante heparina para as analises do perfil bioquimico e com EDTA para o
perfil hematolégico. As amostras foram enviadas para o Laboratério de Analises
Especiais (LAR), Laboratério de Investigagdao Médica LIM 03, do HC-FMUSP.

O hemograma foi realizado em analisador hematolégico automatizado
veterinario Sysmex PocH 100iv (Roche, EUA). Foi realizado estudo morfolégico de
esfregagcos sanguineos com corantes pandpticos para complementar as analises

quando necessario.
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O perfil bioquimico foi realizado em equipamento COB AS 111 (Roche, EUA).
Para as determinagdes de colesterol total, HDL, triglicérides, glicemia e fosfatase
alcalina foi utilizado o método enzimatico colorimétrico.

As transaminases ALT e AST foram analisadas por método cinético UV — IFCC

(Ultravioleta — International Federation of Clinical Chemistry).

3.5. Analise morfométrica das aortas

A artéria aorta foi removida, desde o arco aértico até a artéria abdominal, aberta
longitudinalmente, lavada com solugao salina e imersa em solugao tamponada de
formalina a 10%. Apds a fixagdo, cada aorta foi corada com Sudan |V e fotografias

foram obtidas para mensuragao das lesdes macroscépicas.

3.6. Histologia e imunohistoquimica

O arco adrtico foi seccionado em seguimentos de 5 milimetros e embebidos em
parafina. Os cortes de cada segmento foram corados com hematoxilina-eosina para a
mensuragdo da area total das lesdes. A porcentagem de lesdo aterosclerdtica
microscopica foi obtida pela razdo entre a porcentagem da area lesionada e a area
total. Para medir o colageno presente na camada intima, a fragdo de volume de
colageno foi determinada em cortes corados por Masson sob ampliacdao de 400x e
calculada como a porcentagem de areas de tecido conjuntivo coradas de azul por

area intima total.
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Seccdes adicionais foram marcadas utilizando anticorpos anti-alfa actina para células
de musculo liso vascular e anti-macréfagos de coelho (clone RAM 11, Dako).

Para o estudo da localizagdo e a area de marcacdo dos receptores de
lipoproteinas LDLR (do inglés, “low density lipoprotein receptor”), TNF-a (do inglés,
tumor necrosis facto alpha”) e macréfago nas aortas, nos coragdes e figados, foi
realizada a imunohistoquimica. Secgdes histolégicas de 5 um foram submetidas a
reacdao de imunoperoxidase utilizando-se anticorpos primarios. Os cortes foram
submetidos a recuperacgao de antigenos em calor umido em camara de pressao para
recuperacao antigénica Pascal em tampao citrato pH 6,0. A peroxidase endégena foi
bloqueada com perdoxido de hidrogénio a 3%. Em seguida foram incubadas com
albumina 1% por 1 h a 37 °C para bloqueio de reacgdes inespecificas. Os cortes
histologicos foram entdo incubados com os anticorpos primarios anti LDLR, anti TNF-a
e anti RAM 11 (macroéfagos de coelho) overnight a 4 °C. Em seguida, as laminas foram
incubadas com polimero SuperPicture (Invitrogen, CA, EUA) por 30 minutos. As
laminas foram colocadas em uma solugdo cromogénica de 3,3’-diaminobenzidina
(DAB — Sigma Chemical Corporation, St Louis, MA, EUA) por 90 segundos em
temperatura ambiente e em seguida contra-coradas com Hematoxilina de Harris.
Como controle negativo, foi omitido o anticorpo primario nas mesmas secgdes dos
casos estudados, para detectar possiveis ligagdes inespecificas. As analises foram
realizadas pela quantificagdo da area marcada pelo DAB levando-se em conta a
intensidade de marcagao positiva para os receptores utilizando-se um sistema

computadorizado de imagens (Aperio ImageScope, Leica BioSystems, California).
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3.7. Andlise da expressdao génica por PCR quantitativa em tempo real

(QRT-PCR)

No momento da eutanasia os tecidos de artéria aorta, coragao e figado foram
retirados dos animais e conservados em solugdao de RNA/ater® (Ambion byThermo
Fisher Scientific, EUA) em freezer -80°C. As aortas foram homogeneizadas com
cadinho e pistilo em nitrogénio liquido, e os tecidos de coracdo e figado foram
homogeneizados em politron utilizando-se o reagente TRIzol® (Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific, EUA) para o isolamento do RNA total, conforme instru¢gdes do
fabricante. A integridade do RNA foi analisada por eletroforese e sua concentragcao
determinada através de leitura em espectrofotbmetro a densidade oOptica de 260nm,
no aparelho NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc). O RNA
isolado foi armazenado a -80 °C e uma aliquota de 1 ug de RNA total foi utilizada para
a reacao de transcricao reversa.

Com relagao ao figado dos animais, a integridade do RNA extraido estava
comprometida e por este motivo ndo foi possivel continuar com a andlise de
expressao génica neste tecido.

Para cada 16 uL contendo 1 ug de RNA a ser reversamente transcrito, foram
adicionados 4 pyL do mix de reagdo SuperScript® VILO™ 5x (SuperScript® VILO™
MasterMix, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific). Cada amostra foi levemente
homogeneizada e incubada por 10 minutos a 25°C, por 60 minutos a 42°C e, por fim,
por 5 minutos a 85°C. Ao término da reagdo de transcrigdo reversa, dos 20 uL de cada

amostra, foram acrescentados 80 uL de tampéao Tris-EDTA, resultando num volume
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final de 100 uL e diluicao final de 1:5 para cada cDNA, que foram armazenados a -20
°C para posterior utilizagdo na reagdo de qRT-PCR.

Para analise da expressao génica dos receptores de lipoproteinas LDLR
(receptor de lipoproteina de baixa densidade), LRP-1 (proteina 1 relacionada ao
receptor da LDL) e CD36 (Cluster os differentiation 36); e dos fatores anti- e pré-
inflamatorios: interleucina (IL) 1 beta (IL-18), IL-10 e IL-18, fator de necrose tumoral
(TNF), proteina 1 de adesao vascular (VCAM-1), proteina 1 quimiotatica de mondcitos
(MCP-1), metaloproteinases da matriz extracelular (MMP) 9 e 12, foi realizada a
técnica de reagcao em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real (QRT-PCR). O
sistema de emissdo de luz selecionado para o estudo foi o sistema TagMan, que
utiliza, além dos primers, sondas fluorescentes para a detecgao e quantificagdo do
produto de PCR. Esse tipo de detecgdo é altamente especifico, ndo necessitando a
padronizagao da reagao.

As reagdes de amplificacdo foram realizadas no equipamento StepOnePlus
Real-Time PCR System (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific) que contém
um software que gera um grafico de intensidade de fluorescéncia em fungédo do
numero de ciclos de amplificagao. Um limiar (“threshold”) é definido automaticamente,
no qual a intensidade de fluorescéncia é estatisticamente diferente da fluorescéncia
de fundo (“background”) e a curva apresenta a fluorescéncia da amplificacdo
aumentando exponencialmente. O numero do ciclo cuja fluorescéncia da amostra
intercepta o “threshold” € chamado Ct (“cycle threshold”).

Todas as reagdes foram realizadas em duplicata e foram consideradas
aceitaveis quando apresentaram desvio padrdo menor que 0,4 ou quando

apresentaram diferenca de Ct < 1. Em cada reagao foram pipetados um volume final
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de 12 uL, constituidos de 6 uL do reagente “TagMan Gene Expression Master Mix 2x”
(Applied Biosystems); 2,4 uL de agua MilliQ; 0,6 uL do sistema “TagMan Gene
Expression Assays 20x” (Applied Biosystems) especifico para cada gene alvo a ser
analisado, e um para o gene normalizador (GAPDH); no final foram adicionados 3 uL
do cDNA diluido (1:5). As condigdes de termociclagem da reagdo seguiram 0s
parametros de fabrica do aparelho ajustados para um pré-aquecimento a 50°C por 2
minutos, denaturacgao inicial a 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos a 95°C por
15 segundos de denaturagcdo e 60°C por 1 minuto de anelamento dos primers e
extensgo.

A Tabela 1 mostra a identificacdo dos primers e sondas dos genes alvos e
normalizador utilizados no presente estudo.

A quantificagdo da expressao génica bruta foi calculada através do método Ct
comparativo demonstrado pelo algoritmo 2 (37). O valor de ACt equivale a diferenga
entre o Ct do gene de interesse e o Ct do gene normalizador. A diferenca entre os
valores de Ct (ACt) entre as amostras para cada gene alvo, apds normalizagao pelo Ct
do gene de expressdo constante (“housekeeping gene” ou “endogenous control

gene”), reflete sua expressao diferencial
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Tabela 1. Descricdo dos ensaios TagMan® utilizados para analise da expressao do

RNAmM por qRT-PCR.

Gene Nomenclatura

*Assay ID

CD36 “Cluster of differentiation 36"

GAPDH | Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

IL-10 Interleucina 10
IL-18 Interleucina 18
IL-1B8 Interleucina 1 beta

LDL-R Receptor da lipoproteina de baixa densidade
Proteina 1 relacionada ao receptor da lipoproteina
LRP-1
de baixa densidade
MCP-1 Proteina 1 quimiotatica de mondcitos
MMP9 Metaloproteinase da matriz extracelular 9
MMP12  Metaloproteinase da matriz extracelular 12

TNF Fator de necrose tumoral

VCAM-1 | Proteina 1 de adesao vascular

0c03395926_m1
0c03823402_g1
0c03396940_m1
0c03399565_m1
0c03823250_s1

0c03396245_g1

0Oc03396403_m1

0c03823583_s1

0c03397520_m1
0c03398610_m1
0c03397715_m1

0c03397346_m1

*Assay ID: ensaios TagMan® adquiridos da Thermo Fisher Scientific, EUA.
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3.8. Anadlise estatistica

O “n” amostral foi baseado em resultados de estudos anteriores realizados no
Laboratério de Metabolismo e Lipides, onde ficou evidenciado que um “n” de 12
animais por grupo € adequado para as analises dos parametros experimentais.

Todos os dados foram submetidos a teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
estdo expressos em média e desvio padrdo. Os dados foram avaliados de maneira
que, nos diferentes momentos do protocolo (basal, pré e pds tratamento), foi utilizado
o two-way ANOVA com pés teste de Bonferroni para amostras com distribuicdo
gaussiana ou Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn para amostras com distribuigao
n&o gausiana.

Dados que foram analisados ao final do protocolo, utilizou-se teste t de Student
para distribuicdo gaussiana e Mann-Whitney para distribuigdo ndo gaussiana.

O programa estatistico utilizado foi GraphPad Prism 6.0. Os valores de p<0,05

foram considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Perfil ponderal

Coelhos New Zealand, que receberam dieta rica em colesterol, foram tratados
com apenas LDE ou LDE-PTX, na dose de 4 mg/Kg/semana, durante 4 semanas. Os
pesos e o consumo de ragado de cada animal foram avaliados semanalmente.

Os grupos de estudo nao apresentaram variagao de peso durante o periodo

experimental, como mostrado na Figura 1.
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Figura 1 — Peso corporal dos grupos LDE e LDE-PTX.
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4.2 Consumo de ragao

A Figura 2 mostra a média do consumo de ragdo suplementada com 1% de
colesterol pelos coelhos de ambos os grupos durante todo o protocolo experimental.
Notamos uma discreta diminuigdo no consumo de ragao apds a quarta semana

nos grupos LDE-PTX e LDE, mas essa diferenca ndo se mostrou significativa.
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Figura 2 — Consumo semanal de ragao (g) nos grupos LDE e LDE-PTX.
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4.3 Perfil hematologico e toxicolégico

Como se pode observar na Tabela 2, a dieta enriquecida com colesterol nao
teve influéncia nos niveis de eritrocitos, hemoglobina e hematécrito dos coelhos, nao
havendo diferenca entre os tempos e, tampouco, entre os grupos estudados.

A contagem de leucdcitos, a percentagem diferencial de leucdcitos e o numero
de plaquetas também nao apresentaram diferenca.

Ao analisar as enzimas hepaticas aspartato e alanina transaminases (AST e
ALT) e as enzimas renais ureia e creatinina, ndo houve diferenga durante todo o

protocolo.
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Tabela 2 — Perfis hematologico e toxicologico nos tempos basal, pré-tratamento e pos-tratamento dos grupos LDE e LDE-PTX.

Perfil hematologico e LDE (n=12) LDE-PTX (n=15)
toxicolégico
Basal Pré Pos Basal Pré Pos
Hemoglobina (g/dL) 10,9+2,8 9,8+3,3 8,6+1,5 12,6+1,86 10,2+3,5 9,742
Hematécrito (%) 3518,8 32154 28+4,5 4016,2 31+11,3 3116,8
Leucécitos (mil/mm?3) 8,23 12,6£3,1 17,745 10,3%4,5 10,7#4,3 17,714 .4
Neutrofilos (%) 33,2+11,5 36,8+11,8 34,5453 30,510 31,245,3 30,945,5
Linfécitos (%) 64,8+11,5 60,7+12 63,615,7 67,7£10,5 66,216,1 67,615,5
Monacitos (%) 1,410,5 2,442,3 1,320,5 1,410,9 2,5+2,6 1,410,5
Plaquetas (mil/mm?) 248+108,1 265+88,2 329179 220+97,2 214182 25679
Ureia (mg/dL) 3418 36112 4710 3617 3049 48 +9
Creatinina (mg/dL) 0,9+0,3 1,240,4 1,310, 5 0,9+0,34 110,41 1,240,5
ALT (U/L) 28422 41148 35422 30119 44148 44124
AST (U/L) 27116 67144 63120 23112 46123 81159
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4.4 Perfil lipidico

Como esperado, apés 4 semanas de dieta suplementada com 1% de
colesterol, os niveis de colesterol total, colesterol de HDL (HDL-c) e de n&o-HDL
(ndo-HDL-c) aumentaram nos dois grupos de estudo, comparando os periodos de
pré-tratamento e basal. Ao final do protocolo de tratamento, os niveis de colesterol
se mantiveram elevados em todos os grupos, conforme mostrado na Tabela 3.

Em relagdo aos niveis de triglicérides, ndo houve diferengca entre os grupos

ou entre os periodos observados.
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Tabela 3 — Perfil lipidico nos tempos basal, pré-tratamento e pos-tratamento dos grupos LDE e LDE-PTX.

Perfil lipidico LDE (n=12) LDE-PTX (n=15)
Basal Pré Poés Basal Pré Poés
Colesterol total (mg/dL) 49+14 1334 +715* 1505+274 46+13 1465+729* 1261+368
nao-HDL-c (mg/dL) 27+11 1119+668* 1193+241 25+12 1213+694* 987+360
HDL-c (mg/dL) 2249 215+76* 312+95 20+8 251+85* 273199
Triglicérides (mg/dL) 83+32 130+92* 305+212 85+45 92+65 212+138

P<0,05 versus basal
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4.5 Macroscopia das lesdes ateroscleréticas

As artérias aortas dos coelhos foram mensuradas utilizando-se o
Software “Image J”, e as porcentagens de area de lesdo, com depdsitos
lipidicos marcados em vermelho (Figura 3A), foram calculadas. O grupo LDE
tem média de lesdo de 10,4%, enquanto o grupo LDE-PTX tem 11,55% de
meédia de lesdo aterosclerdética, conforme mostrado na Figura 4. Apesar de néo
haver diferenca entre as médias dos grupos, ao observarmos seus respectivos
desvios padrédo, podemos ver que a variagcdo do grupo LDE-PTX (£8,9) foi
menor quando comparada ao grupo LDE (£15,2). As medidas das lesdes
microscopicas no arco aortico também nao apresentaram diferenca (Figura

3B).
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Figura 3 — Imagens representativas das areas de placas marcadas com
corante Sudan e cortes histolégicos corados com Hematoxilina-eosina

(aumento 80x) dos grupos estudados.
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Figura 4 — Porcentagem de area de placa (A) e area da intima (%) (B) nos

grupos LDE e LDE-PTX.
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4.6. Imunohistoquimica

As Figuras 5 e 6 ilustram e apresentam, respectivamente, a porcentagem
de area da marcacéao para a identificacdo de macréfagos em secgdes do arco
aortico, do coragao e figado dos coelhos dos grupos LDE e LDE-PTX. Nao
foram observadas diferengas nas areas marcadas para macréfago nos 6rgaos

estudados, quando comparados os dois grupos.

LDE LDE-PTX

Aorta

4

T LT S

Coragao

Figado

Figura 5 — Cortes histolégicos do arco adrtico (A e B), coragao (C e D) e figado
(E e F), respectivamente, dos animais, imunomarcados para macrofagos nos

grupos LDE e LDE-PTX (aumento 80x).
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Figura 6 — Porcentagem de area de imunomarcagéo para macréfagos na aorta,

coragao e figado dos coelhos dos grupos LDE e LDE-PTX.
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A porcentagem de area da imunomarcagéo para LDLR no arco adrtico,
coragao e figado dos coelhos dos grupos LDE e LDE-PTX pode ser observada
na Figura 8, ilustrada pela Figura 7. Nao houve diferenga entre os grupos

estudados.
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Figura 7 — Cortes histolégicos do arco adrtico (A e B), coragéo (C e D) e figado
(E e F), respectivamente, dos animais, imunomarcados para LDLR nos grupos

LDE e LDE-PTX (aumento 80x).
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Figura 8 — Porcentagem de area de imunomarcagao para LDLR na aorta,

coracgao e figado dos coelhos dos grupos LDE e LDE-PTX.
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Foi utilizada a coloragcao Tricomio de Masson, ilustrada pela Figura 9,
para analise da porcentagem de area de colageno presente no arco adrtico,
coracgao e figado dos coelhos dos grupos estudados, onde nao houve diferenca

entre os grupos, conforme graficos da Figura 10.

LDE LDE-PTX

Aorta

Coragéo

Figado

Figura 9 — Cortes histolégicos do arco adrtico (A e B), coragao (C e D) e figado
(E e F), respectivamente, dos animais, corados Tricbmio de Masson nos grupos

LDE e LDE-PTX (aumento 80x).
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Figura 10 — Porcentagem de area de colageno na aorta, coragéo e figado dos

coelhos dos grupos LDE e LDE-PTX.
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Na Figura 12, vemos a porcentagem de area de imunomarcagao para
TNF-a no arco adrtico, coragao e figado dos coelhos dos grupos LDE e LDE-
PTX, ilustradas pela Figura 11. Nao houve diferenga significativa entre os

grupos de estudo.
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Figura 11 — Cortes histolégicos do arco aértico (A e B), coragéo (C e D) e
figado (E e F), respectivamente, dos animais, imunomarcados para TNF-a nos

grupos LDE e LDE-PTX (aumento 80x).
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Figura 12 — Porcentagem de imunomarcagéo para TNF-a na aorta, coragao e

figado dos coelhos dos grupos LDE e LDE-PTX.
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4.7 Expressao génica

Foi avaliada a expressdo do RNAm nos fragmentos de artéria aorta e do

coragao para os receptores de lipoproteinas e fatores relacionados a resposta

inflamatoria.

No coracao, a analise da expressao génica bruta para os receptores de

LDL, o LDLR e os “scavengers” LRP-1 e o CD36, ndo apresentou diferenca

entre os grupos, como mostrado na Figura 13.
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Figura 13 — Expressao génica bruta de LDLR (A), LRP-1 (B) e CD36 (C) no

tecido cardiaco comparando-se os grupos LDE e LDE-PTX.
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As Figuras 14 e 15 mostram a expressdo génica bruta dos fatores
inflamatérios no tecido cardiaco. Destes, apenas a IL-18 e MMP9
apresentaram diferenga entre os grupos. Enquanto a expressédo génica de IL-
18 (Figura 6D) foi maior no grupo LDE-PTX (p=0,0343), a expressao génica de

MMP9 foi menor (p=0,0061; Figura 7C).
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Figura 14 — Expressao génica bruta de TNF (A), IL-1BETA (B), IL-10 (C) e IL-

18 (D) no tecido cardiaco, comparando-se os grupos LDE e LDE-PTX. *p<0,05
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Os demais fatores inflamatorios analisados (IL-1beta, IL-10, TNF, VCAM,
MCP1 e MMP12) n&o apresentaram diferenga entre os grupos.

Para todos os calculos de expressao génica o gene GAPDH foi utilizado

como normalizador.
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Figura 15 — Expressédo génica bruta de MCP1 (A), VCAM (B), MMP9(C)
MMP12 (D) no tecido cardiaco, comparando-se os grupos LDE e LDE-PTX.
*p<0,05
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As Figuras 16, 17 e 18 mostram a analise da expressdo génica nas

aortas dos coelhos. A expressao génica bruta de LDLR, LRP1, CD-36, VCAM,

MCP1, IL-10, IL-18, MMP9 e MMP12 nao apresentou diferenga entre os grupos

estudados.
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Figura 16 — Expressao génica bruta de LDLR (A), LRP-1 (B) e CD-36 (C) nas

aortas comparando-se os grupos LDE e LDE-PTX.
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Por outro lado, a expressao génica de IL-1BETA (p=0,0372) e de TNF

(p=0,0084) foi maior no grupo LDE-PTX.

Para todos os calculos de expressao génica o gene GAPDH foi utilizado

como normalizador.
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Figura 17 — Expressao génica bruta de TNF (A), IL-1BETA (B), IL-10 (C) e IL-

18 nas aortas comparando-se os grupos LDE e LDE-P TX. *p<0,05
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Figura 18 — Expressdo génica bruta de MCP1 (A), VCAM (B), MMP9 (C) e

MMP12 (D) nas aortas comparando-se os grupos LDE e LDE-PTX.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho buscamos elucidar a aplicagdo de farmacoterapia a base do
antineoplasico paclitaxel associado a nanoemulsao lipidica LDE para o
tratamento da aterosclerose induzida em coelhos, de modo a ampliar o arsenal
farmacolégico contra a doenga. Estudos prévios de nosso laboratério
demonstraram que farmacos associados a LDE tem maior concentracdo no

tecido alvo (5), neste caso artérias aortas.

Podemos observar que coelhos submetidos a alimentacdo suplementada com
1% de colesterol, apesar da boa aceitacdo da dieta no comecgo, nao
apresentam grandes variagdes de peso durante o protocolo experimental. Os
animais, no inicio do protocolo, ja estdo em idade reprodutiva (tendo passado
da fase de engorda), sendo a alimentagdo oferecida uma vez ao dia, entédo
espera-se que nao tenham um aumento de peso significativo (37). Neste ponto,
também observamos que, apdés 4 semanas de alimentagao suplementada com
colesterol, a ingesta da ragédo hipercolesterolémica pelos animais diminui de
maneira discreta, podendo ser em decorréncia do inicio de tratamento, LDE ou
LDE-PTX, que aumenta os estimulos de estresse no animal, Oe/ou da

diminuigao da palatalabilidade.

Em relagcdo ao perfil hematolégico dos animais, vemos que a dieta e o
tratamento baseado na nanoparticula, com ou sem paclitaxel, ndo promove
alteragdes significativas nos parametros analisados, inclusive evidenciando que
nao se observa neutropenia nesses animais, um dos efeitos colaterais tipicos
do farmaco (38), dado este que ja observamos em trabalhos anteriores. Neste

interim, a dieta hipercolesterolémica e o tratamento baseado na LDE também
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nao modificam niveis séricos das enzimas transaminases (ALT e AST) no
figado, ndo havendo grande concentragdo de macréfagos, receptores de LDL e
TNF-a no érgao, quando comparados os dois grupos de estudo, além da area
de deposicdo de colageno ser condizente com os altos niveis séricos de
colesterol proveniente da dieta. Tampouco as enzimas renais ureia e creatinina
sofreram alteragdo, reafirmando a baixa toxicidade do tratamento e sua boa

tolerabilidade, sem reacdes adversas.

Apesar da formacado de placas de ateroma ter se mostrado diminuida neste
trabalho em comparagao a outros estudos, vemos que houve um aumento de
mais de 40x nos niveis séricos de colesterol total, o que comprova a efetividade
do modelo experimental, mas abre debate em relacdo a resisténcia dos
animais em desenvolver placas ateroscleréticas que observamos. Esse dado
se comprova ao analisarmos as imagens macroscoépicas das artérias marcadas
com corante Sudan IV. Enquanto ja se observou até 70% de area de placa em
relacdo a area total do vaso (8), os animais utilizados neste estudo pouco tem
alteragdes macro ou microscopicas, reforcando a especulagdo acerca da

possivel resisténcia deste grupo de animais.

Também podemos inferir que tanto a dieta hipercolesterolémica quanto o
tratamento baseado na LDE, associada ao paclitaxel ou ndo, nao interfere na
expressao génica bruta dos receptores de LDL e scavengers LRP1 e CD36 no
tecido cardiaco dos coelhos, do mesmo modo que n&o apresentou diferenca
nos fatores pro e anti-inflamatérios, com excecdo da interleucina 18 e

metaloproteinase 9. Enquanto o tratamento com LDE-PTX aumentou a
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expressao génica de IL-18, de carater pro inflamatorio, a expressao génica de

MMP9 diminuiu, observando-se o tecido cardiaco.

Ainda na expressao génica, a0 examinarmos as artérias aortas dos animais,
nao houve diferencas nos fatores LDLR, LRP1, CD-36, VCAM, MCP1, IL-10,
IL-18, MMP9 e MMP12. Apenas os fatores IL-1Beta e TNF, ambos de carater
pré inflamatdrio, tiveram aumento significativo nos animais tratados com LDE-
PTX. Esse aumento vai de acordo com a teoria que explica o inicio da resposta
inflamatéria no processo aterosclerético (4), apoiando que houve
desenvolvimento da doenca nos animais, talvez de maneira mais lenta e
gradual, sugerindo que um aumento no tempo de indugdo e tratamento

poderiam diminuir os reveses enfrentados no protocolo.

Confirmando nossos estudos anteriores com a preparacdo LDE-PTX em
animais de experimentacao (5, 6,7 8, 9) e em pequenos ensaios clinicos com
pacientes com canceres soélidos avancados (39) e com ateromas da aorta (40),
o tratamento foi virtualmente desprovido de toxicidade observavel. Nosso
estudo anterior em coelhos (5) e um estudo piloto em pacientes com ateroma
aortico (41) levantam expectativas esperangosas de que a formulagdo LDE-
PTX pode ser um tratamento de resposta rapida para pacientes com doenca
aterosclerotica grave, com risco de vida (42). Um ensaio clinico em andamento
esta explorando os efeitos do LDE-PTX em pacientes com doenca arterial
coronariana. Deste modo, pelo que sabemos, animais com hiperlipidemia
intensa, mas sem desenvolvimento correspondentemente de ateroma nao
foram anteriormente relatados na literatura. Nesse cenario, nossos achados

atuais podem ser uteis para a interpretagao de resultados de experimentos com
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animais e ensaios clinicos que do tratamento da aterosclerose com sistemas

de nanoparticulas.
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6. CONCLUSAO

— Apesar da exuberante resposta plasmatica a racdo com 1% de colesterol,
com hipercolesterolemia intensa, os animais, inesperadamente, apresentaram
escasso desenvolvimento de lesdes aterosclerbticas, caracterizando um

padrao de resisténcia a indugao da doenga nao descrito na literatura.

— Além disso, o tratamento com LDE-paclitaxel, que havia resultado em
diminuigdo marcante da extensdo e espessura das lesées em nosso estudo
anterior, ndo produziu resposta no presente estudo. Isto certamente se
relaciona com a auséncia de efeitos destacados da LDE-paclitaxel sobre os

fatores inflamatorios.

— Esses resultados podem ser Uteis para a interpretacdo de dados de futuros
ensaios clinicos LDE-PTX e os coelhos com hipercolesterolemia intensa e
baixa resposta aterogénica podem vir a ser um interessante modelo

experimental para estudo da resisténcia a aterogénese.
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