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RESUMO

VITORIO, T. S. Efeito da combinacgdo de sinvastatina com paclitaxel veiculado
por nanoemulséo lipidica na aterosclerose induzida em coelhos. 2013. 101 f.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Séao
Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Em estudos prévios, mostramos que uma nanoemulsdo lipidica (LDE) é
reconhecida e se liga aos receptores de LDL apds sua injecdo na corrente
sanguinea. Como tais receptores estao superexpressos em células com altas taxas
de proliferagdo, como ocorre no cancer e na aterosclerose, a LDE pode ser utilizada
como veiculo para direcionar farmacos a essas células, diminuindo sua toxicidade e
aumentando sua eficacia terapéutica. Anteriormente, reportamos que o tratamento
com um derivado do paclitaxel, o oleato de paclitaxel, associado a LDE (PTX-LDE),
reduziu em 60% a é&rea lesionada de aortas de coelhos submetidos & dieta
aterogénica, comparados a animais ndo tratados. No presente trabalho, avaliamos o
efeito da associacdo de sinvastatina, medicamento hipolipemiante, e PTX-LDE,
sobre a aterosclerose induzida por dieta em coelhos. Trinta e seis coelhos machos
da raca Nova Zelandia foram submetidos a dieta enriquecida com 1% de colesterol
durante oito semanas. A partir da quinta semana, os animais foram divididos em
quatro grupos, de acordo com o tratamento: controle (solugcdo salina EV),
sinvastatina (2mg/kg/dia, VO), paclitaxel (PTX-LDE, 4mg/Kg/semana, EV), ou
combinagdo de sinvastatina (2mg/Kg/dia, VO) com paclitaxel (PTX-LDE,
4mg/Kg/semana, EV). ApoOs oito semanas, os animais foram sacrificados para
andlise das aortas. Em comparacdo aos controles, a area lesionada das aortas foi
em torno de 60% menor, tanto no grupo paclitaxel, quanto no grupo da combinacéao,
e em torno de 40% menor no grupo sinvastatina (p<0,05). A razdo entre as camadas
intima/média foi menor nos grupos tratados, em relagdo ao grupo controle
(controles, 0,35+0,22, sinvastatina, 0,10+0,07, paclitaxel, 0,06+0,16 e combinacao,
0,09+0,05, p<0,0001). Os grupos combinacdo e sinvastatina apresentaram um
aumento da porcentagem de colageno nas lesdes (combinacao, 20% e sinvastatina,
22%), em comparacéao aos controles (11%) e ao grupo paclitaxel (12%), (p<0,0001).
Houve uma diminui¢do da porcentagem de macrofagos na lesdo em todos os grupos
tratados (paclitaxel, 11%, sinvastatina, 8% e combinacdo, 5%), comparados ao
grupo controle (30%), (p<0,0001). O grupo paclitaxel apresentou menor
porcentagem de células musculares lisas na lesdo (20%) em relacdo aos controles
(33%), (p<0,0001), ja na combinacdo, houve aumento dessa porcentagem (44%),
(p<0,0001). A combinacdo com sinvastatina ndo aumentou a eficacia do tratamento
com PTX-LDE na reducdo da area de lesdes ateroscleréticas, porém, os efeitos
adicionais sobre o perfil lipidico e na composicao das lesbes, observadas com 0 uso
da combinagdo, sdo achados importantes, que sugerem beneficios no sentido de
aumentar a estabilidade das placas ateroscleréticas, o que nos abre um caminho de
pesquisa muito promissor.



Palavras-chave: Aterosclerose, paclitaxel, sinvastatina, veiculacdo farmacoldgica,
nanoemulsao lipidica.



ABSTRACT

VITORIO, T. S. Effect of a combination of simvastatin and paclitaxel carried by
a lipid nanoemulsion on induced atherosclerosis in rabbits. 2013. 101 p. Thesis
(Ph.D.) - Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, S&o Paulo,
2013.

In previous studies we have shown that a lipid nanoemulsion (LDE) is
recognized and binds to LDL receptors after injection into the bloodstream. As those
receptors are upregulated in cells with higher proliferation rates, as occurs in cancer
and atherosclerosis, LDE can be used as a vehicle to direct drugs to those cells,
diminishing toxicity and increasing therapeutic efficacy. Previously, we reported that
treatment with antiproliferative agent paclitaxel derivative, paclitaxel oleate,
associated with LDE (PTX-LDE), reduced by 60% the injured area of the aorta of
rabbits subjected to atherogenic diet compared to untreated animals. In the current
study we aim to test the effect of a combination of lipid-lowering drug simvastatin with
PTX-LDE on diet-induced atherosclerosis in rabbits. Thirty-six male New Zealand
rabbits were fed a 1% cholesterol diet for 8 weeks. Starting from week 5, animals
were divided into four groups, according to the following treatments: controls (I.V.
saline solution injections), simvastatin P.O. (2mg/kg/day), paclitaxel (PTX-LDE I.V.
injections, 4mg/Kg/week), or paclitaxel-simvastatin combination (PTX-LDE I.V.,
4mg/Kg/week + simvastatin P.O., 2mg/Kg/day). After 8 weeks, the animals were
sacrificed for aorta evaluation. Compared to controls, the injured area was reduced
by 60% in both paclitaxel and combination groups, and by 40% in simvastatin group
(p<0,05). The intima/media ratio was reduced in treated groups, compared to control
group (controls, 0,35%0,22, simvastatin, 0,10+0,07, paclitaxel, 0,06+0,16 and
combination, 0,09+0,05, p<0,0001). Simvastatin and combination groups showed
increased collagen content within the lesions (simvastatin, 22% and combination
20%), compared to controls (11%) and to paclitaxel group (12%), (p <0.0001).
Macrophage content within the lesions was reduced in all treated groups (paclitaxel,
11%, simvastatin, 8% e combination, 5%), compared to controls (30%), (p <0.0001).
The percentage of smooth muscle cells in the lesions was diminished in paclitaxel
group (20%) compared to control group (33%), while the combination group showed
increased percentage (44%) of smooth muscle cells in the lesions (p<0,0001). The
combination of simvastatin did not improve the efficacy of the treatment with PTX-
LDE in reducing the area of atherosclerotic lesions, but the additional effects on lipid
profile and lesion composition observed with the use of the combination are
important findings that suggest benefits in order to enhance the stability of
atherosclerotic plaques, which may lead us to a very promising research path.



Keywords:  Atherosclerosis, paclitaxel, simvastatin, drug-targeting, lipid
nanoemulsion.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aterosclerose

A aterosclerose € uma doenca progressiva caracterizada pelo espessamento e
acumulo de lipideos, células inflamatoérias e elementos fibrosos na camada intima das
artérias, principalmente as de calibre médio e grande, produzindo placas ateromatosas
(YLA-HERTTUALA et al., 1996; LUSIS; MAR; PAJUKANTA, 2004). Estas, também
denominadas fibrogordurosas, sao formadas de uma placa focal elevada no interior da
intima com centro lipidico, principalmente colesterol e ésteres de colesterol, que se
projeta na luz das artérias (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; ZIPES, 2005). Mdltiplos
processos estdo envolvidos na fisiopatologia da aterosclerose, incluindo disfuncdo
endotelial, inflamacgéo, proliferacdo vascular e alteracdes da matriz (DZAU; BRAUN-
DULLAEUS; SEDDING, 2002).

Diversos fatores, como hipertenséo arterial, diabetes melittus, tabagismo e
hipercolesterolemia podem alterar a homeostase do endotélio vascular, prejudicando
suas funcbes na vasoconstricdo, na coagulacdo e aumentando a permeabilidade
vascular (EATON, 2005). Tal comprometimento funcional do endotélio facilita a
penetracdo no espaco subendotelial de lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
pequenas e densas e remanescentes de lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL) (HOMMA, 2004).

Quando elevadas na circulagdo, estas lipoproteinas se ligam a proteoglicanos,

aumentam seu tempo de retencdo na intima arterial e podem sofrer oxidacdo por
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radicais livres produzidos por células endoteliais adjacentes, células musculares lisas
ou macrofagos isolados (ZIPES, 2005; CHOY, 2004). A retencdo e modificacdo destas
lipoproteinas sdo eventos iniciais do processo aterogénico que desencadeiam a
resposta inflamatoria na parede arterial (WILLIAMS; TABAS, 1995; STAELS, 2002). O
processo inflamatério em si também prejudica a funcdo de barreira do endotélio,
aumentando a permeabilidade vascular (VAN NIEUW AMERONGEN; VAN
HINSBERGH, 2003).

As particulas de LDL oxidadas (oxLDL), altamente aterogénicas, estimulam as
células endoteliais a expressar moléculas de adesdo, como vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) e selectina de células
endoteliais (E-selectina) e a secretar citocinas, como as interleucinas 1 e 6 e (IL-1 e IL-
6, respectivamente), fator de necrose tumoral-a (TNF-o)) e proteina quimiotatica de
mondcitos-1 (MCP-1), desencadeando a migracdo de mondcitos aos sitios de lesdo e
sua transformacdo em macrofagos (CHOY, 2004; BERLINER, 1990; LIBBY; THEROUX,
2005). Os macrofagos ativados fagocitam as oxLDL por meio dos receptores de
varredura (scavenger) expressos em sua superficie, formando as células espumosas
(YLA-HERTTUALA et al., 1989; WU; MOULTON; GLASS, 1992; GLASS; WITZTUM,
2001; STOCKER; KEANEY JUNIOR, 2004).

Como consequéncia da resposta inflamatéria, as células musculares lisas
migram da camada média e se acumulam na intima, onde proliferam. Estas células
também sdo capazes de acumular lipideos, principalmente ésteres de colesterol,
provavelmente pela presenca de receptores de oxLDL (CD36 e lectinlike Ox-LDL

receptor 1, LOX-1) (KATAOKA et al., 1999; RICCIARELLI; ZINGG; AZZI, 2000),
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ocorrendo assim a formacdo de mais células espumosas (COTRAN; KUMAR;
COLLINS, 2000).

Em conjunto com células endoteliais e mondcitos, as células musculares lisas,
em resposta a diversos sinais oxidativos, hemodinamicos, inflamatorios e autoimunes,
secretam metaloproteinases, que degradam a matriz extracelular e modulam diversas
funcdes das células vasculares como ativacéo, proliferacdo, migracdo e morte celular
(LIBBY; THEROUX, 2005).

Enquanto os fatores que estimulem a disfuncdo endotelial persistirem, havera
adesado de mondcitos, migracao subendotelial de células musculares lisas e acimulo de
lipideos no interior dos macréfagos e das células musculares lisas, produzindo
finalmente agregados de células espumosas ha intima, que aparecem
macroscopicamente como estrias gordurosas (GLASS; WITZTUM, 2001; STOCKEY;
KEANEY JUNIOR, 2004).

A proliferacdo das células musculares lisas e a deposicdo de matriz extracelular
sdo processos que quando cronicos, transformam a estria gordurosa em ateroma
fibrogorduroso, pela deposicdo adicional de colageno e proteoglicanos, além da
formacédo da capsula fibrosa pelo tecido conjuntivo proeminente na face da intima.

A profileracdo celular continua sobre os ateromas produz entdo as placas
fiborosas (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000; PLUTZKY, 2003), que quando
comprometidas por trombose, hemorragia e/ou calcificacdo, desencadeiam eventos
clinicos agudos, como isquemia cardiaca e infarto do miocéardio, decorrentes da oclusao
arterial.

A proliferacdo vascular contribui com a fisiopatologia da aterosclerose e esta

relacionada a outros processos celulares, como inflamacao, apoptose e alteracfes da
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matriz (DZAU; BRAUN-DULLAEUS; SEDDING, 2002). Alguns procedimentos utilizados
para tratar a reducdo do limen vascular, como a angioplastia com baldo e o implante
de stents, podem desencadear a proliferacdo de células musculares lisas no local por
lesdo mecéanica, 0 que inicia uma cascata de eventos, levando a reestenose (KADAR;
GLASZ, 2001).

Desse modo, o melhor conhecimento do mecanismo das doencas vasculares
tem possibilitado o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento que podem
inibir ou bloquear os processos patoldgicos da proliferacdo vascular. O interesse na
terapia antiproliferativa levou a uma busca pela inibicdo de fases especificas do ciclo
celular, que pode ser alcancada por meio de agentes farmacoldgicos que bloqueiam a

proliferacdo celular (DZAU; BRAUN-DULLAEUS; SEDDING, 2002).

1.2 Estatinas

As estatinas constituem uma notavel classe de medicamentos redutores de
colesterol e tém sido associadas com uma expressiva diminuicdo da morbidade e
mortalidade cardiovascular para pacientes em prevencdo primaria ou secundéria da
doenca coronariana (BALLANTYNE, 1998).

As estatinas sdo agentes hipolipemiantes que exercem 0s seus efeitos por meio
da inibicdo da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-Coenzima A redutase, (HMG-CoA redutase),
enzima fundamental na sintese do colesterol, levando a uma reducdo do colesterol
tecidual e um consequente aumento na expressao dos receptores de LDL (LDL-r)
(VAUGHAN; GOTTO; BASSON, 2000). O mecanismo de acdo das estatinas para

obtencéo da reducédo do colesterol se deve a inibicdo da HMG-CoA redutase por meio
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da afinidade destes farmacos com o sitio ativo da enzima. Esta inibicdo é reversivel e
competitiva com o substrato HMG-CoA (McTAGGART, 2003).

Existem consideraveis diferencas entre as estatinas, no que tange as
propriedades farmacocinéticas, bem como ao coeficiente de hidrofilicidade, via hepatica
de metabolizacdo (especialmente, do citocromo P450 e isoenzimas), meia-vida
plasmética e eficacia na reducado lipidica (FONSECA, 2005). As estatinas também
podem diferir na capacidade de interacdo com outras drogas que utilizam o mesmo sitio
de metabolizacdo microssomal hepatico (STAFFA; CHANG; GREEN, 2002). Porém,
apesar das potenciais interacdes entre as estatinas e alguns farmacos de uso rotineiro
na pratica clinica, efeitos adversos sao relativamente raros tanto em nivel hepatico
como muscular. (FONSECA, 2005).

Funcionalmente, as estatinas podem ser classificadas pela sua hidrofilicidade ou
lipofilicidade, o que as distingue em grupos capazes de reduzir eventos cardiacos
independentemente de suas atividades hipolipemiantes e antiateroscleréticas
(ICHIHARA; SATOH, 2002).

Existem diferencas na habilidade de células extra-hepéaticas de reconhecer e
transportar seletivamente estatinas distintas. Estatinas hidrofilicas, como a pravastatina,
ndo penetram nas bicamadas lipidicas, entrando nos hepatdcitos via transportadores
aniénicos (ISTVAN et al.,, 2001; PARKER, 2003). Em contraste, estatinas lipofilicas
como a lovastatina, sinvastatina e fluvastatina atravessam diretamente as membranas
celulares e apresentam efeitos pleiotrépicos em tecidos extra-hepaticos, além de seus
efeitos de reducado de colesterol (ICHIHARA et al., 2002), sendo portanto amplamente
utilizadas por uma gama de tecidos e células por difusdo passiva (SERAJUDDIN;

RANADIVE; MAHONEY, 1991; HAMELIN; TURGEON, 1998).
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Embora as estatinas sejam amplamente utilizadas na aterosclerose para a
reducdo do colesterol, muitos desses efeitos pleiotropicos tém sido relatados com o uso
destas drogas. Do ponto de vista farmacodinamico, as estatinas sao bastante seletivas
para sua atuacao junto a enzima HMG-CoA redutase e varios dos efeitos pleiotropicos
destes farmacos parecem depender de uma menor ativacdo de algumas proteinas que
interferem em varias e importantes vias de sinalizacdo celular. Estas vias sao
relacionadas a genes que condicionam a sintese de citocinas inflamatoérias, fatores de
coagulacgdo, ou a maior expressédo de oxido nitrico (FONSECA, 2005).

Desta forma, as estatinas, ao inibirem a enzima HMG-CoA redutase, inibem
também a sintese de mevalonato, um precursor importante de produtos como o
geranilpirofosfato (GPP) e o farnesilpirofosfato (FPP), que atuam na regulac&o do ciclo
celular e séo responsaveis pela isoprenilacdo das proteinas intracelulares Ras e Rho. A
reducdo de mevalonato, portanto, determina menor ativacdo destas proteinas,
promovendo efeitos anti-inflamatoérios, melhor balango da hemostasia e recuperagéo da
vasorreatividade dependente do endotélio (McFARLANE, 2002). As proteinas
intracelulares Ras e Rho também regulam a traducdo de diversos receptores de
membrana responsaveis pela transcricdo de genes envolvidos na proliferacéo celular,
diferenciacdo e apoptose.

Estudos anteriores mostraram que varias das estatinas lipofilicas podem induzir
a apoptose em células musculares lisas (GUIJARRO et al., 1998) ou ativacao de células
T através do receptor de células T (GOLDMAN et al., 1996). Em baixas concentracoes,
apenas as estatinas lipofilicas demostraram ter efeito sobre apoptose e viabilidade

celular, sendo que o efeito obtido com o uso de sinvastatina foi 0 mais potente de todos.
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Assim, em pontos de estenose com processo de inflamacg&o local, a diminuicdo no
namero de células musculares lisas pode ter efeito benéfico (KNAPP et al., 2000).

Em estudos anteriores de tratamento da aterosclerose induzida em coelhos, o
uso de estatina resultou em lesdes ateroscleréticas menos graves e inibiu a infiltragéo
de macrofagos, reduzindo o componente inflamatério na neointima. O estudo também
reportou que 0 uso de estatina diminuiu a expressao de MCP-1 e a atividade do fator
nuclear de transcricdo-kappa B (NF-kB), sugerindo o efeito direto da droga sobre a
placa ateromatosa (BUSTOS, 1998).

As estatinas também demonstraram ter um efeito na diminuicdo de oxLDL
circulante (INAMI et al., 2004; INOUE et al, 2002; VAN TITS et al., 2004),
possivelmente pelo aumento da atividade da paraoxonase (TOMAS et al., 2000). A
oxLDL, fator iniciante da aterogénese, possui numerosos efeitos bioldgicos
desfavoraveis, como a indugdo da disfuncédo endotelial, ativacdo da adesdo endotelial,
diferenciacdo e adesdo de mondcitos e a proliferagdo de células musculares lisas
(KUGIYAMA et al., 1990; FROSTEGARD et al., 1991; FROSTEGARD et al., 1990;
KOBA et al., 2000), e ha diversas evidéncias de que o aumento de peroxidacdo de
lipides e do stress oxidativo estéo relacionados com a hipercolesterolemia (OHARA et
al., 1995; REILLY et al., 1998).

As acdes imunomodulatérias na inflamacéo, a mobilizacdo de células tronco, a
diminuicdo da resisténcia a insulina, entre outras acdes, tém ampliado
consideravelmente as prescricdes para estes farmacos, como no caso da insuficiéncia
cardiaca (LIAO, 2004), nos transplantes (MEHRA; RAVAL, 2004) ou na artrite

reumatoide (LEUNG et al., 2003).
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Além disso, cresce o conceito de que praticamente todos os classicos fatores de
risco podem ter seu impacto na doenca aterosclerética atenuado pelo uso das
estatinas, como tem sido mostrado em estudos de hipertenséo arterial (SEVER et al.,
2003) ou diabetes (COLHOUN et al., 2004), além do uso de estatinas em outras
condi¢des, como em individuos portadores do virus HIV em uso de antirretrovirais (DEL
REAL et al., 2004) ou em individuos com osteoporose (McFARLANE et al., 2003).

Entretanto, a questdo que permaneceu apos todos estes estudos € a de que
apesar dos beneficios, um consideravel residuo de morbidade e mortalidade ainda foi
observado. A necessidade de metas mais agressivas de reducdo do colesterol de LDL

(LDL-C) determina a utilizacéo de farmacos mais efetivos (FONSECA, 2005).

1.3 Paclitaxel

Paclitaxel (PTX) é o farmaco precursor de uma classe de agentes estabilizantes
de microtdbulos, os taxanos. (ROWINSKY et al., 1990). No comec¢o dos anos 70, o PTX
foi isolado por Wani e colaboradores a partir do extrato da casca do teixo do Pacifico,
chamado Taxus brevifolia (WANI et al., 1971). O PTX age nos microtabulos, e
diferentemente de outros agentes que estabilizam microttbulos, tais como os alcaloides
da vinca, o PTX promove a polimerizacdo da tubulina (SCHIFF; FANT; HORWITZ,
1979). Dessa forma, os microtibulos formados pela inducdo do PTX s&do estaveis e
disfuncionais, o que leva a um desequilibrio entre a formacdo de microtibulos e sua
dissociagédo em tubulina (PARNESS; HORWITZ, 1981).

Os microtubulos tém como principal fungdo promover a divisdo celular durante a

mitose, e sua disfuncdo compromete as fases G2 (intervalo pré-mitético) e M (mitose),
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bloqueando a divisdo e, consequentemente, a proliferacdo celular (HORWITZ, 1992;
HORWITZ et al.,, 1993). Além disso, 0os microtubulos também estdo envolvidos em
outras funcbes essenciais a célula, como funcdes de interface, excrecdo, mobilidade e
transmissao de sinais no transporte intracelular de organelas (PATTERSON, 2006).

Por sua atividade citotoxica, o PTX tem sido utilizado no tratamento de cancer de
ovario e mama (PAZDUR et al., 1993; DZAU; BRAUN-DULLAEUS; SEDDING, 2002). O
mecanismo preciso pelo qual o PTX é transportado para o interior das células é
desconhecido. Sup&e-se que devido a sua natureza hidrofobica, o PTX possa entrar na
célula por difusao passiva (MANFREDI et al., 1984; RODRIGUES, 2005).

Um dos problemas iniciais encontrados no uso do PTX estava relacionado com
sua fraca solubilidade em agua, o que dificultava o desenvolvimento de uma formulac&o
para seu uso clinico (HORWITZ, 1992). O problema de solubilidade foi resolvido, com a
formulacdo do PTX em cremophor EL. Porém, a utilizacdo do cremophor EL como
veiculo trouxeram efeitos secundarios indesejados, como reacdes de hipersensibilidade
(KINGSTON, 2001).

Brahn foi o primeiro a reportar, em 1994, que o PTX nao so preveniu a inducao,
mas causou a regressao de artrite pré-existente em um modelo de artrite induzida em
ratos (BRAHN; TANG; BANQUERIGO, 1994). O PTX tem sido avaliado em outros
diversos modelos animais de patologias. O agente inibiu a progressdo de doenca
policistica renal congénita em camundongos, teve efeito protetor em modelos de
pancreatite em ratos e inibiu 0 acumulo de células musculares lisas apds angioplastia
em ratos.

Esta dltima observacdo foi adaptada e hoje, o PTX tem sido utilizado para

recobrir stents utilizados em angioplastia para evitar a reestenose (FITZPATRICK;
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WHEELER, 2003). Essa técnica permite um contato imediato do farmaco com a parede
do vaso, favorecendo sua rapida acumulacdo no tecido arterial (HELDMAN et al.,
2001). Entretanto, os stents eluidos com farmacos, apesar de prevenir a reestenose,
nao reduzem as taxas de mortalidade dos pacientes (STONE et al., 2005).

A acao local do PTX poderia ser substituida por uma acdo em toda a arvore
coronaria. Contudo, para se alcancar as concentracfes necessérias para a eficacia
terapéutica no tratamento sistémico, a dose deve ser maior que a dose para acgéao local,
0 que leva ao aumento da toxicidade (ONETTO et al., 1993). A neutropenia € a principal
manifestacdo da toxicidade do PTX, além das rea¢8es de hipersensibilidade associadas
ao cremophor EL (WEISS et al.,, 1990; ROWINSKY et al.,1993), como por exemplo,
toxicidade gastrointestinal, que leva a perda de peso (PAZDUR et al., 1993).

O veiculo também tem influéncia na funcdo do endotélio e musculos, causando
vasodilatagdo, dificuldade respiratoria, letargia e hipotensdo (WEISS et al.,, 1990;

ROWINSKY et al., 1990; PAZDUR et al., 1993).

1.4 Nanoparticulas lipidicas artificiais como transportadoras de farmacos

A LDL é o principal carreador de colesterol no plasma. A apolipoproteina (apo) B-
100 constitui a parte proteica da LDL e é o componente que liga as particulas da LDL a
seus receptores especificos, os LDL-r, situados na superficie da membrana plasméatica
celular (BROWN; GOLDSTEIN, 1986). O LDL-r esta sujeito a regulagdo retroativa
(feedback) e sua regulacdo € o principal fator para o controle da concentragédo

plasmatica de LDL (BROWN; GOLDSTEIN, 1990).
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A expressdo dos LDL-r se apresenta muito aumentada em células com altas
taxas de mitose, como ocorre em processos neoplasicos. Ho e colaboradores
observaram um aumento na atividade dos LDL-r em células leucémicas do sangue
periférico de pacientes com leucemia mielocitica aguda, em relacdo as células
mononucleares de individuos sadios (HO et al., 1978).

Em outro estudo, Gal e colaboradores demonstraram que células de linhagens
neoplasicas (carcinoma epidermoidal vaginal, carcinoma epidermoidal cervical e
adenocarcinoma endometrial) expressam cerca de 15 a 30 vezes mais LDL-r do que as
células de linhagens normais (células fibroblasticas cervicais e células epiteliais de
glandula endometrial proliferativa) (GAL et al., 1981).

A superexpressao de LDL-r € decorrente da aceleracdo da mitose nas células
neoplasicas, o que demanda lipides para atender a sintese de novas membranas,
exigida pela duplicacdo celular. Esse fenbmeno propiciou a busca por uma estratégia
de direcionamento especifico de farmacos a tecidos acometidos, concentrando os
farmacos no sitio de acao (drug-targeting) e diminuindo sua captacdo por 6rgaos e
tecidos normais, por meio da interacdo da LDL com seus receptores (FIRESTONE,
1994).

Essa possibilidade estd baseada no fato de que a LDL é capaz de transportar
grandes quantidades de componentes lipofilicos que podem ter efeitos citotoxicos,
sendo internalizada pelos LDL-r superexpressos. Consequentemente, ha uma maior
concentracéo do farmaco incorporado nas células alvo e uma diminui¢cdo da toxicidade
celular ndo especifica (MOSLEY et al., 1981).

Porém, a utilizagdo da LDL natural fica restrita as experiéncias laboratoriais, pois

sua obtencdo a partir do plasma humano e os procedimentos de incorporacdo dos
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farmacos e armazenamento dos complexos inviabilizam sua utilizacéo na pratica clinica
(RENSEN et.al., 1997). Além disso, por ser um hemoderivado, pode provocar respostas
imunologicas e contaminagdo por virus da hepatite ou do HIV. Portanto, apesar dos
progressos, em 2013 ainda s&o escassos 0s produtos em uso comercial com
propriedades de drug-targeting.

Outros transportadores tém sido desenvolvidos e testados, tais como
transportadores poliméricos, anticorpos, emulsdes, liposomas e liposomas carregados
positivamente (MARANHAO; TERCYAK; REDGRAVE, 1986; LUNDBERG, 1994; KAN
et al., 1999; JURCIC; SCHEINBERG; HOUGHTON, 1996; TYAGI et al., 1999;
SENGUPTA et al., 2000; BELLOT; POUNA; ROBERT, 2001).

Em artigos publicados por nosso grupo a partir de 1992, mostramos que,
dependendo da estrutura e composicdo das particulas, nanoemulsfes lipidicas
produzidas artificialmente podem concentrar-se nas células neoplasicas e com isso
carrear quimioterapicos dirigidos aquelas células. Tratou-se de descoberta pioneira na
area de Nanotecnologia aplicada a Medicina, jA que foi a primeira vez que se
demonstrou o direcionamento de particulas soélidas artificiais, ndo liposomais, para o
sitio de acdo (MARANHAO et al., 1992).

As nanoemulsbes sdo produzidas sem proteina, porém a estrutura e a
composicao lipidica das nanoparticulas, de uma maneira geral, sdo parecidas com as
da LDL. Isto permite que, em contato com a corrente circulatoria, adquiram a apo E
presente nas lipoproteinas plasmaticas. A apo E é reconhecida pelos LDL-r, e isto
permite que a nanoemulsdo seja captada pelas células pelo mesmo processo de
captacdo da LDL, a endocitose medida pelo LDL-r (MARANHAO et al., 1993; 1997).

Desta maneira, referimo-nos as nanoemulsdes como “LDE".
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Estudos realizados em pacientes com cancer de ovario e mama mostraram que
a LDE se concentra nos tecidos neoplasicos. As células de cancer de ovario, por
exemplo, tiveram uma captacdo em média 10 vezes maior da LDE em relacdo ao tecido
normal enquanto que, em carcinoma de mama, a captacdo tumoral foi, em média, 4,5
vezes maior em relacéo ao tecido mamario normal (ADES et al., 2001; GRAZIANI et al.,
2002). Estes experimentos comprovaram a capacidade do veiculo de direcionamento
para o tecido proliferativo.

De fato, ao se associarem farmacos de acgao terapéutica a LDE, apds injecao na
corrente circulatéria, os farmacos sao captados junto com as nanoparticulas e
concentram-se assim no tecido-alvo, os tumores malignos. Em cultura celular
(RODRIGUES et al., 2002; VALDUGA et al., 2003), e em estudos de farmacocinética
em animais (RODRIGUES et al., 2005) e em pacientes (MARANHAO et al., 2002),
mostrou-se que as diversas preparagdes LDE-quimioterapicos eram estaveis, sendo
que os farmacos transportados pela LDE ndo se dissociam dela na circulacéo,
permanecendo nas nanoparticulas até sua entrada nas células, o que é fundamental
para obtencao do efeito drug-targeting.

Até o momento, desenvolvemos cinco formulacbes de quimioterapicos
associados a LDE: carmustina (MARANHAO et al., 2002) e derivados de paclitaxel
(RODRIGUES et al.,, 2002; 2005), etoposideo (VALDUGA et al., 2003), metotrexato
(MOURA et al., 2011) e daunorrubicina (TEIXEIRA et al., 2008). A necessidade de
derivatizar os quatro Ultimos quimioterapicos para associa-los a LDE visou aumentar
sua lipofilicidade e, assim, o rendimento da associacdo, e obter associacdes estaveis.
No caso, trata-se de adicionar um acido graxo a estrutura molecular do farmaco.

Quando o quimioterapico modificado, transportado na LDE penetra na célula, esterases
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citoplasméticas quebram a ligacdo com o acido graxo e a molécula readquire sua acéo
farmacoldgica.

A experimentacdo in vitro mostrou, com base nos parémetros classicos de
Farmacologia, como o célculo das doses letais (DL50), que este processo de veiculagao
reduz drasticamente a toxicidade dos quimioterapicos (DORLHIAC-LLACER et al.,
2001; VALDUGA, 2003). Por exemplo, a DL50 do LDE-paclitaxel foi 10 vezes maior que
a DL50 do paclitaxel comercial, o que confirma a enorme reducdo de toxicidade
(RODRIGUES et al.,, 2002). Na experimentacdo animal com modelos oncoldgicos
mostrou-se também que a associagdo com a LDE aumenta a acado terapéutica dos
farmacos, sendo capazes de inibir o crescimento tumoral em camundongo mais
eficientemente que as preparacdes comerciais correspondentes (RODRIGUES et al.,
2005; LO PRETE et al., 2006), além de aumentar o tempo de sobrevida dos animais
com implantacdo de tumor (LO PRETE et al., 2006) e reduzir acentuadamente as

metastases (KRETZER et al., 2012).

1.5 Preparacdes LDE-quimioterapicos no tratamento da aterosclerose

A LDE também tem sido utilizada como uma ferramenta no estudo na area de
Cardiologia. Em um estudo em portadores de hipercolesterolemia, onde ha diminuicédo
da atividade dos receptores B/E, resultando na captacdo deficiente de LDL e seu
acumulo no plasma (RIDKER et al., 2001), a LDE foi removida da circulagdo mais
lentamente do que em individuos normolipidémicos, confirmando o comportamento

esperado (MARANHAO et al., 1997).
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Quando injetada em pacientes com doenca coronaria submetidos a cirurgia de
revascularizagao, foi verificado que quantidades consideraveis da LDE foram captadas
pelo tecido arterial desprezado durante o procedimento (DAVID-COUTO et al., 2007).

O fendbmeno de superexpressao de LDL-r também ocorre em células envolvidas
em processos proliferativos ndo-neoplasicos como o processo de aterogénese. Zhu e
colaboradores observaram uma superexpressdo de LDL-r na superficie celular de
células de mdasculo liso vascular localizadas na intima hiperplasica de lesdes
ateroscleréticas (ZHU et al., 2002). De fato, em 2004, reportamos que a LDE também
pode ser captada mais intensamente por tecidos ndo neoplasicos, mas em proliferacéo
rapida, como acontece em pacientes com talassemia minor (NAOUM et al., 2004).

A partir dos trabalhos de Ross (ROSS, 1999) que levaram a concepgao
fisiopatologica atual da doenca (LIBBY et al., 2010), a aterosclerose é basicamente um
processo inflamatorio-proliferativo crénico. Apesar do esforco no desenvolvimento de
drogas anti-inflamatérias para uso em Cardiologia (CHARO; TAUB, 2011), o tratamento
médico atual das doencas cardiovasculares é restrito ao controle dos fatores de risco,
ou seja, a administracdo de estatinas, anticoagulantes, antiagregantes e anti-
hipertensivos.

Como os medicamentos usados no tratamento contra 0 cancer sdo 0s mais
potentes antiproliferativos e anti-inflamatorios no arsenal da Terapéutica, levantamos a
hipotese do seu uso, veiculado na LDE, no tratamento da aterosclerose. Esta abertura
tornou-se possivel porque a associacdo com a LDE neutraliza a toxicidade dos
guimioterapicos. Assim, a estratégia torna-se perfeitamente viavel, com o novo grau de

tolerabilidade dessas drogas proporcionado pelo sistema LDE.
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Com base nestas informacdes, em 2008, injetamos a LDE radioativa em coelhos
com aterosclerose induzida pela administracdo de dieta rica em colesterol e verificamos
gue as nanoparticulas se concentravam nas lesdes aterosclerdticas. Além disso, foi
demonstrado que a LDE concentrou-se no arco aortico dos coelhos que receberam a
dieta enriquecida com colesterol (MARANHAO et al., 2008).

O tratamento com a preparacdo do derivado de paclitaxel, o oleato de paclitaxel,
veiculado pela LDE (PTX-LDE), reduziu em cerca de 60% a éarea lesionada da aorta
dos coelhos com aterosclerose induzida por dieta, em comparacdo aos coelhos
controles n&o tratados (MARANHAO et al., 2008). Além do PTX-LDE, conseguimos
bons resultados também com o uso de LDE-etoposideo (TAVARES et al., 2011) e LDE-
metotrexato (BULGARELLI et al., 2013). Além do efeito inibitério das drogas sobre
fatores pro-inflamatérios, a invasdo macrofagica da intima e a proliferacdo das células
musculares lisas também foram inibidas pelos tratamentos. Estes achados abriram uma

nova frente de aplicaces para a LDE (MARANHAO et al., 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

Até os dias atuais, afora as técnicas invasivas, 0 progresso na
exploracdo de estratégias para o tratamento da aterosclerose que levaram a maior
sobrevida e diminuicdo de eventos morbidos foram todos resultantes de
intervencdes nos fatores de risco da doenca. Neste sentido, destaca-se o amplo uso
das estatinas na clinica (BALLANTYNE, 1998).

Além de seu efeito hipolipemiante, outros efeitos tém sido relatados com o
uso das estatinas (FONSECA, 2005). Esses efeitos, chamados de pleiotropicos, sao
considerados importantes na estabilizacdo da placa aterosclerética (JORGE, P.A. et
al., 2005). Entretanto, o tratamento com estatinas ainda parece ser insuficiente para
prevenir a progressao da aterosclerose (RODRIGUEZA et al., 1998).

A rapida estabilizacdo e regressdo da aterosclerose encontram dificuldades
muitas vezes nos efeitos colaterais observados ou mesmo em modos
inconvenientes de administracdo. Portanto, os progressos ficaram restritos a um
melhor controle dos fatores de risco e ndo existe até agora terapéutica
medicamentosa eficaz voltada para o processo proliferativo-inflamatorio da patologia
de base.

Assim, a reducdo da toxicidade e a marcante atividade anti-inflamatéria e
antiproliferativa observada com a utilizacdo da LDE como veiculo no direcionamento
de drogas, como o paclitaxel, para a lesdo aterosclerotica fundamenta sua aplicacao
no tratamento de doencas cardiovasculares.

Diante disso, neste trabalho abrimos caminho para o uso da nanoemulsao

associada ao agente quimioterapico paclitaxel na terapia combinada com
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sinvastatina, buscando regredir o componente inflamatério e o processo de

aterosclerose global.



3 OBJETIVO
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3 OBJETIVO

Verificar se o uso de sinvastatina tem efeito sobre a regressao da aterosclerose
alcancada com o uso de paclitaxel associado a uma nanoemulséo lipidica, em coelhos
com aterosclerose induzida por dieta, avaliar o efeito dos tratamentos na composicao
das lesdes, em relacdo ao conteudo de colageno, macrofagos e células musculares

lisas, assim como avaliar a toxicidade dos tratamentos.



4 MATERIAL E METODOS
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo da LDE

A LDE foi preparada segundo a técnica descrita por Ginsburg (GINSBURG,;
SMALL; ATKINSON, 1982) e modificada por Maranhdo (MARANHAO et al., 1993).
Em um frasco de vidro foram adicionados 40 mg de fosfatidilcolina, 20 mg de oleato
de colesterol, 1,0 mg de trioleina e 0,5 mg de colesterol. A seguir, a mistura foi
evaporada sob fluxo de nitrogénio e mantida em dissecador a vacuo, por 16 horas a
4 °C para remoc¢ao dos solventes residuais. Apos a adicdo de 10 mL de solucéo tris
HCI 0,01 M, pH 8,05, a mistura de lipidios foi sonicada por 3 h. A emulsao foi entao
centrifugada por duas vezes e sua densidade ajustada para 1,21 g/mL, adicionando-
se brometo de potassio. A fragao da parte superior do tubo que corresponde a 20 %
do total é a LDE. Finalmente, o excesso de brometo de potassio foi removido por
meio de dialise e a LDE entdo foi esterilizada utilizando-se filtros de 0,22 um de

diametro e armazenada em frascos estéreis a 4 °C por até 30 dias.

4.2 Incorporacao do PTX a LDE

O PTX foi modificado, pela ligagdo de acidos graxos a sua molécula, em um
derivado mais lipofilico, o oleato de paclitaxel, como descrito anteriormente
(RODRIGUES et al., 2005). O oleato de paclitaxel obtido foi incorporado a LDE
numa razao 5:1 em massa de lipidios:farmaco. O farmaco foi dissolvido em 300uL

de etanol e misturado com 3,0 mL de LDE. A incorporacao foi realizada utilizando-se
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irradiacao ultrassénica por 40 minutos a 55°C em banho de agua/gelo. A taxa de
associacdo foi determinada pela dialise do farmaco incorporado a LDE, com
quantificacdo do derivado que atravessou a membrana, por HPLC (High-Pressure
Liquid Chromatography). As preparagdes foram realizadas no mesmo dia dos

experimentos e esterilizadas em filtro Millipore 0,22um.

4.3 Animais utilizados no estudo

Foram utilizados 36 coelhos machos da raga Nova Zelandia brancos com
média de peso de 3,31£0,3kg. Os animais foram mantidos em temperatura controlada
e em ciclos de claro/escuro de 12 horas no Biotério da Divisdo Experimental do
Instituto do Coracéo do Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo. Agua
foi fornecida ad libitum. Para adaptacao as condicoes ambientais do biotério, os
coelhos consumiram ragao comercial usual, constituida de 16% de proteinas, 7% de
lipideos, 14% de fibra bruta, 7% de cinzas e 50% de extrato n&o-nitrogenado, por

uma semana.

4.4 Preparo da dieta rica em colesterol

A dieta enriquecida com 1% de colesterol foi preparada pela adigdo de uma
solugédo de colesterol a ragdo comercial usual, na propor¢cédo de 1 g de colesterol
para 100g de racao. O colesterol foi dissolvido adicionando-se éter etilico e etanol
sob agitacdo. Apds a adigdo da solugédo, a ragao permaneceu em repouso por 24

horas em capela para a evaporacao completa dos solventes. A ragdo rica em
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colesterol foi entdo pesada, separada em porgdes individuais de 150g em sacos

plasticos lacrados e armazenada a -20°.

4.5 Protocolo experimental

Apods a primeira semana de adaptacgao, todos os coelhos foram submetidos a
indugdo de aterosclerose pela dieta rica em colesterol durante oito semanas (150
gramas de racao/dia). Na quinta semana de consumo da dieta, os coelhos foram

divididos em grupos de acordo com o tratamento administrado:

- Grupo Controle (GC, n=9): Recebeu inje¢cdes endovenosas de solugdo salina
(mesmo volume/semana);

- Grupo Sinvastatina (GS, n=9): Recebeu sinvastatina (2mg/Kg/dia) por gavagem,;

- Grupo Paclitaxel (GP, n=9): Recebeu injegdes endovenosas PTX-LDE
(4mg/Kg/semana);

- Grupo Combinagao Sinvastatina + Paclitaxel (GSP, n=9): Recebeu injec¢des
endovenosas de PTX-LDE (4mg/Kg/semana) e sinvastatina (2mg/Kg/dia) por

gavagem.

Todas as inje¢des foram administradas uma vez por semana e a sinvastatina
foi macerada em agua filtrada e administrada diariamente, pelo periodo de quatro
semanas (semanas 5, 6, 7 e 8). Ao fim das oito semanas, os animais foram
sacrificados com injecdo endovenosa de uma dose letal de pentobarbital sédico

(5%).
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Este protocolo foi apresentado a Comissao Cientifica do Instituto do Coracéao
(projeto n° 382/10), e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de So

Paulo.

4.6 Avaliacdo do consumo de racéo e do peso corporal

O consumo de ragao dos coelhos foi avaliado diariamente, pela pesagem do
residuo de ragdo. Os animais foram pesados semanalmente para avaliacdo da

variacao do peso corporal.

4.7 Avaliacao do perfil hematolégico

Amostras de sangue foram coletadas da veia auricular marginal dos coelhos,
em uma solucédo de EDTA a 10%, antes e apds os tratamentos, para a realizagao do
hemograma completo dos animais, com a utilizagdo do equipamento veterinario
Horiba ABX — Micros ABC Vet. A partir do sangue total, foram confeccionados
esfregacos sanguineos, corados com May-Grunwald-Giemsa modificado (Rosenfeld)
para a contagem diferencial dos leucécitos, com a determinagao da porcentagem de

linfécitos, mondcitos e neutrofilos.

4.8 Avaliacao do perfil lipidico

Amostras de sangue dos coelhos foram coletadas da veia auricular marginal

antes do inicio do consumo da dieta rica em colesterol, antes do inicio e ao longo
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das quatro semanas de tratamento (5°, 6°, 7° e 8° semanas) apos jejum de 12h e
centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C para separagao do soro.

As concentragdes séricas de colesterol total e triglicérides foram determinadas
por método enzimatico colorimétrico direto. A concentracdo de colesterol de HDL
(HDL-C) foi determinada por método enzimatico colorimétrico, apds a precipitagao
das lipoproteinas que contém ApoB. As determinacbes foram realizadas em
aparelho Cobas ¢111 (Roche Diagnostics — Kit de Reagentes para Cobas c111). A
concentragdo de colesterol de lipoproteinas que contém ApoB (n-HDL-C) foram
calculadas pela diferenca entre as concentragdes de colesterol total e de colesterol

de HDL (nHDL-C = CT — HDL-C).

4.9 Avaliacao bioquimica da funcao hepatica e renal

Amostras de sangue dos coelhos foram coletadas da veia auricular marginal
antes do inicio do consumo da dieta rica em colesterol, antes do inicio e ao longo
das quatro semanas de tratamento (5°, 6°, 7° e 8° semanas) apos jejum de 12h e
centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C para separagao do soro.

As concentragdes séricas das enzimas hepaticas aspartato aminotransferase
(AST) e alanino aminotransferase (ALT) e de ureia foram determinada por método
cinético. A concentracao sérica de creatinina foi determinada por método cinético de
Jaffé. As determinagbes foram realizadas em aparelho Cobas c¢111 (Roche

Diagnostics, Kit de Reagentes para Cobas c111).
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4.10 Analise macroscopica das aortas

As aortas foram retiradas a partir do arco aodrtico até a artéria abdominal e
abertas longitudinalmente ao longo da parede anterior. Em seguida, foram lavadas
com salina, fixadas em formalina tamponada a 10% e coradas com Escarlate R.
Fotos foram tiradas para a analise morfométrica das aortas e da area das lesdes
aterosclerdticas, quantificadas por meio do software NIS — Elements AR 3.2, com a
utilizagdo do microscopio Eclipse 80i com camera acoplada DS-Ri1 (Nikon, Téquio,

Japao).

4.11 Analise microscopica dos arcos aorticos

A regido do arco aértico das artérias foi seccionada em fragmentos de 5 mm e
embebida em parafina para a confeccdo de I|aminas coradas com
hematoxilina/eosina (HE), para a realizacdo das medicbes da area das camadas
média e intima de cada fragmento. Também foram confeccionadas Iaminas coradas
com Tricrbmico de Masson, para a quantificacdo de colageno das placas
aterosclerdticas.

Foram realizados ensaios de imunohistoquimica, para a identificacdo e
diferenciacao dos elementos presentes na lesdo. Foram utilizados anticorpos para a
identificacdo de macréfagos (mouse MAB clone RAM-11, Dako) e células
musculares lisas (a-actina, MAB clone 1A4, Dako), de acordo com as instrugdes do
fabricante. As medicdes e as analises de quantificacdo foram realizadas com o
software NIS — Elements AR 3.2, com a utilizagdo do microscépio Eclipse 80i com

camera acoplada DS-Ri1 (Nikon, Jap&o).
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4.12 Anélise estatistica

As diferencas dos resultados de consumo de racdo, peso corporal,
hemograma, perfil lipidico e bioquimico foram avaliadas pelo teste de Friedman,
seguido pelo teste de comparacdo multipla de Dunn (comparacgao intragrupos) e
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparagdo multipla de Dunn
(comparacéo intergrupos).

Para a comparacdo da porcentagem das lesbes arteriais e da area das
camadas média e intima entre os grupos, assim como da porcentagem de colageno,
macrofagos e células musculares lisas, foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis,
seguido do teste de comparagao multipla de Dunn. A probabilidade de significancia
considerada foi de p<0,05 em todas as comparacdes realizadas. Os dados foram

tabelados como média * desvio padrao (M+DP).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do consumo de racao e do peso corporal

No grupo controle, o consumo de ragao foi de 122,1+7,8 g/dia na primeira
semana de tratamento e 99,8+13,2 g/dia, na ultima semana de tratamento. No grupo
paclitaxel, o consumo foi de 114,8+21,3 g/dia na primeira semana e 113,9+8,8 g/dia,
na ultima semana. No grupo sinvastatina, o consumo variou de 126,1+5,6 g/dia, na
primeira semana, a 106,7+5,5 g/dia, na ultima semana, e no grupo tratado com a
combinagao, o consumo foi de 126,94+9,9 g/dia e 118,7+17,2 g/dia, respectivamente.
Nao houve alteracdo no consumo de racdo dos animais durante os tratamentos,
assim como nao houve diferenga no consumo de ragao entre 0os grupos, no periodo
do estudo. O grafico 1 mostra a média do consumo de ragdo dos animais, em
gramas, durante as semanas de tratamento.

De maneira similar, ndo houve alteracdo no peso corporal dos animais
durante os tratamentos, assim como nao houve diferenga entre os grupos. A média
foi de 3,31£0,1 Kg na primeira semana de tratamento e 3,4+0,4 Kg na ultima semana
de tratamento, para os animais controles. No grupo paclitaxel, a média foi de 3,1+0,3
Kg na primeira semana e 3,4t0,4 Kg, na ultima semana. No grupo sinvastatina, a
média de peso foi de 3,3+0,4 Kg, na primeira semana, a 3,3t0,2 Kg, na ultima
semana, e no grupo tratado com a combinag¢do, o peso variou de 3,3+0,4 a 3,4+0,4
Kg durante as semanas de tratamento. A evolugédo do peso corporal dos animais de

cada grupo durante as semanas de tratamento &€ mostrada no grafico 2.
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Grafico 1— Consumo de ragdo dos animais dos grupos controle (GC, n=9), sinvastatina (GS,
n=9), paclitaxel (GP, n=9), e sinvastatina + paclitaxel (GSP, n=9), durante as semanas de

tratamento. Dados expressos em M+DP.
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Grafico 2— Peso corporal dos animais dos grupos controle (GC, n=9), sinvastatina (GS, n=9),
paclitaxel (GP, n=9), e sinvastatina + paclitaxel (GSP, n=9), durante as semanas de

tratamento. Dados expressos em M+DP.
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5.2 Avaliacéo do perfil hematoldgico

Na avaliacdo da série eritrocitaria e dos indices hematimétricos, foram
encontradas diferengas entre os grupos nos valores de hemoglobina, hematdcrito e
concentragdo de hemoglobina corpuscular média, porém o0s grupos nao
apresentaram diferenca nos valores obtidos antes do inicio e ao término dos
tratamentos. Também n&o houve alteracido nos valores de plaquetas dos animais.

Em relacdo a série leucocitaria, ndo houve diferenca nos valores de leucdcitos
totais, assim como na contagem diferencial, ndo houve alteracdo da porcentagem
dos diferentes tipos leucocitarios, em todos os grupos. Eusindfilos e baséfilos foram
raramente encontrados. O hemograma dos animais, determinado antes do inicio e

ao término do tratamento, € mostrado na tabela 1.

Tabela 1 - Hemograma dos animais, determinado antes do
inicio e ao término do tratamento. Continua

Pré-tratamento  Pdés-tratamento

Eritrécitos (10%mm?)

GC 4,1£1,1 3,9+1,1

GS 4,5+0,3 4,4+0,9

GP 5,1+0,6 4,9+1,0

GSP 4,8+0,9 4,740,8

HGB (g/dL)

GC 10,0£2,5 8,4+0,7

GS 10,8+0,6 10,0£1,3
GP 11,640,7 10,8+1,8
GSP 12,240,9 11,241,1*
HCT (%)

GC 29,516,2 25,4421
GS 32,82,0 31,2+4,0
GP 37,6+1,8t 33,5+4,0*

GSP 36,7+3,0 32,944 1*



Continuacao

Pré-tratamento

Po6s-tratamento

VCM (fm?)

GC 70,0+1,6
GS 73,012,2
GP 72,516,1

GSP 71,5122
HCM (pg)

GC 22,7+1,2
GS 24,2+0,6*
GP 22,8+1,7
GSP 24,0+1,2
CHCM (g/dL)

GC 32,3+0,4
GS 33,2+0,4
GP 31,6111

GSP 34,0+1,2t
Leucécitos (103 /mm?)

GC 5,6+2,8

GS 6,0+1,4

GP 6,412 .4

GSP 7,613,9

Linfécitos (%)

GC 57,7+6,1

GS 67,2+2,9
GP 57,145,0
GSP 50,0+1,4
Neutrofilos (%)

GC 30,3+11,7
GS 28,314 4
GP 39,2+4,8
GSP 42,8+7,6
Monaocitos (%)

GC 2,3+0,8

GS 2,0£0,7

GP 2,7+1,2

GSP 3,0+1,0

80,3+3,9
76,4+7,6
79,25,8
75,2+3,3

26,71,7
24,529
26,3+1,8
26,1+1,8

33,1+0,3
32,1+0,7
33,0+1,5
34,4+1,3t

7,226
8,9+1,5
6,9+2,9
7,224

62,2+3,9
56,0+5,3
64,3+11,0
56,616,2

28,3+6,1

36,6+5,6
36,2+10,3
39,129

3,6+1,5
3,014
3,242 1
4,0+1,2

52
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Conclusao

Pré-tratamento  Pds-tratamento

Plaquetas (103 mm?)

GC 206,0+71,1 281,3+127,0
GS 328,8+58,8 392,4+71,3
GP 226,8+31,3 255,3+84,6
GSP 293,4+105,0 202,8+118,4

GC, grupo controle (n=7); GS, grupo sinvastatina (n=7), GP; grupo
paclitaxel (n=7); GSP, grupo sinvastatina + paclitaxel (n=7); HGB,
hemoglobina; HCT, hematdcrito; VCM, volume corpuscular médio;
HCM, hemoglobina corpuscular média; CHCM, concentragdo de
hemoglobina corpuscular média. Dados expressos em M+DP.

*p<0,05, comparado ao controle, teste de Kruskall-Wallis, seguido de

teste de comparagao multipla de Dunn.
1p<0,05, comparado ao grupo sinvastatina, teste de Kruskal-Wallis,
seguido de teste de comparagao multipla de Dunn.

5.3 Avaliacéo do perfil lipidico

A tabela 2 mostra a concentracido sérica de colesterol total, HDL-C, n-HDL e
triglicérides dos coelhos dos grupos estudados. Na quarta semana de consumo da
dieta, a concentragdo de colesterol total, n-HDL-C e triglicérides em todos os grupos
aumentou, em média, 13, 30 e 2 vezes, respectivamente.

Ao final de oito semanas, nos grupos controle e paclitaxel, houve aumento de,
em meédia, 25 vezes na concentragdo de colesterol total, de 58 vezes na
concentragédo de n-HDL-C e de 3 vezes na concentragao de triglicérides, comparado
ao basal. J& nos animais que receberam sinvastatina, houve diminuicdo na
concentragdo de colesterol total, n-HDL-C e ftriglicérides de 4, 5 e 2 vezes,
respectivamente, no grupo sinvastatina, e de 1,5, 1,5 e 1,3 vezes, no grupo tratado

com a combinagao, comparado a quarta semana.
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O grupo paclitaxel apresentou uma discreta diminuicdo da concentracdo de
HDL-C na quarta semana, porém, ao final da oitava semana, apenas os grupos que

receberam sinvastatina diferiram na concentragao de HDL-C.

Tabela 2 — Perfil lipidico dos animais, determinado antes do inicio da dieta
(basal), antes do inicio do tratamento e ao término do tratamento.

Basal Pré-tratamento Pds-tratamento
CT (mg/dL)
GC 45+1 807+116* 1178+51*
GS 52+1 616+36* 1604t
GP 53+1 556+29 12761£49*
GSP 47+3 631+194* 423126
HDL-C (mg/dL)
GC 2041 1948 201
GS 23+1 1941 f 3531t
GP 21+1 18+1* 21¢1
GSP 19+4 1812 1711
n-HDL-C (mg/dL)
GC 2442 787+107 1158+51*
GS 29+2 596+37* 12416
GP 3142 537128 1255+48*
GSP 2946 565+199* 400£29
TG (mg/dL)
GC 6615 12448 200+52*
GS 7217 157+16* 90+3t
GP 87+21 12812 203+1*
GSP 83+10 160+£9* 12315

GC, grupo controle (n=7); GS, grupo sinvastatina (n=7); GP, grupo paclitaxel (n=7);
GSP, grupo sinvastatina + paclitaxel (n=7); CT, colesterol total; HDL-C, colesterol
de HDL (determinado apds a precipitacdo das lipoproteinas que contém ApoB);
nHDL-C, colesterol ndo-HDL; TG, triglicérides. O nHDL-C foi calculado como a
diferenca entre as concentracdes de CT e de HDL-C. Dados expressos em MxDP.
*p<0,001, comparado ao basal, teste de Friedman, seguido de teste de comparagao
multipla de Dunn.

Tp<0,0001, comparado ao grupo paclitaxel, teste de Kruskall-Wallis, seguido de
teste de comparagao multipla de Dunn.

fp<0,001, comparado ao pos-tratamento, teste de Friedman, seguido de teste de
comparacao multipla de Dunn.

T1p<0,0001, comparado ao grupo sinvastatina + paclitaxel, teste de Kruskall-Wallis,
seguido de teste de Dunn.
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5.4 Avaliacdo bioquimica da funcéo hepatica e renal

Os demais parametros bioquimicos, refletindo a fungao hepatica e renal dos
animais, sdo mostrados na tabela 3. Ao final da oitava semana do estudo, houve um
aumento da concentracao de AST de 4 vezes, em média, comparado ao valor basal,
em todos os grupos, sendo que o maior aumento observado foi a partir da quarta
semana.

Também houve aumento da ALT no primeiro més de dieta, porém, no grupo
que recebeu a combinagdo, o aumento foi mais tardio. Nado houve alteracdes nos

parametros renais dos animais, durante o periodo do estudo.

5.5 Anélise macroscoépica das aortas

A macroscopia das aortas dos animais esta representada na figura 1, que
ilustra o padréao das lesdes aterosclerdticas encontradas em cada grupo. Houve
reducao na formacédo de lesdes aterosclerdticas em todos os grupos tratados,
comparados aos controles, sendo que a redugdo observada nos grupos que
receberam paclitaxel foi notavelmente maior.

A analise morfométrica das aortas mostrou uma area de lesdes em torno de
63% menor nos grupos paclitaxel e combinagao, e de 40% no grupo sinvastatina,
em relagdo aos controles. Os valores da quantificagao de lesbes ateroscleréticas

na artéria dos animais dos grupos estudados sdo mostrados na tabela 4.
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Tabela 3 — Parametros bioquimicos de funcédo hepatica e renal dos animais,
determinado antes do inicio da dieta (basal), antes do inicio do tratamento e

apo6s o término do tratamento.

Basal Pré-tratamento Pds-tratamento
AST (mg/dL)
GC 36,1+5,6 51,0£22,1 107,0+£23,2*
GS 36,7+8,5 49,3+9,8 143,0£17,0*
GP 39,0+13,9 45,5194 106,1+52,3*
GSP 34,3+1,7 78,6+£16,2 171,7473,5*
ALT (mg/dL)
GC 22,016,2 80,6+36,2* 51,0+3,5
GS 22,0£7,1 71,0£16,1* 66,5+7,6
GP 32,3+7,7 51,0+11,6* 40,5£3,1
GSP 26,018,0 65,0+9,8 89,5+15,6*
Ureia (mg/dL)
GC 29,51+9,3 39,5+3,1 35,5+3,1
GS 47,0+6,2 45,5149 51,6+20,8
GP 35,2+9,5 38,315,3 42,614,0
GSP 35,316,7 44,2+11,0 45,1£10,8
Creatinina (mg/dL)
GC 1,30+0,08 1,36+0,13 1,4610,05
GS 1,30+0,08 1,3510,04 1,4310,18
GP 1,2610,05 1,3610,22 1,151£0,17
GSP 1,2710,30 1,301£0,14 1,27+0,04

GC, grupo controle (n=7); GS, grupo sinvastatina (n=7); GP, grupo paclitaxel (n=7);
GSP, grupo sinvastatina + paclitaxel (n=7); AST, aspartato aminotransferase; ALT,
alanina aminotransferase. Dados expressos em MzDP.
*p<0,01, comparado ao basal, teste de Friedman, seguido de teste de comparagao

multipla de Dunn.
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Figura 1 — Macroscopia da aorta dos animais dos grupos
controle (A, n=9), sinvastatina (B, n=9), paclitaxel (C, n=9) e
sinvastatina + paclitaxel (D, n=9), representando as lesdes
encontradas em cada grupo estudado (coradas em vermelho).

Tabela 4 — Quantificacdo por morfometria macroscopica da area total e da area com
lesbes aterosclerodticas das aortas dos animais.

Macroscopia GC GS GP GSP

Area total da aorta (cm?) 10,60+1,44 10,18+0,48 11,09+1,07 10,71+0,96
Area com lesdo (cm?) 6,79+2,10 3,83+1,23  2,58+1,30* 2,49+1,19*

Area les3o/area total (sz) 0,63+0,14 0,37+0,10 0,23+0,12+ 0,23+0,11t1

GC, grupo controle (n=9); GS, grupo sinvastatina (n=9); GP, grupo paclitaxel (n=9); GSP, grupo
sinvastatina + paclitaxel (n=9). Dados expressos em M+DP.
*p<0,01, comparado ao grupo controle, teste de Kruskall-Wallis, seguido de teste de

comparagao multipla de Dunn.
Tp<0,001, comparado ao grupo controle, teste de Kruskall-Wallis, seguido de teste de

comparagao multipla de Dunn.
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5.6 Analise microscoOpica dos arcos adrticos

Houve diminuicdo da area da camada intima em todos os grupos que
receberam tratamentos, porém a redugédo observada no grupo sinvastatina nao foi
significante, quando comparado ao grupo controle. A maior redugédo observada foi
no grupo paclitaxel, com area da intima em torno de 70% menor do que a dos
controles. A razdo entre as camadas intima e média em todos os grupos tratados
também foi menor do que no grupo controle. A microscopia dos arcos aérticos esta
representada na figura 2, que ilustra o padrao de lesdo encontrada em cada grupo.

A analise morfométrica das camadas intima e média € mostrada na tabela 5.

Figura 2 — Fotomicrografias de cortes do arco adrtico dos animais dos
grupos controle (A, n=9), sinvastatina (B, n=9), paclitaxel (C, n=9) e
sinvastatina + paclitaxel (D, n=9), para a medigdo da area das camadas
intima e média. Coloragao por H/E. Aumento de 100x.



Tabela 5 — Quantificagdo por morfometria microscopica da area das camadas
intima e média dos arcos aodrticos dos animais.

Microscopia GC GS GP GSP
Area da intima (mmz) 0,17+0,08 0,10+0,07 0,05+0,04* 0,09+0,05*
Area da média (mmz) 0,49+0,10 0,47+0,12 0,46+0,15 0,51+0,15

Area intima/média (mmz) 0,35+0,22 0,10+0,17* 0,06+0,16* 0,10+0,13*

GC, grupo controle (n=9); GS, grupo sinvastatina (n=9); GP, grupo paclitaxel (n=9);
GSP, grupo sinvastatina + paclitaxel (n=9). Dados expressos em M+DP.

*p<0,0001, comparado ao grupo controle, teste de Kruskall-Wallis, seguido de teste de
comparacgao multipla de Dunn.

Na tabela 6, sdo apresentados os resultados da quantificacdo de colageno,
macrofagos e células musculares lisas presentes nas lesdes ateroscleréticas do
arco aodrtico dos animais de cada grupo. Os grupos sinvastatina e combinacgao
apresentaram um aumento de 2 vezes da quantidade de colageno nas lesdes, em
comparagao aos grupos controle e paclitaxel.

Além disso, notou-se que, nas lesdes presentes nos animais do grupo que
recebeu a combinacao, houve uma reorganizagao dos tipos celulares que formam
as lesbdes, com a formacado de capa fibrosa, constituida de células musculares
lisas. As fotomicrografias dos segmentos dos arcos aodrticos, corados por

tricrémico de Masson, estado representadas na figura 3.



Figura 3 — Fotomicrografias de cortes do arco adrtico dos animais dos
grupos controle (A e B, n=9), sinvastatina (C e D, n=9), paclitaxel (E e F,
n=9) e sinvastatina + paclitaxel (G e H, n=9). Coloragéo por tricromico de
Masson, evidenciando o conteudo de colageno das placas (azul) e fibras
musculares lisas (vermelho). Aumento de 200x (A, C, E e G) e de 400x (B,
D, F e H), mostrando detalhe da leséo.
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Tabela 6 — Porcentagem de células musculares lisas, macréfagos e colageno na
camada intima do arco aortico dos animais.

GC GS GP GSP

Célula muscular lisa (%) 32,66+12,94 31,71£9,961 20,21+13,38*t 44,19+12,24*
Macréfagos (%) 30,33+9,57  7,9646,04*  11,07+7,92*t  540+4,08*

Colageno (%) 11,2525,06 22,249,552t 12,26%8,77  19,69+9,83*tt

GC, grupo controle (n=9); GS, grupo sinvastatina (n=9); GP, grupo paclitaxel (n=9); GSP, grupo
sinvastatina + paclitaxel (n=9). Dados expressos em M+DP.

*p<0,0001, comparado ao grupo controle, teste de Kruskall-Wallis, seguido de teste de
comparagao multipla de Dunn.

1p<0,0001, comparado ao grupo paclitaxel+sinvastatina, teste de Kruskall-Wallis, seguido de
teste de comparagao multipla de Dunn.

T1p<0,0001, comparado ao grupo paclitaxel, teste de Kruskall-Wallis, seguido de teste de
comparagado multipla de Dunn.

A figura 4 mostra segmentos dos arcos aorticos dos grupos estudados, apos
coloracado por imunohistoquimica eletiva para macréfagos (anticorpo anti-RAM-11).
Todos os tratamentos resultaram na presenca reduzida de macréfagos na camada
intima, quando comparados aos controles. Os valores encontrados pela
quantificacdo de macrofagos nas lesdes (tabela 6) representam redugao de, em
média, 60, 70 e 80%, respectivamente, nos grupos paclitaxel, sinvastatina e

combinagao.
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Figura 4 — Fotomicrografias de cortes do arco adrtico dos animais dos
grupos controle (A, n=9), sinvastatina (B, n=9), paclitaxel (C, n=9) e
sinvastatina + paclitaxel (D, n=9). Coloragao por imunohistoquimica
(anticorpo anti-RAM-11), evidenciando macrofagos (corado em marrom).
Aumento de 100x.

A figura 5 mostra segmentos dos arcos adrticos apds coloragédo por
imunohistoquimica eletiva para células musculares lisas (anticorpo anti-a-actina). No
grupo paclitaxel, observamos diminuicdo da porcentagem de células musculares
lisas e, no grupo que recebeu a combinagédo, houve aumento da presenga dessas
células nas lesdes, quando comparados aos controles. Nao houve diferenca entre a
porcentagem de células musculares lisas nas lesbes dos grupos controle e

sinvastatina (tabela 6).



Figura 5 — Fotomicrografias de cortes do arco adrtico dos animais dos
grupos controle (A, n=9), sinvastatina (B, n=9), paclitaxel (C, n=9) e
sinvastatina + paclitaxel (D, n=9). Coloragao por imunohistoquimica
(anticorpo anti-a-actina), evidenciando células musculares lisas (corado em
marrom). Aumento de 100x.
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6 DISCUSSAO

Anteriormente, reportamos que a area lesionada de aortas de coelhos
submetidos a dieta rica em colesterol era 60% menor apds o tratamento com PTX-
LDE (MARANHAO et al., 2008), quando comparados a animais controles que no
receberam o tratamento. O tratamento se apresentou livre de toxicidade, porém nao
teve efeito sobre o perfil lipidico dos animais.

As estatinas s&o agentes hipolipemiantes empregados amplamente para a
reducao do colesterol sérico (BALLANTYNE, 1998). Além do efeito hipolipemiante,
muitos efeitos, chamados pleiotrépicos, tém sido relatados com o uso das estatinas
(FONSECA, 2005). Diante disso, neste trabalho abrimos caminho para o uso do
agente quimioterapico paclitaxel associado a nanoemulsdo em combinagdo com o
uso de sinvastatina, uma estatina amplamente utilizada em trabalhos que usam
coellhos como modelo animal de aterosclerose. Além disso, levando-se em conta o
uso frequente das estatinas na pratica clinica, a estratégia de combinagcédo poderia
proporcionar beneficios, com efeitos que se somam as terapias atualmente
disponiveis.

Apesar dos estudos experimentais em coelhos descritos na literatura que
usam sinvastatina na dose de 5mg/Kg/dia (QIAO; REN; CHEN, 2009; ZHANG et al.,
2009; CHAROENWANTHANANG et al., 2011), e os relatos indicarem tolerancia ao
tratamento, ndo conseguimos reproduzir em nosso biotério tais relatos reportados
nestes trabalhos. No estudo piloto, trés animais que foram tratados apenas com
sinvastatina na dose 5mg/Kg/dia morreram aproximadamente durante a terceira

semana do periodo de tratamento (dados ndo mostrados).
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Dessa forma, padronizamos o uso de sinvastatina ao nosso protocolo
experimental e o estudo foi desenvolvido com a dose de 2mg/Kg/dia, tanto para os
animais que receberam apenas a sinvastatina quanto aos que receberam o
tratamento combinado.

Nao houve alteracdo no consumo de ragdo ou no peso corporal dos animais
durante os tratamentos. Estes dados sao indicagdes de que a dose dos farmacos
utilizados neste trabalho foi perfeitamente toleravel para os animais. A depressao da
medula Ossea € o efeito tdxico mais comum associado ao uso de paclitaxel, e se
manifesta principalmente por neutropenia (WIERNIK et al., 1987). Com os resultados
observados em relagdo ao perfil hematolégico dos animais, e em particular da
leucometria, ficou evidente que a toxicidade da terapia com o quimioterapico,
isoladamente ou em combinagdo com a sinvastatina, foi em parte evitada pela sua
associacao a LDE.

O coelho como modelo experimental € uma ferramenta importante no estudo
da aterosclerose por sua sensibilidade ao colesterol da dieta, uma vez que esses
animais ndo conseguem aumentar sua excregao de esterdis (XU et al.,, 1995) e,
desta forma, quando submetidos a dietas ricas em colesterol, tendem a desenvolver
hipercolesterolemia rapidamente e acumular grandes quantidades de colesterol na
parede dos vasos. Por outro lado, o colesterol também se acumula em grandes
quantidades no figado desses animais. A esteatose hepatica, muitas vezes severa,
que é observada em coelhos sob o consumo de colesterol, por si sé sugere que o
préprio colesterol, de acordo com a sua porcentagem na dieta, pode ser toxico para
o figado dos animais (STEIN, Y; STEIN, O, 2001).

Embora a sinvastatina seja bem tolerada, a toxicidade muscular e hepatica

sao os efeitos adversos mais importantes. A atividade elevada das enzimas
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hepaticas e insuficiéncia hepatica foram reportadas em pacientes sob o uso de
sinvastatina (CHALASANI, 2005; COHEN et al., 2006; ARMITAGE, 2007). De fato,
em um estudo com a utilizacido de coelhos como modelo animal de aterosclerose,
CHAROENWANTHANANG e colaboradores administraram aos animais uma dieta
enriquecida com 1% de colesterol por um més. Durante 0 més subsequente,
reduziram o colesterol da dieta a 0,5% e trataram os animais com sinvastatina na
dose de 5mg/Kg/dia. Ao final do estudo, reportaram o aumento da expressao das
citocinas pro-inflamatérias MCP-1 e TNF-a no figado (CHAROENWANTHANANG et
al., 2011), sugerindo alteragdes hepaticas nos animais.

Neste estudo, observamos alteragao nos parametros de funcao hepatica dos
animais ndo apenas dos grupos tratados, mas também do grupo controle, de modo
semelhante. Este dado sugere que o consumo de colesterol pelos animais por si sé
pode alterar os parametros de funcdo hepatica em coelhos, reforcando a ideia de
que os tratamentos foram bem tolerados pelos animais. Além disso, esta descrito na
literatura que ha um aumento progressivo dos parametros de fungao hepatica em
coelhos entre 3 e 6 meses de idade, periodo no qual geralmente sao utilizados em
pesquisas como modelos de aterosclerose, por simples influéncia da progressao da
idade (DONTAS et al., 2011).

Outros tipos de estratégias de tratamento em coelhos hipercolesterolémicos
foram descritos, e algumas delas consistem em retirar a dieta aterogénica antes do
inicio do tratamento com sinvastatina (ZHANG et al., 2009). Em nosso protocolo
experimental, acreditamos que a manutencao da dieta enriquecida com colesterol
continuamente durante todo o periodo do tratamento ¢é importante para
demonstrarmos o efeito que desejamos, ou seja, a redugdo da area de placas

formadas pelo efeito dos diferentes tipos de tratamentos administrados, seja ele
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hipolipemiante, no caso da sinvastatina, seja ele de agao antiproliferativa, como no
caso do paclitaxel associado a nanoemulsao, independentemente de algum efeito
advindo da retirada da dieta rica em colesterol. Apesar de controverso, pela grande
variabilidade dos protocolos de tratamento realizados em coelhos, esta descrito na
literatura que a simples retirada da dieta rica em colesterol leva a diminuicdo da
concentracdo do colesterol sérico e melhoras no perfil inflamatério e no quadro
aterogénico de coelhos (MARTINET et al., 2001; AIKAWA et al., 2002).

Mesmo com a dieta continua, as diferencas entre o perfil lipidico dos animais
que receberam sinvastatina foram notaveis. No grupo sinvastatina, houve redugéao
da concentragéo de colesterol total, das lipoproteinas n-HDL e de triglicérides, além
de aumentar a concentracdo de HDL-C. Nos animais que receberam a combinagao
de sinvastatina com PTX-LDE também houve efeito hipolipemiante, porém menor. A
concentracido de HDL, neste caso, nao foi alterada.

Na analise macroscopica das aortas, mostramos que a dieta foi eficaz na
inducdo de aterosclerose, pela dimensao de placas ateroscleréticas encontradas nos
animais controles, sendo que mais de 60% da superficie da aorta desses animais
apresentavam lesdes. Os tratamentos com PTX-LDE isolado ou em combinagao
com sinvastatina mostraram grande eficacia na redugcdo da éarea de placas
aterosclerdticas, com apenas 20% da superficie da aorta apresentando lesdes, o
que representa uma area lesionada em torno de 60% menor, em relagdo aos
controles.

O grupo sinvastatina ndo mostrou a mesma eficacia na redugao da area de
lesbes, quando o0 comparamos aos demais grupos tratados. De maneira
interessante, apesar de um efeito hipolipemiante menor, o grupo tratado com a

combinagcdo mostrou maior reducdo da area de lesdes, quando comparado a
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observada no grupo tratado apenas com sinvastatina. A analise microscépica
confirmou o melhor resultado nos grupos tratados com PTX-LDE ou com a
combinacgao, com a formacao de placas menos espessas em relagao aos controles.

Devemos destacar que o grande efeito do tratamento com PTX associado a
LDE nao tem relacdo com o veiculo em si. Dados de nosso laboratério mostraram
que animais submetidos a mesma dieta e que receberam exclusivamente a LDE
tiveram um quadro de agravamento da doenga, semelhante ao dos animais
controles que receberam apenas solugdo salina, com formacdo de lesbes
aterosclerdticas nos trés segmentos da aorta (BULGARELLI et al., 2013).

Em uma visdo tradicional da aterosclerose, acredita-se que o grau de
estenose das regides de lesdo define o risco de eventos. Por outro lado, com a
gama de conhecimentos gerados pelos mais diversos estudos reportados na
literatura sobre a fisiopatologia da aterosclerose, hoje sabemos que a biologia
vascular tem grande importancia no decorrer da doenga, no que diz respeito a
estabilidade da placa aterosclerética (LIBBY; AIKAWA, 2003).

As estatinas, nesse ponto, alteram favoravelmente a biologia da placa,
estabilizando-as, principalmente por meio de seu efeito hipolipemiante, reduzindo o
conteudo lipidico das placas, o que leva a diminuicdo do processo inflamatdrio, da
atividade colagenolitica e do processo trombatico (LIBBY; AIKAWA, 2003).

Devido a importdncia da composicdo das placas na sua vulnerabilidade,
investigamos também o impacto dos tratamentos na conformacédo e densidade
celular das lesdes, pela quantificagdo de colageno, macréfagos e células musculares
lisas presentes na camada intima.

O colageno é um componente importante da matriz extracelular. Evidéncias

sugerem que a quantidade de colageno da matriz esta associada a estabilidade
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mecéanica das placas aterosclerdticas (NADKARNI et al., 2007). As células
musculares lisas sao as responsaveis pela sintese de colageno. Na lesao
aterosclerdtica, essas células migram da camada média para a intima, resultando
num aumento da sintese de colageno. Células inflamatérias, como os macréfagos,
liberam metaloproteinases de matriz no foco da lesédo, levando a protedlise do
colageno e apoptose das células musculares lisas presentes na camada intima,
impedindo a sintese de colageno. Esse desequilibrio na dindmica entre a produgao e
a degradacao de colageno propicia a diminuicdo do conteudo de colageno na placa,
podendo levar a sua ruptura (NEWBY; ZALTSMAN, 1999).

Neste estudo, a quantidade de colageno encontrada nas lesbes dos grupos
que receberam sinvastatina foi em torno de duas vezes maior, em relagdo aos
controles e ao grupo tratado apenas com PTX-LDE. De acordo com a literatura,
terapias hipolipemiantes, como o uso de estatinas, promovem a estabilizacdo da
placa aterosclerética, por meio da restauracdo da produgdao e revertendo a
degradagdo de colageno (LIBBY; AIKAWA, 2003), além de modificar as
propriedades fisico-quimicas do nucleo lipidico da placa (KOH, 2000).

Pela analise das lesdes por imunohistoquimica, mostramos que o tratamento
com PTX-LDE reduz significativamente a porcentagem de macréfagos na placa, com
um efeito semelhante ao observado com o uso de sinvastatina. Ja na combinagao
do PTX-LDE com a sinvastatina, esse efeito foi ainda maior. Este € um achado
importante, dado o papel do metabolismo de lipidos nos macréfagos na modulagéo e
manutencio dos processos inflamatérios que promovem a aterosclerose.

Segundo a literatura, o tratamento de animais ou humanos com estatinas
demonstrou de fato reduzir o numero de macrofagos em lesdes ateroscleréticas

(CRISBY et al., 2001). Porém, existem dados contraditérios a respeito do
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mecanismo da redugdo do numero de macréfagos na lesdo, apos tratamento com
estatinas.

Estudos in vitro mostram que existe uma variagao na inducéo de apoptose, de
acordo com a linhagem de macréfago e do tipo de estatina utilizados, de modo que
alguns autores defendem que a diminuicdo do numero de macréfagos pelo uso de
estatinas é devido a diminuigdo do influxo de macréfagos na intima, ao invés de uma
deplecédo de macrofagos por morte celular (CROONS et al., 2010).

A reducado do influxo de macréfagos induzido pelas estatinas foi atribuida,
entre outros, a diminuicdo da expressdao de MCP-1, que tem sido implicada no
recrutamento de mondécitos e na inflamacdo (BUSTOS, 1998). Portanto, sua
diminuicdo pode ser um fator determinante na génese e perpetuagado do processo
aterosclerdtico. Em estudos com animais, as estatinas também diminuiram a
expressao de VCAM-1; Scalia e colaboradores demonstraram a importancia desta
molécula de adesdo, assim como de ICAM-1 e P-selectina, na interacdo entre
leucdcitos e o endotélio, durante a fase inicial da hipercolesterolemia em coelhos
(SCALIA et al., 1998).

Os efeitos da combinacdo de PTX-LDE com sinvastatina na alteracdo da
conformacao das lesdes foram confirmados pelo aumento de células musculares
lisas na placa, diferindo do grupo sinvastatina, que no nosso estudo, néo apresentou
efeito algum na porcentagem dessas células nas lesdes, e do grupo tratado apenas
com PTX-LDE, onde houve diminui¢do da porcentagem dessas células.

O aumento da porcentagem de células musculares lisas no grupo tratado com
a combinagao pode estar relacionado com a diminuicdo de macréfagos na camada
intima pela redu¢cdo de seu recrutamento, uma vez que os macrofagos ativados

induzem potencialmente a apoptose nas células musculares lisas, por meio da
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interacao direta célula-célula, intermediada por proteinas de superficie ativadoras de
apoptose (BOYLE et al., 2001).

Por outro lado, em relacdo ao efeito das estatinas sobre a viabilidade celular,
diferencas foram descritas na indugdo de apoptose em macréfagos e em células
musculares lisas. Essas diferengcas podem estar relacionadas com o nivel de
atividade da HMG-CoA redutase em diferentes tipos celulares. Ao inibirem a HMG-
CoA redutase, as estatinas também inibem a sintese de mevalonato, um precursor
importante de produtos como o GPP e o FPP, que sao responsaveis pela
isoprenilagdo das proteinas intracelulares. Como macrofagos arteriais consomem
trés vezes mais oxigénio do que células musculares lisas, possivelmente sdao mais
sensiveis a inibicdo da isoprenilacdo de proteinas, o que interfere na fungao de
receptores de membrana ou mensageiros intermediarios e, consecutivamente, na
sua viabilidade (CROONS et al., 2010).

Além disso, em contraste com outros tipos celulares, os receptores B/E em
macrofagos ligam-se fortemente a lipoproteinas remanescentes ricas em ésteres de
colesterol (B-VLDL), ligagao essa mediada pela Apo E (JAAKKOLA; NIKKARI, 1990).
Cabe lembrar que a LDE adquire apo E na circulagao, que faz com que a particula
seja reconhecida por estes receptores e carreie, neste caso, o PTX ao interior das
células.

Outro fato importante € que a presenca de macrofagos aumenta a captagao
de lipoproteinas que contém apo E pelas células musculares lisas,
independentemente do fendtipo expresso por elas (RENNIK et al., 1994), e quando
incubadas isoladamente, as células musculares lisas possuem um controle mais
refinado da regulacao retroativa dos receptores (JAAKKOLA; NIKKARI, 1990). Em

conjunto, esses dados podem sugerir um maior efeito da associagao terapéutica
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sobre macrofagos, porém, mais estudos sdo necessarios a fim de elucidar os
possiveis mecanismos de agao da associagao de PTX-LDE e sinvastatina.

De acordo com os resultados demonstrados neste estudo, além de aumento
de colageno, houve o aumento da razdo entre a-actina e RAM-11 na leséo
aterosclerética dos animais tratados com PTX-LDE e sinvastatina. Estes resultados
sugerem que o PTX-LDE combinado a sinvastatina modifica significativamente a
composic¢ao da placa para uma forma mais estavel de lesao.

De particular importancia € a constatacao de que o PTX-LDE reduziu a area
lesionada com uma poténcia maior a de uma estatina no modelo experimental. Outra
observagado importante diz respeito aos beneficios sinérgicos da combinagdo de
PTX-LDE com sinvastatina, que ndo so6 resultou em redugdao das lesbes
aterosclerdticas, mas também em mudangas na sua conformacao. Os beneficios do
tratamento com PTX-LDE em combinagao com sinvastatina podem estar associados
com alteragdes sugestivas de um fendtipo de placa mais estavel. Diante disso, as
nossas observagdes sugerem que a combinagdo de PTX-LDE com sinvastatina
pode resultar em beneficios antiateroscleréticos adicionais em comparagcdo com o

tratamento com o uso isolado de PTX-LDE ou de sinvastatina.
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7 CONCLUSAO

- Pelo exposto até o momento, o tratamento com sinvastatina combinada ao PTX-
LDE mostrou eficacia semelhante a observada no tratamento apenas com PTX-LDE
na reducdo da area das lesdes ateroscleroticas, sendo seu efeito maior do que o

observado no grupo tratado apenas com sinvastatina;

- O tratamento combinado, porém, mostrou maior efeito na composicao das lesodes,
em relacdo a presenca de colageno, macrofagos e células musculares lisas, em
comparacao aos grupos tratados apenas com PTX-LDE ou sinvastatina, modificando
a conformacédo da lesdo, com alteracbes sugestivas de um fendtipo de placa mais

estavel;

- Nenhum dos tratamentos levou a alteragcdes no consumo de racao, peso corporal
ou nos perfis hematologico e renal dos animais. As alteracbes observadas nos
parametros de funcdo hepatica em todos os grupos sugerem toxicidade hepatica
pelo consumo de colesterol, e ndo toxicidade dos tratamentos. Ja em relacdo ao
perfil lipidico, houve efeito hipolipemiante dos tratamentos apenas nos grupos nos

quais a sinvastatina foi administrada.
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MEDICINA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A CEUA do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sio Paulo, em sessdo de 15.12.2010, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n°® 382/16 intitulado: ""pPaclitaxel e metotrexato
associados a uma nanoemulsdio lipidica combinados a estatina na
regressio da aterosclerose em coelhos", apresentado pela Comissido

Cientifica do Incor.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSP, o
relatério final sobre a pesquisa, ( Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de

Animais - Lei No 11.794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsavel: Raul Cavalcante Maranhao

Pesquisador (a) Executante: Tatiana Solano Vitério

CEP-FMUSP, 15 de dezembro de 2010.
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