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RESUMO

ALBUQUERQUE C.I. Uso do quimioterapico daunorrubicina associado a
nanoemulsdes lipidicas no tratamento da aterosclerose experimental em coelho.
[Tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séao Paulo; 2021.

As nanoparticulas lipidicas (LDE) demonstraram eficacia como veiculo de
direcionamento de farmacos no tratamento de aterosclerose e cancer em
pacientes e em modelo animal. A LDE é sintetizada em laboratorio com estrutura e
composicdo semelhantes a LDL e concentra-se em locais com altas taxas de
proliferacdo celular, como nas lesGes aterosclerdticas. O agente quimioterdpico
daunorrubicina (DNR) é antiproliferativo e citotoxico e em estudos anteriores foi
associada a LDE em modelo de céancer murino, ndo apresentando toxicidade
relevante. Coelhos New Zealand machos foram submetidos a uma dieta com
colesterol 1% durante 8 semanas. Apés 4 semanas do inicio da dieta, os animais
foram divididos em: Grupo LDE-DNR (6mg/kg EV, n=9), tratados semanalmente
com DNR associada a LDE; Grupo LDE (EV, n=7), tratados com apenas LDE.
Além disso, foi utilizado um grupo Controle de 3 animais, 0s quais nao foram
submetidos a qualquer intervencao. Perfil lipidico e hematolégico, consumo de
racdo, massa corporal e ecocardiograma foram avaliados antes do inicio da dieta
rica em colesterol, no pré-tratamento e pds-tratamento. Morfometria e Western blot
foram realizados em segmentos das aortas, qRT-PCR foi realizado em segmento
da aorta e tecido cardiaco. No grupo LDE-DNR as lesdes macroscopicas aérticas
foram 50% menores. A expressdo proteica dos marcadores relacionados a
inflamacéo CD68, IL-6 e TNF-a foi menor no grupo LDE-DNR em relacdo ao grupo
LDE. Fatores pré-apoptéticos BAX, caspase 3 e caspase 9 também foram
menores em LDE-DNR quando comparado ao grupo LDE. A expresséo proteica
do fator de crescimento endotelial (VEGF) e da molécula de adesdo celular
vascular (VCAM) foi menor no grupo LDE-DNR quando comparado ao grupo LDE.
As interleucinas (IL-18, IL-10 e IL-1B) n&o tiveram diferenga na expressao génica
quando comparado os grupos LDE-DNR e LDE. Entretanto, expressao génica dos
marcadores MMP12, MCP-1 e VCAM-1 foram menores no grupo LDE-DNR
quando comparado ao grupo LDE. Pela ecocardiografia observou-se nos grupos
LDE e LDE-DNR que as funcbes sistélica e diastolica foram preservadas
comparadas ao grupo controle e ndo houve diferenca na massa cardiaca entre os
3 grupos. Os grupos estudados ndo apresentaram diferencas na ingestdo de
racdo e peso corporal, e a LDE-DNR nao apresentou toxicidade observavel no
hemograma, porém houve um aumento na enzima hepatica AST no grupo LDE-
DNR que comegou no periodo de pré-tratamento e continuou até o fim do
protocolo. O tratamento com LDE-DNR reduziu a inflamacéo e a morte celular na
aorta além de ndo prejudicar a fungcdo cardiaca desses animais, e reduzir
drasticamente as lesdes ateroscleroéticas do grupo tratado com a associacao.

Descritores: Aterosclerose, nanoparticulas, daunorrubicina, inflamagéo, coelhos,
guimioterapicos.



ABSTRACT

ALBUQUERQUE C.I. Use of the chemotherapy drug daunorubicin associated with
lipid nanoemulsions in the treatment of experimental atherosclerosis in rabbits.
[Thesis]. S&o Paulo: Faculty of Medicine, University of Sdo Paulo; 2021.

Lipid nanopatrticles (LDE) have shown effectiveness as a vehicle for targeting
chemotherapeutic drugs in treatment of atherosclerosis and cancer in patients and
in animal model. LDE was synthesized in laboratory with a structure and
composition similar to LDL and it is concentrated in places with high rates of cell
proliferation, such as atherosclerotic lesions. Daunorubicin (DNR) is a
chemotherapy drug that in previous studies has been associated with LDE to treat
a murine cancer model, with no relevant toxicity. Male New Zealand rabbits were
fed with 1% cholesterol diet for 8 weeks. After 4 weeks from the beginning of the
diet, the animals were divided in three groups: LDE-DNR group (6mg/kg iv, n=9),
treated weekly with DNR associated with LDE; LDE group (iv, n=7), treated with
LDE only, and Control group (3 animals) that no intervention was performed. Lipid
and hematological profile, chow consumption, body mass and echocardiography
were evaluated in the baseline, pre-treatment and post-treatment periods.
Morphometry, protein and gene expression were performed on segments of the
aortas. Aortic lesions were 50% smaller in LDE-DNR group compared to the LDE
group. Protein expression of markers related to inflammation CD68, IL-6 and TNF-
a were lower in the LDE-DNR group compared to the LDE group. Pro-apoptotic
factors BAX, caspase 3 and caspase 9 were also lower in LDE-DNR when
compared to the LDE group. Protein expression of VEGF and VCAM were lower in
LDE-DNR group when compared to LDE group. In addition, gene expression of
MMP12, VCAM-1 and MCP-1 were lower in LDE-DNR group when compared to
LDE group. The gene expression of interleukins (IL-18, IL-10 e IL-1B) had no
difference when compared LDE-DNR and LDE group. By echocardiography, it was
observed in LDE and LDE-DNR groups that the systolic and diastolic functions
were preserved and there was no difference in cardiac mass between the 3
groups. There was no difference in chow consumption and body weight, and the
LDE-DNR did not show toxicity that could be observed in blood count, however,
there was an increase in levels of liver enzyme AST in LDE-DNR group that started
in pre-treatment period and continued until the end of the protocol. Treatment with
LDE-DNR reduced inflammation and cell death in aorta and did not impair cardiac
function of these animals. In addition, remarkably reduced atherosclerotic lesions.

Descriptors: Atherosclerosis, nanoparticles, daunorubicin, inflammation, rabbits,
chemotherapy.



1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares sao as principais causas de 6bitos no mundo
(Sanchez-Roa et al., 2020). Cerca de 17,9 milhdes de individuos sédo vitimas fatais
destas doencas a cada ano, sendo que 75% dessas mortes ocorrem em paises
em desenvolvimento e um ter¢co desses Obitos acontece em pessoas com menos
de 70 anos (RUAN et al., 2018). No Brasil a principal causa de doencas
cardiovasculares € a aterosclerose cujos principais fatores de risco para a
formacdo dessas lesdes fibréticas na parede arterial sdo hipercolesterolemia,
hipertensdo arterial, diabetes mellitus, hipertensdo ou mediadores proé-
inflamatérios (CHACRA et al., 2019).

A aterosclerose € considerada uma doenca inflamatéria crénica
caracterizada por intensa atividade imunolégica. O processo aterogénico comeca
por alterac6es no endotélio vascular ao expressarem moléculas de adesdo como a
proteina de adesdo celular vascular (VCAM-1) e quimiocinas como a proteina
quimioatraente de mondécitos 1 (MCP-1) que capturam leucdcitos nas suas
superficies. As mudancas na permeabilidade endotelial e a composicdo da matriz
extracelular sob o endotélio promovem a entrada e retencdo do colesterol
contendo particulas de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) na parede da
artéria (LIBBY et al., 2019). Essas particulas de LDL acumuladas podem sofrer
oxidagdo na regido subendotelial visto que estdo vulneraveis a acdo de enzimas
como metaloproteinases (MMPs), lipoxigenases e espécies reativas de oxigénio.
Essas LDL oxidadas estimulam a entrada de mondécitos na parede arterial
(SANDA et al., 2017).

Uma vez aderentes ao endotélio, os mondcitos e linfocitos migram para a
camada mais interna da artéria, a camada intima, em resposta a estimulos
quimioatraentes. Assim que estdo localizados na parede da artéria, 0s monaocitos
diferenciam-se em macréfagos (HANSSON et al.,, 2006). A ativacdo de
macréfagos no ateroma leva a liberacdo de moléculas vasoativas como Oxido
nitrico, endotelinas, eicosandides e espécies reativas de oxigénio. Esses
macrofagos captam a LDL oxidada, porém essa internalizacdo leva a formacgéao de
peréxidos lipidicos e facilita o acumulo de ésteres de colesterol resultando na

formacao de células espumosas (RUNHUA et al., 2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=S%C3%A1nchez-Roa%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32064279
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Runhua%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31815869

O macréfago ativado, abundante no ateroma, produz enzimas proteoliticas
capazes de degradar colageno como as MMPs, e fatores tissulares responsaveis
pelo desencadeamento da quebra de matriz extracelular e pela formacéo da placa
aterosclerotica (LUNDE et al., 2019). A longo prazo, as lesGes se desenvolvem e
se tornam mais complexas, apresentando apoptose e necrose dos macréfagos e
das células do musculo liso no nucleo da lesdo. Uma capa fibrosa se forma ao
redor e se torna mais espessa ao longo do desenvolvimento da placa. O
crescimento da placa provoca o estreitamento do limen arterial por formacéo de
trombos, demonstrando uma ligacdo essencial entre a inflamacéo arterial e a
trombose (DE GAETANO et al., 2016).

As placas ateroscleréticas podem tornar-se cada vez mais complexas, com
calcificacdo, ulceracdo na superficie luminal e hemorragia de pequenos vasos que
crescem na lesd@o a partir da camada média dos vasos sanguineos. A propagacao
das lesBes na aterosclerose conduz a angiogénese na parede da artéria,
semelhante ao observado no crescimento de tumores cancerosos (PENA et al.,
2017; YAO et al., 2019).

O tratamento da aterosclerose tem avancado nos ultimos anos, porém os
medicamentos mais utilizados estdo focados em tratar os fatores de risco, como
medicamentos anti-hipertensivos, estatinas e anticoagulantes. Estes farmacos
podem causar efeitos colaterais no rim e no figado quando utilizados a longo
prazo (LIU et al., 2019). Além disso, 0 uso dos stents e stents farmacoldgicos
podem gerar reestenose e trombose além de ndo reduzirem expressivamente as
taxas de mortalidade desses pacientes (ALFONSO et al., 2012; AL-GOBARI et al.,
2017). Sendo assim, existe uma necessidade de procurar novas propostas de
tratamento que ajam diretamente na lesdo aterosclerética e com menos efeitos

adversos.

Uma possivel alternativa seria o tratamento com farmacos antiproliferativos
ou anti-inflamatadrios, por apresentarem maior eficiéncia e agir na fisiopatogenia da
doenca, porém por ser um tratamento sistémico os efeitos colaterais desses
farmacos constituem grande limitacdo. Por isso, concentrar os farmacos no sitio
de acgao (“drug-targeting”), diminuiria a captacdo por outros tecidos e 6rgéos. O

uso desses sistemas de transporte direcionado pode levar a maior eficiéncia dos
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farmacos ja em uso, evitando os elevados custos envolvidos no desenvolvimento
de novos agentes. (BULGARELLI et al., 2013).

Maranhdo et al., (1992) desenvolveram nanoparticulas lipidicas capazes de
concentrar-se em tecidos-alvo, como os tumores malignos e sitios de inflamacéo e
com isso carreou quimioterapicos dirigidos a essas células. Foi a primeira vez que
se demonstrou o direcionamento de particulas sélidas artificiais para o sitio de
acéo, e essa nanoparticula foi nomeada LDE (MARANHAO et al., 1993; 1994).

As nanoparticulas sdo produzidas sem proteina, por meio de tecnologias
baseadas em ultrassom ou microfluidizacdo sob alta pressdo. A estrutura e
composicéo lipidica das nanoparticulas, sdo semelhantes a LDL. Isto permite que,
em contato com a corrente sanguinea, adquiram varias apolipoproteinas (apos)
presentes nas lipoproteinas plasmaticas. Uma dessas apos, a apo E, é
reconhecida pelos receptores da LDL e isto permite que a nanoparticula seja
captada pelas células pelo mesmo processo de captacdo da LDL (MARANHAO et
al., 1993;1997).

A expressao dos receptores da LDL aumenta acentuadamente nas células
neoplasicas (HO et al., 1978). Este fenbmeno é decorrente da aceleracdo da
mitose das células neoplasicas que demanda lipides para atender a sintese de
novas membranas exigida pela duplicacdo celular. Isto resulta em captacdo
aumentada da LDL nativa e da LDE por essas células. Os farmacos de acédo
terapéutica, ao serem associados a LDE, sao captados junto com as
nanoparticulas apés inje¢do na corrente circulatdria e concentram-se assim no
tecido-alvo, como os tumores malignos (ADES et al., 2001). Trata-se de um
fenbmeno de grande intensidade. Em pacientes com carcinoma de mama
(GRAZIANI et al., 2002) e ovario (ADES et al., 2001), houve captacdo da LDE de 5
e 10 vezes maior do que o tecido normal correspondente, respectivamente. Em
estudos de cinética plasmatica em pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA),
foi estimado que a absor¢édo da LDE em células de LMA foi cerca de 66% e
apenas 34% da LDE foi absorvida pelos tecidos normais (MARANHAO et al.,
1994).



O uso de nanoparticulas como veiculo de farmacos deve abordar questdes
complexas como capacidade de carregamento de drogas, perfil de liberacao
desejado, estabilidade da dispersdo aquosa e biocompatibilidade com células e
tecidos, para evitar a dissociacdo rapida da droga no sistema transportador e
aumentar a sua eficacia terapéutica no tecido alvo. Para evitar essa dissociagéo, o
farmaco pode ser modificado para aumentar a sua lipofilicidade e afinidade pela
nanoparticula (JAIN et al., 2005; WANG et al., 2011; ZHANG, 2014).

Em nosso laboratério foram desenvolvidas seis formulagbes de
quimioterapicos associados a LDE: carmustina (MARANHAO et al., 2002), os
derivados de paclitaxel (RODRIGUES et al., 2002; 2005), etoposideo (VALDUGA
et al., 2003), daunorrubicina (DNR) (TEIXEIRA et al., 2008), metotrexato (MOURA
et al., 2011) e de docetaxel (MENEGHINI et al., 2019). A estratégia adotada para
derivatizar esses cinco ultimos quimioterapicos para associa-los a LDE visaram
adicionar um &cido graxo a estrutura molecular do farmaco aumentando a

estabilidade dessa associacao.

Em cultura celular (RODRIGUES et al., 2002; VALDUGA et al., 2003), em
estudos de farmacocinética em animais (RODRIGUES et al.,, 2005) e em
pacientes (MARANHAO et al., 2002), mostrou-se que as diversas preparacdes de
LDE-quimioterapicos eram estaveis. Esses estudos demonstraram que o farmaco
transportado pelas nanoparticulas ndo se dissocia delas na circulacao,
permanecendo na LDE até a entrada nas células, o que é indispensavel para

obtencédo do efeito “drug-targeting”.

Testes clinicos em pacientes com neoplasias malignas avancadas e
resistentes a mdltiplos farmacos mostraram a seguranca das preparacfes e
confirmaram a capacidade da LDE de neutralizar a toxicidade e efeitos
mielossupressores desses farmacos (MARANHAO et al., 2002). Estas toxicidades
qgue trazem risco de Obito e limitam muito o tratamento quimioterdpico foram
praticamente eliminados pela veiculagédo por LDE, mesmo com a administracao
dos farmacos em altas doses (GRAZIANI et al., 2017).

O processo de veiculacdo da DNR a LDE foi testado in vitro e in vivo, € com

base nos parametros de farmacologia, como a determinacdo de doses letais, foi



visto que esta associagdo reduz drasticamente a toxicidade desse quimioterapico
(DORLHIAC-LLACER et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2008; CONTENTE et al.,
2014).

A DNR faz parte de uma familia de antibidticos antraciclinicos que séo
considerados muito eficazes no tratamento de varios tipos de cancer, os principais
farmacos dessa familia aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) nos
Estados Unidos e pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) no
Brasil sdo: DNR, doxorrubicina, epirrubicina e idarrubicina. (ROBERT, 1988,
LOTFI et al., 2002; SALVATORELLI et al., 2018). Esses antibidticos sdo
amplamente utilizados na oncologia clinica, porém o seu uso € limitado por causar
mielossupressdo e cardiotoxicidade nos pacientes (HOFLAND et al., 2005;
SRANKOVA et al., 2019).

A familia desses farmacos se originou na década de 1950 quando a DNR
foi o primeiro antibiético isolado da cultura de Streptomyces peucetius, e na
década de 1960 se descobriu a eficacia deste farmaco no tratamento de leucemia
linfoide aguda e leucemia mieloide (DUBEY et al., 2014). As antraciclinas
apresentam nucleos quindnicos que permitem a sua participacdo em reacdes de
transferéncia eletrénica para gerar radicais livres que danificam a célula alvo
(SHADLE et al., 2000). Estes grupos de farmacos sdo metabolizados no figado e
excretados principalmente pela bile. Apesar de uma pequena fragao ser eliminada
pela urina, a maior parte da dose administrada, aproximadamente 50%, &
removida do organismo sem metabolizacdo. Em modelo experimental com ratos,
foi estimado que 22% da dose injetada sofre reciclagem entero-hepéatica
(ROBERT et al., 1992; SZWED et al., 2014).

O mecanismo de agdo anti-proliferativo das antraciclinas consiste na
formacdo de um complexo ternario Top2-antraciclina-DNA que inibe a atividade da
topoisomerase 2 (top2) (SILBER et al., 1987; SWIFT et al., 2008). Existem duas
isoenzimas top2 nas células de mamiferos, a Top2a e a Top2B. (JENKINS et al.,

1992). Entretanto as duas isoenzimas diferem em seu perfil de expressao celular.

A Top2a é regulada pelo ciclo celular e é expressa em células em
proliferagdo normais e tumorais (SAPETTO-REBOW et al., 2011). A expressao da



Top2B ndo é regulada pelo ciclo celular, mas pode ser encontrada em todas as
células de mamiferos ao longo do ciclo celular e a expressdo predominante pode
ser vista somente em células que atingiram o estado pds mitotico (LYU et al.,
2007). A eficicia do tratamento com as antraciclinas provavelmente esta ligada a
expressao altamente elevada da Top2a em células tumorais (CAPRANICO et al.,
1992), e o mecanismo exato da cardiotoxicidade induzida pelas antraciclinas ainda
nao esta claro, porém se sabe que a Top2[3 esta presente em células quiescentes,
como cardiomiocitos adultos de mamiferos e sua expressdo permanece constante
ao longo do ciclo celular (MAILLET et al., 2016).

A aterosclerose e o0 cancer sao doengas crOnicas multifatoriais que
compartilham n&o apenas varias vias moleculares importantes, mas também
muitos processos etioldégicos e mecanisticos desde o0s estagios iniciais do
desenvolvimento até as formas avangadas em ambas as patologias. Fatores
envolvidos em sua progressdo compreendem alteracbes genéticas, processos
inflamatorios, aumento de proliferacdo celular e estresse oxidativo, como 0s mais
importantes (LAGARES et al., 2017).

Naoum et al., (2004) reportou que a LDE também pode ser captada mais
intensamente por tecidos nao-neoplasicos de proliferacdo rapida, como acontece
em pacientes com talassemia minor. Com base nesta informacdo, Couto et al.,
(2007), injetaram a LDE radioativa em pacientes com doenca arterial coronéria e
verificaram que as nanoparticulas se concentravam nas lesdes ateroscleroticas do
mesmo modo que a LDL nativa, abrangendo assim, o uso da LDE para possiveis
tratamentos cardiovasculares. Além disso, Maranhao et al., (2008) injetaram LDE
radioativa em coelhos com aterosclerose e demonstraram que a captacao da LDE
nas aortas de coelhos alimentados com dieta rica em colesterol foi duas vezes

maior do que em coelhos que se alimentavam com ragéo normal.

Sendo assim, Maranhao et al., (2008) associaram a nanoparticula LDE ao
paclitaxel, iniciando os tratamentos com quimioterapicos em coelhos com
aterosclerose. Outros quimioterapicos associados a LDE também foram estudados
no tratamento de coelhos com aterosclerose como o etoposideo (TAVARES et al.,
2011), metotrexato (BULGARELLI et al.,, 2013), carmustina (DAMINELLI et al.,

2016) e docetaxel (MENEGHINI et al., 2019) e todas as associa¢cfes reduziram as
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areas de lesdes ateroscleréticas e diminuiram suas toxicidades no tratamento

experimental em coelhos.

Devido ao tratamento experimental de LDE-paclitaxel (LDE-PTX) em
coelhos ter tido bons resultados, esta associacdo também foi utilizada em
pacientes com aterosclerose aodrtica que foram tratados com LDE-PTX e foram
comparados a um grupo controle que nao receberam tratamento. A LDE-PTX néo
resultou em toxicidade clinica ou laboratorial, evidenciando a seguranca do
tratamento da aterosclerose com um agente antineoplédsico de alta toxicidade.
Além disso, houve reducéo no volume médio das placas aterosclerdticas em 50%
dos pacientes tratados. Como esperado, ndo houve alteragdo no volume das
placas de pacientes do grupo controle. Estes resultados comprovaram a
tolerabilidade do LDE-PTX e o seu potencial uso para a reducdo da leséo
aterosclerotica (SHIOZAKI et al., 2016).

A DNR associada a LDE foi estudada por Teixeira et al., (2008) que
sintetizaram um derivado de DNR, o oleato de DNR e incorporaram a
nanoparticula. A preparacdo revelou-se estavel, com incorporacdo quase
completa da DNR a LDE, e houve uma reducdo acentuada da cardiotoxicidade,

toxicidade e citotoxicidade quando comparada a DNR comercial.

Contente et al., (2014) estudaram a dose maxima tolerada e encontraram
que a LDE-DNR foi 65 vezes maior do que a da DNR comercial, indicando uma
grande reducédo da toxicidade do farmaco. Além disso, a capacidade da LDE-DNR
de inibir o crescimento tumoral, no modelo de melanoma metastatico implantado

em camundongos foi duas vezes maior do que a da DNR comercial.

Devido a esta reducdo da toxicidade, e principalmente da cardiotoxicidade
observada no tratamento com a formulacdo LDE-DNR no modelo de tumor murino
nos fizeram levantar a hipétese de que esta preparacdo possa também, ter acao
anti-aterosclerotica importante com toxicidade muito baixa. As preparacbes de
LDE como veiculo carreador de paclitaxel, docetaxel, etoposideo e metotrexato
mostraram claramente esta possibilidade. Por esse motivo, planejamos testar o

uso da DNR associada a nanoparticula LDE em coelhos com aterosclerose

experimental, com a expectativa de reduzir a proliferagéo celular aumentada na



aorta destes animais. Dessa forma, teriamos uma nova e poderosa arma no

arsenal terapéutico das doencgas cardiovasculares de natureza aterosclerotica.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Investigar a eficacia do uso da DNR associada a LDE no tratamento da

aterosclerose induzida por dieta rica em colesterol em coelhos.
2.2. Objetivos especificos

Quantificar as expressoes proteicas e génicas dos marcadores envolvidos

nos processos de inflamacao e morte celular nas aortas dos coelhos.

Avaliar se a associacdo de LDE-DNR causa toxicidade hematoldgica, renal,

hepatica e cardiaca no tratamento de coelhos com aterosclerose.



3. MATERIAL E METODO
3.1. Tratamento de aterosclerose induzida em coelhos

Foram utilizados 16 coelhos brancos da raca New Zealand, pesando
aproximadamente 3 Kg, 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 Coracdo do Hospital das Clinicas

da Universidade de S&o Paulo. A 4gua foi fornecida a vontade.

Inicialmente os coelhos consumiram ragcdo 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 adaptacao as condicdes

ambientais do biotério.

ApoOs a primeira semana, todos os coelhos foram submetidos a uma dieta
rica em colesterol durante 8 semanas (150 gramas de racdo/dia enriquecida com
1% de colesterol). Apos 4 semanas do inicio da administracdo da dieta rica em
colesterol, os coelhos foram divididos em 2 grupos, sendo 7 animais no grupo LDE

e 9 no grupo LDE-DNR, de acordo com o tratamento administrado:

1- Grupo LDE (n=7): recebeu uma inje¢do endovenosa, contendo a
nanoparticula LDE sem o farmaco, o volume de LDE administrado foi equivalente

ao volume injetado nos animais que receberam LDE-DNR.

2- Grupo LDE-DNR (n=9): foi tratado com uma dose de 6 mg/kg de

DNR associada a nanoparticula LDE.

3- Grupo Controle (n=3): receberam racdo normal sem adicdo de
colesterol, foi utilizado somente no estudo ecocardiografico como controle para os

dois grupos alimentados com colesterol, LDE e LDE-DNR.

Todos os tratamentos foram administrados uma vez por semana, pelo
periodo de 4 semanas. Os animais foram pesados semanalmente para a
avaliacdo do peso corporal. O consumo de ragdo foi avaliado diariamente,
pesando-se o residuo de racdo. Apos a finalizagcdo do tratamento, 0s animais

foram sacrificados com injecdo endovenosa de uma dose letal de tiopental sodico.
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As aortas dos animais de ambos os grupos foram armazenadas para

analises de planimetria, histologia, imunohistoquimica, Western blot, e RT-PCR.
3.2. Preparo da dietarica em colesterol

A dieta rica em colesterol foi preparada através da vaporizacdo de uma
solucao de colesterol, éter etilico e etanol absoluto sobre a ragdo comercial usual,
na proporcédo de 1 g de colesterol para 100g de racéo. O colesterol foi solubilizado
adicionando-se 100 ml de éter etilico e 50 ml de alcool absoluto para 10 gramas
de colesterol sob agitacdo. Apos a adicdo da solucdo, a racdo permaneceu em
repouso por 24 horas em camara de fluxo laminar para a evaporacdo completa
dos solventes. A racdo rica em colesterol foi pesada e separada em porc¢des

individuais de 150g em sacos plasticos lacrados e armazenados a -20°C.
3.3. Determinac¢des bioquimicas e hematologicas

As andlises das alteragcbes no perfil hematolégico e bioquimico foram
realizadas pelo Laboratério de Analises Especiais - LIMO3 da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo antes do inicio da dieta, e antes do inicio
e apoés o final do tratamento em todos o0s animais. As amostras de sangue dos
coelhos foram coletadas da veia auricular marginal e centrifugadas a 2500 rpm por
10 minutos a 4 °C para a separacdo do soro. Os perfis biogquimicos andlisados
foram triglicérides, colesterol total, HDL, LDL, VLDL, aspartato aminotransferase
(ALT), alanina aminotransferase (AST), fosfatase alcalina, Uréia, Creatinina,

Bilirrubina total e fracdes.

3.4. Sintese do derivado N-oleil-daunorrubicina (ODNR) e incorporacao

na nanoparticula lipidica rica em colesterol (LDE)

A apresentagcdo comercial da DNR (MedKoo Biosciences, Inc.; Carolina do
Norte, EUA), composta por cloridrato de DNR, foi solubilizada em agua e solucao
de hidréxido de sédio (NaOH) 1M. Em seguida, a DNR livre foi extraida com

cloroférmio e concentrada em rotaevaporador.

A sintese para reacao de derivatizagdo da ODNR utilizou DNR livre, 4cido
oleico, 4-DMAP (N, N-dimetilpiridin-4-amina) e DCC (N,N’-
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Diciclohexilcarbodiimida). A reacdo permaneceu sob agitacdo e atmosfera de N>
por 2 horas a temperatura ambiente. A reacdo foi monitorada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). ApGs a formacédo do produto, concentrou-se a
fase organica em rotaevaporador. Apés a eliminacdo dos residuos da reacéo por
extracBes liquido-liquido com éter etilico e agua, e cloroférmio e agua, a fase
organica foi lavada com solucdo saturada de tiossulfato de soédio, filtrada na

presenca de sulfato de sédio e seca em rotaevaporador.

7 7

daunorubicina acido oleico N-oleil-daunorubicina  ©
(DNR) (ODNR)

Figura 1: Reacdo de obtencdo do derivado ODNR a partir da DNR e do

acido oléico na presenca de DCC e 4-DMAP a temperatura ambiente.

A técnica de preparo utilizada foi a descrita por Maranhdo et al., (1993).
Para o preparo da nanoparticula ou da LDE-ODNR, utilizou-se uma mistura
desses lipidios que contém: 333 mg de fosfatidilcolina de ovo, 135 mg éster de
colesterol, 6 mg de colesterol livre, 132 mg de migliol (grau de pureza = 99%). Em
seguida, a mistura de lipides foi seca sob fluxo de nitrogénio e mantida em
dessecador a vacuo por 12 horas a 4 °C. Apos a adicdo de polissorbato e 10 mL
de solucédo tampédo Tris — HCI 0,01 M, pH 8,05 a mistura de lipidios foi pré-
emulsificada por irradiagdo ultrassonica e emulsificada em homogeneizador de
alta pressdo Emulsiflex C5. Para o preparo da LDE-ODNR, acrescentou-se a
mistura de lipides o ODNR na propor¢éo de 1:10 farmaco:lipides. Ao término dos
ciclos de homogeneizacao a emulsao formada foi centrifugada a 3700 rpm, por 20
minutos e esterilizada por filtragdo em membrana Millipore (0,22 pm) em fluxo
laminar. A taxa de associacdo do farmaco a LDE foi analisada por HPLC e a

preparacao foi armazenada em frascos estéreis a 4°C.
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3.5. Ecocardiografia

As analises do estudo ecocardiografico dos coelhos foram realizadas ao
final do protocolo nos grupos LDE e LDE-DNR. Somente para o estudo ecografico
foi adicionado um grupo de coelhos saudaveis (n=3) que recebeu a dieta
comercial sem a adi¢ao de colesterol.

O sistema de ultrassom (Vivid 7 — GE Horton, Norway) foi utilizado para a
aquisicdo das imagens com sonda 12S. As medidas ecocardiograficas seguiram
as recomendagfes do Comité de Padronizagdo da Sociedade Americana de
Ecocardiografia (LANG et al., 2005). Os animais foram sedados com mistura de
cetamina 50mg/kg e xilazina 23 mg/kg via intraperitoneal. A partir de imagens bi-
dimensionais obtidas na janela paraesternal, no plano de corte longitudinal, ao
nivel dos musculos papilares, foram realizadas medidas lineares de espessura de
parede posterior na diastole, septo interventricular na diastole, diametro diastolico
final e didmetro sistolico final. Tanto a fracdo de ejecdo, medida pelo método de
Simpson, como o fluxo mitral e adrtico foram obtidas a partir de imagens
bidimensionais na janela paraesternal, no plano de corte apical. Os diametros para
a aorta ascendente, arco aortico e aorta descendente foram medidos a partir da
janela supraesternal no plano longitudinal. Todas as medidas foram realizadas em
trés ciclos cardiacos representativos de cada animal. A medida final de cada
parametro foi dada pela média dos resultados obtidos a cada ciclo. Todas as
medidas foram realizadas de maneira cega para 0S Qrupos experimentais

propostos.
3.6. Analise da planimetria macroscoOpica

A aorta foi removida, desde o arco aortico até a aorta abdominal, aberta
longitudinalmente, lavada com solucéo salina e imersa em solugcéo tamponada de
formalina a 10%. ApOs a fixacéo, cada aorta foi corada com Scarlet R e fotografias
foram obtidas para mensuracéo das lesbes macroscoépicas. O tamanho da aorta e
as lesbes foram medidas pelo programa Image J (National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, EUA) e a porcentagem de lesdes ateroscleréticas

macroscopicas observadas foi calculada pela area de lesdo/area da aorta.
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3.7. Andlise da planimetria microscopica

Apbés a andlise macroscopica, a regido do arco aoértico foi cortada
transversalmente em seguimentos de 0,5 cm e foi embebido em parafina e
seccionado em cortes de 5 ym. A desparafinizagdo das laminas foi feita em 3
banhos de xilol de 10 minutos cada, seguidos de 3 banhos de etanol absoluto, 2
banhos de etanol 90% e um banho de etanol 70%. As laminas com o0s cortes

histologicos foram entdo lavadas em agua corrente.

A morfometria foi realizada em 5 campos de cada corte histolégico do arco
aortico dos animais, corados com hematoxilina/eosina, com o auxilio de
microscopio Optico com software de analise de imagens Leica Microsystems
(Leica Cambridge Ltd., Cambridge, UK). Foram quantificadas a &rea total do arco

aortico, a area das lesdes ateroscleréticas na intima e a razao entre elas.
3.8. Imunohistoquimica

Para realizacdo da imunohistoquimica, as laminas passaram pelo
procedimento de desparafinizacdo, como descrito no item acima, a recuperacao
antigénica foi realizada por calor umido e pressdo em Camara de Pressdo para
recuperacéo antigénica (Pascal, Dako, Carpinteria, EUA) com o tampé&o citrato 10
mM, pH 6,0 para os anticorpos anti-macréfago de coelho (clone RAM-11) e para o

marcador de proliferacao celular anti-Ki-67.

A atividade da peroxidase endbgena foi bloqueada com 4 banhos de 5
minutos de perdxido de hidrogénio a 3%. O bloqueio de rea¢fes inespecificas foi
feito com albumina bovina 1% em solucdo salina tamponada com sais de fosfato
(PBS) durante 1 hora em estufa umidificada a 37°C. Os cortes foram incubados
com os anticorpos primarios anti-macrofagos de coelho (Dako, Carpinteria, EUA),
e anti-Ki-67 (abcam, Cambridge, UK) nas titulacbes 1:400 e 1:2000
respectivamente, por 18 horas a 4°C. Como anticorpo secundario, foi utilizado o
polimero SuperPicture (Thermo Scientific, Waltham, EUA), e a reacéo foi revelada

com diaminibenzidina (DAB) e contracorada com hematoxilina de Harris.

Para andlise quantitativa da expresséo proteica dos antigenos RAM-11 e

Ki-67, foi utilizado microscépio 6tico equipado com software de andlise de imagens
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Leica Microsystems. O limiar de deteccdo de cor foi determinado para o
cromogeno DAB, baseado em uma regido marcada. Imagens de 5 campos de
cada corte histolégico foram usadas para medir a area total da intima e a area de
marcagdo marrom do cromégeno DAB na intima. A area marcada pelo cromogeno
DAB foi calculada como porcentagem da area da intima de cada campo. A
expressdo de cada antigeno em cada animal foi calculada como média de todos

os campos medidos para cada corte histolégico.
3.9. Expresséo proteica por Western blot

Fragmentos das aortas foram homogeneizados em nitrogénio liquido com
pistilo e graal sendo ressuspendidos em tampéao de lise na presenca de inibidores
de protease (aprotinina 1ug/ml, leupetina 1 pg/ml e fenil-metil-sulfonil 10 mM) e
fosfatase (pirofosfato de so6dio 100 mM, fluoreto de sédio 10 mM, ortovanato de

sodio 1 mM e beta glicerofosfato 2 mM).

Apbés a determinacdo da concentracdo de proteinas pelo método de
Bradford, aliquotas de 30 a 50ug foram diluidas em tampéo de amostra contendo
azul de bromofenol 0,02%, mercaptoetanol 10 mM e dodecil sulfato de so6dio 10%
e foram aplicadas juntamente com um padrédo de pesos moleculares em gel de

poliacrilamida para separacédo das proteinas por eletroforese.

Posteriormente, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose em sistema Umido (Semiphor, Hoefer-Pharmacia, Suécia) sendo

inicialmente incubada com a solucao de bloqueio (leite 5%).

A deteccdo de proteinas relacionadas a inflamacao (TNF-a, IL-6, MMP-2,
CD68, NFkB), adesdo vascular celular (VCAM-1), e apoptose (Caspase 9,
caspase 3), foram realizadas pela incubacdo com os anticorpos primarios, a
membrana foi lavada por solucdo de TBS sendo posteriormente incubados com
anticorpos secundarios conjugados com peroxidase e revelados por método
guimioluminescente (peroxidase-H2O2-luminol) com o kit ECL (Amersham)
expondo a membrana a um fotodocumentador (Amersham Imager 600, GE). As
analises das bandas proteicas foram realizadas pelo Image Quant TL (Healthcare,
GE).
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3.10. Expressao génica por PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

No momento da eutandsia dos animais, a aorta e o coragdo foram
removidos e conservados em solucdo de RNAlater® (Ambion by Thermo Fisher
Scientific, EUA). Para cada 100 mg de tecido foram adicionados 1mL do reagente
TRIzol® (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, EUA), homogeneizados e o0 RNA
total foi extraido, conforme instrugcbes do fabricante. A integridade do RNA foi
analisada por eletroforese e sua concentracdo determinada através de leitura em
espectrofotbmetro a densidade 6ptica de 260nm, no aparelho NanoDrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc, EUA). O RNA isolado foi
armazenado a -80°C e uma aliquota de 1ug de RNA foi utilizada para a transcricao
reversa. Para cada 16uL contendo 1ug de RNA a ser reversamente transcrito
foram adicionados 4uL do mix de reagcdo SuperScript® VILO™ 5x (SuperScript®
VILO™ MasterMix, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, EUA). 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 reacdo, os cDNAs foram

diluidos 1:5 em tamp&o Tris-EDTA para serem utilizados na reagédo de qRT-PCR.

A técnica de gRT-PCR foi utilizada para andlise da expressdo génica dos
fatores anti- e pré-inflamatérios (IL-10, #0c03396940 _m1; IL-783, #0c03823250_s1;
IL-18, #0c03399565 m1; VCAM, #0c03397346_m1; MCP-1, #0c03823583_s1; e
MMP-12, #0c03398610_m1). Esta técnica consiste em um sistema de emissao de
luz através do sistema TagqMan de deteccdo, que utiliza, além dos primers, sondas
fluorescentes para a deteccdo e quantificacdo do produto de PCR. Esse tipo de

deteccdo é altamente especifico, ndo necessitando a padronizacao da reacéo.

As reacoes de amplificacdo foram realizadas no equipamento StepOnePlus
Real-Time PCR System (Applied Biosystems Thermo Fisher Scientific, EUA) que
contém um software que gera um grafico de intensidade de fluorescéncia em
funcdo do numero de ciclos de amplificagdo. 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 namero do ciclo
cuja fluorescéncia da amostra intercepta o threshold é chamado Ct (cycle
threshold).
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Todas as reacOes foram realizadas em duplicata e foram consideradas
aceitdveis quando apresentaram desvio padrdo menor que 0,4 ou quando
apresentaram diferenca de Ct < 1. Em cada reacédo foram pipetados um volume
final de 12uL, constituidos de 6uL do reagente TagMan Gene Expression Master
Mix 2x (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific, EUA); 2,4uL de &gua
MilliQ; 0,6uL do sistema TagMan Gene Expression Assays 20x (Applied
Biosystems by Thermo Fisher Scientific, EUA) especifico para cada gene alvo a
ser analisado, e um para o0 gene normalizador utilizado, o gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH, #0c03823402 _g1); no final foram adicionados 3uL do
cDNA diluido (1:5). As condi¢cdes de termociclagem da reagdo seguiram 0S
parametros de fabrica do aparelho ajustados para um pré-aquecimento a 50°C por
2 minutos, denaturacéo inicial a 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos a
95°C por 15 segundos de denaturagdo e 60°C por 1 minuto de anelamento dos

primers e extensao.

A quantificacdo da expressdo génica relativa foi calculada através do
método Ct comparativo demonstrado pelo algoritmo 222Ct descrito por Livak e
Schmittgen (2001). O valor de ACt equivale a diferenca entre o Ct do gene de
interesse e o Ct do gene normalizador. O AACt da-se pela diferenca do ACt da
amostra grupo LDE-ODNR — a média do ACt do grupo LDE. O resultado
representa 0 niumero de vezes que 0 gene analisado tem a sua expressdo

aumentada ou diminuida no tecido estudado.
3.11. Anélise estatistica

Para a andlise estatistica, os dados foram expressos em média * erro
padrdao (EPM). Os dados quanto ao consumo de racdo, variacdo de peso dos
animais e analises laboratoriais utilizamos o teste ANOVA com pos-teste de Tukey
para a realizacdo de comparacdes multiplas. Para variaveis de distribuicdo nao
normal utilizamos o teste Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn. O teste t-student
foi utilizado para a analise da planimetria, Western blot e gRT-PCR. Para as
variaveis de distribuicdo ndo normal utilizamos o teste de Mann-Whitney. O nivel
de significancia estatistica foi estabelecido pelo valor de p<0,05. Todas as analises
foram realizadas pelo programa GraphPadPrism (GraphPad Software Inc., San

Diego, California, EUA) versao 5.0.

17



4. RESULTADOS

4.1. Massa Corporal

A massa corporal dos animais se manteve similar nos grupos LDE e LDE-

DNR durante todo o protocolo, como representado na Figura 2.
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Figura 2: Massa corporal semanal em Kg dos grupos LDE e LDE-DNR. Valores

expressos em MédiatEPM.

4.2. Analise do consumo de racéao

N&o houve diferengca no consumo semanal da ragdo com 1% de colesterol
entre 0s grupos LDE e LDE-DNR durante todo protocolo. Este consumo esta

representado na Figura 3.
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Figura 3: Consumo semanal de ragdo com 1% de colesterol dos grupos LDE e
LDE-DNR. Valores expressos em Médiat EPM.

4.3. Avaliacao do perfil hematoldgico

O perfil hematolégico representado na Tabela 1 mostra que as hemacias
diminuiram no pos-tratamento em comparacdo com o basal nos grupos LDE e
LDE-DNR. A hemoglobina e o hematdcrito diminuiram em ambos 0s grupos nos
periodos pré e pos-tratamento em comparacao ao periodo basal.

O numero total de leucdcitos aumentou no periodo pés-tratamento nos
grupos LDE e LDE-DNR quando comparado com o periodo basal. Nao houve
diferenca nos niveis de linfécitos, mondcitos, neutréfilos e plaquetas entre os
grupos LDE e LDE-DNR.
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Tabela 1: Perfil hematologico dos grupos LDE (n=7) e LDE-DNR (n=9) nos periodos basal, pré-tratamento e pos-tratamento.

LDE LDE-DNR
Basal Pré- Pés- Basal Pré- Pés-

tratamento tratamento tratamento tratamento
Hemacias(10%/mms3) 5,9+0,2 4,5+0,2 3,7+0,22 6,1+0,2°¢ 4,8+0,2 4,440,234
Hemoglobina (g/dL) 13,1+0,4 10,6+0,42 9,1+0,52 13,60,5%° 10,9+0,52 10+0,5¢
Hematdcrito (%) 42,6+1,3 32,7+1,12 29+1,92 43,2+1,5 34,1+1,6% 32,8+1,6%
Leucocitos(10%/mm?3) 11,4+0,7 14,0+0,9 20,8+3,02 10,4+0,6 13,0+£0,8 17,4+1,5¢
Linfocitos (%) 59,7+4,5 58,0+1,9 56,845,1 63,5+4,5 61,2+2,9 67,2+2,4
Mondcitos (%) 2,410,4 2,4+0,7 2,140,3 1,9+0,3 3,4+0,7 2,610,6
Neutréfilos (%) 37,6+4,2 39,3+2,1 40,6+4,8 34,1+4,3 34,8+2,9 29,8+2,1
Plaquetas (103/mm?) 378,4+34,6 349,3+20,9 292,0+21,9 287+18,6 295+31,8 276+30
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DNR, daunorrubicina. Valores expressos em média + EPM.?p<0.001 vs LDE basal, "p<0.001 vs
LDE pré-tratamento, °p<0.001 vs LDE p6s-tratamento, 9p<0.001 vs LDE-DNR basal.

4.4. Analise do perfil bioquimico

ApGs a dieta rica em colesterol, foi observado um aumento de 40 vezes do
colesterol total, do HDL-C em 20 vezes, do ndo-HDL em 60 vezes e dos
triglicérides em 3 vezes no periodo de pdés-tratamento comparado com o periodo
basal dos grupos LDE e LDE-DNR (Tabela 2).

Houve um aumento da ureia somente no grupo LDE quando comparado o
periodo basal e pos-tratamento. Ndo houve diferenca na concentracdo de

creatinina sérica em nenhum dos periodos analisados.

Nas analises de enzimas hepéticas, a concentracdo de AST aumentou no
grupo LDE-DNR antes do inicio do tratamento, no periodo de pré-tratamento e
esse aumento da concentracdo de AST também foi encontrado no periodo pos-
tratamento quando comparado com o periodo basal desse mesmo grupo. Nao

houve diferenca nos niveis de ALT nos grupos LDE e LDE-DNR.
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Tabela 2: Perfil bioquimico dos grupos LDE (n=7) e LDE-DNR (n=9) nos periodos basal, pré-tratamento e pds-tratamento.

LDE LDE-DNR
Basal Pré- Pés- Basal Pré- Pés-
tratamento tratamento tratamento tratamento
Colesterol (mg/dL)
Total 56+14,5 1039+77,8 1972+193,32 37+£2,5°¢ 909+134,3 1781+200%
HDL - C 24+4.9 150+27,6 374+71% 18+2,9°¢ 151+14,3°¢ 406+83,530de
N&o-HDL 32+10,4 889154 4 1598+156,62 19+2,6° 757+124,6 1375+131%
Triglicérides(mg/dL) 63+7,6 111+33,5 256+54,82 66,8+13,2° 82,9+17,9° 160+28,1

21



Uréia (mg/dL) 30,6+2,1 50+7,5 67+9,9' 125+7,9 100+4,1 148,5+23f

Creatinina (mg/dL) 1,0+0,07 1,2+0,1 1,3+0,1 1,3+0,06 1,2+0,07 1,4+0,1
AST (U/L) 39,1+7,8 64,2+13,7 80,6+22,3 36,9+3,5 92,1+19,9" 141,4+32,8M
ALT (U/L) 35,1+7,3 37,3117 65,4+7,5 49,1+7,7 71,1+12,8 99,7+201

DNR, daunorrubicina; HDL, high density lipoprotein; LDL, low density lipoprotein; AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase. Valores
expressos em média + EPM. ®p<0.001 vs LDE basal, bp<0.001 vs LDE pré-tratamento, °p<0.001 vs LDE pds-tratamento, 9p<0.001 vs LDE-DNR basal,
p<0.001 vs LDE-DNR pré-tratamento, p<0.01 vs LDE basal, 9p<0.01 vs LDE pré-tratamento, "p<0.01 vs LDE-DNR basal.
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4.5. Planimetria macroscépica

Na analise macroscopica das aortas dos coelhos ateroscleréticos, a area de
lesdo e porcentagem de lesdo do grupo LDE-DNR foi 50% menor que no grupo

LDE, como representado na Figura 4 e Tabela 3.

LDE-DNR

Figura 4: Fotos representativas das aortas dos coelhos dos grupos LDE e
LDE-DNR.
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Tabela 3: Analise macroscopica da area das aortas, area de lesao, e

porcentagem da leséo dos grupos LDE (n=7) e LDE-DNR (n=9).

Macroscopia LDE LDE-DNR
Area da aorta (px2 x 103) 1355451 1284+38
Area de lesdo (px2 x109) 293+66 150+25"
Porcentagem de leséo (%) 21,2+4,3 11,51, 7"

Valores expressos em MédiatEPM. *p<0,05 vs LDE.

4.6. Planimetria Microscopica

Na analise microscopica dos cortes histolégicos do arco adrtico dos grupos
LDE e LDE-DNR, o grupo LDE-DNR apresentou a &rea da intima 55% menor que
no grupo LDE. A Figura 5 representa esses cortes histolégicos dos arcos aorticos
dos coelhos do grupo LDE e LDE-DNR.

A B

Intima/media area (%)

LDE-DNR

Figura 5: (A) Razéo da area da intima e média do arco aortico dos coelhos
dos grupos LDE (n=7) e LDE-DNR (n=9). (B) Imagem representativa de corte
histologico do arco aortico dos coelhos dos grupos LDE e LDE-DNR. Coloragéo de
hematoxilina e eosina. Aumento de 100x. Valores expressos em MediatEPM.
*p<0,05.
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4.7. Analise Ecocardiografica

Os dados ecocardiograficos de coelhos no periodo pos-tratamento estdo
representados Tabela 4. Ndo houve diferenca nos diametros finais do ventriculo
esquerdo diastolico (DD) e sistélico (DS) e nos diametros finais dos volumes do
ventriculo esquerdo diastélico (VDF) e sistélico (VSF) nos grupos LDE e LDE-
DNR. A espessura da parede do septo interventricular (SIV), a espessura da
parede posterior (PP) e a massa do ventriculo esquerdo (mVE) ndo foram
alteradas. Ndo houve diferenca na funcéo sistélica representada pela fracdo de
ejecdo (FE) e fracdo de encurtamento (Fen) e na funcéo diastolica representada
pelo tempo de relaxamento isovolumétrico da onda E / A (TRIV) e pelo tempo de
desaceleracdo da onda E (TD) nos grupos LDE e LDE-DNR. Além disso, as
analises dos diametros da aorta ascendente e descendente e do arco aortico

foram semelhantes nos grupos LDE e LDE-DNR.

Tabela 4: Andlise ecocardiogréfica de grupos de coelhos saudaveis (Controle)
(n=3), LDE (n=7) e LDE-DNR (n=9).

Controle LDE LDE-DNR
(n=3) (n=7) (n=9)
DD (mm/kg) 43+0,3 4,7+0,1 4,6+0,1
DS (mm/kg) 3,3+0,5 34+0,2 3,2+0,1
VDF (ml/kg) 0,7+0,1 1,7+0,2 1,5+0,2
VSF (ml/kg) 0,20+ 0,01 0,60+ 0,10 0,50 + 0,08
SIV (mm/kg) 0,70 £ 0,05 0,70 £ 0,50 0,70 + 0,60
PP (mm/kg) 0,71+0,02 0,71+0,05 0,65+0,03
mVE (mg/kg) 14+1 12+1 11+1
FE (%) 58 + 2 63 + 2 66 + 2

25



Fen (%) 25+ 8 29 + 4 31+2

Onda E/A 1,3+0,2 1,7+0,2 16+0,1
TRIV (ms) 0,30+ 0,02 0,50 + 0,07 0,40 + 0,05
TD (ms) 0,4+0,1 0,7+0,1 0,9+0,2
Aorta Asc. (mm) 2,510,2 2,810,1 2,610,1
Aorta Desc. (mm) 7,404 8,0+0,2 7,7£0,2
Arco Adrtico (mm) 1,8+0,1 2,240,1 1,940,1

DNR, daunorrubicina; DD, didmetro diastélico do ventriculo esquerdo; DS, didmetro sistélico do
ventriculo esquerdo; VDF, volume diastolico final; VSF, volume sistolico final; SIV, espessura do
septo intraventricular; PP, espessura da parede posterior; mVE, massa do ventriculo esquerdo;
FE, fracdo de ejecdo; Fen, fragdo de encurtamento; TRIV, tempo de relaxamento
isovolumétrico; TD, tempo de desaceleragdo da onda E; Asc., ascendente; Desc., descendente.
Dados expressos em média + EPM.

4.8. Analise Imunohistoquimica

Na Figura 6 estdo representadas as andlises de proliferacdo celular
marcadas pela expressdo de Ki-67. Nao houve diferenca na expresséo de Ki-67
nos grupos LDE e LDE-DNR.
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Figura 6: (A) Porcentagem do marcador Ki-67 em nucleo com proliferagéo celular
nos grupos LDE (n=7) e LDE-DNR (n=9) (B) Imagens representativas de nucleos

marcados positivamente com Ki-67 (nacleos marrons), e negativamente (nucleos
azuis).
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4.9. Andlise da expressao proteica por Western blot e expressao

génica por qRT-PCR
4.9.1. Processo Inflamatoério

As andlises de Western blot nas aortas dos coelhos foram realizadas para
mediadores inflamatérios nos grupos LDE e LDE-DNR como representado na
Figura 7A. A expressao da proteina marcadora de macréfago (CD68) foi 43%
menor no grupo LDE-DNR quando comparado ao grupo LDE (Figura 7B). A Figura
7C possui imagens representativas da aorta ascendente dos grupos LDE e LDE-
DNR com macréfagos marcados pela imunohistoquimica identificados em marrom.
Além disso, como apresentado na Figura 8A, a expressdo génica de MCP-1 na
aorta foi menor no grupo LDE-DNR quando comparado ao LDE. A expressao
proteica da citocina IL-6 e TNF-a foi aproximadamente 40% menor no grupo de
tratamento com LDE-DNR quando comparado ao grupo LDE (Figura 7D-E).
Entretanto, ndo houveram diferencas nas expressoes génicas das citocinas MCP-
1, IL-18, IL-10 e IL-1B entre os grupos LDE-DNR e LDE, tanto nas aortas quanto
no tecido cardiaco desses animais (Figura 8B-D e Figura 9 A-D).
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Figura 7: (A) Imagem representativa de bandas de Western blot para as
proteinas CD68, TNF-a e IL-6. (B) Expressao proteica de CD68 na aorta
ascendente dos coelhos dos grupos LDE (n=3) e LDE-DNR (n=4). (C) Imagens
representativas de imunohistoquimica para macrofagos no arco aértico marcado
com cromoégeno DAB nos grupos LDE e LDE-DNR. (D) Expresséo proteica de
TNF-a na aorta ascendente dos coelhos dos grupos LDE (n=3) e LDE-DNR (n=4).
(E) Expresséao proteica de IL-6 na aorta ascendente dos coelhos dos grupos LDE
(n=3) e LDE-DNR (n=4). Valores expressos em Média+tEPM. *p<0,001; #p<0,01.
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Figura 8: (A) Expressdo génica de MCP-1 na aorta ascendente dos
coelhos dos grupos LDE (n=6) e LDE-DNR (n=6). (B) Expressao génica de IL-18
na aorta ascendente dos coelhos dos grupos LDE (n=6) e LDE-DNR (n=6). (C)
Expressao génica de IL-10 na aorta ascendente dos coelhos dos grupos LDE
(n=6) e LDE-DNR (n=6). (D) Expresséo génica de IL-18 na aorta ascendente dos

coelhos dos grupos LDE (n=6) e LDE-DNR (n=6). Valores expressos em

MédiatEPM. *p<0,05.
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Figura 9: (A) Expressao génica de MCP-1 no tecido cardiaco dos coelhos
dos grupos LDE (n=6) e LDE-DNR (n=6). (B) Expresséo génica de IL-18 no tecido
cardiaco dos coelhos dos grupos LDE (n=6) e LDE-DNR (n=6). (C) Expresséao
génica de IL-10 no tecido cardiaco dos coelhos dos grupos LDE (n=6) e LDE-DNR
(n=6). (D) Expresséo génica de IL-1 no tecido cardiaco dos coelhos dos grupos
LDE (n=6) e LDE-DNR (n=6).

4.9.2. Adesado Vascular Celular

A Figura 10A mostra as bandas representativas de VCAM-1. A expresséo
proteica de VCAM-1 foi 45% menor no grupo LDE-DNR quando comparado com o
grupo LDE (Figura 10B). Além disso, a expressao génica relativa de VCAM-1 da
aorta ascendente foi menor no grupo LDE-DNR quando comparado com o grupo
LDE, como representado na figura 10C. Para as analises da expressao génica
relativa desse mesmo gene no tecido cardiaco, ndo houve diferenca entre os
grupos LDE e LDE-DNR (Figura 11).
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Figura 10: (A) Imagem representativa de bandas de Western blot para a
proteina VCAM-1. (B) Expressado proteica de VCAM-1 na aorta ascendente dos
coelhos dos grupos LDE (n=3) e LDE-DNR (n=4). (C) Expressao génica de VCAM-
1 na aorta ascendente dos coelhos dos grupos LDE (n=6) e LDE-DNR (n=6).
Valores expressos em MédiazEPM. *p<0,001; #p<0,01.
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Figura 11: Expressao génica de VCAM-1 no tecido cardiaco dos coelhos
dos grupos LDE (n=6) e LDE-DNR (n=6).
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4.9.3. MMPs

A Figura 12A mostra bandas representativas de Western blot de MMP-2 e
MMP-9. A expressao proteica de MMP-2 foi aproximadamente 50% menor (Figura
12B). Nao houve diferenca na expressao proteica da MMP-9 entre os grupos LDE
e LDE-DNR (Figura 12C). Porém, a expressdo génica de MMP-12 foi
acentuadamente menor no grupo LDE-DNR gquando comparado ao grupo LDE
(Figura 12D).
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Figura 12: (A) Imagem representativa de bandas de Western blot para as
proteinas MMP-2 e MMP-9. (B) Expressdo proteica de MMP-2 na aorta
ascendente dos coelhos dos grupos LDE (n=3) e LDE-DNR (n=4). (C) Expresséao
proteica de MMP-9 na aorta ascendente dos coelhos dos grupos LDE (n=3) e
LDE-DNR (n=4). (D) Expressdao génica de MMP-12 na aorta ascendente dos
coelhos dos grupos LDE (n=6) e LDE-DNR (n=6). Valores expressos em
MédiatEPM. *p<0,001; *p<0,05.

32



4.9.4. Morte Celular

A Figura 13A representa as bandas de Western blot dos marcadores de
apoptose celular nos grupos LDE e LDE-DNR. A expressdo proteica dos
marcadores pro-apoptoticos, Caspases 3, 9 e Bax, foi cerca de 50% menor no
grupo LDE-DNR em comparagao ao grupo LDE (Figura 13B-D).
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Figura 13: (A) Imagem representativa de bandas de Western blot para as
proteinas Caspases 3 e 9 e BAX. (B) Expressao proteica de caspase 3 em aorta
ascendente dos coelhos dos grupos LDE (n=3) e LDE-DNR (n=4). (C) Expressao
proteica de Caspase 9 na aorta ascendente dos coelhos dos grupos LDE (n=3) e
LDE-DNR (n=4). (D) Expressao proteica de Bax na aorta ascendente dos coelhos
dos grupos LDE (n=3) e LDE-DNR (n=4). Valores expressos em MédiatEPM.
#p<0,01.
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4.9.5. VEGF

As bandas representativas de Western blot do VEGF s&o mostradas na
Figura 14A. A expressédo da proteina VEGF na aorta ascendente foi 50% menor

no grupo LDE-DNR quando comparado ao grupo LDE (Figura 14B).
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Figura 14: (A) Imagem representativa de bandas de Western blot para a
proteina VEGF. (B) Expresséao proteica de VEGF em arco aértico dos coelhos dos
grupos LDE (n=3) e LDE-DNR (n=4). Valores expressos em MédiatEPM. #p<0,01.
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5. DISCUSSAO

A LDE criada por Maranhdo et al.,, (1992) vem demonstrando grande
sucesso em carrear quimioterapicos no tratamento de aterosclerose em estudos
clinicos e experimentais, diminuindo as lesdes adrticas e reduzindo os efeitos
colaterais desses farmacos (TAVARES et al., 2011; BULGARELLI et al., 2013,
DAMINELLI et al., 2016; SHIOZAKI et al., 2016; MENEGHINI et al., 2019). Com a
DNR néo foi diferente, a cardiotoxicidade caracteristica da familia das antraciclinas
foi acentuadamente reduzida em um estudo feito com camundongos em NoOsSso
laboratorio, além de potencializar a acdo antitumoral em camundongos com
melanoma quando comparada com a DNR comercial (TEIXEIRA et al., 2008;
CONTENTE et al., 2014).

Devido ao sucesso da associacdo da DNR & LDE, neste estudo avaliamos
a DNR associada a nanoparticulas lipidicas LDE no tratamento de aterosclerose
induzida por dieta rica em colesterol em coelhos, com o objetivo de aumentar o

arsenal terapéutico de farmacos utilizados em tratamentos ateroscleroticos.

O protocolo com dieta rica em colesterol utilizado para a inducdo da
aterosclerose ja estd consolidado na literatura e se mostrou eficaz em nossos
trabalhos anteriores (TAVARES et al., 2011; MENEGHINI et al., 2019; WANG et
al., 2017; BARBOZA et al., 2016). O consumo de racdo e o peso dos animais foi
semelhante em todo o protocolo nos dois grupos e a dieta rica em colesterol
aumentou acentuadamente o colesterol total, o HDL-C e o ndo HDL-C quando

comparado o inicio e o final da inducdo da aterosclerose nos animais.

A inducdo de aterosclerose por dieta rica em colesterol pode alterar o
hemograma dos animais, principalmente a contagem de hemacias (UNRUH et al.,
2005; SICO et al., 2018), além disso, estudos clinicos relataram que o uso da DNR
comercial no tratamento de leucemias pode causar neutropenia, leucopenia,
trombocitopenia e anemia (HOFLAND et al., 2005; SRANKOVA et al., 2019). Em
nosso trabalho a diminuicdo de heméacias, hemoglobina e hematécrito e o
aumento dos leucdcitos aconteceu em ambos 0s grupos, demonstrando que a
alteracdo pode ter sido pela dieta rica em colesterol e ndo pela influéncia do

farmaco associado a LDE. Em relacdo a contagem dos neutrofilos, ndo houve
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diferenca em nenhum dos periodos dos grupos LDE e LDE-DNR na porcentagem
de neutréfilo mostrando que ndo houve a neutropenia pela influéncia do

tratamento.

A funcéo renal é uma covariavel intrinseca no tratamento com a DNR, uma
vez que uma parte da eliminacéo deste farmaco ocorre pela urina (TAKANASHI et
al., 1975; WANG et al., 2019). Simdnek et al. (2004), estudaram a formulagéo
comercial de DNR em coelhos e ao utilizarem doses de 3 mg/kg por semana,
houve uma alteracé@o drastica na funcéo renal desses animais. Em nosso estudo,
nao houve alterac6es na funcéo renal do grupo tratado com LDE-DNR. Porém, os
niveis de ureia estavam aumentados no grupo LDE quando comparado basal e
poés-tratamento.

A aterosclerose é frequentemente relacionada com a doenca gordurosa
hepética ndo alcodlica, que € o tipo mais frequente de esteatose hepética. Diante
disso, em coelhos alimentados com dieta rica em colesterol, as enzimas hepaticas
(ALT/AST) estdo geralmente elevadas (TAYLOR et al., 2018; WANG et al., 2018).
Em nossas analises das enzimas hepaticas, a AST aumentou no grupo LDE-DNR
qgquando comparado o periodo basal com o pré e o poés-tratamento. Estes
resultados demonstraram que essa enzima hepatica aumentou a partir do inicio da

dieta rica em colesterol, com aumento mais acentuado ao fim do protocolo.

No presente estudo, as lesdes aterosclerdticas no grupo LDE-DNR foram
50% menores quando comparadas as do grupo LDE, apesar de ndo haver
diferenca na proliferacdo celular entre os grupos. Estudos anteriores em nosso
laboratério com outros quimioterapicos associados a LDE demonstraram que a
nanoparticula, ao mudar os parametros de biodistribuicdo, dirige o farmaco para o
sitio de acdo de interesse. Ao centralizar o farmaco no sitio de agdo, a LDE reduz
a toxicidade desses tratamentos, além de diminuir a progressdao da placa
aterosclerdtica dos animais com aterosclerose induzida por alimentagdo rica em
colesterol (BULGARELLI et al., 2013; DAMINELLI et al., 2016; MENEGHINI et al.,
2019).

Como os fatores inflamatérios podem promover o desenvolvimento da

aterosclerose (LIBBY et al., 2019), Wang et al. (2020) estudaram camundongos
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com ApoE silenciada e analisaram marcadores inflamatérios na formacdo da
aterosclerose, e a expressdo de TNF-a e IL-6 estava aumentada nos
camundongos controle onde s6 havia a inducdo da aterosclerose, comprovando
gue essas proteinas estdo relacionadas com o desenvolvimento desta doenca. Em
nossas analises por Western blot, os marcadores inflamatérios TNF-a e IL-6
tiveram uma expressdo acentuadamente menor no grupo LDE-DNR quando
comparado ao grupo LDE, demonstrando que a LDE-DNR impediu a progressao
da inflamac&o nos animais tratados. Porém, apesar da expressao proteica de IL-6
estar menor no grupo tratado com LDE-DNR, ndo houve diferenca na expressao
génica de nenhuma das interleucinas estudadas quando comparado 0S grupos
LDE-DNR e LDE.

Além disso, a migracao e infiltracdo de mondcitos e macréfagos também
foram reduzidas, como demonstrado pela diminuicdo da expressdo génica de
MCP-1 e VCAM-1, e a reducéo da expresséao proteica de VCAM-1. Em um estudo
de Cejkova et al., (2019), sobre o efeito das citocinas pro-inflamatoérias liberadas
pelo tecido adiposo visceral humano na adesdo de monécitos ao endotélio, viram
gue as concentracdes de MCP-1 no tecido adiposo correlacionou positivamente
com a aderéncia de mondcitos as células endoteliais, e aumentou a expressao do

gene VCAM-1 estando diretamente relacionado ao agravamento da aterosclerose.

Os mondcitos recrutados para o0 espaco subendotelial da aorta se
diferenciam em macrofagos que fagocitam as lipoproteinas se diferenciando em
células espumosas que contribuem para a progressdo da placa aterosclerética
(ZEIBIG et al.,, 2019). Em nosso trabalho, houve uma menor expressdo do
marcador de macréfagos nas aortas do grupo LDE-DNR comparado com o grupo
LDE, o que demonstra uma lesdo aterosclerotica menos avancada nesses

coelhos.

Analisamos também o VEGF que € um importante fator angiogénico para
induzir proliferagéo e migragcéo de células endoteliais. A expressao dessa proteina
melhora a permeabilidade vascular que permite fornecer nutrientes e promove a
infiltracdo de macrofagos, espessamento da parede dos vasos, deposicao lipidica,
inflamacéo e progressao da lesdo aterosclerética (CELLETTI et al., 2001; FAN et

al., 2019). Observamos menor expressdo do VEGF no grupo LDE-DNR
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comparado com o grupo LDE, o que pode significar que a LDE-DNR diminuiu a
angiogénese nas células endoteliais nesses animais, contribuindo assim para

menor proliferacdo na intima.

Ademais, segundo Gautier et al., (2009) a apoptose de macréfagos e de
células do musculo liso vascular em placas ateroscleroticas avangadas contribui
para o desenvolvimento e progressdao da doenca, pois a morte celular de
macréfagos contribui para a formagdo do nudcleo necrético da placa, além de
possuir propriedades pro-inflamatérias em parte como resultado de presenca de
fosfolipidios oxidados na superficie das células apoptéticas. Esse processo
apoptotico € governado por Bax e por proteases especificas do aspartato de
cisteina, denominadas caspases (GROOTAERT et al., 2016). Em nosso trabalho,
as expressoes proteicas dos fatores pro apoptoticos caspase 3, caspase 9 e Bax
foram menores nas lesdes das aortas do grupo LDE-DNR quando comparado ao
grupo LDE demonstrando que houve menos apoptose no nosso grupo tratado,

devido a estes animais apresentarem menos placas ateroscleroticas.

Além disso, as MMPs sao proteinas chave no processo da aterosclerose,
elas decompdem os componentes da matriz extracelular e promovem a migragéao
de células do musculo liso vascular (CHOU et al., 2019). Em um estudo de Ren et
al.,, (2018), a expressdo de MMP-2 estava aumentada com a inducdo de
aterosclerose por nicotina e silenciamento de apo-E em camundongos. Em nosso
trabalho, a expressdo proteica de MMP-2 e a expressdo génica de MMP-12 foi

menor no grupo LDE-DNR quando comparado com o grupo LDE.

As antraciclinas podem facilitar a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias,
estimulando macrofagos que desempenham um papel no desenvolvimento da
cardiotoxicidade (SCHUBERT et al., 2007). O tratamento de células com
doxorrubicina, mostrou causar uma expressao aumentada de IL -1(3, IL-6 e MCP-
1, por meio da ativagdo da via NF-kB (PENG et al., 2020). Por isso, também
fizemos as analises de expressdo génica no tecido cardiaco e nao houve
diferenca entre os grupos LDE-DNR e LDE em nenhum dos marcadores
analisados (VCAM-1, IL-18, IL-10 e IL-1B), mostrando que a LDE-DNR néo

influenciou na inflamacgao a nivel molecular no tecido analisado.
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Devido ao alto risco de cardiotoxicidade, as antraciclinas possuem um uso
limitado e a toxicidade cardiaca causada por elas é comumente avaliada pelo
ecocardiograma por disfuncao sistolica e diastélica do ventriculo esquerdo, fracédo
de ejecdo e massa cardiaca (THAVENDIRANATHAN et al., 2013; POKORNA et
al., 2019). Em um estudo de Talavera et al., (2015) desenvolveram um protocolo
de cardiomiopatia induzida por antraciclina, adequada para ser utilizada em
estudos, e demonstraram que 92% dos coelhos que utilizaram uma dose de
4mg/kg de DNR durante 6 semanas tiveram uma cardiomiopatia dilatada. Além
disso, eles testaram uma dose de 6 mg/kg durante 4 a 5 semanas que resultou na
morte de 50% dos coelhos, impedindo a continuacéo dos estudos com essa dose.
Em nosso estudo, com uma dose de 6mg/kg durante 4 semanas, nenhum animal
morreu durante o protocolo e observou-se que as funcgdes sistélica e diastolica
foram preservadas no grupo LDE-DNR quando comparado com os grupos LDE e
controle saudavel e ndo houve diferengca na massa cardiaca entre os 3 grupos.
Ademais, apés a eutanasia medimos o peso relativo do coracdo desses animais, e
os coelhos tratados com LDE-DNR nao apresentaram diferenga demonstrando
gue provavelmente ndo houve dilatacao cardiaca, enquanto no grupo LDE o peso

relativo do coracao estava maior que nos controles saudaveis.
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6. CONCLUSAO

Concluimos que a DNR associada a LDE se mostrou eficaz no tratamento
da aterosclerose induzida por dieta rica em colesterol em coelhos, pois reduziu as

lesBes aterosclerdticas da aorta comparado com os coelhos do grupo LDE.

O tratamento com LDE-DNR diminuiu acentuadamente a inflamagéo e a
morte celular na aorta dos animais. Além disso, esta formulacdo foi notavel ao
reduzir as toxicidades do farmaco no grupo de coelhos tratados com LDE-DNR,
uma vez que animais nao apresentaram as toxicidades comumente associadas ao

tratamento com a DNR na formulacdo comercial.
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