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Dall’Orto CC. Avaliagdo das interagdes das células endoteliais e das células musculares lisas
arteriais com os inibidores do mammalian target of rapamycin (mTOR) na presen¢a de soro
rico em plaquetas [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2018.

INTRODUCAO: O sucesso a longo prazo da intervengdo corondria percutanea, inicialmente
realizada apenas com baldo, era limitado pelo recolhimento eldstico da artéria e pela
hiperplasia neointimal. Com o advento dos stents convencionais (BMS) houve melhora nesse
cenario e diminuicdo da reestenose, que é resultante de uma complexa cadeia de eventos
iniciada apds a injuria causada na parede vascular pela insuflacdo de baldes e da aposicdo das
hastes do stent. A proliferagdo excessiva de células musculares lisas (VSMC) tem papel
fundamental na formagdo da neointima no contexto da reestenose intra-stent com a
consequente reducdo da luz arterial. Com o advento dos stents farmacoldgicos (DES) houve
diminuicdo importante da hiperplasia neointimal e um dos fdrmacos que se mostrou efetivo
nesse papel é o sirolimo, que atua se ligando a proteina de ligacdo 12 e o heterodimero
resultante se liga a mTOR impedindo sua ativacao e causando parada do ciclo celular entre as
fases Gl e S, desse modo inibindo a proliferacao e migracdao de VSMC e das células endoteliais
(HUVEC). Portanto a intervencdo corondria acaba interferindo diretamente no endotélio,
interferindo na producdo das HUVEC ndo apenas no aspecto quantitativo, mas também na
funcdo das mesmas, e a qualidade funcional do endotélio é tdo fundamental quanto a sua
presenca. Apds o implante dos DES, principalmente os de primeira geragao, ocorre disfuncao
endotelial cujo principal marcador é a perda da capacidade do relaxamento do vaso. Ha
correlagdo também entre cobertura das hastes incompleta e ocorréncia de trombose dos
stents. Consequentemente ha espago para o aprimoramento dos DES, para que se tornem
dispositivos com eficdcia ja alcancada na prevencao da reestenose porém com um perfil de
seguranca maior. O presente trabalho tem como objetivo avaliar as altera¢des causadas pelos
DES nas HUVEC e nas VSMC em cocultura na presenca e na auséncia do soro rico em plaquetas.
MATERIAIS E METODOS: Utilizamos células HUVEC e VSMC em modelos de monocultura e
cocultura, na presenca e na auséncia de soro rico em plaquetas, tratadas com BMS ou DES.
Realizamos a determinacdo da ICsp do inibidor da mTOR, avaliacdo da citotoxicidade pelo
método colorimétrico do MTT, determinacdo da formacdo de perodxidos lipidicos, avaliacdo
das fases do ciclo celular e da expressdo de marcadores de controle de proliferacdo e
inflamacdo. RESULTADOS: Na avaliacdo da citotoxicidade pelo método colorimétrico do MTT
e determinacdo da ICso as VSMC foram menos sensiveis ao sirolimo que as HUVEC (ICso em
24/48 horas 14,85/10,47uM e 9,48/22,24 uM, respectivamente para HUVEC e VSMC). As
plaguetas e fatores sollveis potencializam o estresse oxidativo gerado pela presenca dos
stents possivelmente por ampliar o ambiente inflamatdrio. Houve parada do ciclo celular na
fase GO/G1 causada pelos DES somente com adicdo das plaquetas ao meio de cultura. Nos
modelos de cultura celular sem as plaquetas a parada do ciclo celular foi em G2/M. N3o
houveaumento das células na fase DNA fragmentado (sub-GO0) evidenciando que ndo houve
inducdo de morte celular. CONCLUSAO: As VSMC foram menos sensiveis ao sirolimo que as
HUVEC. Nos modelos de cocultura com adicdo das plaquetas os DES eluidores de sirolimo
causaram parada do ciclo celular na fase GO/G1 sem induc¢do de morte celular, sugerindo que
o sirolimo exerce seus efeitos anti-inflamatérios nessas populacdes celulares e
consequentemente reduz a hiperplasia neointimal por um mecanismo citostatico.

Descritores: doenga das coronarias; intervengao coronaria percutanea; stents farmacoldgicos;
sirolimo; reestenose; proliferacao celular; ciclo celular.



Abstract




Dall’Orto CC. Evaluation of the interactions of endothelial cells and arterial smooth muscle cells
with mammalian target of rapamycin (mTOR) inhibitors in the presence of platelet rich serum
[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S3o Paulo”; 2018.

INTRODUCTION: The long-term success of percutaneous coronary intervention, initially
performed only with a balloon, was limited by the elastic recoil of the artery and by neointimal
hyperplasia. There was improvement in this scenario with the advent of bare metal stents
(BMS), because they decrease in restenosis, that resulting from a complex network of events
initiated after the injury caused in the vascular wall by insufflation of balloons and apposition
of the stent struts. Excessive proliferation of smooth muscle cells (VSMC) plays a key role in
neointimal hyperplasia in the context of intrastent restenosis with consequent reduction of
arterial lumen. With the advent of drug-eluting stents (DES) there was a significant decrease
in neointimal hyperplasia and one of the drugs that proved effective in this role is sirolimus,
which acts by binding to the binding protein 12 and the resulting heterodimer binds to mTOR
preventing its activation and causing cell cycle arrest between G1 and S phases and thereby
inhibiting the proliferation and migration of VSMC and also inhibiting endothelial cells
(HUVEC). Therefore, coronary intervention interferes directly in the endothelium, interfering
in the production of endothelial cells, not only in the quantitative aspect, but also in their
function, and the functional quality of the endothelium is as fundamental as its presence. After
the implantation of DES, especially those of the first generation, endothelial dysfunction
occurs, whose main marker is the loss of the capacity of the vessel relaxation. There is also
correlation between incomplete stem coverage and stent thrombosis. Consequently, it is
possible to improve of the DES, so that they become devices with already achieved
effectiveness in the prevention of restenosis but with a greater safety profile. The present
study aims to evaluate the changes caused by DES in human HUVEC and VSMC in co-culture
in the presence and absence of platelet-rich serum. MATERIALS AND METHODS: We used
HUVEC and VSMC in monoculture and co-culture models in the presence and absence of
platelet rich serum treated with BMS or DES. We performed the determination of ICso for
mTOR inhibitor, cytotoxicity evaluation by the colorimetric method of MTT, determination of
lipid peroxide formation, cell cycle and expression of necrosis and inflammation markers.
RESULTS: In the assessment of cytotoxicity by the MTT colorimetric method and
determination of the ICsg, VSMC were less sensitive to sirolimus than HUVEC (ICso in 24/48
hours 14.85 uM/10.47uM and 9.48 uM/ 22.24 uM, respectively for HUVEC and VSMC).
Platelets potentiate the oxidative stress generated by the presence of stents, possibly by
increasing the inflammatory environment. Drug-eluting stents arrested VSMC and HUVEC in
the GO/G1 phase of the cell cycle only with the addition of platelets to the culture medium. In
cell culture models without platelets the cell cycle arrest was in G2/M. There was no increase
of the cells in the fragmented DNA phase (sub-GO0) evidencing that there was no induction of
apoptosis. CONCLUSION: Human aorta smooth muscle cells of the were less sensitive to
sirolimus than HUVEC. In coculture models with platelet addition, DES with sirolimus caused
cell cycle arrest in the GO/G1 phase without induction of apoptosis, suggesting that sirolimus
exerts its antiinflammatory effects in these cellular populations and consequently reduces
neointimal hyperplasia via a cytostatic mechanism.

Descriptors: coronary disease; percutaneous coronary intervention; drug-eluting stents;
sirolimus; restenosis; cell proliferation; cell cycle.
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1.1 Impacto da doenga cardiovascular no Brasil e no mundo

O século XX assistiu a aumentos expressivos na expectativa de vida e a uma grande
virada nas causas das doencas e mortes por todo o mundo. Durante essa transicdao, a doenca
cardiovascular (DCV) tornou-se a causa mais comum de morte no mundo inteiro. Dirigida pela
industrializacdo, pela urbanizacdo e associada a mudancgas em estilo de vida, esta transicao
esta ocorrendo pelo mundo afora em todas as ragas, grupos étnicos e culturas de uma forma
ainda mais rapida do que no século passado. A semelhanca do que ocorreu nos paises de alta
renda no século passado, atualmente a DCV causa a maior parte das mortes em todas as
regides de média e baixa renda (com excecdo da Africa Subsaariana), sendo a principal causa
de morte entre os individuos com mais de 45 anos de idade. Hd um século, a DCV era
responsavel por menos de 10% de todas as mortes. Entre 1990 a 2013, as mortes por doengas
cardiovasculares aumentaram de 26% para 32% entre todas as causas de morte, um reflexo
da rapidez da transicao epidemioldgica, particularmente nas regidoes de baixa e média renda.
Em numeros absolutos, a DCV causa quatro a cinco vezes mais mortes nos paises de baixa e
média renda quando comparados aos de renda elevada.?

O impacto socioeconémico das doencas cronicas é crescente, sendo considerado um
problema para a salde publica mundial. Além das mortes prematuras, as DCV sdo
responsaveis por incapacidade laboral, reducdo da renda familiar e reducdo da
produtividade.? O custo das internac¢des por DCV é considerado o maior dentre as causas de
internacdes hospitalares no Brasil e dados recentes do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) mostram que o Brasil estda mudando muito rapidamente a sua estrutura
etaria, aumentando a proporcdo de idosos e a expectativa de vida do brasileiro.3* O
envelhecimento tende a aumentar a incidéncia de DCV e, consequentemente os seus custos
de forma exponencial.’

Entre estas afeccdes, destaca-se a doenca arterial coronaria (DAC), responsavel por
mais da metade dos eventos cardiovasculares em homens e mulheres acima dos 75 anos,® e
gue possui na intervencgao corondria percutanea (ICP) uma das modalidades de tratamento.

Em 1964, Charles Theodore Dotter e Melvin P. Judkins descreveram a primeira
angioplastia. Treze anos apds Andreas Gruntzig realizou a primeira angioplastia coronaria com
baldo, um tratamento revolucionario que levou ao nascimento de uma nova especialidade, a
cardiologia intervencionista.” Desde o primeiro procedimento, houve amplos

36



desenvolvimentos e avancos que culminaram na ICP sendo um dos procedimentos médicos
invasivos mais realizados na pratica clinica na atualidade. O uso da ICP para tratamento da
DAC aumentou drasticamente nas ultimas trés décadas tornando-se o método de
revascularizagdo prevalente para tratamento da maioria dos pacientes com DAC. Nos Estados
Unidos da América (EUA) estima-se que sao realizados 600.000 procedimentos de ICP ao ano,

excedendo os numeros de cirurgia de revasculariza¢do.!

Os stents corondrios, que foram desenvolvidos pela primeira vez em meados da
década de 1980, substituiram a antiga angioplastia com baldo como o método preferido de
realizacdo da ICP, apds as melhorias nos desfechos angiograficos e clinicos observados com
seu uso. A maioria dos procedimentos de ICP agora envolve um stent coronariano e, portanto,
os cardiologistas intervencionistas se deparam com uma ampla escolha de stents coronarianos
para implante. Esta escolha varia de stents convencionais (BMS) e stents farmacoldgicos (DES)
que sdo amplamente utilizados na pratica contemporanea para stents mais novos, como DES
com polimeros biodegradaveis, DES que sdo livres de polimeros, DES com novos

revestimentos, stents de bifurcacdo, stents autoexpansiveis e stents biodegradaveis.

1.2 A necessidade de stents coronarianos

N3o ha contestacdo de que a angioplastia por baldo foi um tratamento pioneiro.
Entretanto, seu sucesso foi dificultado pelos problemas de fechamento agudo do vaso e
reestenose. Esses problemas levaram ao desenvolvimento de um segundo tratamento
revoluciondrio, o stent corondrio, que foi implantado pela primeira vez por Sousa e cols. em

1987.

Esse primeiro stent era de metal e autoexpansivel, conhecido como Wallstent, e foi
capaz de fornecer um suporte que impedia o fechamento agudo do vaso e o recolhimento
eldstico tardio. Embora esses stents iniciais tenham se mostrado eficazes como dispositivos
de resgate em casos de ou ameaca de ou fechamento abrupto vasos, reduzindo assim as taxas
de cirurgia de revascularizacdao do miocardio, o desenvolvimento foi prejudicado pelo risco de

oclusao trombdtica subaguda da artéria coronaria que era observado em até 18% dos casos
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dentro de 2 semanas apds o implante. Esse novo risco especifico para o stent estimulou o uso
de esquemas complexos de anticoagulagdo que estavam associados a sangramento
aumentado e hospitalizacdo prolongada. No geral, as taxas de sucesso e de complicacdo
precoces vistas com esses stents coronarianos nem sempre foram competitivas com as da
angioplastia por baldo de rotina.’

A ocorréncia de oclusdao trombética subaguda da artéria corondria apesar de
anticoagulacdo 6tima fez Colombo e col, em 1995, teorizarem que a chave para evita-la ndo
era o controle da hemostasia, mas o implante 6timo da prétese, com a normalizagao da
reologia intrastent e do afluxo e efluxo sanguineo. Propuseram, entdo, os critérios para
implante 6timo do stent, baseados em estudos com ultrassom intracorondrio: expansao
completa da proétese, aposicdo completa a parede vascular e cobertura completa da lesao.
Defenderam para isto a técnica da hiperinsuflacdo, com pressdes acima de 20 atmosferas, e
advogaram o uso de apenas medicagdo antiplaquetaria apds o implante. Obtiveram com essa
tatica indices de ocorréncia de oclusdo trombdtica de 0,9%, dados estes corroborados pelo
grupo francés liderado por Morice e col e Barragan e col. Iniciava-se assim a fase de implante
o6timo de stents, técnica ainda vigente. Reduziu-se a taxa de complicacdes vasculares e
hemorragicas de 10 a 15% para 2 a 3%, e a de ocorréncia de oclusdao trombdtica do stent de 4
a 10% para 1 a 1,5%, com diminuicdo dos periodos de internagdo e de custos.’

Paralelamente a isso houve a publicacdo dos estudos que sdo marcos divisérios o
BENESTENT?? e 0 STRESS (Stent Restenosis Study),*! juntamente com evidéncias indicando que
o implante de stent era seguro na auséncia de terapia anticoagulante com o uso de terapia
antiplaquetaria dupla (DAPT) e implantacdo adequada do stent, o implante de stent
coronariano se tornou uma técnica amplamente aceita.

Em 1999, o implante de stents coronarios foi realizado em 84,2% dos procedimentos
de ICP. No entanto, apesar de suas vantagens Obvias, havia problemas associados. Mais
notavelmente, e além do risco de trombose subaguda, ao qual ja foi aludido, surgiu um
problema iatrogénico na forma de hiperplasia neointimal intrastent, que consistia no
crescimento intrastent de tecido cicatricial, resultado da proliferacdo e migracdo de células
musculares lisas vasculares, e diretamente ligado ao implante de stents, resultando em taxas
de reestenose de 20% a 30%.%2 Foram as tentativas de minimizar esta hiperplasia neointimal
intrastent e, com isso, reduzir as taxas de repeticdo de revascularizacdo, que finalmente

levaram ao desenvolvimento de outro tratamento revoluciondrio: o stent farmacoldgico
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(DES). A reducdo dramatica nas taxas de reestenose vistas com o uso dos DES em comparacao
com BMS tem sido a principal for¢ca motriz por tras do crescimento exponencial da ICP como
tratamento para pacientes com DAC.2*Y7 Apds o resultado dos ensaios iniciais com os DES,
houve um aumento da confianga na utilizagao da ICP, de modo que seu uso se expandiu para
subconjuntos de lesdes que antes sé eram considerados adequados para cirurgia de
revasculariza¢cdo do miocardio.'®29 Isso propiciou uma rapida e inédita aceitacdo em seu uso,
de modo que, até 2005, 80% a 90% de todos os procedimentos de revascularizacdo nos
Estados Unidos da América foram realizados com o uso de um DES. Em 2006, foram levantadas
preocupacdes sobre o perfil de seguranca desses stents, resultando em uma desaceleracao
mundial imediata em seu uso. Essas preocupacdes provaram ser um estimulo vital para focar
a pesquisa e, em ultima anadlise, levar ao desenvolvimento de stents mais novos e maior
seguranca, resultando em uma nova emergéncia no uso dos DES: os stents farmacoldgicos de
segunda geragdo.’

Os stents coronarianos iniciais eram compostos de aco inoxidavel 316L, uma vez que
este material é radiopaco e fornece uma forga radial adequada para manter o arcabouco
arterial com minimo recolhimento eldstico agudo. Uma alternativa ao aco inoxidavel é o
cromo-cobalto (CoCr), que exibe uma forca radial superior e uma radiotransparéncia
aprimorada, permitindo hastes mais finas do stent que podem reduzir a restenose. As hastes
mais finas também podem levar a uma reducdo no perfil do dispositivo e, portanto, uma
melhora na capacidade de entrega do stent para a lesdo-alvo.

Os polimeros duraveis se mostraram um método eficaz de carrear e liberar o farmaco,
que é o determinante-chave da eficicia dos DES na pratica clinica. Entretanto, uma
importante limitagdo dos mesmos é o efeito indeterminado na cicatrizagdo arterial. Varios
estudos identificaram o revestimento de polimero duravel como um possivel estimulo para
reacOes de hipersensibilidade e inflamacdo cronica, que pode ter um papel importante no
atraso da reestenose e na trombose muito tardia. Os stents farmacolégicos de segunda
geracdao possuem plataformas com hastes mais finas e polimeros mais biocompativeis ou
polimeros biodegradaveis ou sem polimero, com o objetivo de melhorar o perfil de eficacia e

seguranca ao diminuir principalmente a taxa de trombose tardia e muito tardia. 2122

39



1.3 Reparagao endotelial apds intervengdes percutaneas nas artérias coronarias

A evolugdo da cardiologia intervencionista ao longo dos anos trouxe beneficios clinicos
inquestiondveis aos pacientes submetidos a procedimentos invasivos. A recanalizagdao de
artérias ocluidas e o restabelecimento da perfusdo miocdrdica normal em vasos com lesdes
aterosclerdticas graves trazem alivio dos sintomas melhorando a qualidade de vida. No
entanto, apesar de todos esses beneficios, a intervencdo corondria percutanea esta
diretamente associada a lesdo mecanica endotelial. O dano vascular pode resultar em
hiperplasia neointimal, reestenose intrastent e trombose do stent, geralmente associada a
eventos isquémicos graves. Portanto, o correto entendimento do processo de disfuncdo
endotelial, assim como sua regenera¢ao, causado pelos dispositivos utilizados em
procedimentos intervencionistas, torna-se de grande relevancia tanto para prevengao quanto

para o tratamento de eventos cardiacos adversos.?3

Como consequéncia da insuflacdo em altas pressdes de balGes e da aposicao das
estruturas rigidas dos stents contra a parede do vaso, ocorre lesdo vascular local com perda
da camada endotelial, compressao e rompimento da placa aterosclerética e laceragdes que
se estendem desde a membrana eldstica interna até a camada externa. Ocorre o
desencadeamento local e sistémico de reagdes inflamatdrias, levando a resposta celular com
o recrutamento de mondcitos e macréfagos, neutréfilos e linfdcitos para a parede arterial. A
liberagdo de citocinas e fatores de crescimento estimulam a migracao e a proliferacao de
células musculares lisas desencadeando hiperplasia neointimal (formac¢do da neointima) que
guando exacerbada resulta em reestenose intrastent. Além da neointima, outro processo de
reestenose apds o tratamento percutaneo das lesdes aterosclerdticas, é a neoaterosclerose.?3

Ambos sdo descritos a seguir.

1.3.1 Processo de reparo apds angioplastia com balao

Apds a lesdo das camadas vasculares pela ICP, o processo de reparo depende

fundamentalmente do dispositivo utilizado. A angioplastia com baldo propicia ganho agudo
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de luz modesto e ainda sofre remodelamento negativo importante (Figura 1). A entanto, a
hiperplasia neointimal é relativamente pequena, por volte de 0,3 a 0,4 mm. O dano ndo é
limitado a 4rea de contato com o baldo, ele também se estende por alguns milimetros em
ambas as direcdes. Esses segmentos da corondria também podem ter remodelamento

negativo e hiperplasia neointimal.?

O mecanismo da reestenose envolve ativacdo de células endoteliais, que comecam a
expressar moléculas de adesdo celular como E-selectina e a molécula de adesdo celular
vascular (VCAM-1). As citocinas também contribuem para o processo, dentre elas a proteina
quimiotatica de mondcitos (MCP-1) e a interleucina 8 (IL-8), que comegam a ser expressas
horas apds a intervencao. Ocorre um infiltrado neutrofilico, quese inicia 30 minutos apds, com
pico em seis horas. Quanto mais importante esse infiltrado, maior a proliferacao de células
musculares lisas. Os neutroéfilos se concentram principalmente na adventicia, onde promovem
sintese de colageno e contragdo de tecido. O bloqueio de 32-integrina da subunidade beta do
CD18, relacionado ao recrutamento de neutrdfilos, reduz a hiperplasia neointimal com

bal3o.?*

O endotélio se restabelece por contiguidade e pelo implante de células endoteliais
progenitoras. Sinais locais como stromal cell-derived fator-1 (SDF-1) derivados de plaquetas
ativadas recrutam células endoteliais progenitoras da medula dssea para sitios com lesao
vascular. Em geral, o endotélio se reestabelece em menos de trinta dias. Esse processo de
reparo pode ndo ser completamente benigno e dependendo das condicdes locais o SDF-1
pode contribuir também com a inflamacao local, recrutando monécitos. Além disso, também
foi observado que células progenitoras tém capacidade de se diferenciar em células
musculares lisas na neointima, contribuindo com a resposta reparatéria exagerada e a

reestenose.?324
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B Remodelamento negativo

e
)£

Hiperplasia neotintimal

Figura 1- Processos que contribuem para a reducdo da drea luminal apds angioplastia. (A)
Remodelamento negativo com reducdo da area delimitada pela lamina elastica externa. (B)
Hiperplasia neointimal, onde ocorre aumento da drea da placa aterosclerética somada a
area da média. O remodelamento é definido pela razdo da area delimitada pela lamina
eldstica externa (LEE) na lesdo e pela area da LEE no tecido sadio adjacente. A hiperplasia
neointimal é definida pela area transversal da placa somada as médias delimitadas
externamente pela LEE. Adaptado de Marchini JF 2016.%3

1.3.2 Processo de reparo apds angioplastia com stent

Por meio de seu arcabougo metdlico, o stent evita a retracdo eldstica observada com
0 uso de baldo. Dessa forma, obtém ganho agudo superior ao obtido apds angioplastia com
baldo simples. Somado a isso, ocorre menos remodelamento negativo. Porém, a hiperplasia
neointimal é muito mais pronunciada que a observada com a angioplastia por baldo, e
tipicamente ocorre de seis meses a um ano do implante do stent convencional, enquanto que
os stents farmacolégicos podem ultrapassar 40 meses com hastes expostas, fen6meno
observado principalmente nos DES de primeira geracdo. Consequentemente, a perda tardia
do stent é maior que a do baldo, atingindo 0,9 a 1 mm com os stents convencionais e 0,1 a 0,3
mm com os stents farmacolégicos. No entanto, o saldo entre o ganho agudo inicial e a perda

tardia ainda é favoravel ao uso dos stents em comparacdo ao uso do bal3o.?
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1.3.2.1 Resposta endotelial aguda pds-stent: mecanismos celulares e moleculares

O dano vascular produzido pela acdo mecanica da endoprétese e a resposta da parede
do vaso a presenca das hastes do stent desencadeiam rea¢Ges de acarpetamento trombético
e de inflamacdo aguda e cronica parietal. A liberacdo subsequente de citocinas e de fatores
de crescimento induz a ativacdo das células musculares lisas, que passam a migrar e a
proliferar na porg¢do subintimal da parede do vaso e a produzir matriz extracelular. O efeito
no longo prazo da migracao e proliferacdao das células musculares lisas e da producgdo de
matriz redunda no desenvolvimento da hiperplasia neointimal, que, em associa¢gdo com a

reendotelizac3o, constitui a resposta reparadora ao dano.?

1.3.2.2 Formacdo de trombo

Os estudos em modelos animais sugerem que os eventos mais precoces do processo
de reestenose sao a ativacdo e a agregacdo plaquetarias, como resposta a injuria endotelial
causada pelo baldo e/ou stent. O processo de geracdo de trombo, no local do dano parietal, é
geralmente limitado aos primeiros trés dias apds a intervencdo nos modelos experimentais de
reestenose, embora alguns investigadores tenham demonstrado deposi¢dao de trombo mural

ao longo de todo o primeiro més pds-intervencdo corondria percutanea.?

A formacdo local de trombo e a ativacdo das plaquetas resultam na liberacdo de
potentes mitdégenos e agentes vasoativos, incluindo: fator de crescimento derivado de
plaquetas, trombina e tromboxano A2. A trombina induz a producdo e a secrecdo de fator de
crescimento derivado de plaquetas (entre outros fatores de crescimento) pelas células
musculares lisas, razao pela qual se acredita que a trombina possa indiretamente levar a

hiperplasia neointimal.?

A geracdo de trombina in vivo é acompanhada pela ativacdo plaquetaria e pela
liberacdo de fatores de crescimento, como a serotonina. /n vitro, a trombina e a serotonina

agem sinergicamente, induzindo a proliferacdo de células musculares lisas. Postula-se que a
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trombina ligada ao trombo possa potencializar o efeito mitogénico da serotonina e manter as

células musculares lisas em estado proliferativo por periodo prolongado.?’

Essa fase trombdtica do reparo vascular apdés o dano causado pela intervengao
corondria percutanea prolonga-se tanto pela aplicacdo de irradiacdo endovascular
(braquiterapia) como pelas terapéuticas farmacoldgicas locais (stents farmacoldgicos), que
retardam a endotelizacdo e podem ser responsaveis pela trombose do local tratado, caso ndo

sejam tomados os devidos cuidados para que essa complicacdo seja evitada.?

1.3.2.3 Inflamagao

Células inflamatdrias agudas e cronicas participam do processo de reparo vascular pos-
intervengdo coronaria percutanea. Em modelos experimentais, os neutroéfilos infiltram-se na
parede vascular no local do dano ja nas primeiras 24 horas. A essa fase aguda da inflamacao
seguem-se a adesdo e a infiltracdo de mondcitos. A extensdo do infiltrado celular inflamatério
agudo é dependente do substrato arterial e do grau do dano provocado pelo instrumental.
Farb e colaboradores identificaram que a presenca de um nucleo lipidico e de dano arterial
profundo estd significativamente mais associada a maior infiltrado agudo de células
inflamatdrias que a auséncia de dano vascular ou uma placa apenas fibrocelular subjacente.
Células inflamatérias cronicas também contribuem para a liberacdo de citocinas, como a
interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e outras substancias paracrinas,
que estimulam a migracdo e proliferacdo das células musculares lisas. Além disso, a
reestenose intrastent é acompanhada de infiltrado de leucdcitos, histidcitos e células
gigantes, ao redor das hastes dos stents, o que contribui adicionalmente para crescimento das
células musculares lisas. A presenca ubiqua dessas células inflamatorias cronicas, em artérias
coronarias humanas apds o implante de stent, documenta a importancia da resposta do

hospedeiro ao corpo estranho.?>
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1.3.2.4 Proliferacdo das Células Musculares Lisas

O crescimento das células musculares lisas é um importante componente da
fisiopatologia de praticamente todas as formas de doenga vascular, incluindo a aterosclerose,
a hipertensdo arterial e a vasculopatia pds-transplante cardiaco. Cada vez mais, as
terapéuticas intervencionistas, sejam percutaneas ou cirurgicas, tém sido indicadas para o
tratamento da doenga vascular oclusiva. O trauma mecanico induzido pelo instrumental é um
determinante importante no desencadeamento da resposta proliferativa pds-dano,?® pois é o
dano mecanico associado a esses procedimentos induz a migracdo das células musculares lisas
da média para intima, onde elas proliferam, transformando-se em células secretoras e

sintetizando matriz extracular, o que contribui para o crescimento da les3o0.2>?’

As células musculares lisas ativadas sdo capazes de liberar vérios fatores de
crescimento (fator de crescimento derivado de plaquetas, fator de crescimento de
fibroblastos, angiotensina Il) e agentes quimiotaticos, que participam do processo
proliferativo. Adicionalmente, a perda de fatores protetores produzidos pelo endotélio (6xido

nitrico e prostaciclina) pode acelerar a migracdo e a proliferacdo de células musculares lisas.?*

1.3.2.5 Matriz Extracelular

E sabido atualmente que a matriz extracelular nio tem somente papel inerte e
estabilizador estrutural, mas contribui para a resposta celular vascular a varios estimulos
mecanicos e bioguimicos. Muitos dos componentes extracelulares transmitem seus sinais por
meio de receptores especializados da superficie celular, chamados integrinas, e controlam
uma variedade de fungdes celulares, como a migracdo e a proliferacdo em resposta aos

mitégenos.?>

Essa compreensdo atual e mais precisa da biologia vascular da reestenose, com a

identificacdo dos eventos moleculares responsaveis pela proliferacdo das células musculares
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lisas, mediada pelas citocinas e por fatores de crescimento, possibilitou a sele¢do racional dos
candidatos terapéuticos potenciais e de sua associagdo, para um tratamento farmacoldgico
local, tendo como plataforma de liberacdo o préprio stent corondrio, que inibiria a hiperplasia
neointimal pela a¢do antiproliferativa de um medicamento potente. A Figura 2 representa os

eventos sucessivos no desenvolvimento da reestenose.?428

A Ateromatose corondria D Infiltracao de leucécitos
Proliferacao e migragao de células musculares lisas
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Figura 2- Eventos sucessivos no desenvolvimento da reestenose. (A) Lesdo coronariana
aterosclerdtica pré-intervengdo. (B) Resultado imediato apds implante de stent com perda
do endotélio e deposicdo de plaquetas e fibrina. (C e D) Recrutamento e infiltracdo
leucocitaria, proliferagdo e migracdo de CML nos dias apds a lesdo. (E) Espessamento
neointimal nas semanas apds a lesdo com continuada proliferacdo de CML e recrutamento
de mondcitos. (F) A longo prazo a neointima se converte de uma placa rica em células para
uma placa rica em matriz celular e pobre em células. CML: células musculares lisas.
Adaptado de Welt FG, Rogres C. 2002.%8
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1.4 Reestenose intrastent

A reestenose é definida angiograficamente como a presenca de obstrugdo corondria >
50% dentro do stent ou dentro do segmento que compreende 5 mm proximal ou distal nas
margens do stent, e constitui-se na resposta vascular ao dano instrumental provocado
durante a revascularizagdo. A reestenose intrastent manifesta-se usualmente com a
recorréncia gradual dos sintomas de isquemia miocardica, dentro dos primeiros 6 a 12 meses

apos a intervencdo.?®

O reinicio dos sintomas muito precocemente (< 1 més pds-stent) apds a intervengao
sugere resultados imperfeitos (md expansdo da prétese, disseccdo nas bordas dos stents,
auséncia de fluxo final TIMI Il [Thrombolysis In Myocardial Infarction ou TIMI Study Group]) e
revascularizacdo incompleta ou, quando mais tardio (> 1 ano), sugere progressao de doenca

corondria.?

A incidéncia da reestenose varia de 20% a 40% nos pacientes tratados com stents
convencionais, na dependéncia de fatores clinicos, angiograficos e predisposicdo genética.
Embora a reestenose intrastent apresente-se mais comumente com angina estavel e isquemia
induzida pelo exercicio, cerca de 10% dos casos de reestenose apds stents convencionais
apresentam-se como sindrome corondria aguda com ou sem supradesnivelamento do
segmento ST, e até 26% dos pacientes tém como manifestacdo angina instavel requerendo
internacao, denotando resposta vascular com potencial de gravidade e que necessita de

prevencio efetiva.?’

Embora tenha ocorrido significativa reducdo nas taxas de reestenose apds a
introducdo de stents com liberacdao de medicamentos, esse fendmeno ainda pode ocorrer em
determinados subgrupos especificos em alguma proporg¢do. Nos stents farmacoldgicos de
primeira geracdo as taxas de restenose descritas sdo aproximadamente 8% a 10%. As novas
plataformas de stents farmacoldgicos, chamados de stents farmacolégicos de segunda
geracdao, possuem um perfil de seguranca e eficicia melhorados, com taxas de

revascularizacdo da lesdo alvo de 4% a 6% .3%31
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As causas de reestenose dos stents apds a implantacdo sdo multifatoriais. Em adicdo a
excessiva hiperplasia neointimal tardia, a reestenose seja dos stents convencionais, seja dos
farmacoldgicos, pode ser causada por subexpansdo do stents, disseccdo de bordas, doenca
residual ndo tratada, falha na cobertura total da lesdo e fratura das hastes. Alguns estudos
apontaram uma associacdo entre alergia ao niquel e reestenose apds implante de stents
convencionais ou farmacolégicos. Mutag¢des genéticas nos genes que codificam mTOR ou
polimorfimos nos genes que codificam proteinas envolvidas no metabolismo do paclitaxel
pode resultar em resisténcia ao sirolimo e paclitaxel, respectivamente. Inflamagao excessiva
aos polimeros dos stents de primeira geracdo (especificamente reacdo eosinofilica ao

paclitaxel e reacdo granulomatosa ao sirolimo) também pode provocar reestenose tardia.?®

Varios estudos demonstraram que os principais fatores determinantes de reestenose
intrastent apds implante dos stents convencionais é a presenga de diabetes mellitus, vaso
abordado fino e lesdes longas. Outros fatores associados com reestenose sdo o tratamento
de lesdes ostiais, lesdes calcificadas, lesdes de bifurcagao requerendo stens no vaso principal
e no ramo lateral, lesbes de oclusdo total crénica e lesdes em enxertos venosos. Os mesmos
fatores estdo associados com taxas relativamente maiores de reestenose nos stents
farmacoldgicos, embora numa escala absoluta bem menor por causa do intenso efeito dessas
endoproteses eluidoras de farmacos em limitar a resposta hiperplasica neointimal apés o

implante.?®

A resposta vascular apds a intervencdo corondria constitui-se numa sequéncia de
eventos complexos, dependente nao sé de aspectos clinicos dos pacientes tratados, mas
também do instrumental empregado (balGes, stents), da técnica utilizada (pressao
deliberacdo das proteses, cobertura total da lesdo, perfeita expansdo do stent) e das
caracteristicas das lesdes (fibroticas, calcificadas, eldsticas). De forma didatica, é atribuida a
trés processos, responsaveis pela hiperplasia neointimal reparativa: 1) alteracdes agudas e
cronicas na geometria do vaso (retracdo elastica aguda e remodelamento negativo cicatricial
e tardio); 2) migracdo e proliferacdo de células musculares lisas; e 3) producdo excessiva de

matriz extracelular.?
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1.4.1 Alteracdes agudas e cronicas na geometria do vaso

O remodelamento negativo agudo, também chamado de retragao elastica do vaso, era
mais frequentemente observado na era da angioplastia apenas com bal3do, principalmente nas
lesdes calcificadas e de localizacdo ostial. Depende das propriedades elasticas da parede do
vaso no segmento tratado e pode ser definida como a diferenga entre o diametro maximo de
insuflacdo do baldo e o didametro do vaso apés a insuflacdo. Ocorre precocemente apds a
angioplastia, nas primeiras 24 horas apds o procedimento, e deve ser diferenciado do

remodelamento negativo cicatricial tardio.

O remodelamento negativo cronico (remodelamento negativo cicatricial tardio) ocorre
numa fase mais tardia apdés o procedimento. Estudos histopatolégicos de fragmentos
vasculares obtidos em necropsias demonstram resposta predominantemente fibromuscular
nos sitios tratados por angioplastia com baldo, em decorréncia da migracdo e da proliferacao
de células musculares lisas. Esse mecanismo constitui-se o principal processo determinante
da reestenose apds angioplastia com baldo, tendo sido praticamente abolido com a

introducdo dos stents metalicos.2*?>

1.4.2 Migragao de células musculares lisas e produgdo excessiva de matriz extracelular

(hiperplasia neointimal)

Estudos com ultrassom intracorondrio trouxeram grande contribuicdo ao
entendimento da reestenose apds intervencdo corondria percutanea, por demonstrarem que,
diferentemente da angioplastia com baldo, os stents virtualmente eliminaram a retracao
elastica e o remodelamento negativo tardio do vaso, sendo a reestenose apds implante dos

stents exclusivamente decorrente da formac3do de tecido neointimal®!.

Mais recentemente, com a introducao dos stents farmacoldgicos, a formacdo desse
tecido neointimal foi significativamente reduzida no interior dessas endoproteses, resultando
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na quase total abolicdo da reestenose intrastent, até entdo como ja descrito anteriormente,

a principal limitagdo dos procedimentos percutaneos.

1.5 Neoaterosclerose

Além da neointima, outro processo também responsavel pela reestenose é a
neoaterosclerose, termo criado a partir de exames de imagem, aterectomia e autdpsia
realizados apds implante de stents farmacolégicos.3? A neoaterosclerose é uma forma de
aterosclerose acelerada que ocorre dentro do segmento que recebeu o stent na arvore arterial
coronariana apods a implantacdo do dispositivo. Essa proliferacdo da neointima com formacéao
de nova placa aterosclerética dentro das hastes do stent sem reendotelizagdo pode provocar

oclusdo trombdtica e causar sindrome coronariana aguda.33

Histologicamente, é semelhante ao processo de ateromatose inicial, mas ocorre
tardiamente apds a hiperplasia neointimal. Caracteriza-se por um grupamento de macréfagos
cobertos por uma camada de lipideos. Esses podem ser cobertos ou ndo por tecido necrético
ou calcificado. Esse acumulo de macréfagos pode progredir para a formacao de fibroateroma,
podendo ser observado na luz arterial ou nas camadas mais profundas da neointima. O nucleo
necrotico da placa neoaterosclerdtica contém debris celulares e ocasionalmente apresenta
processos hemorragicos com depdsito de fibrina, em geral com origem em fissuras e rupturas
da face luminal. Ademais, infiltracdes adicionais de macrdéfagos na neointima resultam em
formacao do ateroma de capa fina, que geralmente ocasiona ruptura de placas localizadas
dentro dos stents. CalcificacGes também podem ser observadas na neointima, especialmente

em pacientes submetidos a implante de stents com maior tempo de evolugdo.??

A etiologia da neoaterosclerose é multifatorial, e caracteriza-se pela proliferacdo de
células musculares lisas com a presenca de lipideos ou calcificagcdes no segmento do vaso onde
foi realizado o implante do stent, usualmente de forma tardia (> 12 meses) ou muito tardia (>
36 meses) apds o implante do stent farmacoldgico, promovendo a faléncia do mesmo.

Mecanisticamente, a hipotese é que as drogas antiproliferativas e imunossupressores
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liberadas pelos stents farmacoldgicos evitam a reestenose, mas causam uma cobertura
endotelial incompleta que da origem a uma acelerada migracdo de lipoproteinas de baixa
densidade, células espumosas e células inflamatdrias dentro do stent criando uma lesdo
neoaterosclerdtica. Fatores tais como a endotelizagdo retardada, micro-hemorragias ao redor
das hastes, tipo de polimero, inflamacdo cronica, reacao de hipersensibilidade localizada e

disfunc¢do endotelial, tém putativo papel na patogéncese da neoaterosclerose.33

Os stents convencionais também podem sofrer o processo de neoaterosclerose,
porém de uma forma muito mais tardia (> 4 anos) quando comparados aos stents
farmacoldgicos. Porém, o principal mecanismo de faléncia dos stents convencionais é a
reestenose, e o mecanismo primario é a proliferacdo de células musculares lisas. Varios
estudos angiograficos e de ultrasson intra-corondrio tém mostrado que os stents
convencionais tém um espessamento neointimal precoce, mas depois de um ano podem
experimentar um aumento no tamanho do liumen. Inversamente, os stents farmacoldgicos
tém menos reestenose nos primeiros meses, mas depois apresentam mais perda de area
luminal e revascularizacdo tardia do vaso (TVR) devido a neoaterosclerose. Esse fendmeno
conhecido como late catch up é atribuido a neoaterosclerose, foi originalmente pensado
como decorrente da inflamacdo dos primeiros polimeros DES. No entanto, a neoaterosclerose
também tem sido observada em stents de segunda gera¢cdao com hastes mais finas e diferentes

polimeros32.

Nakazawa e colaboradores revisaram casos de autdpsia do registro de endoprotese da
CVPath (Gaithersburg, Maryland) e compararam 66 lesGes de stents farmacoldgicos com 77
lesdes de stents convencionais, em que a alteragao neoaterosclerética incluindo a presenga
de macréfagos espumosos carregados de lipidios, foi mais frequentemente identificada nas
lesdes dos stents farmacolégicos, ocorrendo de forma mais precoce (420 dias [361 a 683 dias]

nos stents farmacoldgicos e 2.160 dias [1.800 a 2.880 dias]).3*
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1.6 Trombose de stents

Na fase inicial da experiéncia com os stents, eram observadas taxas de trombose de
até 24% ao final de seis meses. Em decorréncia da trombose, eram prescritos anticoagulantes
em associacdo aos antiagregantes plaquetarios, e os periodos de internacdo eram
prolongados, o que dificultava a aplicabilidade clinica desses instrumentais. Além disso, as
consequéncias clinicas para aqueles que sofrem trombose de stent sdo usualmente graves,
com ocorréncia de infarto do miocdrdio em 80% dos casos e mortalidade no curto prazo de
20% a 25%. Aproximadamente 20% dos pacientes com a primeira trombose de stent
experimentam um episddio recorrente dentro de dois anos. Com a evolugdo dos
conhecimentos fisiopatoldgicos e o aprimoramento técnico, a trombose de stents foi reduzida

a<1,5% dentro do primeiro ano, tanto para os stents convencionais como farmacolégicos.?>%

A classificacdo de trombose dos stents mias amplamente aceita é a do Academic
Research Consortium (ARC), que classifica como definitiva a trombose que ocorre e vigéncia
de sindrome corondria aguda e que possui evidéncia angiografica ou na autdpsia de trombo
ou oclusdo dentro ou adjacente a um stent; provdvel é aquela que ocorre quando ha um
episddio de ébito 30 dias apds o implante de stent ou infarto agudo do miocardio envolvendo
o territério da artéria tratada, porém sem confirmacao angiografica; e possivel quando ocorre
um Obito sem etiologia inexplicavel apds 30 dias do procedimento. Com relacdo ao periodo
temporal entre o implante do stent e a trombose, temos a seguinte classificacdao: aguda,
guando ocorre dentro das primeiras 24 horas (exceto os eventos que ocorrem dentro da sala
de hemodinamica); subaguda: é aquela que ocorre apds as primeiras 24 horas até 30 dias;
precoce: dentro dos primeiros 30 dias; tardia: de 30 dias a um ano e muito tardia: apds um

ano.?®

A trombose do stent ainda pode ser classificada como primdria quando estd
diretamente relacionada ao implante do stent, ou secunddria se ocorre no sitio do stent apds
um procedimento de revascularizagdo da lesdo-alvo. A trombose primdria do stent apds
implante de stent convencional tipicamente ocorre nos primeiros trinta dias apds o implante,

embora em raros casos pode ocorrer depois desse periodo. Em contraste, atrombose primaria
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apos implante dos stents farmacolégicos ocorre anos apds, com taxa anual de incidéncia de
0,2% a 0,3% em pacientes submetidos a angioplastia de lesdes ndo complexas e 0,4% a 0,6%
naqueles submetidos ao procedimento com tratamento de lesGes mais complexas,

principalmente com os stents farmacoldgicos de primeira geracdo.?%3¢

Seja qual for o tipo de stent, a causa da trombose é multifatorial, e incluiu fatores
relacionados ao paciente, ao procedimento (incluindo a escolha do stent) e pds-procedimento
(incluindo tipo e duragdo da antiagregacao plaquetaria). A trombose do stent ocorre mais
frequentemente em pacientes portadores de lesGes complexas, especialmente em pacientes
com sindrome coronaria aguda e lesGes trombdticas, diabetes, insuficiéncia renal, doenca
difusa, vasos finos e lesdes de bifurcacdo requerendo multiplos stents.3”:38 Dentre os fatores
associados com trombose do stent relacionados ao procedimento temos o tipo de stent
selecionado (convencional ou farmacoldgico), bem como se houve uma boa expansdo da
préotese com aposicdo de todas as hastes a parede luminal e se foi implantado num vaso com
escoamento suficiente para permitir o adequado fluxo através do stent.?® Propriedades
bioldgicas dos stents farmacoldgicos também tém sido apontadas como fatores adicionais
para a ocorréncia de trombose, a saber: inducdo de fatores teciduais trombogénicos pelos
polimeros carreadores e farmacos adjuvantes, retardo na endotelizacdo do segmento tratado,
reacOes de hipersensibilidade com remodelamento positivo do vaso e ma-aposi¢do das hastes

e disfuncdo endotelial em segmentos adjacentes ao stent.?®

Nos primeiros anos apds a introducdo dos stents farmacoldgicos, os de primeira
geracgao, surgiram novos questionamentos quanto a maior incidéncia de trombose. Embora
eles determinem significativa reducdo nas taxas de reestenose e de nova resvascularizacdo do
vaso-alvo, a ocorréncia de trombose dos stents ndao foi reduzida. Estudos e metanalises
evidenciaram que taxas de trombose muito tardia, antes raras com os stents convencionais,
passaram a ser identificadas em um numero pequeno de pacientes. O risco para trombose
tardia de stent dos farmacoldgicos de primeira geracdo comprado aos convencionais,
demonstrou ser pequeno, porém continuo. Achados patolégicos de pacientes com trombose
de stents farmacoldgicos de primeira geracdo confirmaram que ocorria um atraso na
cicatrizacdo arterial, reendotelizacdo incompleta e persistente depdsito de fibrina quando

comparado aos convencionais. O uso de polimeros durdveis, a espessura das hastes dos
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stents, a dose dos farmacos antiproliferativos e a cinética de liberacdo da droga tem sido
implicado como fatores contribuintes importantes nesses eventos adversos tardios. Os stents
farmacoldgicos de segunda geracao foram desenvolvidos com maior biocompatibilidade dos
polimeros, seja os duraveis e os biodegradaveis, espessuras das hastes mais finas e a cinética
de liberacdo da droga foi aperfeicoada, o que claramente melhorou o perfil de eficacia e
seguranca dos stents farmacoldgicos. Tada e colaboradores publicaram estudo com 18.334
pacientes com 3 anos de seguimento apds angioplastia onde evidenciaram taxas de trombose
definitiva entre dos stents convencionais de 1,5%, nos farmacolégicos de primeira geragao de

2,2% e nos farmacoldgicos de segunda geracgdo de 1%.%°

1.7 Avia de sinalizacdo do mTOR

A quinase serina/treonina mTOR tem um papel central na regulagdo dos processos
celulares criticos tais como crescimento, proliferacdo, organizacao do citoesqueleto,
transcricdo, sintese de proteinas e biogénese ribossomal.*%*! A ligacdo dos fatores de
crescimento e dos nutrientes, aminoacidos e glicose, com os receptores de superficie celular
estimulam a via de sinalizacdo da mTOR, ilustratada na Figura 3. Apds a ligacao dos fatores de
crescimento com os receptores de membrana, a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) é
estimulada e converte o fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato (PIPs3), a qual localiza PKB na membrana onde ela é ativada pela proteina 3-
fosfoinositida (PDK1) e mTORC2 (complexo mTOR 2). A ativagao da proteina quinase B (PKB)
fosforila e inibe o complexo esclerose tuberosa (TSC1/2). Rehb, é uma pequena GTPase que é
inibida pelo TSC2, modula positivamente a atividade do mTORC1 (complexo mTOR 1), que por
sua vez fosforila a S6 quinase e a proteina de ligacdo 1 ao fator de iniciacdo da translacdo
eucariotica (4EBP1), resultando em um aumento da translacio do RNA mensageiro. Os
aminoacidos estimulam o mTORC1 através das proteinas Rag A/B e C/D. Em situacdes de baixa
energia, a razdo AMP/ATP aumenta e ativa a AMP quinase (AMPK), que fosforila e ativa o
complexo TSC1/2, resultando na inibicdo da mTORC1. A atividade da mTORC2 é mediada por

vias predominantemente desconhecidas. O mTORC2 fosforila e ativa a PKB, a proteina quinase
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soro- e glicocorticoide-induzida 1 (SGK1) e proteina quinase C (PKC), que por sua vez
estimulam o transporte de ions e o citoesqueleto. 4243

Estruturalmente, o mTOR existe em duas formas proteicas funcionalmente distintas,
MTORC1 e o mTORC2. S3o diferentemente regulados e tém substratos dissemelhantes.
Embora eles compartilham alguns componentes centrais tais como mTOR, a mLST8 e proteina
de interagdo a mTOR contendo o dominio DEP (DEPTOR), eles também contém proteinas
adicionais diferentes que os define.** 4

O mTORC1 estimula o crescimento e proliferacdo celulares por aumentar a translagao
celular dependente da membrana. E composto pelo mTOR, uma proteina de sustentagdo
RAPTOR (regulatory associated protein of mTOR), a mLST8 e o recentemente identificado
DEPTOR?®®13 4546 O RAPTOR serve como plataforma ligante de ambos mTORs e efetores da
inibicdo, é a subunidade catalitica do mTOR, e consistente com seu papel de regulador chave
do metabolismo, proliferacao, crescimento celulares, a atividade do mTORC1 é regulada por
nutrientes, fatores de crescimento e niveis celulares de energia. Os alvos mais bem
caracterizados do mTORC1 sdo as proteinas ligantes elF4E (4E-BPs) e as proteinas S6 quinase
(S6K), ambas possuem papel importante na regulacdo da sintese de proteinas®20 4347,
Acredita-se que as proteinas S6 quinases controlam a translagdao por modular a atividade de
seus alvos incluindo a proteina ribossomal S6, o fator 4B inicializador eucariético (elF4B) e
proteinas programadoras da morte celular (PDCD4). As proteinas 4E-BPs sdo uma familia de
pequeno peso molecular repressoras de translacdo que incluem 4E-BP1, 4E-BP2 e 4E-BP3.
Essas proteinas suprimem a translacdo do subconjunto de transcritos referidos como “RNAm
sensivel a elF4E” por competir com elF4G pela ligacao no elF4E e assim prevenir a formacgao
do complexo de iniciacdo elF4F. Depois de sua ativacdo, a mTORC1 fosforila Thr37 e Thr46 em
4E-BP1, que atua como um evento primitivo essencial para a fosforilagdo da Ser65 e Thr70
levando a liberacdo de elF4E e subsequente montagem do complexo elF4F. Acredita-se
também que mTORC1 modula a sintese de proteinas indiretamente através da ativacdo do
fator de iniciacdo da transcricdo dependente do crescimento (TIF-IA) e consequente
estimulacdo da transcricdo ribossomal de RNA e biogénese ribossomal, bem como através da
fosforilagdo de elF4G. O mTORC1 também inibe a autofagia, um processo catabdlico
evolutivamente conservado desencadeado por privacdo de nutrientes no qual organelas
celulares e proteinas sdo degredadas pelo lisossoma. Esse processo é conseguido através da

fosforilacdo e subsequente repressdo dos fatores promotores de autofagia unc-51-like
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quinase 1 (ULK1) e do gene 13 relacionado a autofagia (ATG13). O mTORC1 também tem um

papel importante na regulacdo da sintese de lipideos e no metabolismo mitocondrial. 46:47:48

O mTORC2 tem um importante papel na sobrevida da célula e organizacdo do
citoesqueleto. E constituido por alguns componentes do mTORC1 como mTOR, mLSTS,
DEPTOR e possui como componente essencial a proteina Rictor (rapamycin-insensitive
companion of mTOR), que é requerida em ambos, complexo de formagao do mTOR e atividade
quinase. E constituido ainda por outras proteinas que sdo a mSIN1 (mammalian stress-actived
protein kinase [SAPT]) e PRR5 (também conhecida como proptor). Ndo esta bem esclarecido
até o presente momento como a atividade do mTORC2 é regulada, mas existe evidéncia que
pode ser estimulada por aminodcidos e fatores de crescimento. O mTORC2 fosforila a proteina
quinase C (PKC)-a e proteina quinase B (PKB), ambas sdo quinases serina/treonina que tém
funcdo na regulacdo de iniUmeros processos celulares chaves, como apoptose, proliferacao,
motilidade e diferenciacdo. Fosforila ainda a proteina quinase 1 soro- e glicocorticoide-

induzida (SGK1), que tem uma importante func¢do no controle e transporte de ions. 43 4°
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Figura 3- Vias de sinalizagdo do mTOR. Apds a estimulacdo pela insulina e outros fatores de
crescimento, a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) converte fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato
(PIP2) em 3,4,5-trifosfato de fosfatidilinositol (PIP3), que localiza a PKB na membrana onde
é depositada. Ativado por PDK1 e mTORC2. A PKB ativada fosforila e inibe o complexo da
esclerose tuberosa (TSC1/2). A Rheb, uma pequena GTPase que é inibida pelo TSC2, modula
positivamente a atividade da mTORC1. O mTORC1 fosforila S6 quinase 1/2 e 4EBP1,
resultando no aumento da tradugdo do mRNA. A suficiéncia de aminoacidos ativa mTORC1
via Rag A/B e C/D. Sob condi¢des de baixa energia, a relagdo AMP-para-ATP aumenta e ativa
a AMP quinase (AMPK), que fosforila e ativa o complexo TSC1/2, resultando na inibi¢o da
mMTORC1. A atividade do mTORC2 é mediada por vias predominantemente desconhecidas.
O mTORC2 fosforila e ativa a PKB, a proteina quinase 1 (SGK1) induzida por soro e
glicocorticdides e a PKC. Setas, efeitos estimulantes; bloqueio final, efeitos inibitérios;
linhas sdlidas, efeitos diretos; linhas tracejadas, efeitos indiretos. Atgl3, proteina 13
relacionada a autofagia; DAP1, proteina associada a morte 1; Deptor: dominio DEP
contendo a proteina de interacdo ao mTOR; 4EBP, proteina de ligacdo elF4E; GBL-G:
proteina do tipo subunidade da proteina beta; HIF1: fator 1 induzido por hipdxia; IMP2:
proteina de ligacdo a RNAm do factor de crescimento 2 semelhante a insulina; mLST8:
mamifero letal com Secl3 proteina 8; PDK1: proteina quinase 1 dependente de
fosfoinositideo; Protor: proteina observada com Rictor; Raptor: proteina associada
reguladora da mTOR; Rictor: companheiro insensivel a rapamicina de mTOR; Sinl: proteina
de interagdo com a proteina-quinase ativada por estresse 1; TFIIIC: fator de transcri¢do 3C;
ULK1: quinase 1 do tipo Unc-51. Adaptado de Barlow AD et al. 2013.%
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1.7.1 Inibidores do mTOR: sirolimo (rapamicina) e seus analogos

Os inibidores do mTOR (mammalian target of rapamycin) sao lactonas macrociclicas com
diversas aplicacbes na pratica clinica didria por possuirem efeitos antifungicos,
imunossupressores e propriedades antiproliferativas. O principal representante desse grupo
de farmacos é a rapamicina ou sirolimo, produzida pelo Streptomyces hygroscopicus, um
actinomiceto isolado em 1975 do solo de Rapa-Nui na llha de P&scoa.®®*! Outros
representantes dessa classe de drogas utilizadas nos stents farmacolégicos sdao everolimo,

biolimo-A9, tacrolimo e zotarolimo.

Em 1991, o alvo da rapamicina (target of rapamycin - TOR) foi descoberto em
leveduras. O Unico homdlogo em mamiferos conhecido foi subsequentemente clonado e
chamado mTOR (mammalian TOR). O mTOR é uma proteina-quinase relacionada a
fosfoinositidil 3-quinase e controla o crescimento celular em resposta a nutrientes e fatores

de crescimento.>?

Conforme descrito previamente, os stents eluidores de farmacos sdo capazes de
reduzir de forma importante a reagcdo de hiperplasia intimal e consequentemente a
reestenose apds o implante desses dipositivos para tratamento das lesGes aterosclerdticas
coronarianas. Duas classes de farmacos tiveram sucesso para esse papel, o paclitaxel e a
rapamicina (ou sirolimo) e seus analogos (rapalogos). A rapamicina ou sirolimo, originalmente
desenvolvida como um antifingico, foi primeiramente aprovada como imunossupressor para
pacientes submetidos a transplante de 6rgaos sdlidos, seguido pelo seu uso em stents
coronarianos para prevencdo da reestenose. O sirolimo e drogas andlogas, atuam por se ligar
a proteina citosélica de ligacdo 12, conhecida como proteina ligante FK 506 do kDa (FKBP-12),
e o heterodimero resultante se liga 8 mTOR impedindo sua ativa¢do>? (Figura 4).

A mTOR é das familias das quinases relacionadas a PI3K que participa de passos criticos
do ciclo celular, sendo uma quinase chave do metabolismo, crescimento e proliferagdo celular.
O resultado é a parada do ciclo celular entre a transicdo da fase G1 para S'. Afeta as células

musculares lisas, monécitos e macrofagos, reduzindo inflamac¢do, migracdo das células
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musculares lisas, sintese de coldgeno e expressao das citocinas. Inibem também as células

endoteliais e células endoteliais progenitoras.*?
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Célula trabalha Célula aumenta Ciclo SO — : .
mas nao ativamente seu tamanho e celular epa‘alga~o para
. o . divisdao
replicando sintetiza proteinas
\ Fase M /
Divisao
celular

v

' DIVISAO CELULAR |

Figura 4- Mecanismo de agdo do sirolimo: o sirolimo se liga a proteina de ligagdo FK 12 (FKBP12), o
complexo resultante inibe a via do mTOR, causando subsequentemente a regulagdo negativa
do inibidor da cinase da divisdo celular p27(kip1), inibindo desse modo a divisdo celular entre
as fases G1 e S do ciclo celular. O sirolimo tem ampla faixa de doses, é citostatico em oposi¢do
a citotdxico e possui propriedades antiinflamatdrias adicionais por meio de sua inibicao da

interleucina-2, que reduz a ativagdo de células T e B. DNA: acido desoxirribonucleico.
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1.8 Hipotese

A anadlise do comportamento das células endoteliais humanas e células musculares
lisas de aorta humana tratadas com stent convencional comparado com farmacolégico nos
modelos de monocultura e cocultura com a presenca do soro rico em plaquetas a 10% poderia
nos revelar um mecanismo ou alvo molecular diferente dos descritos até o momento para
ajudar a aprimorar os stents farmacoldgicos aumentando seu perfil de eficacia e desta forma

os beneficios clinicos da prevencdo da reestenose poderiam alcangar impacto na mortalidade?
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2 Objetivos
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2.1 Objetivo primario

Avaliar as alteragdes causadas pelos stents convencionais e farmacoldégicos nas células
endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana em cocultura na presenca e

na auséncia do soro rico em plaquetas a 10%.

2.2 Objetivos secundarios

Anadlise das seguintes varidveis nos diferentes modelos de cultura que foram tratados

com stents convencionais e farmacolégicos:

a) Determinacgdo da producdo de perdxidos lipidicos;

b) Avaliacdo das fases do ciclo celular por citometria de fluxo;

c) Andlise da expressao dos marcadores de controle de proliferacdo e inflamatérios.
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3 Métodos

63



3.1 Delineamento do estudo

O presente estudo foi realizado com duas linhagens celulares, as células endoteliais
humanas (HUVEC) e as células musculares lisas de aorta humana (VSMC) em monocultura e
em cocultura (na presenca ou auséncia de 10% de soro rico em plaquetas), na presenga de
stent convencional (BMS) ou stent farmacolégico (DES) e nos periodos de tempo de 24 e 48

horas. Vide Figura 5.
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GRUPO 1
Monocultura
HUVEC
[2x10° cel/mL]

GRUPO 2
Monocultura
VSMC
[2x10° cel/mL]

48h (n=2)

48h (n=8)

48h (n=6)

Figura 5- Delineamento do estudo. HUVEC: células endoteliais humanas; VSMC: células musculares
lisas de aorta humana; BMS: stent convencional; DES: stent farmacolégico; cel/mL: células
por mililitro; h: horas e n= nimero da amostra. Continua...

GRUPO 3
Co-cultura: Modelo-Il
HUVEC [0,5x10° cel/mL]
VMSC [0,062x10% cel/mL]
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...Continuagao:
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GRUPO 4
Co-cultura Modelo I:
VSMC [0,5x10° cel/mL]
HUVEC [0,062x10° cel/mL]

GRUPO 5
Co-cultura Modelo Il
HUVEC [0,5x10° cel/mL]
VSMC [0,062x10° cel/mL]
PRP

—
//
—
. 48h (n=2)

24h (n=2)
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—
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-
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—
—
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- 24h (n=2)
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BMS + PRP a 10%

DES + PRP a 109

GRUPO 6
Co-cultura Modelo |
VSMC [0,5%10° cel/mL)
HUVEC [0,062x10° cel/mL]
PRP

BMS + PRP & 10%

DES+PRPA10% |f=—
.

Figura 5- Delineamento do estudo. HUVEC: células endoteliais humanas; VSMC: células musculares
lisas de aorta humana; BMS: stent convencional; DES: stent farmacolégico; cel/mL: células
por mililitro; h: horas e n= nimero da amostra. Conclusao da Figura.
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3.2 Monocultura celular

Foram utilizadas as seguintes linhagens celulares: células endoteliais humanas (HUVEC)
e células musculares lisas arteriais de aorta humana (VSMC), obtidas do American Type
Culture Collection (ATCC), tendo os cddigos ATCC® CRL-1730™ e ATCC® PCS-100-021™
respectivamente, mantidas e estocadas no banco de células sob responsabilidade do Prof. Dr.
Durvanei Augusto Maria (Lab. Biologia Molecular, Instituto Butantan). Apés descongelamento
as células foram transferidas para garrafa de cultura celular (25 cm?), contendo o meio de
cultura RPMI 1640 (Cultilab, Campinas-SP) suplementado com soro fetal bovino 10%, insulina
humana (Humulin 100 Ul/mL, Eli Lilly and Company - EUA) 1%, bicarbonato se sddio 200 mM,
pH 7,4 em estufa 5% CO2 a 379C. As células dispostas em monocamada foram submetidas a
dissociacdo enzimatica com solucdo de tripsina 0,2% + EDTA (Ethylenediamine tetraacetic
acid) 0,02%, para que ocorra o desprendimento das células. A neutralizacdo enzimatica foi
realizada utilizando o mesmo meio de cultura RPMI 1640 contendo 10% SFB. Apds a
neutralizacdo as células em suspensdo foram contadas em cdmara de Neubauer e a
concentrac3o ajustada para 2 x 10° células/mL. A viabilidade celular foi determinada pelo teste
de exclusdo pelo azul de Tripan, sendo considerada ideal para a execucdo dos experimentos a
viabilidade superior a 94%. Ap0ds atingirem confluéncia as células foram subcultivadas para
ampliagao, realizagao de experimentos ou foram congeladas em solugao contendo 10% de
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich Céd. C6164) em meio de crescimento completo e
estocadas em nitrogénio liquido.

A quantidade de células por pogo foi 2 x 10° células para ambos os tipos celulares, uma
vez que a concentracdo apds a neutralizacdo das células em suspensao foi ajustada para 2 x
10° células/mL e cada pogo recebeu 1 mL. As células endoteliais humanas utilizadas nesse
experimento de monocultura estavam na quarta passagem e as células musculares lisas de
aorta humana estavam na sétima passagem. Foram acrescentados nos pocos de cultura
juntamente com as células os stents, convencionais ou farmacolégicos, e separados pocos sem
stent para constituicdo do grupo controle. Figuras 6 a 9.

Na monocultura de células endoteliais humanas, no experimento de 24 horas,
utilizamos o stent farmacolégico no tamanho 4,0 x 22 mm, com uma dose total de sirolimo de

276 um no poc¢o de cultura celular — placa de Petri (vide Materiais e Métodos tépico
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“Preparacdo dos stents”). No experimento de 48 horas, foi utilizado um stent farmacoldgico
no tamanho 4,0 x 09 mm e outro na medida 3,5 x 09 mm, com as doses correspondentes de
sirolimo de 254,34 um e 98,91 um respectivamente no poc¢o de cada cultura celular — placa
de Petri.

Na monocultura de células musculares lisas de aorta humana, no experimento de 24
horas, utilizamos o stent farmacolégico 4,0 x 30 mm, com uma dose total de sirolimo de 376
pUm no poco de cultura celular — placa de Petri. No experimento de 48 horas, foi utilizado um
stent farmacolégico no tamanho 4,0 x 15 mm e outro na medida 4,0 x 26 mm, com as doses
correspondentes de sirolimo de 188,4 um e 326,56 um respectivamente no pog¢o de cada

cultura celular — placa de Petri.
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HUVEC

Controle BMS: Pro-
HUVEC Kinetic

HUVEC HUVEC
DES: Orsiro BMS: Pro-
4,0x22 Kinetic

Figura 6- Monocultura de células endoteliais humanas em experimento de 24 horas. Concentracao
celular por poco 2 x 10° cel/mL. Células na quarta passagem. BMS: stent convencional (Pro-
Kinetic®, Biotronik, Suica); DES: stent farmacoldgico (Orsiro®, Biotronik, Suica). HUVEC:
células endoteliais humanas.

HUVEC
BMS: Pro-Kinetic
5,0x15mm

Controle:
HUVEC

HUVEC
DES: Orsiro

HUVEC
DES: Orsiro

Figura 7- Monocultura de células endoteliais humanas em experimento de 48 horas. Concentracdo
celular por poco 2 x 10° cel/mL. Células na quarta passagem. BMS: stent convencional (Pro-
Kinetic®, Biotronik, Suica); DES: stent farmacolégico (Orsiro®, Biotronik, Suiga). HUVEC:
células endoteliais humanas.
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VSMC
BMS: Pro-Kinetic
4,0 x 35 mm

Controle:
VSMC

VSMC
BMS: Pro-Kinetic
4,0 x30 mm

VSMC
DES: Orsiro
4,0x30 mm

Figura 8- Monocultura de células musculares lisas de aorta humana em experimento de 24 horas.
Concentracdo celular por poco 2 x 10° cel/mL. Células na sétima passagem. BMS: stent
convencional (Pro-Kinetic®, Biotronik, Suica); DES: stent farmacoldgico (Orsiro®, Biotronik,
Suica). VSMC: células musculares lisas de aorta humana.

VSMC
BMS: Pro-Kinetic
4,0 x 30 mm

Controle:
VSMC

VSMC VSMC
DES: Orsiro DES: Orsiro
4,0x15mm 4,0x26 mm

Figura 9- Monocultura de células musculares lisas de aorta humana em experimento de 48 horas.
Concentracdo celular por poco 2 x 10° cel/mL. Células na sétima passagem. BMS: stent
convencional (Pro-Kinetic®, Biotronik, Suica); DES: stent farmacolégico (Orsiro®, Biotronik,
Suica). VSMC: células musculares lisas de aorta humana.
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3.3 Cocultura celular

Técnica de cultivo in vitro de uma mistura de tipos celulares, a cocultura permite
interacGes sinérgicas ou antagonicas entre os tipos celulares, fundamentais na diferenciacao
celular, indugao de apoptose e sinalizagao celular. Os contatos primarios célula-a-célula sdo o
principal meio de interacdo entre as células e a conexao com o microambiente. As jungdes
intercelulares podem ser um alvo para a terapia e assim reconstituir in vitro mecanismos de
mimetismo para a compreensao dos processos fisiopatoldgicos.

O procedimento experimental adotado neste estudo foi estabelecido a partir de uma
curva de crescimento celular obtida em diferentes concentrag¢des das células musculares lisas
de aorta humana e células endoteliais humanas. Utilizamos dois modelos de cocultura, onde
sumariamente, em um deles a concentragdo das células musculares lisas foi maior (Modelo—
1) e no outro a concentracgdo de células endoteliais foi a predominante (Modelo-Il). Em grupos
especificos pré-determinados acrescentamos soro rico em plaquetas (vide delineamento do
estudo) no volume de 60 UL por poco da placa de cultura de 24 pocos.

A concentracdo celular utilizada na cocultura Modelo—I (usada nos grupos 4 e 6) das
células musculares lisas de aorta humana foi de 0,5 x 10° células/mL, enquanto a concentragido
das células endoteliais humanas foi de 0,062 x 10° células/mL. A concentracdo celular utilizada
na cocultura Modelo-Il (usada nos grupos 3 e 5), entre células endoteliais humanas foi de 0,5
x 10° células/mL, enquanto as concentra¢des das células musculares lisas humanas foi de
0,062 x 10° células/mL. As passagens de cultivo celular utilizadas neste experimento foi a
sétima passagem para as células musculares lisas de aorta humana e a terceira passagem para
as células endoteliais. Figuras 10 a 14.

As analises do comportamento de crescimento e alteragGes de danos causados pela
presenca do stent convencional e o stent farmacolégico contendo sirolimo, e em condicdes
com meio suplementado com plasma rico em plaquetas foram avaliadas apds 24 e 48 horas

de exposicdo na presenca ou auséncia do stent.
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HUVEC
0,5X10°

HUVEC
0,5X10°

o

. Vermelho: células VSMC isoladas . Cinza: co-cultura Modelo Il Com BMS
Amarelo: células HUVEC isoladas . Verde: co-cultura Modelo Il com DES

. Azul: co-cultura Modelo Il sem stent

Figura 10- Cocultura Modelo-I, Grupo 4. Placa de cultura de 24 pogos com as células distribuidas da
seguinte maneira: pocos em vermelho: células VSMC na concentracdo de 0,5 x 10°
células/mL; pocos em amarelo: células HUVEC na concentracdo de 0,5 x 10° células/mL;
pocos em azul: cocultura de células Modelo-lI sem stent (controle); pocos em cinza:
cocultura de células Modelo-I com BMS; e pocos em verde: cocultura de células Modelo-I
com DES. Foram constituidas duas placas nesse modelo, uma para avaliacdo em 24 horas e
outra para o periodo de tempo de 48 horas. Cocultura Modelo-l refere-se a maior
concentracdo de células VSMC em relacdo as células HUVEC (concentragdo utilizada de
VSMC foi 0,5 x 10° células/mL e de HUVEC foi 0,062 x 10° células/mL); VSMC: células
musculares lisas de aorta humana; HUVEC: células endoteliais humanas; BMS: stent
convencional; DES: stent farmacoldégico.
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HUVEC
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. Vermelho: células VSMC isoladas . Cinza: co-cultura Modelo Il Com BMS
Amarelo: células HUVEC isoladas . Verde: co-cultura Modelo Il com DES

. Azul: co-cultura Modelo Il sem stent

Figura 11- Cocultura Modelo-II, Grupo 3. Concentracdo utilizada de HUVEC foi 0,5 x 10° células/mL e
de VSMC foi 0,062 x 10° células/mL. Placa de cultura de 24 pocos com as células distribuidas
da seguinte maneira: pocos em vermelho: células VSMC na concentracdo de 0,5 x 10°
células/mL; pocos em amarelo: células HUVEC na concentra¢do de 0,5 x 10° células/mL;
pocos em azul: cocultura de células Modelo-lI sem stent (controle); pocos em cinza:
cocultura de células Modelo-I com BMS; e pocos em verde: cocultura de células Modelo-I
com DES. Foram constituidas duas placas nesse modelo, uma para avaliacdo em 24 horas e
outra para o periodo de tempo de 48 horas. Cocultura Modelo-ll refere-se a maior
concentracdo de células HUVEC em relacdo as células VSMC (concentragdo utilizada de
HUVEC foi 0,5 x 10° células/mL e de VSMC foi 0,062 x 10° células/mL); VSMC: células
musculares lisas de aorta humana; HUVEC: células endoteliais humanas; BMS: stent
convencional; DES: stent farmacoldégico.
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vsmc DES HUVEC
0,5x10° PRP 0,062 x 10°
Modelo -1
Grupo 6 vsSMmcC DES HUVEC
0,5x10° PRP 0,062 x 10°
BMS
Modelo - 1I PRP 0,062 x 10°
Grupo 5
DES BMS VvsMc
PRP PRP 0,062 x 10°
Amarelo: células VSMC na concentragao 0,5 x 10° cél/mL . Marom: células HUVEC na concentracdo 0,5 x 10° cél/mL
. Roxo: co-cultura Modelo-I controle 0 Laranja: co-cultura Modelo-Il controle
Azul-claro: co-cultura Modelo-I com DES e PRP . Azul-escuro: co-cultura Modelo-Il com DES e PRP
. Preto: co-cultura Modelo-I com BMS e PRP Rosa-claro: co-cultura Modelo-Il com BMS e PRP
@ Rosa: células HUVEC na concentragao 0,062 x 10° cél/mL . Vermelho: células VSMC na concentragéo 0,062 x 10° cél/mL

Figura 12- Cocultura com PRP a 10% (Modelos-I e Il, Grupos 4 e 5). Placa de cultura de 24 pogos (uma
das fileiras esta ausente porque nao foi utilizada) com as células distribuidas conforme
legenda de cores acima. Foram constituidas duas placas nesse modelo, uma para avaliagdo
em 24 horas e outra para o periodo de tempo de 48 horas. Cocultura Modelo-I refere-se a
maior concentragao de células VSMC em relagdo as células HUVEC (concentragdo utilizada
de VSMC f0i 0,5 x 10° células/mL e de HUVEC foi 0,062 x 10° células/mL); Cocultura Modelo-
Il refere-se a maior concentragdo de células HUVEC em relagdo as células VSMC
(concentracdo utilizada de HUVEC foi 0,5 x 10° células/mL e de VSMC foi 0,062 x 10°
células/mL); PRP: soro rico em plaquetas a 10%; VSMC: células musculares lisas de aorta
humana; HUVEC: células endoteliais humanas; BMS: stent convencional; DES: stent
farmacoldgico.
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Figura 14 - Foto da placa de cultura das coculturas Modelo-I e Modelo-Il e nos grupos 5 e 6.
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3.4 Curva de crescimento

A fim de estabelecer as concentragdes celulares ideais dos diferentes tipos celulares
utilizados nos dois modelos das coculturas empregados nos experimentos, realizamos
diversas proporgcdes entre as concentragbes celulares das células endoteliais humanas e
células musculares lisas de aorta humana, e entdo as concentracdes das células foram
ajustadas a partir da quantificagdo da curva de crescimento entre essas duas células,
representada na Figura 15. A proporgao estabelecida com maior grau de significancia foi 1:8
para os ambos tipos celulares, ou seja, nessa proporcdo hd um aumento significativo na area
de crescimento e proliferacdo dessas células. A proporcdo de 1:8 representa 0,5 x 10° cél/mL
e 0,062 x 10° cél/mL.

Portanto, no Modelo-I de cocultura, utilizamos uma base de células musculares lisas
de aorta humana na concentracdo de 0,5 x 10> cél/mL acrescido de células endoteliais
humanas na concentrac¢io de 0,062 x 10° cél/mL. No Modelo-Il de cocultura, utilizamos uma
base de células endoteliais humanas na concentragdo de 0,5 x 10° cél/mL e células musculares
lisas de aorta humana na concentrac¢do de 0,062 x 10° cél/mL.

Vide Figura 15 para curva de crescimento celular para estabelecimento das

concentragoes dos diferentes tipos celulares nos modelos de cocultura.
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Figura 15 -
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Curva de crescimento celular. Realizada para estabelecimento das concentragdes dos
diferentes tipos celulares nos modelos de cocultura. (A) Representa o modelo de
cocultura com base constituida por células musculares lisas de aorta humana (Modelo-l).
A proporc¢do de 1:8 foi onde houve maior estimulo das células musculares lisas de aorta
humana pelas células endoteliais. Essa proporgado consiste em células musculares lisas de
aorta humana na concentra¢do de 0,5 x 10° cél/mL acrescido de células endoteliais
humanas na concentracdo de 0,062 x 10° cél/mL. (B) Representa o modelo de cocultura
com base constituida por células endoteliais humanas (Modelo-Il). A propor¢ao de 1:8 foi
onde houve maior estimulo das células endoteliais pelas células musculares lisas de aorta
humana. Essa proporc¢do consiste em células endoteliais humanas na concentra¢do de 0,5
x 10° cél/mL acrescido de células musculares lisas de aorta humana na concentracdo de
0,062 x 10° cél/mL. Grau de significancia estatistica *** p < 0,001.
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3.5 Soro rico em plaquetas (PRP) a 10%

As plaquetas, estruturas anucleadas que circulam no sangue periférico, sdo pequenos
fragmentos citoplasmadticos, anucleados, derivados de células da medula dssea, os
megacariocitos, e possuem uma meia vida de sete a dez dias. Na formag¢do das plaquetas,
minusculas por¢cdes do citoplasma separam-se das regides periféricas dos megacaridcitos
através de grandes canais de demarcacgao plaquetaria. As plaquetas participam ativamente no
processo de reparo das feridas, sendo as primeiras células presentes no local do trauma. Um
megacariocito pode originar duas a trés mil plaguetas. Contem no seu citoplasma granulos
com uma grande concentracdo em proteinas. O aumento de sua producdo resulta na
proliferacdo e diferenciacdo celular e no aumento da producdo da matriz extracelular,

ajudando também na coagulacdo sanguinea.”*

A preparacao do plasma rico em plaquetas (PRP) se da por meio de um procedimento
simples, que é a centrifugacdo do sangue total anticoagulado, sob condi¢Ges controladas,
obtida pela sequestracdo e concentracdo por gradiente de densidade. Esta centrifugacdo visa
obter um plasma com a maior concentracao de plaquetas quando comparada com a contagem
basal do sangue periférico, permitindo a separacdo de plasma com elevado nimero de
plaquetas, rico em PDGF (Fator de crescimento derivado de plaquetas), TGF-a (Fator de
crescimento de transformacdo) e TGF-b, entre outros fatores. Tem aplicacdo em areas
multidisciplinares, mostrando resultados promissores especialmente na regeneracao tecidual
e na cicatrizacdo, por ser considerado um agente catalisador no processo de reparo. Diversos
estudos na literatura demonstram que os fatores de crescimento derivados das plaquetas sdo
0s principais responsdveis pela aceleracdo da regeneracdo tecidual e outros efeitos
terapéuticos do PRP, sendo que se destaca, entre os fatores de crescimento presentes no PRP,
o PDGF considerado iniciador universal da maior parte do processo de cicatriza¢do.>

As plaguetas conseguem excretar variados tipos de fatores de crescimento através da
degranulacdo plaquetaria e existentes no plasma rico em plaquetas: fator de crescimento
derivado das plaquetas (Platelet derivated growth factors — PDGF), fator transformador do
crescimento b (Transforming growth factors — TGF-b), fator de crescimento semelhante a
insulina (Insulin-like growth factor 1), fator de crescimento endotelial vascular (Vascular

endothelial growth factor — VEGF); fator de crescimento epitelial (Epithelial growth factor
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— EGF); fator de angiogénese derivado da plaqueta (Platelet-derived angiogenesis factor) e

fator plaquetdrio 4 (Platelet factor 4 — PF-4).>°

A cocultura com PRP a 10% foi realizada da seguinte forma: as células foram colocadas
em cultura com soro fetal bovino a 10% por 24 horas; apds a confluéncia de 90% o meio foi
removido e substituido por meio sem soro fetal bovino; 24h apds as células foram cultivadas

com meio com 10% de PRP e 24 horas ap0s as células foram tratadas.

3.6 Stents utilizados e seu manuseio

No presente estudo foram utilizados dois tipos de stent, convencional e farmacoldgico,
gentilmente doados pela Biotronik AG, Bilach, Switzerland.

O stent convencional utilizado foi o PRO-Kintetic Energy®, um sistema de stent
coronario de cromo cobalto (CoCr) que consiste em um stent expansivel por baldo pré-
montado em um sistema de entrega de troca rapida. E feito de uma liga de cobalto-cromo (L-
605) e é revestido com uma camada fina de carbeto de silicio amorfo (proBIO). Suas hastes
sdao ultrafinas e possuem espessura de 60 um. Existem dois modelos diferentes de stents:
pequeno (diametro interno de stent de 2,25 a 3,0 mm) e médio (diametro interno de stent de
3,5 a4,0 mm). O sistema de entrega é um cateter de angioplastia transluminal percutanea de
troca rapida com um comprimento de 140 cm e com uma Unica entrada para conectar um
dispositivo de insuflacdo para inflar e desinflar o baldo. O cateter possui um revestimento
hidrofébico na superficie externa do eixo proximal e um revestimento hidrofilico na superficie
externa do eixo distal. O limen do fio-guia comeca na ponta do sistema de distribuicdo e
termina na porta de saida do fio-guia, a 29 cm da extremidade distal. O sistema de stent é
compativel com os fios-guia de 0,014” (0,36 mm) de diametro e guiam os cateteres com um
didmetro interno de > 0,056” (1,42 mm).

O stent farmacologico utilizado foi o Orsiro®, um sistema de stent coronario de cromo
cobalto (CoCr) com hastes ultrafinas de de 60 um, que consiste em um stent expansivel por
baldo pré-montado em um sistema de entrega de troca rapida. E feito de uma liga de cobalto-
cromo (L-605) e é revestido com uma camada fina de carbeto de silicio amorfo (proBIO) com
revestimento de polimero de acido poli-L-lactico biorreabsorvivel que elui o farmaco

antiproliferativo sirolimo, na concentracdo de 1,4 ug/mm?2. Existem dois modelos diferentes
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de stents: pequeno (didametro interno de stent de 2,25 a 3,0 mm) e médio (didmetro interno
de stent de 3,5 a 4,0 mm). O sistema de entrega é um cateter de angioplastia transluminal
percutanea de troca rdpida com um comprimento de 140 cm e com uma Unica entrada para
conectar um dispositivo de insuflagdao para inflar e desinflar o baldo. O cateter possui um
revestimento hidrofdbico na superficie externa do eixo proximal e um revestimento hidrofilico
na superficie externa do eixo distal. O lumen do fio-guia comeg¢a na ponta do sistema de
distribuicdo e termina na porta de saida do fio-guia, a 29 cm da extremidade distal. O sistema
de stent é compativel com os fios-guia de 0,014” (0,36 mm) de didametro e guiam os cateteres
com um didmetro interno de > 0,056” (1,42 mm).

Para ajustar o comprimento dos stents de forma que fosse possivel fisicamente
adiciona-los nas placas de cultura de 24 pocgos, que possuem um diametro de 10 mm, e
também garantir que todos os pocos recebessem a mesma dosagem do sirolimo, para os
grupos 3 e 4 (com o Modelo-I e Modelo-Il respectivamente, vide tépico “Delineamento do
Estudo”) do experimento, cortamos os stents dos diferentes didmetros e comprimentos para
que ndo ultrapassassem os 10 mm que 0s pogos comportam e que mantenham a mesma carga

do farmaco.
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Utilizamos a seguinte féormula de célculo de area do cilindro (Figura 16):
A=h (2rr)+2mr?

Onde temos: (A) area do cilindro, (h) altura e (r) raio.

Como o stent trata-se de uma estrutura vazada, desconsideramos a ultima parte da
formula (2 1t r?) que diz respeito aos cilindros sélidos, e utilizamos apenas a primeira parte [A=

h (2nr)] para cdlculo da area dos stents (Figura 16).

2mr
<4+“——>

) )

Figura 16- llustracdo da formula do cdlculo da 4rea do stent. Realizado como pré-requisito para
padroniza¢do da dose do sirolimo contido em cada stent farmacolégico que os respectivos
pocos de cultura receberam, nas coculturas dos diversos modelos e periodos de tempo do
experimento. Onde A: drea do cilindro, h: altura e r: raio.
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O comprimento maximo do stent considerado possivel para ser adicionado no pogo da
placa de 24 pocos que possui 10 mm de didmetro foi 09 mm, para que houvesse certa margem
de folga no manuseio do material. Calculamos a partir do stent de mais fino calibre que fez
parte da nossa amostra que é o de didmetro 2,25. Tomemos como exemplo o stent
farmacoldgico Orsiro® 2,25 x 40 mm onde temos um raio de 1,125 mm e comprimento de 40
mm (equivalente a altura do cilindro), a drea do cilindro calculada através da férmula acima é
281,2 mm?, e o stent Orsiro® como descrito acima possui 1,4 ug de sirolimo/mm?2, em 09 mm
desse stent ha 63,27 ug de sirolimo. Sendo assim, foi padronizado que cada pogo de cultura
celular designado para receber stent farmacoldgico, o faria com os comprimentos ajustados
para 63,27 pg de sirolimo.

Nos grupos 5 e 6, Modelo-I e Modelo-Il com soro rico em plaquetas, utilizamos stetns
farmacolégicos com mesmo diametro e com um comprimento menor (4,5 mm de
comprimento), dessa forma cada pogo de cultura nesses grupos recebeu 38,85 g de sirolimo.

Os stents utilizados nos experimentos foram manuseados da seguinte forma: retirados
do invdlucro plastico de protecao no qual vem acondicionados dentro da capela de fluxo
laminar com todas as medidas antisépticas, liberados do baldo carreador da extremidade
distal através da insuflagdo com mandémetro na pressao nominal, cortados nas medidas pré-
definidas com uso do paquimetro digital e tesoura estéril, e por ultimo, adicionados nos pocos

das placas de cultura. Figura 17.
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Figura 17 - Manuseio dos stents utilizados nos experimentos. (A a D): os stetns foram retirados do
involucro plastico de protecdo no qual vem acondicionados dentro do fluxo laminar com
todas as medidas anti-sépticas; (E e F) insuflagdo com mandémetro para liberagdo na na
pressdo nominal; (G e H) liberados do baldo carreador da extremidade distal;
posteriromente foram cortados nas medidas pré-definidas com uso do paquimetro digital
e tesoura estéril e adicionados nos pogos das placas de cultura (etapa ndo representada
nas fotos).
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3.7 Concentracao de sirolimo ajustada pelo niimero de células por pogo de cultura

Como exposto previamente nos tépicos referentes a cada etapa do experimento (vide
Materias e Métodos “Monocultura” e “Cocultura”), os pogos de cultura celular receberam
diferentes tamanhos de stent farmacolégico, por conseguinte, diferentes doses de sirolimo. O
stent farmacoldgico utilizado nesse experimento, como também ja foi exposto previamente
(vide Materiais e Métodos “Stents Utilizados e seu Manuseio”), elui o farmaco
antiproliferativo sirolimo, na concentragdo de 1,4 ug/mm?2.

Na monocultura de células endoteliais humanas (grupo 1), cada poco recebeu 1 mL de
célula na concentracdo 2 x 10° células/mL totalizando 2 x 10° células por poc¢o (14 vezes mais
células que nos experimentos da cocultura, vide no paragrafo a seguir). No experimento de
24 horas o tamanho do stent utilizado foi 0 4,0 x 22 mm, com uma dose de sirolimo de 276
ug, ajustando para a quantidade de células por pogo em relagdo a cocultura, temos uma dose
de 19,38 ug). No experimento de 48 horas os tamanhos dos stents utilizados foram 3,5 x 09
mm e 4,0 x 09 mm, com uma dose de sirolimo de 98,91 um e 254,34 ug respectivamente,
ajustando para a quantidade de células por poco em relagdo a cocultura, temos doses de 6,94
ug e 17,86 pug. Na monocultura de células musculares lisas de aorta humana (grupo 2), no
experimento de 24 horas o tamanho do stent utilizado foi 0 4,0 x 30 mm, com uma dose de
sirolimo de 376 ug, ajustando para a quantidade de células por pogo em relagao a cocultura,
temos uma dose de 26,41 ug. No experimento de 48 horas os tamanhos dos stents utilizados
foram 4,0 x 15 mm e 4,0 x 26 mm, com uma dose de sirolimo de 188,4 ug e 326,56 ug
respectivamente, ajustando para a quantidade de células por pogo em relagdo a cocultura,
temos doses de 13,23 pug e 22,94 pug.

Nas coculturas Modelo-I e Modelo-1l sem o soro rico em plaquetas (grupos 3 e 4), em
cada poco foi adicionado 0,25 mL de célula na concentracdo de 0,5 x 10° células/mL da célula
base do modelo em questdo mais 0,25 mL de célula na concentracdo de 0,062 células/mL da
célula diluida do modelo em questdo (no Modelo-I a célula base é VSMC e a célula diluida foi
a HUVEC enquanto que no Modelo-Il a célula base é HUVEC e a célula diluida foi a VSMC),
totalizando 0,5 mL em cada poco. Quando adicionamos no poco de cultura 0,25 mL de uma
concentracdo celular de 0,5 x 10° células/mL, equivale a termos adicionado 0,125 x 10°
células. Acrescentamos no poco de cultura 0,25 mL de uma concentracdo celular de 0,062 x

10° células/mL, o que equivale a termos inserido 0,0155 x 10° células. Somando-se os dois
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temos que cada poco das coculturas recebeu 0,5 mL com 0,1405 x 10° células. Os tamanhos
dos stents foram ajustados para que cada pogo recebesse 63,27 ug.

Nas coculturas Modelo-I e Modelo-Il com soro rico em plaquetas (grupos 5 e 6) as
concentragdo e quantidade celular foram as mesmas que a descrita acima nos Modelo-I e
Modelo-Il grupos 3 e 4, porém foi adicionada nos po¢os de cultura stents farmacoldgicos com
o mesmo diametro de 2,75 mm e cortados o comprimento em 4,5 mm para cada pogo,

totalizando uma dose de sirolimo de 38,85 pg. Vide Tabela 1.
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3.8 Avaliac¢ao da citotoxicidade pelo método colorimétrico do MTT e determinagao da ICso

O teste colorimétrico MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-1)2,5-difeniltetrazdlio brometo]
(Sigma Aldrich Céd. M2128) é empregado em triagem inicial para a identificagdo de compostos
com atividade citotdxica. Este ensaio de reducdo de tetrazdlio é baseado na quantidade de
cristais de formazan formados, mensurados através do registo das alteragGes de absorbancia
a 540 nm. As células com metabolismo ativo convertem MTT em cristal de formazan que
possui coloragao roxa. Quando as células estao invidveis, perdem a capacidade de converter
MTT em formazan. O mecanismo que permite avaliar a viabilidade celular envolve a atividade
das enzimas NADH e NADPH presentes no citoplasma, e da enzima succinato desidrogenase,
localizada nas mitocondrias. Porém, este teste nao discrimina o tipo de mecanismo envolvido
na reduc3o da viabilidade celular. >’

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste colorimétrico do MTT. As células endoteliais
na segunda passagem e as células musculares lisas na sexta passagem foram plaqueadas em
placas separadas em octoplicata na densidade de 2 x 10 células por poc¢o, em placas de 96
pocos e cultivadas por 24 horas em estufa contendo 5% de CO2 a 37°C, para adaptacdo das
células. Apds o periodo de incubagdo de 24 horas, as células foram tratadas durante 24 e 48
horas com everolimo nas concentra¢des de 0,09; 0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25;
50 e 100 uM. Oito pogos em cada placa ndo foram tratados com o farmaco para constituir a
populacdo de células de controle. Apds o tratamento com o everolimo, o sobrenadante foi
recolhido e armazenado em outra placa de 96 pogos sob refrigeracdao de -202 C. Nas placas
tratadas foram adicionados 10 uL de MTT (5 pug/ml) e 90 uL de meio de cultura incompleto em
cada poco e em seguida incubadas por 3 horas no escuro a 372C. Apds este periodo, 0 meio
foi removido e acrescentado 150 pL do solvente metanol para dissolver os cristais de
formazan, e na eluicdo com o metanol a célula libera cor amarela para o meio. A quantificacao
da absorbancia foi realizada em espectofotémetro para microplacas (leitor de ELISA -
ThermoPlate®) com comprimento de onda de 540nm e filtro de referéncia de 630 nm, capaz
de detectar a cor amarela em todos seus espectros, desde o incolor até o amarelo intenso, na
dependéncia da quantidade de células vidveis na amostra. Os resultados expressaram a
porcentagem média de células vidveis. O valor da média da densidade dptica do grupo
controle foi considerado 100% de viabilidade celular e os resultados dos demais grupos

experimentais foram comparados a esse valor.
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Para a determinacdo da concentracdo inibitdria (ICsp), os dados obtidos da densidade
Optica foram normalizados em relagdo ao grupo controle de células ndo tratadas (100%) e
posteriormente calculada a equacdo da reta considerando-se o valor da concentracdao molar
na funcdo logaritmica (log[x] uM) através de regressao ndo linear utilizando o programa

GraphPad Prism™ 5 (La Jolla, California, EUA), e os valores foram expressos em pM.

3.9 Determinagao de produtos da peroxidagao de lipidios polissaturados

No processo de respiracdo celular, a reducdo do oxigénio pode gerar espécies reativas
ao oxigénio. Em situacdes de equilibrio as espécies reativas ao oxigénio sdao neutralizadas
pelos antioxidantes, porém em algumas situa¢ées pode ocorrer um desequilibrio entre as
formas oxidantes e antioxidantes, gerando o estresse oxidativo. Todos os componentes
celulares sdo suscetiveis a acdo das espécies reativas ao oxigénio frente ao estresse, porém a
membrana celular é um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacdo lipidica, que
acarreta alterag¢des na sua estrutura e permeabilidade.

O processo de peroxidacao lipidica é iniciado pela reacdo de um radical livre com um
acido graxo insaturado e propagado por radicais peroxilas, resultando na formacdo de
hidroperdxidos lipidicos e aldeidos, tais como o malondialdeido, 4-hidroxinonenal e
isoprostanos, que podem ser detectados em amostras bioldgicas e utilizados para avaliar o
estresse oxidativo da célula, ou seja, podem ser utilizados como indicadores da acao dos
radicais livres no organismo.>®

O malondialdeido (MDA, C3 Hs 0O2), é um dialdeido formado como um produto
secundario durante a oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados por cisdo beta dos acidos
graxos poli-insaturados peroxidados, principalmente o dcido araquidonico. O MDA é volatil,
possui baixo peso molecular (C3H402 — PM = 72,07), tem uma cadeia curta 1, 3-dicarbonil e é
um d4cido moderadamente fraco (pKa — 4,46). Possui acdo citotdxica e genotodxica,

encontrando-se em niveis elevados em algumas patologias ao estresse oxidativo.

A quantificacdo de MDA nos sistemas bioldgicos é um parametro importante para
avaliacdo do estresse oxidativo celular, sendo amplamente utilizada como um marcador do
dano oxidativo em moléculas lipidicas. O método foi introduzido por Yagi®® e tem sido

vastamente empregado, e o principio consiste na reagdo do MDA com o acido tiobarbiturico
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(TBA). A taxa de lipoperoxidagdo das células foi medida utilizando a técnica de Ohkawa et al.
(1979),%° que se baseia na formacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS),
predominantemente o malondialdeido (MDA), que em condi¢des apropriadas de incubacao
(meio acido e aquecimento), reage eficientemente com uma variedade de agentes
nucleofilicos, dentre eles o acido tiobarbiturico (TBA), para produzir cromégenos com alta
absortividade molar no espectro visivel. A sua condensag¢ao com o acido tiobarbiturico (TBA)
origina produtos de coloracdo rosa coloracdo rosa que podem ser determinados por
espectrofotometria em comprimento de onda ajustado para 535 nm. O aumento de espécies
reativas ao acido tiobarbiturico é uma evidéncia indireta da intensa producdo de radicais

livres. 61

Embora esse método ainda seja amplamente utilizado, ele ndo é especifico para
deteccdo dos produtos da peroxidacao lipidica, uma vez que quantifica a soma das diferentes
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). Dessa forma, os valores de TBARS
incluem interferentes provenientes da rea¢cdao do TBA com outras substancias presentes na
amostra, como por exemplo, carboidratos e proteinas.

Utilizando-se essa técnica foi possivel avaliar a degradac¢ao oxidativa de acidos graxos
presentes em sobrenadante das culturas celulares recolhido dos(as):

- teste colorimétrico do MTT em 24 e 48 horas;

- monocultura de células endoteliais humanas e de células musculares lisas de aorta humana
na presenca de stens convencionais ou farmacolégicos em 24 e 48 horas;

- cocultura de células endoteliais humanas e de células musculares lisas de aorta humana na
presenca de stens convencionais ou farmacoldgicos em 24 e 48 horas;

- cocultura de células endoteliais humanas e de células musculares lisas de aorta humana com
soro rico em plaquetas na presenca de stents convencionais ou farmacolégicos em 24 e 48
horas.

Foram realizadas aliquotas de 100 pl do sobrenadante das culturas primarias de cada
amostra celular conforme descrito acima, nos intervalos de 24 e 48 horas. Duas séries de tubos
(A e B) devidamente marcados, foram preparados com 200 pl de 4cido tricloroacético 20% -
TCA (Sigma Aldrich Céd. T4885) em A e 200 ul de TBA contendo TCA (acido tiobarbiturico
0,86% - 59 mM [Sigma Aldrich Céd. S388033]) em B. As amostras foram mantidas por 20min

em banho-maria a 100 °C. Apds este periodo os tubos correspondentes de TCA e TBA/TCA
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foram imediatamente imersos em banho-de-gelo por 20 min e submetidos a centrifugacao a
8000 rpm durante 4 min. Foram retirados 100 ul do sobrenadante de cada amostra e
acondicionados em placa de 96 pocos, que foi utilizado para a quantificacdo das TBARS. As
leituras foram realizadas em espectrofotbmetro para microplacas, leitor de ELISA

(ThermoPlate), com comprimento de onda ajustado para 535 nm.

O célculo da taxa da lipoperoxidacdo foi realizado subtraindo os valores do branco de
cada série. A absorbancia média da série de TCA foi obtida pela diferenca da absorbancia da
TCA/TBA e dividindo pelo coeficiente molar do malondialdeido (MDA), conforme a expressao

matematica que segue:

LPO=(média da absorbancia TCA — branco)-(média da absorbancia TCA/TBA — branco)x5

0,0312 — coeficiente molar (MDA)

Onde: TCA = &cido tricloroacético 20%; TBA = Acido Tiobarbitirico 20%; MDA =

malondialdeido.

Os valores foram expressos em nmoles de MDA/mL formado no sobrenadante das

culturas celulares.

3.10 Analise das fases do ciclo celular por citometria de fluxo

A citometria de fluxo é um recurso que permite uma andlise rapida, objetiva e
guantitativa de células em suspensado. As células da amostra em suspensdo sdo marcadas com
anticorpos monoclonais especificos ligados a fluorocromos, que permitem a identificacdo e a

quantificacdo de células pelo tamanho, granulosidade e intensidade de fluorescéncia.®?

As células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana foram
plagueadas nas placas de cultura conforme o tipo de cultura e nas seguintes concentragdes,

também de acordo com o tipo de cultura descrito no delineamento experimental.
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Ap0ds a deprivagao do soro fetal bovino por 24 horas, as células foram tratadas com
stent convencional ou farmacolégico, na presenca ou nao de soro rico em plaquetas a 10%,
durante 24 e 48 horas. Apds o tratamento as células foram ressuspendidas em 300 uL de
solucdo de tripsina (Sigma Aldrich Céd. T3924) a 0,2% a 372C e bloqueada com a adi¢do de
meio de cultivo completo com soro fetal bovino (SFB 20%). Em seguida, as células foram
centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm, e o botao celular ressuspendido em 1 mL de “Cold
GM” (glicose 6,1 mM; NaCl 137 mM; KCl 4,4 mM; 14 Na2HPO4 1,5 mM; KH2PO4 0,9 mM;
EDTA 0,5 mM). Em seguida, adicionou-se lentamente etanol absoluto (42C) sob agitacdo. As
células foram fixadas por 30 minutos. Apds este periodo, foram centrifugadas e
ressuspendidas em 200 pL de tampdo FAC’s Flow, 10 pL de Triton X, 10 pL de iodeto de
propidio (P1) (50ug/ml, Sigma®) e 1 uL de RNase-A (0,3mg/ml - Sigma®). As células foram
mantidas a temperatura ambiente durante 1 hora, no escuro. A leitura foi realizada por
citometria de fluxo no citobmetro FACS Calibur™ (Becton Dickinson Immunocytometry, San
Jose, CA, EUA), no canal de fluorescéncia FL2-H (Alexa Fluor 488), e as fases do ciclo celular
(DNA fragmentado ou sub-G1, GO/G1, fase S e G2/M) foram analisadas utilizando-se o
programa Cell-Quest. Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o programa
WinMDI 2.8. Os valores foram expressos em porcentagem média de células distribuidas nas

diferentes fases do ciclo celular.

3.11 Andlise da expressao de marcadores celulares envolvidos nas vias de apoptose e

controle de proliferagao celular por citometria de fluxo

3.11.1 Marcadores celulares utilizados

A andlise da expressao de marcadores celulares envolvidos nas vias de apoptose e
controle de proliferacao celular foi realizada estudando o perfil de expressdo dos marcadores
caspase-3, PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular), p-27 e ciclina D1. Foram também
realizadas as determinacdes de marcadores envolvidos no processo inflamatério ICAM-1, IL-1

beta, TNF-DR4, VEGF-R1 (angiogénese), IL-6 e MCP-1.
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3.11.11 Caspase 3

A apoptose é mediada por uma cascata proteolitica intracelular. Uma célula que sofre
apoptose morre de modo “limpo”, sem danificar as suas vizinhas, como quando uma célula
morre como resultado de uma doenca aguda. Nessa ultima situacdo, em geral as células se
incham e arrebentam, derramando todo o seu conteudo sobre suas vizinhas, um processo
chamado de necrose celular, que aciona uma resposta inflamatdéria potentemente danosa. Em
contraste, uma célula que sofre apoptose se enruga e condensa, o citoesqueleto colapsa, o
envelope nuclear se desmonta, e o DNA do nucleo se quebra em fragmentos. O mais
importante, a superficie da célula é alterada de modo que ela imediatamente atrai células
fagociticas, geralmente células fagociticas especializadas, os macroéfagos, que engolfam a
célula em apoptose antes que ela derrame seu conteldo. Essa remocdo rapida da célula
morrendo evita as consequéncias danosas da necrose celular e também permite que os

componentes organicos da célula em apoptose sejam reciclados pela célula que a ingere.%3

A maquinaria responsdvel pela apotose nas células animais envolve a familia caspase
de proteinas. As caspases sao produzidas como precursores inativos chamados de pro-
caspases, e sdao normalmente ativadas por clivagem proteolitica em resposta a sinais que
induzem apoptose. As caspases ativadas clivam e assim ativam outros membros da familia das

pré-caspases, resultando em uma cascata proteolitica cada vez maior. 83

3.11.1.2 PCNA

O antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) foi descrito como marcador da
atividade proliferativa, € encontrado no nucleo sendo um cofator da DNA polimerase delta
em células eucaridticas essencial para a replicacdo. O PCNA é um homotrimero e ajuda a
aumentar a processabilidade da sintese da cadeia principal durante a replicacdo do DNA, onde
atua como arcabouco para recrutar proteinas envolvidas na replicacdo do DNA, reparo do

DNA e remodelac3o da cromatina.®?
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3.11.1.3 p27

Dois grupos de inibidores das quinases dependentes de ciclina (CKIs) sdo dominantes
na biologia cardiovascular: a familia CIP/KIP, que inclui o p21, p27 e p57, e a familia INK4, que

inclui p15, p16, p18 e p19.

Os danos ao coragdo ou aos vasos sanguineos levam a um processo de remodelagao,
gue é adaptativo em condi¢cdes normais ou mal adaptativo em condicdes fisiopatoldgicas de
doenca. Em resposta a estimulos fisioldgicos, as células da musculatura lisa vascular na
camada média proliferam e migram para dentro da camada intima, para formar uma lesado

vascular de multiplas camadas ou neointima.

Normalmente esse é um processo autolimitado que resulta em uma lesdo vascular
bem cicatrizada e na preservacao do fluxo sanguineo luminal. Em certas doencas vasculares,
entretanto, a proliferacdo de células da musculatura lisa vascular se torna excessiva, levando
a uma lesdo patoldgica no vaso sanguineo, a qual por sua vez produz sintomas clinicos. Essas
doengas sdao frequentemente caracterizadas por inflamag¢ao local ou sistémica, a qual
exacerba a resposta proliferativa das células da musculatura lisa vascular. As CKlIs da familia
CIP/KIP sdo reguladoras importantes da remodelacdo tecidual da vasculatura. A p27 (Kip1) é
expressa constitutivamente em células da musculatura lisa vascular e nas células endoteliais
das artérias, e é regulada de forma negativa apds o dano vascular ou a exposicdo das células
da musculatura lisa vascular e células endoteliais a mitdgenos. Apds a explosao proliferativa,
as células da musculatura lisa vascular sintetizam e secretam moléculas de matriz extracelular,
as quais sinalizam para outras células da musculatura lisa vascular e células endoteliais,
levando a inducdo de p27 (Kip1) e p 21 (Cip1), e supressdo da ciclina E-CDK2. A expressdo de
CKlIs CIP/KIP leva a paralisagdo do ciclo celular e inibicdo da divisdo celular. A p27 (Kip1)
também é um importante regulador da inflamacdo tecidual através de seus efeitos da
proliferacdo dos linfocitos T. Na vasculatura, a p27 (Kip1) medeia o reparo vascular através de

sua regulac3o na proliferacdo, inflamac3o e células genitoras da medula éssea?.
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3.11.14 Ciclina D1

As proteinas essenciais nos pontos de controle do ciclo celular das células eucarioticas
sao as ciclinas e as quinases dependentes de ciclina (Cdks). As Cdks sdo complexos de
holoenzimas que contém subunidades ciclina reguladoras e subunidades Cdk cataliticas.
Quatro fases distintas do ciclo celular sdo reguladas por complexos ciclina- Cdk: fase G1, fase

S, fase G2 e fase M.%3

O controle do ponto de restricdo da fase G1 é mediado por duas CDKs, a quinases
dependentes de ciclina D e E. As ciclinas do tipo D (D1, D2 e D3), interagem de forma
combinatéria com dois “parceiros” cataliticos, Cdk-4 e Cdk-6, no inicio da fase G1, para
produzir pelo menos seis holoenzimas expressas em padrdes histoespecificos. A ciclina E entra
em um complexo com sua parceira catalitica Cdk-2 e colabora com as quinases dependentes
de ciclina D para completar a fosforilagao da proteina supressora do tumor de retinoblastoma
(Rb) mais tarde em G1, o que resulta no transito através do ponto de controle G1-S para fase

5.63

3.11.1.5 ICAM-1

Existem duas grandes familias de moléculas de adesao leucocitaria. Os membros da
superfamilia de imunoglobulinas incluem estruturas como a molécula de adesdo celular
vascular 1 (VCAM-1) e a molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1). Essa ultima molécula é
mais versatil que a primeira, tanto com os tipos de leucdcitos com os quais se liga como pela
sua ampla e constitutiva expressao em baixos niveis pelas células endoteliais em varias partes

da circulag3o.%*
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3.11.1.6 IL-1elIL-6

O processo inflamatdrio na parede endotelial é regulado por muitos mediadores que
sao secretadas tanto por células inflamatérias como por células da parede vascular. Sdo
chamados citocinas, tais como interleucinas (IL), quimiocinas, fatores estimulantes de col6nias
(CSF), fatores de necrose tumoral (TNF), interferons (IFN) e fatores transformadores de
crescimento (TGF). O termo quimiocinas refere-se a uma grande familia de citocinas
estruturalmente relacionadas, com propriedades de quimioatracao. Sao expressas por células
da parede vascular e por leucdcitos emigrados, interagem com receptores que ativam
proteinas e vias de sinalizacdo intra-celular. Suas propriedades sdo o recrutamento de

leucdcitos, interferem na homeostasia vascular e na formacio da célula espumosa.®®

3.11.1.7 TNF-DR4

Os receptores do fator de necrose tumoralsdo uma superfamilia
protéica de receptores de citocinas caracterizada pela capacidade de se ligar a fatores de
necrose tumoral (TNFs) através de um dominio rico em cisteina extracelular. Estdo
primariamente envolvidos na apoptose e inflamacdo, mas também podem participar de
outras vias detransducdo de sinal, como proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo. Os
receptores de TNF sdo expressos em uma ampla variedade celular, especialmente
em leucdcitos. As células endoteliais também expressam os receptores do TNF, pois é
conhecido que na patogénese da aterosrosclerose precoce a permeabilidade da camada
endotelial aumenta nos locais de predilecdo pela deposicdo das particulas de LDL. Essa
permeabilidade é mediada por citocinas, sendo aumentada pelo fator de necrose tumoral alfa

(TNF-a) e pelo interferon-gama (IFN-y).
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3.11.1.8 VEGF-R1

Os fatores de crescimento endotelial vascular (VEGFs) e receptores (VEGFRs) regulam
tanto a vasculogénese, o desenvolvimento de vasos sangiliineos de células precursoras
durante a embriogénese inicial, quanto a angiogénese, a formacdo de vasos sanguineos a
partir de vasos preexistentes em um estdgio posterior. A familia de genes VEGF contém pelo
menos 7 membros, enquanto a familia de genes VEGFR tem 3 a 4 membros dependendo da
espécie vertebrada. O VEGF-A e seus receptores VEGF-R1 e VEGF-R2 desempenham papéis

importantes na angiogénese fisioldgica bem como patoldgica.®’

O VEGF também é conhecido como fator de permeabilidade vascular (VPF), foi
originalmente descrito como um mitégeno especifico para células endoteliais. O VEGF é
produzido além das células endoteliais por muitos tipos de células, incluindo células tumorais,
macréfagos, plaquetas, queratindcitos, e células mesangiais renais. As atividades do VEGF ndo
se limitam ao sistema vascular; o VEGF desempenha um papel em funcdes fisioldgicas
normais, como a formacdo &ssea, hematopoiese, cicatrizacdo de feridas, e

desenvolvimento.t86°

3.11.1.9 MCP-1

A proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) (também chamada de quimiocina
ligante 2 - CCL2) é expressa principalmente por células inflamatdrias e células endoteliais. O
nivel de expressdao é regulado positivamente apds estimulos pré-inflamatérios e lesdo
tecidual. Uma das principais doencas na qual a MCP-1 desempenha papel importante na
patogénese é a aterosclerose, doenca progressiva que comeca com o acumulo de lipidios,
lipoproteinas e células imunes na parede arterial. O processo aterosclerdtico comeca pela
penetracdo de particulas circulantes ricas em apo-B por entre as células endoteliais, as quais
sdo retidas no espaco subendotelial e sofrem modificacdes oxidativas e enzimaticas. Estas
ativam o endotélio, que passa a produzir citocinas como a MCP-1 que atraem mondcitos para

o subendotélio. A interacdo entre moléculas de adesdo de mondcitos e células endoteliais

96



facilita a adesdo monocitaria do endotélio, sua fixacdo e, na sequéncia, sua penetracao para

regido subendotelial .®®

3.11.2 Descri¢ao da técnica laboratorial para analise da expressdao de marcadores celulares

por citometria de fluxo

Ap0ds os diferentes tratamentos das diversas culturas celulares, nos periodos de 24 e
48 horas, as células foram fixadas em tampao FAC’s Flow com paraformaldeido 4% por 1 hora.
Apds esse periodo as células foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos, o botdo celular
ressuspendido em tampao FAC’s Flow e as membranas permeabilizadas com Triton X-100
0,1%, por 30 minutos, a 4°C. Em seguida, adicionou-se 1 pg do anticorpo primario especifico
para as proteinas e receptores descriminados abaixo (Tabela 1). Apds 24 horas de incubacao,
adicionou-se o Alexa-Fluor® 488 (Life Technologies Cod. Z25402) com albumina do soro
bovino (BSA) 0,2%, por 24 horas, a 4°C protegidos da luz. Apds a ligagao especifica dos
anticorpos, as células foram lavadas e ressuspendidas em 200 uL de tampao FAC’s Flow. A
aquisicao dos eventos celulares foi realizada no citometro de fluxo Muse® Cell Analyzer (Merk
KGaA, Darmstardt, Germany) em intensidade de fluorescéncia FL-1 (Alexa Fluor 488). Os

resultados obtidos foram analisados utilizando-se o programa WinMDI 2.8.
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Tabela 2 - Anticorpos primarios especificos para proteinas e receptores utilizados na etapa de
analise da expressdao de marcadores celulares envolvidos nas vias de apoptose e
necrose por citometria de fluxo

Anticorpo primario Fabricante
VEGF-R1 AF-293-NA
p-27 sc-1641
MCP-1 sc-377082
TNF-DR4 ab13890
ICAM-1 R&D Systems BBA3

IL-1 sc-32294
IL-6 sc-57315
ciclina D1 sc-8396
caspase-3 ab13847
PCNA ab29

VEGF-R1: Receptor 1 para o fator de crescimento vascular endotelial; p-27: proteina p-27; MCP-1:
proteina quimiotatica de mondcitos-1; TNF-DR4: receptor 4 do TNF (fator de necrose tumoral); ICAM-
1: proteina quimiotatica de mondcitos-1; IL-1: interleucina 1; IL-6: interleucina-6; PCNA: antigeno
nuclear de células em proliferagao.

3.12 Anadlise estatistica

Os valores numéricos foram expressos em média + desvio padrdao (DP). A andlise estatistica
foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism™ 5. O nivel de significancia entre os
diferentes grupos de tratamento foi determinado pelo método ndo paramétrico de variancia
de ANOVA de um fator seguido do teste comparativo multiplo de TUKEY (0,5%). As
comparacoes foram consideradas ndo significativas (n.s.), significativas nos niveis: * p < 0,05,

**p<0,01e***p<0,001.
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4 Resultados
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4.1 Avaliagao dos aspectos morfoldgicos das culturas de células endoteliais humanas e
células musculares lisas de aorta humana tratadas com stents convencional e

farmacolégico

4.1.1 Avaliagao dos aspectos morfolégicos das monoculturas de células endoteliais humanas
e células musculares lisas de aorta humana tratadas com stents convencional e

farmacoldgico

O efeito dos stents convencionais e farmacolégicos na monocultura de células
endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana foi fotodocumentado em
todos os periodos de tratamento nas células endoteliais humanas e as alteragées morfoldgicas
observadas foram capturadas utilizando microscépio invertido Nikon Eclipse TS 100 e o
programa NIS-Elements F. As altera¢cdes em sua morfologia estdo evidenciadas nas Figuras 18

e 19.
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Figura 18- Fotomicrografia representativa das altera¢Ges celulares na monocultura com HUVEC e

VSMC 24h. (A) Células HUVEC controle: observa-se células justapostas com aspecto
epitelial com nucleo proeminente e central. Presen¢a de células em proliferagdo celular
(circulo vermelho); (B) células HUVEC com BMS. Células com aspecto epitelial com nucleo
proeminente e central com proje¢des e prolongamentos citoplasmares (seta preta); (C)
células HUVEC com DES: presenca de algumas células picndticas com aspecto de
sofrimento; (D) células VSMC controle. Observa-se observa-se células alongadas com
nucleo central, em destaque aspecto da densidade celular e presenca de células em divisdo
celular (seta preta); (E): células VSMC com BMS, sem altera¢do importante no aspecto
celular; (F) células VSMC com DES: observa-se pequena diminui¢do da densidade celular.
HUVEC: células endoteliais humanas; VSMC: células musculares lisas de aorta humana;
BMS: stent convencional; DES: stent farmacoldgico. Aumento de 20X. Magnificagao de 30X.
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Figura 19- Fotomicrografia representativa das altera¢6es celulares na monocultura com HUVEC e
VSMC 48h. (A) Células HUVEC controle: observa-se células justapostas com aspecto
epitelial com nlcleo proeminente e central; (B) células HUVEC com BMS: aspecto de
aumento da densidade celular com presenca de células em divisao (circulo vermelho); (C)
células HUVEC com DES: presenca de células em sofrimento e também mortas (setas
pretas); (D) células VSMC controle: observa-se observa-se células alongadas com nucleo
central, (E) células VSMC com BMS: ocorreu aumento da densidade celular; (F) células
VSMC com DES. HUVEC: células endoteliais humanas; VSMC: células musculares lisas de
aorta humana; BMS: stent convencional; DES: stent farmacoldgico. Aumento de 20X.
Magnificagdao de 30X.
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4.1.2 Avaliacdo dos aspectos morfoldgicos das coculturas de células endoteliais humanas e
células musculares lisas de aorta humana tratadas com stents convencional e

farmacoldgico

O efeito dos stents convencionais e farmacoldgicos na cocultura de células endoteliais
humanas e células musculares lisas de aorta humana foi fotodocumentado em todos os
periodos de tratamento nas células endoteliais humanas e as alteracdes morfoldgicas
observadas foram capturadas utilizando microscépio invertido Nikon Eclipse TS 100 e o
programa NIS-Elements F. As alteragdes em sua morfologia estao evidenciadas nas Figuras 20

a23.
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Figura 20- Fotomicrografia representativa das alteracdes celulares na cocultura Modelo Il na

presenca de BMS ou DES no periodo 24 horas. (A) cocultura Modelo Il sem stent (grupo
controle): observa-se células HUVEC e VSMC; (B) HUVEC: observa-se células de aspecto
epitelial com nucleo proeminente e central, justapostas (setas pretas); (C) VSMC: observa-
se células alongadas com nucleo central, em destaque aspecto da densidade celular e
presenca de células em divisdo celular (setas vermelhas); (D e E) cocultura Modelo Il com
BMS: as células crescem sobre as hastes dos stents tendendo a formar um revestimento; (F
e G) cocultura base Modelo Il com DES: observa-se células em sofrimento (de aspecto
picnodtico), células que se desprenderam da placa de cultura e algumas em divisdo celular.
Cocultura Modelo-lI: células HUVEC na concentracdo de 0,5 x 10° cels/mL com células
VSMC na concentrac¢do de 0,062 x 10° cels/mLHUVEC: células endoteliais humanas; VSMC:
células musculares lisas de aorta humana; BMS: stent convencional, DES: stent
farmacoldgcio. Em todas as fotos exceto H: aumento de 20X e magnificagdo de 30X. Na foto
H: aumento de 10X e magnificacdo de 15X.
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Figura 21- Fotomicrografia representativa das alteragées celulares na

cocultura Modelo-l na
presenca de BMS ou DES no periodo 24 horas. (A) cocultura Modelo | sem stent (grupo
controle): células HUVEC e VSMC; (B) HUVEC: observa-se células de aspecto epitelial
justapostas com nucleo proeminente e central; (C) células musculares lisas de aorta
humana, observa-se células alongadas com nucleo central, em destaque aspecto da
densidade celular e presenca de células em divisdo celular (setas pretas); (D e E) cocultura
Modelo | com BMS: as células crescem sobre as hastes dos stents tendendo a formar um
revestimento (no detalhe); (F e G): cocultura base Modelo | com DES: observa-se células
em sofrimento (de aspecto picnético), células que se desprenderam da placa de cultura e
algumas em divisao celular. Cocultura Modelo-I: células VSMC na concentragdo de 0,5 x
10° cels/mL com células HUVEC na concentracdo de 0,062 x 10° cels/mL; HUVEC: células
endoteliais humanas; VSMC: células musculares lisas de aorta humana. BMS: stent
convencional; DES: stent farmacolégcio. Aumento de 20X e magnificagdo de 30X.
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Figura 22- Fotomicrografia representativa das alteracdes celulares na cocultura Modelo Il na
presenca de BMS ou DES no periodo 48 horas. (A) cocultura Modelo Il sem stent (grupo
controle): observa-se células HUVEC e VSMC; (B) HUVEC: observa-se células de aspecto
epitelial com nucleo proeminente e central, justapostas; (C) VSMC: observa-se células
alongadas com nucleo central, em destaque aspecto da densidade celular e presenga de
células em divisao celular; (D e E) cocultura Modelo Il com BMS: as células crescem sobre
as hastes dos stents tendendo a formar um revestimento; (F e G) cocultura base Modelo
com DES: observa-se células em sofrimento (de aspecto picndtico), células que se
desprenderam da placa de cultura. Cocultura Modelo-II: células HUVEC na concentragdo
de 0,5 x 10° cels/mL com células VSMC na concentracdo de 0,062 x 10° cels/mL; HUVEC:
células endoteliais humanas; VSMC: células musculares lisas de aorta humana; BMS: stent
convencional; DES: stent farmacolégcio. Aumento de 20X e magnificagdo de 30X.
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Figura 23- Fotomicrografia representativa das altera¢Ges celulares na cocultura Modelo | na

presenca de BMS ou DES no periodo 48 horas. (A) cocultura Modelo | sem stent (grupo
controle): células HUVEC e VSMC; (B) HUVEC: observa-se células de aspecto epitelial
justapostas com nucleo proeminente e central; (C) células musculares lisas de aorta
humana, observa-se células alongadas com nucleo central, em destaque aspecto da
densidade celular e presenca de células em divisdo celular; (D e E) cocultura Modelo | com
BMS: as células crescem sobre as hastes dos stents tendendo a formar um revestimento; (F
e G): cocultura base Modelo | com DES: observa-se células em sofrimento (de aspecto
picnodtico), células que se desprenderam da placa de cultura e algumas em divisdo celular.
Cocultura Modelo-I: células VSMC na concentracdo de 0,5 x 10° cels/mL com células HUVEC
na concentra¢do de 0,062 x 10° cels/mL; HUVEC: células endoteliais humanas; VSMC:
células musculares lisas de aorta humana, BMS: stent convencional, DES: stent
farmacoldégcio. Em todas as fotos exceto E e F: aumento de 20X e magnificagdo de 30X. Nas
fotos E e F: aumento de 10X e magnificagdo de 15X.
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4.1.3 Avaliacdo dos aspectos morfoldgicos das coculturas de células endoteliais humanas e
células musculares lisas de aorta humana com PRP a 10% tratadas com stents

convencional e farmacolégico

O efeito dos stents convencionais e farmacoldégicos na cocultura de células endoteliais
humanas e células musculares lisas de aorta humana com PRP a 10% foi fotodocumentado em
todos os periodos de tratamento nas células endoteliais humanas e as alteragées morfoldgicas
observadas foram capturadas utilizando microscépio invertido Nikon Eclipse TS 100 e o
programa NIS-Elements F. As altera¢cGes em sua morfologia estdo evidenciadas nas Figuras 24

e 25.

108



Figura 24- Fotomicrografia representativa das alteragdes celulares nas coculturas Modelos | e Il com
PRP na presenga de BMS ou DES no periodo de 24 horas. (A) células VSMC na concentragdo
de 0,5 x 10° cels/mL; (B) células VSMC na concentracdo de 0,062 x 10° cels/mL; (C) células
HUVEC na concentrac¢3o de 0,5 x 10° cels/mL; (D) células HUVEC na concentrac¢3o de 0,062
x 10° cels/mL; (E) cocultura Modelo-I controle; (F) cocultura Modelo-I com BMS: observa-
se alta densidade celular e setas em divisdo (setas vermelhas); (G) cocultura Modelo-I com
DES: observa-se diminui¢do da densidade celular e células picnéticas (H) cocultura Modelo-
| com BMS e PRP: observa-se as plaquetas com aspecto refringente (1) cocultura Modelo-I
com DES com PRP: observa-se as plaquetas com aspecto refringente e diminui¢do da
densidade celular (J) cocultura Modelo-Il controle; (K) cocultura Modelo-Il com BMS; (L):
cocultura Modelo-Il com DES; (M) cocultura Modelo-Il com BMS e PRP: observa-se elevada
densidade celular as plaquetas com aspecto refringente (N) cocultura Modelo-Il com DES
com PRP: ha uma diminuig¢do importante da densidade celular. Cocultura Modelo-I: células
VSMC na concentracdo de 0,5 x 10° cels/mL com células HUVEC na concentrac¢3o de 0,062
x 10° cels/mL; cocultura Modelo-IlI: células HUVEC na concentracdo de 0,5 x 10° cels/mL
com células VSMC na concentracdo de 0,062 x 10° cels/mL. VSMC: células musculares lisas
de aorta humana; HUVEC: células endoteliais humanas; BMS: stent convencional; DES:
stent farmacoldgico; PRP: soro rico em plaquetas; Em todas as fotos exceto K e L: aumento
de 20X e magnificacdo de 30X. Nas fotos K e L: aumento de 10X e magnificagao de 15X.
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Figura 25- Fotomicrografia representativa das altera¢des celulares na cocultura Modelos | e Il com

PRP na presenga de BMS ou DES no periodo de 48 horas. (A) células VSMC na concentragdo
de 0,5 x 10° cels/mL; (B) células VSMC na concentracdo de 0,062 x 10° cels/mL; (C) células
HUVEC na concentrac¢3o de 0,5 x 10° cels/mL; (D) células HUVEC na concentrac¢3o de 0,062
x 10° cels/mL; (E) cocultura Modelo-I controle; (F) cocultura Modelo-I com BMS: elevada
densidade celular e crescimento celular sobre as hastes (G) cocultura Modelo-I com DES:
diminuicdo da densidade celular e células com aspecto de sofrimento (H) cocultura Modelo-
| com BMS e PRP; (1) cocultura Modelo-I com DES com PRP; (J) cocultura Modelo-Il controle;
(K) cocultura Modelo-Il com BMS; (L) cocultura Modelo-Il com DES; (M) cocultura Modelo-
Il com BMS e PRP: observa-se as plaquetas com aspecto refringente (N) cocultura Modelo-
Il com DES com PRP: baixa densidade celular e plagquetas com aspceto refringente.
Cocultura Modelo-I: células VSMC na concentracdo de 0,5 x 10° cels/mL com células HUVEC
na concentracdo de 0,062 x 10° cels/mL; cocultura Modelo-ll: células HUVEC na
concentracdo de 0,5 x 10° cels/mL com células VSMC na concentra¢do de 0,062 x 10°
cels/mL. VSMC: células musculares lisas de aorta humana; HUVEC: células endoteliais
humanas; BMS: stent convencional; DES: stent farmacolégico; PRP: soro rico em plaquetas.
Em todas as fotos exceto F,G e H: aumento de 20X e magnificagdo de 30X. Nas fotos F,G e
H aumento de 10X e magnificagdo de 15X.
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4.2 Avaliagao da viabilidade celular e determinagao da ICso apds o tratamento com o
sirolimo em células endoteliais humanas e células musculares lisas arteriais de aorta

humana

O teste colorimétrico do MTT avalia a atividade de enzimas que reduzem o MTT [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-1)2,5-difeniltetrazdélio brometo] (Sigma Aldrich Cod. M2128) a cristais de
formazam. Esses cristais foram eluidos e mensurados com o uso de um espectofotometro para
microplacas.

O ensaio colorimétrico do MTT foi realizado a fim de avaliar a viabilidade celular e
calcular os valores da concentracdo minima do everolimo capaz de inibir 50% da concentracdo
celular in vitro (ICsp) apds o tratamento em diversas concentracdes e por diferentes tempos
de tratamento (24 e 48 horas) nas células endoteliais humanas e células musculares lisas

arteriais de aorta humana.

4.2.1 Avaliacdo da viabilidade celular e determina¢do da ICsp apds o tratamento com o

everolimo em células endoteliais humanas

Os resultados demonstraram em ambos os periodos de tratamento com o sirolimo
houve citotoxicidade nas células endoteliais humanas (Figuras 26 e 28), sendo a ICso calculada
de 14,85 uM (R? 0,9559) no periodo de 24 horas. Apds 48 horas de tratamento com sirolimo,
a ICso calculada nas células endoteliais humanas foi 10,47 uM (R? 0,9508). Nas células
endoteliais humanas a ICsp diminuiu conforme o tempo de tratamento aumentou de 24 para
48 horas, demonstrando o seu potencial citotdéxico em funcao do tempo de tratamento.

O efeito da citotoxicidade causado pelo everolimo foi fotodocumentado em todos os
periodos de tratamento nas células endoteliais humanas e as alteracdes morfoldgicas
observadas foram capturadas utilizando microscépio invertido Nikon Eclipse TS 100 e o
programa NIS-Elements F. As alteracdes em sua morfologia na dependéncia das diferentes

concentragdes de everolimo utilizado nos tratamentos estdo evidenciadas nas Figuras 27 e 29.
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Figura 26- Determinagao da ICso apds o tratamento com o everolimo por 24 horas em células
endoteliais humanas. A: Distribuicdo das médias e desvio padrao da D.O. em func¢do das
diferentes concentra¢des do sirolimo. B: Representacdo do Log da concentragdo de
everolimo em relagdo a viabilidade celular apds linearizagdo dos dados para obter a
equacdo da reta (a normalizagdo dos dados foi realizada considerando o valor da D.O. do
controle como 100%). C: Distribui¢do das médias e desvio padrdo da viabilidade celular em
fungdo das diferentes concentragées do everolimo para determinagao da IC50%. D.O.:
densidade ética; nm: nanémetro; HUVEC: células endoteliais humanas; pM: micromolar.
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Figura 27- Fotomicrografia representativa das alteragGes celulares em células endoteliais humanas,
apos 24 horas de tratamento com everolimo. A: grupo controle, observa-se células de
aspecto epitelial com nucleo proeminente e central, justapostas, (setas pretas e no
destaque a esquerda) e células em divisdo celular (destaque a direita); B: grupo tratado
com 25 puM de everolimo, observa-se diminuigdo significativa da densidade celular, em
destaque a formagdo de corpos apoptoticos com modificagGes da membrana celular e a
presenca de “bleebs” (seta branca no destaque a esquerda) células esféricas (setas azuis) e
grande quantidade de debri celular (setas vermelhas); C: grupo tratado com 12,5 uM de
everolimo, observa-se perda da adesdo celular a superficie da placa de cultura, células em
formato esférico (destaque a direita) e uma pequena quantidade de agregados celulares
(destaque a esquerda); D: grupo tratado com 6,25 uM de everolimo, observa-se moderada
perda da adesdo e densidade celular, algumas células apresentam expansdes em seus
prolongamentos de aspecto fusiforme (seta marrom e destaque a esquerda) e outras
exibem aspecto arredondado (destaque a direita). Fotomicrografia obtida em microscdpio
de luz invertido Nikon Eclipse TS100, aumento de 20X, magnificacdo 30X.
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Figura 28- Determinagao da ICso apds o tratamento com o everolimo por 48 horas em células
endoteliais humanas. A: Distribuicdo das médias e desvio padrdo da D.O. em fun¢do das
diferentes concentra¢des do sirolimo. B: Representacdo do Log da concentragdo de
everolimo em relagdo a viabilidade celular apds linearizagdo dos dados para obter a
equacdo da reta (a normalizagdo dos dados foi realizada considerando o valor da D.O. do
controle como 100%). C: Distribui¢do das médias e desvio padrdo da viabilidade celular em
fungdo das diferentes concentragées do everolimo para determinagao da IC50%. D.O.:
densidade ética; nm: nanémetro; HUVEC: células endoteliais humanas; pM: micromolar.
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Figura 29- Fotomicrografia representativa das alterag6es celulares em células endoteliais humanas,

apos 48 horas de tratamento com everolimo. A: grupo controle, observa-se células de
aspecto epitelial com nucleo proeminente e central, justapostas, com rearranjo juncional
e formagdo tubular (destaque a esquerda) e algumas em divisdo celular (setas pretas); B:
grupo tratado com 25 uM de everolimo, observa-se diminuicao significativa da densidade
celular, pleomorfismo no seu volume e no nucleo (setas vermelhas) e no destaque a
formagdo de debri celular; C: grupo tratado com 6,25 uM de everolimo, observa-se
significativa perda da adesdo celular a superficie da placa de cultura, células em formato
esférico (setas azuis) e uma quantidade de agregados celulares em ambos os destaques; D:
grupo tratado com 3,125 uM de everolimo, observa-se discreta perda da adesdo e da
densidade celular, algumas células apresentam expansGes em seus prolongamentos de
aspecto fusiforme, no destaque a esquerda temos a presenca de células em processo de
apoptose, com “bleebs” de membrana celular e no destaque a direita podemos observar a
perda da disposicdo juncional para o rearranjo tubular. Fotomicrografia obtida em
microscopio de luz invertido Nikon Eclipse TS100, aumento de 20X, magnificagdo 30X.
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4.2.2 Avaliacdo da viabilidade celular e determinacdo da ICsp apds o tratamento com o

everolimo em células musculares lisas de aorta humana

Os resultados demonstraram em ambos os periodos de tratamento com o sirolimo
houve citotoxicidade nas células musculares lisas de aorta humana, sendo a IC50% calculada
de 9,48 uM (R%0,9506) no periodo de 24 horas. Apds 48 horas de tratamento com everolimo,
a |Csp calculada nas células musculares lisas de aorta humana foi 22,24 uM (R? 0,9545). A ICso
das células musculares lisas de aorta humana aumentou conforme o tempo de tratamento
aumentou de 24 para 48 horas, evidenciando que essas células foram menos sensiveis ao
everolimo em comparagao as primeiras. Figuras 30 e 32.

O efeito de citotoxicidade causado pelo everolimo foi fotodocumentado em todos os
periodos de tratamento nas células musculares lisas de aorta humana e as alteragdes
morfoldgicas observadas foram capturadas utilizando microscépio invertido Nikon Eclipse TS
100 e o programa NIS-Elements F. As alteragées em sua morfologia na dependéncia das
diferentes concentragdes de sirolimo utilizado nos tratamentos estdo evidenciadas nas

Figuras 31 e 33.
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Figura 30- Determinacdo da ICso apds o tratamento com o sirolimo por 24 horas em células
musculares lisas arteriais de aorta humana. A: Distribuicdo das médias e desvio padrao da
D.0. em fungdo das diferentes concentra¢es do sirolimo. B: Representacdo do Log da
concentracdo de everolimo em relacdo a viabilidade celular apds linearizacdo dos dados
para obter a equacdo da reta. C: Distribuicdo das médias e desvio padrdo da viabilidade
celular em fungdo das diferentes concentragdes do everolimo para determinagdo da IC50%.
D.O.: densidade 6tica; nm: nandmetro; VSMC: células musculares lisas arteriais de aorta
humana; uM: micromolar.
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Figura 31- Fotomicrografia representativa das alterag6es celulares em células musculares lisas de
aorta humana, apds 24 horas de tratamento com everolimo. A: grupo controle, observa-
se células alongadas com nucleo central, em destaque aspecto da densidade celular e
presenca de células em divisdo celular (setas pretas). B: grupo tratado com 25 uM de
everolimo, observa-se diminuicdo da densidade celular, formag¢do de agrupamentos
celulares agregados no sobrenadante (setas vermelhas e também no destaque a esquerda),
perda da adesdo celular e grande quantidade de debri celular (destaque da direita). C:
grupo tratado com 3,125 puM de everolimo, observa-se células em formato esférico (setas
azuis e destaque a esquerda), agregados celulares e formagdo de debris (destaque a
direita). VSMC: células musculares lisas arteriais de aorta humana. Fotomicrografia obtida
em microscopio de luz invertido Nikon Eclipse TS100, aumento de 20X, magnificacdo 30X.
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Figura 32- Determinagdo da ICso apos o tratamento com o everolimo por 48 horas em células
musculares lisas arteriais de aorta humana. A: Distribuicdao das médias e desvio padrdo da
D.0. em func¢do das diferentes concentragGes do everolimo. B: Representa¢do do Log da
concentracdo de everolimo em relagdo a viabilidade celular apds linearizacdao dos dados
para obter a equagdo da reta. C: Distribuicdo das médias e desvio padrdo da viabilidade
celular em fungdo das diferentes concentrages do everolimo para determinag¢do da ICso.
D.O.: densidade dtica; nm: nandmetro; VSMC: células musculares lisas arteriais de aorta
humana; pM: micromolar.
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Figura 33- Fotomicrografia representativa das alteragées celulares em células musculares lisas de

aorta humana, apoés 48 horas de tratamento com everolimo. A: grupo controle, observa-
se células alongadas com nucleo central, com alta densidade celular e presenga de células
em divisdo celular (no destaque); B: grupo tratado com 25uM de everolimo, observa-se
diminuigdo significativa da densidade celular, formagdo de grandes agrupamentos celulares
agregados no sobrenadante (setas pretas e no destaque a esquerda), perda da adesdo
celular e formagdo de corpos apoptéticos e grande quantidade de debri celular no
sobrenadante (destaque a direita); C: grupo tratado com 3,125 uM de everolimo, observa-
se células em formato esférico (setas vermelhas e no destaque a esquerda), agregados
celulares (destaque a direita) e a presencga de debris; D: grupo tratado com 1,65 uM de
everolimo, observa-se a presenca de moderados agregados no sobrenadante (setas azuis e
no destaque a direita), células arredondadas (setas amarelas), alongadas (seta branca) e no
destaque a esquerda células aderidas a superficie da placa de cultura. Fotomicrografia
obtida em microscépio de luz invertido Nikon Eclipse TS100, aumento de 20X, magnificacdo
30X.
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4.3 Determinagao da formagao de perdxidos lipidicos

A avaliagcdo da peroxidagao lipidica foi realizada segundo a metodologia de Ohkawa et
al. (1979), descrita previamente. Utilizando-se essa técnica foi possivel avaliar a degradagao
oxidativa de acidos graxos presentes em sobrenadante das culturas celulares quantificando a
producdo de 4acido tiobarbitirico (TBARS) predominantemente o malondialdeido (MDA)
recolhido dos (as):

- teste colorimétrico do MTT em 24 e 48 horas;

- monocultura de células endoteliais humanas (Grupo 1) e de células musculares lisas de aorta
humana (Grupo 2) na presenca de stens convencionais ou farmacolégicos em 24 e 48 horas;
- cocultura de células endoteliais humanas e de células musculares lisas de aorta humana na
presenca de stens convencionais ou farmacolégicos em 24 e 48 horas (Grupos 3 e 4, Modelo-
| e Modelo-ll);

- cocultura de células endoteliais humanas e de células musculares lisas de aorta humana com
soro rico em plaquetas na presenca de stens convencionais ou farmacoldgicos em 24 e 48

horas (Grupos 5 e 6, Modelo-I e Modelo-ll).

4.3.1 Determinacao da formacgao de perdxidos lipidicos no teste colorimétrico do MTT

4.3.1.1 Células endoteliais humanas tratadas com sirolimo no teste colorimétrico do MTT

A taxa de producdo de perdxidos lipidicos gerados pelas células endoteliais humanas
tratadas com concentracdes inferiores a 14,85 uM de sirolimo no teste colorimétrico do MTT
apresentou um aumento significativo apds o periodo de 48 horas de tratamento quando
comparado ao experimento controle. (Figuras 33 a 35)

Os valores de MDA refletindo a formacdo de perdxidos lipidicos poli-insaturados para
células endoteliais humanas tratadas com everolimo no teste colorimétrico do MTT
comparadas ao experimento controle, apds os periodos de tratamento, encontra-se na Tabela

3.
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Figura 34- Producgado de perdxidos lipidicos por células endoteliais humanas em monocultura tratadas
com diferentes concentragdes de everolimo durante ensaio colorimétrico do MTT, nos
periodos de 24 (A) e 48 horas (B). MDA: malondialdeido.
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Figura 35- Correlagdo da producdo de perodxidos lipidicos por células endoteliais humanas em
monocultura tratadas com diferentes concentra¢gdes de everolimo durante ensaio
colorimétrico de viabilidade celular (MTT). As duas curvas estdo representadas no mesmo
grafico nos periodos de 24 horas (em vermelho) e 48 horas (em azul), evidenciando que a
partir de concentragdes inferiores a 14,85 um de everolimo no teste colorimétrico do MTT
houve um aumento significativo da produc¢ao de perdxidos lipidicos no periodo de 48 horas.
MDA: malondialdeido, HUVEC: células endoteliais humanas. Grau de significancia

estatistica * p < 0,05.
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Figura 36- Correlacdo da producdo de peroxidos lipidicos por células endoteliais humanas em
monocultura tratadas com diferentes concentra¢cdes de everolimo durante ensaio
colorimétrico de viabilidade celular (MTT) x producdo de perdxidos lipidicos. As duas curvas
estdo representadas e correlacionadas entre si e com a viabilidade celular nos periodos de
24 (A) e 48 horas (B), evidenciando que a partir de concentracdes inferiores a 14,85 um de
sirolimo no teste colorimétrico do MTT houve um aumento significativo da producdo de
peréxidos lipidicos no periodo de 48 horas acompanhado da diminui¢do da viabilidade
celular. MDA: malondialdeido, HUVEC: células endoteliais humanas, LPO: lipoperoxidacdo
lipidica.
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4.3.1.2 Células musculares lisas de aorta humana tratadas com sirolimo no teste colorimétrico

do MTT

A taxa de producdo de perdéxidos lipidicos gerados pelas células musculares lisas de
aorta humana tratadas com sirolimo no teste colorimétrico do MTT ndo apresentou diferenga
significativa apds os periodos de tratamento quando comparado ao experimento controle.
(Figuras 36 a 38)

Os valores de MDA refletindo a formagado de perdxidos lipidicos poli-insaturados para
musculares lisas de aorta humana tratadas com sirolimo no teste colorimétrico do MTT
comparadas ao experimento controle, apds os periodos de tratamento, encontra-se na Tabela

3.
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Figura 37- Producdo de perdxidos lipidicos por células musculares lisas de aorta humana em

monocultura tratadas com diferentes concentra¢cdes de everolimo durante ensaio

colorimétrico do MTT, nos periodos de 24 (A) e 48 horas (B). MDA: malondialdeido.
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Figura 38- Correlacdo da producdo de perdéxidos lipidicos por células musculares lisas de aorta humana
em monocultura tratadas com diferentes concentracdes de everolimo durante ensaio
colorimétrico de viabilidade celular (MTT). As duas curvas representadas no mesmo grafico
nos periodos de 24 horas (em vermelho) e 48 horas (em azul), evidenciando que no teste
colorimétrico do MTT ndo houve diferenga significativa da produgdo de perdxidos lipidicos
nos dois periodos. MDA: malondialdeido, HUVEC: células endoteliais humanas. n.s.= ndo
significativo.
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Figura 39- Correlacdo da producdo de perdxidos lipidicos por células musculares lisas de aorta humana
em monocultura tratadas com diferentes concentracdes de everolimo durante ensaio
colorimétrico de viabilidade celular (MTT) x producdo de perdxidos lipidicos. As duas curvas
estdo representadas e correlacionadas entre si e com a viabilidade celular nos periodos de
24 (A) e 48 horas (B). MDA: malondialdeido, HUVEC: células endoteliais humanas, LPO:
lipoperoxidacao lipidica.
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Tabela 3- Valores de MDA evidenciando a formagao de peroéxidos lipidicos poli-insaturados
para células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana
tratadas com sirolimo no teste colorimétrico do MTT comparadas ao experimento
controle nos periodos de tratamento de 24 e 48 horas.

MDA (nmol/mL)

HUVEC24h HUVEC48h VSMC24h VSMC48h
Controle 0,883 1,861 6,203 4
100 pM 4,6 6,012 12,34 15,74
50 uM 3,208 4,952 4,301 5,374
25 uM 3,258 6,953 2,065 7,53
12,5 pM 2,667 5,277 3,107 7,505
6,25 uM 2,34 6,942 2,676 7,761
3,125 uM 2,329 7,389 2,2 5,971
1,56 uM 3,177 8 5,378 5,268
0.78 uM 3,767 7,582 6,829 6,788
0,39 uM 5,231 7,159 6,415 6,381
0,2 uM 6,077 8,069 6,338 6,665

MDA: malondialdeido; HUVEC: células endoteliais humanas; VSMC: células musculares lisas de aorta

humana.
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4.3.2 Determinacdo da formacdo de perdxidos lipidicos na monocultura com células

endoteliais humanas (Grupo 1)

A taxa de producdo de acido tiobarbiturico (TBARS) predominantemente o
malondialdeido (MDA) gerados pelas células endoteliais humanas em monocultura (na
concentracdo celular de 2 x 10° cel/mL) tratadas com stent convencional ou stent
farmacoldgico (Grupo 1), apds os periodos de tratamento, apresentou no periodo de 24 horas
uma diminuicdo significativa do grupo com stent farmacoldgico em comparacdo ao grupo
controle e do grupo com stent farmacoldgico em comparacdo ao grupo com stent
convencional. No periodo de 48 horas, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
controle, com stent convencional e com stent farmacolégico, conforme Figuras 39 e 40.

Com relagdao ao montante de sirolimo que cada grupo recebeu, a concentragao total e
ajustada por quantidade celular na cultura, temos que no periodo de 24 horas, o grupo da
monocultura celular com células endoteliais humanas com stent farmacolégico (grupo 1 — DES
24h) recebeu respectivamente 276 pg e 19,38 pg do farmaco. No periodo de 48 horas no
grupo com stent farmacoldgico (grupo 1 — DES 48h) a concentragao total média de sirolimo
foi 176,62 ug e a concentragao ajustada por quantidade celular na cultura foi 12,40 ug.

O célculo da taxa da formacgdo de perdxidos lipidicos poli-insaturados no experimento
com as células endoteliais humanas em monocultura com stent convencional ou stent

farmacoldgico e o grupo controle, apds os periodos de tratamento, encontra-se na Tabela 4.
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Producdo de perdxidos lipidicos por células endoteliais humanas em monocultura (grupo 1)
tratadas com stent convencional ou stent farmacoldgico nos periodos de 24 (A) e 48 (B)
horas. Observa-se uma reducdo significativa no periodo de 24 horas na produ¢do de MDA
do grupo com stent farmacolégico em comparagdo ao grupo controle e do grupo com stent
farmacoldégico em comparagdo ao grupo com stent convencional. MDA: malondialdeido,
HUVEC: células endoteliais humanas, BMS: stent convencional, DES: stent farmacoldgico.
Grau de significancia estatistica ** p < 0,01 e n.s.= ndo significativo.
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Figura 41- Producdo de comparativa de perdxidos lipidicos por células endoteliais humanas em
monocultura (Grupo 1) tratadas com stent convencional ou stent farmacolégico nos
periodos de 24 e 48 horas. Observa-se uma reducao significativa na producao de MDA dos
grupos com stent farmacoldgico em comparagdo aos grupos com stent convencional e dos
grupos de stent convencional e farmacoldgico nos periodos de 48 horas. MDA:
malondialdeido, HUVEC: células endoteliais humanas, BMS: stent convencional, DES: stent
farmacoldgico. Grau de significancia estatistica * p < 0,05 e *** p < 0,001.
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4.3.3 Determinacdo da formacdo de peroxidos lipidicos na monocultura com células

musculares lisas de aorta humana (Grupo 2)

A taxa de producdo de perdxidos lipidicos gerados pelas células musculares lisas de
aorta humana em monocultura tratadas com stent convencional ou stent farmacolégico
(Grupo 2), apds os periodos de tratamento, apresentou em 24 horas uma diminuicdo
significativa do grupo com stent farmacolégico em comparagao ao grupo controle e do grupo
com stent farmacoldgico em comparacdo ao grupo com stent convencional. No periodo de 48
horas, ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle, com stent convencional e
com stent farmacoldgico, conforme Figuras 41 e 42.

Com relagdo ao montante de sirolimo que cada grupo recebeu, concentracdo total e
ajustada por quantidade celular na cultura, temos que no periodo de 24 horas, o grupo da
monocultura celular de células musculares lisas de aorta humana com stent farmacoldégico
(Grupo 2 — DES 24h) recebeu respectivamente 376 ug e 26,41 ug do farmaco. No periodo de
48 horas no grupo com stent farmacolégico (Grupo 2 — DES 48h) a concentracdo total média
de sirolimo foi 257,48 ug e ajustada por quantidade celular na cultura foi 18,08 pug.

O cdlculo da taxa da formacgdo de peroéxidos lipidicos poli-insaturados no experimento
com as células musculares lisas de aorta humana em monocultura com stent convencional ou
stent farmacolégico e o grupo controle, apds os periodos de tratamento, encontra-se na

Tabela 4.

133



g 15_ : £ :

2 —_

=t

(']

~

o 10-

=1

2

)

ry

£ s

o —

£

£

<t

o

2 0 : .
Controle DES

B

wn 151

o

_2 . n.s. ,

oo ] ||

=t

(']

(=] 10'

j=1

o

G

'f.* —

£ 5

[=]

£

£

-

=)

= 0 ) T T
Controle BMS DES

Figura 42- Producdo de perdxidos lipidicos por células musculares lisas de aorta humana em
monocultura (grupo 2) tratadas com stent convencional ou stent farmacoldgico nos
periodos de 24 (A) e 48 (B) horas. Observa-se uma reducao significativa no periodo de 24
horas na producdo de MDA do grupo com stent farmacoldgico em comparacdo ao grupo
controle e do grupo com stent farmacolégico em comparagdo ao grupo com stent
convencional. MDA: malondialdeido, VSMC: células musculares lisas de aorta humana,
BMS: stent convencional, DES: stent farmacoldgico. Grau de significancia estatistica ** p
< 0,01. n.s.= ndo significativo.
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Figura 43- Producdo de comparativa de perdxidos lipidicos por por células musculares lisas de aorta
humana em monocultura (grupo 2) tratadas com stent convencional ou stent farmacoldgico
nos periodos de 24 e 48 horas. Observa-se uma reducao significativa no periodo de 24 horas
na producdo de MDA do grupo com stent farmacoldgico em comparacgdo ao grupo controle
e do grupo com stent farmacoldgico em comparagdo ao grupo com stent convencional,
reducdo significativa no periodo de 48 horas no grupo stent convencional e aumento
significativo no periodo de 48 horas no grupo do stent farmacoldgico. MDA:
malondialdeido, VSMC: células musculares lisas de aorta humana, BMS: stent convencional,
DES: stent farmacoldgico. Grau de significancia estatistica * p < 0,05, ** p< 0,01 e *** p<
0,001.
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Tabela 4 - Cdlculo da média da taxa da formacdo de perodxidos lipidicos poli-insaturados no
experimento com as células endoteliais humanas e células musculares lisas de
aorta humana em monocultura com stent convencional ou stent farmacolégico
apos os periodos de tratamento de 24 e 48 horas.

Grupos do MDA (nmol/mL) Concentragao Sirolimo (pug)
experimento Controle BMS DES Total Ajustada
Grupol1-24h 8,94 8,79 4,49 276 19,38
Grupo1-48h 3,31 3,48 3,34 176,62 12,4
Grupo2-24h 9,57 9,5 3,79 376 26,41
Grupo 2-48h 6,69 6,36 6,41 257,48 18,08

MDA: malondialdeido; BMS: stent convencional; DES: stent farmacoldgico.
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4.3.4 Determinacdo da formacdo de perdxidos lipidicos na cocultura de células endoteliais

humanas e células musculares lisas de aorta humana no Grupo 3 (Modelo-Il)

Realizamos o calculo da produc¢do de peréxidos lipidicos gerados no Grupo 3, que
corresponde a cocultura celular realizada com células endoteliais humanas na concentracao
de 0,5 x 10° cel/mL e células musculares lisas de aorta humana na concentragio de 0,062 x
10° cel/mL (Modelo-Il de cocultura celular), tratadas com stent farmacoldgico ou stent
convencional em comparagdo ao grupo controle. O subgrupo do Grupo 3 que recebeu stent
farmacoldgico (Grupo 3 — DES) recebeu a dose de 63,27 g de sirolimo.

N3do houve diferenca a taxa de producdo de acido tiobarbiturico (TBARS)
predominantemente o malondialdeido (MDA) gerados no Grupo 3 entre o subgrupo que
recebeu stent farmacolégico (Grupo 3 — DES), o subgrupo que recebeu stent convencional
(Grupo 3 —BMS) e o controle apds os periodos de tratamento (Figura 43).

O cdlculo da taxa da formacgdo de perdxidos lipidicos poli-insaturados no experimento
com as células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana em cocultura
no Grupo 3 (Modelo-Il) com stent convencional ou stent farmacolégico apds os periodos de

tratamento, encontra-se na Tabela 5.
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Figura 44- Produgdo de perdxidos lipidicos pelo Grupo 3: cocultura celular realizada com células
endoteliais humanas na concentracdo de 0,5 x 10° cel/mL e células musculares lisas de aorta
humana na concentragdo de 0,062 x 10° cel/mL (Modelo-Il de cocultura celular), tratadas
com stent farmacolégico ou stent convencional em compara¢do ao grupo controle. Nao
houve diferenca a taxa de producdo de acido tiobarbiturico (TBARS) predominantemente o
malondialdeido (MDA) gerados no Grupo 3 entre o subgrupo que recebeu stent
farmacolégico (Grupo 3 — DES), o subgrupo que recebeu stent convencional (Grupo 3 —
BMS) e o controle apds os periodos de tratamento. MDA: malondialdeido, BMS: stent
convencional, DES: stent farmacoldgico. n.s.= nao significativo.
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4.3.5 Determinacdo da formacdo de perdxidos lipidicos na cocultura de células musculares

lisas de aorta humana células endoteliais humanas no Grupo 4 (Modelo-I)

A producado de peroxidos lipidicos gerados no grupo 4, que corresponde a cocultura
celular realizada com células musculares lisas de aorta humana na concentracio de 0,5 x 10°
cel/mL e células endoteliais humanas na concentrac¢do de 0,062 x 10° cel/mL (Modelo-Il de
cocultura celular), tratadas com stent farmacolégico ou stent convencional em comparacao
ao grupo controle foi calculada, evidenciando que nao houve diferenga a taxa de producao de
acido tiobarbiturico (TBARS) predominantemente o malondialdeido (MDA) gerados no grupo
4 entre o subgrupo que recebeu stent farmacolégico (grupo 4 — DES), o subgrupo que recebeu
stent convencional (grupo 4 — BMS) e o controle apds os periodos de tratamento (Figuras 44
e 45).

O subgrupo do grupo 4 que recebeu stent farmacolégico (grupo 4 — DES) recebeu a
dose de 63,27 pg de sirolimo.

O célculo da taxa da formacdo de perdxidos lipidicos poli-insaturados no experimento
com as células na cocultura celular de células musculares lisas de aorta humana e células
endoteliais grupo 4 (Modelo-1) com stent convencional ou stent farmacoldgico e o grupo

controle, apds os periodos de tratamento, encontra-se na Tabela 5.
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Figura 45- Producdo de peroxidos lipidicos pelo grupo 4: consiste na cocultura celular realizada com
células musculares lisas de aorta humana na concentracdo de 0,5 x 10° cel/mL e células
células endoteliais humanas na concentrac3o de 0,062 x 10° cel/mL (Modelo-ll de cocultura
celular), tratadas com stent farmacoldgico ou stent convencional em comparagdo ao grupo
controle. Ndo houve diferenca a taxa de producdo de &acido tiobarbiturico (TBARS)
predominantemente o malondialdeido (MDA) gerados no grupo 3 entre o subgrupo que
recebeu stent farmacoldgico (grupo 4 — DES), o subgrupo que recebeu stent convencional
(grupo 4 — BMS) e o controle apds os periodos de tratamento. MDA: malondialdeido, BMS:
stent convencional, DES: stent farmacolégico. n.s.= ndo significativo.
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Figura 46- Comparacdo da producdo de perdxidos lipidicos pelos grupos 3 e 4 tratados com stent
em comparacdo ao grupo controle. MDA:

malondialdeido, BMS: stent convencional, DES: stent farmacolégico. Grau de significancia
estatistica * p <0,05. n.s.= ndo significativo.

farmacolégico ou stent convencional

Tabela 5 - Cdlculo da média da taxa da formacdo de perdxidos lipidicos poli-insaturados no
experimento com as células na cocultura celular no Grupo 3 (Modelo-Il) e Grupo
4 (Modelo-I) com stent convencional ou stent farmacolégico apds os periodos de

tratamento de 24 e 48 horas.

Grupos do MDA (nmol/mL) Concentragao
experimento Controle BMS DES Sirolimo(ug)
Grupo3-24h 0,86 2,36 0,94 63,27
Grupo3-48h 3,47 2,83 2,02 63,27
Grupo4-24h 13,73 16,08 14,04 63,27
Grupo4-48h 18,3 21,56 17,03 63,27

MDA: malondialdeido; BMS: stent convencional; DES: stent farmacoldgico.
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4.3.6 Determinacdo da formacdo de perdxidos lipidicos na cocultura de células endoteliais
humanas e células musculares lisas de aorta humana no Grupo 5 com soro rico em

plaguetas a 10% (Modelo-Il)

A producdo de peréxidos lipidicos gerados no Grupo 5, que corresponde a cocultura
celular com células endoteliais humanas na concentracdo de 0,5 x 10° cel/mL e células
musculares lisas de aorta humana na concentracdo de 0,062 x 10° cel/mL (Modelo-Il de
cocultura celular), realizada com adi¢ao do soro rico em plaquetas a 10%, tratadas com stent
farmacoldégico ou stent convencional em comparagdo ao grupo controle foi calculada,
evidenciando que houve um aumento significativo na taxa de producdo do malondialdeido
(MDA) gerados entre o subgrupo que recebeu stent farmacolégico sem soro rico em plaquetas
a 10% e o subgrupo que recebeu stent farmacoldgico com soro rico em plaquetas a 10% em
ambos os periodos de tratamento, 24 e 48 horas. Observamos aumento significativo também
no subgrupo que recebeu stent convencional com soro rico em plaquetas a 10% entre os
periodos de 24 e 48 horas (Figura 46).

O subgrupo do Grupo 5 que recebeu stent farmacolégico (Grupo 5 — DES) recebeu a
dose de 38,85 ug de sirolimo.

O cdlculo da taxa da formacgao de perdxidos lipidicos poli-insaturados no experimento
com as células na cocultura celular de com células endoteliais humanas e células musculares
lisas de aorta humana Grupo 5 (Modelo-Il) com stent convencional ou stent farmacoldgico e

o grupo controle, apds os periodos de tratamento, encontra-se na Tabela 6.
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Figura 47- Produgdo de perdxidos lipidicos pelo Grupo 5: cocultura celular realizada com células
endoteliais humanas na concentracdo de 0,5 x 10° cel/mL e células musculares lisas de aorta
humana na concentragdo de 0,062 x 10° cel/mL (Modelo-Il de cocultura celular), acrescidas
do soro rico em plaquetas a 10%, tratadas com stent farmacolégico ou stent convencional
em comparacdo ao grupo controle. Observamos maior producdo significativa na taxa de
malondialdeido (MDA) gerado no Grupo 5 entre o subgrupo que recebeu stent
farmacoldgico (Grupo 5 — DES) na presenga do soro rico em plaquetas a 10% quando
comparado ao mesmo subgrupo sem adicdo do soro rico em plaquetas, nos dois periodos
de tratamento, (A) 24 e (B) 48 horas. #: é a diferenca estatistica obtida pelo teste ndo
paramétrico de variancia de ANOVA entre os periodos de 24 e 48 horas no Grupo 5-BMS
com PRP a 10%. MDA: malondialdeido, HUVEC: células endoteliais humanas, VSMC: células
musculares lisas de aorta humana, BMS: stent convencional, DES: stent farmacolégico; PRP:
soro rico em plaquetas a 10%. Grau de significancia estatistica ** p < 0,01. n.s.= ndo
significativo.
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4.3.7 Determinacdo da formacdo de perdxidos lipidicos na cocultura celular de células
endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana no Grupo 6 com soro

rico em plaquetas (Modelo-I)

A producdo de peréxidos lipidicos gerados no Grupo 6, que corresponde a cocultura
celular com células musculares lisas de aorta humana na concentracdo de 0,5 x 10° cel/mL e
células endoteliais humanas na concentracdo de 0,062 x 10° cel/mL (Modelo-II de cocultura
celular), realizada com adigdo do soro rico em plaquetas a 10%, tratadas com stent
farmacoldégico ou stent convencional em comparagdo ao grupo controle foi calculada,
evidenciando que houve um aumento significativo na taxa de producdo do malondialdeido
(MDA) gerados no Grupo 6 entre o subgrupo que recebeu stent farmacoldgico (Grupo 6 — DES)
sem soro rico em plaguetas e o subgrupo que recebeu stent farmacolégico (Grupo 6 — DES)
com soro rico em plaquetas a 10%, em ambos os periodos de tratamento, 24 e 48 horas (Figura
47).

O subgrupo do Grupo 6 que recebeu stent farmacolégico (Grupo 6 — DES) recebeu a
dose de 38,85 pg de sirolimo.

O cdlculo da taxa da formacgao de perdxidos lipidicos poli-insaturados no experimento
com as células na cocultura celular de com células endoteliais humanas e células musculares
lisas de aorta humana Grupo 6 (Modelo-1) com stent convencional ou stent farmacoldgico e o

grupo controle, apds os periodos de tratamento, encontra-se na Tabela 6.
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Tabela 6- Cdlculo da média da taxa da formacdo de perdxidos lipidicos poli-insaturados no
experimento com as células na cocultura celular no Grupo 5 (Modelo-Il) e Grupo 6
(Modelo-l) com stent convencional ou stent farmacoldgico apds os periodos de
tratamento de 24 e 48 horas.

Grupos do MDA (nmol/mL) Concentragao
experimento Controle BMS DES Sirolimo(pug)
Grupo5-24h 5,14 7,42 11,02 38,85
Grupo5-48h 7,28 8,26 9,97 38,85
Grupo 6-24h 12,6 15,88 18,72 38,85
Grupo 6-48h 15,28 20,92 22,92 38,85

MDA: malondialdeido; BMS: stent convencional; DES: stent farmacoldgico.
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Figura 48- Produgdao de perdxidos lipidicos pelo Grupo 6: cocultura celular realizada com células
musculares lisas de aorta humana na concentragdo de 0,5 x 10° cel/mL e células endoteliais
humanas na concentracdo de 0,062 x 10° cel/mL (Modelo-ll de cocultura celular), tratadas
com stent farmacoldgico ou stent convencional em comparagdo ao grupo controle.
Observamos maior producdo significativa na taxa de malondialdeido (MDA) gerado no
Grupo 6 entre o subgrupo que recebeu stent farmacoldgico (Grupo 6 — DES) na presenca
do soro rico em plaquetas a 10% quando comparado ao mesmo subgrupo sem adi¢do do
soro rico em plaquetas a 10%, nos dois periodos de tratamento, (A) 24 e (B) 48 horas. MDA:
malondialdeido, VSMC: células musculares lisas de aorta humana, HUVEC: células
endoteliais humanas, BMS: stent convencional, DES: stent farmacoldgico, PRP: soro rico em
plaquetas a 10%. Grau de significancia estatistica * p < 0,05 e ** p < 0,01. n.s.= ndo

significativo.
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4.3.8 Comparacado da determinacdo da formacao de peréxidos lipidicos na cocultura celular
intergrupos de cocultura com a mesma base celular com ou sem adi¢do do soro rico em

plaquetas a 10%

4.3.8.1 Comparacgao da determinagao da formacado de perdéxidos lipidicos na cocultura celular

entre os Grupo 3 e 5 (Modelo-lIl)

A comparacdo entre os grupos com relacdo a producdo de perdxidos lipidicos gerados
nos varios subgrupos dos Grupos 3 e 5, ou seja, entre os grupos de cocultura celular com
células endoteliais humanas na concentracdo de 0,5 x 10° cel/mL e células musculares lisas de
aorta humana na concentracdo de 0,062 x 10° cel/mL (Modelo-Il de cocultura celular),
realizadas respectivamente sem e com adi¢ao do soro rico em plaquetas a 10%, tratadas com
stent farmacoldgico ou stent convencional em comparacdo ao grupo controle foi calculada, e
evidenciou que a taxa de producdo de acido tiobarbiturico (TBARS) foi predominantemente
maior nos subgrupos que receberam stent farmacoldgico e soro rico em plaquetas a 10% e no

periodo de tratamento de 48 horas (Figura 48).
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Diferenga estatistica obtida pelo teste ndac paramétrico de ANOVA, seguide pelo pos-test
de Tukey, entre os grupos:

a-"BMS24h xDES+PRP 24 h
b-* BM524hx DES +PRP 48 h
c-" DES24 hxDES +PRP 24 h
d-* DES24hxDES+PRP 48 h
e-"DES+PRP24 hxDES 48 h

Figura 49— Comparacdo da producdo de perdxidos lipidicos pelos grupos 3 e 5. Grupos de cocultura
celular com células endoteliais humanas na concentra¢do de 0,5 x 10° cel/mL e células
musculares lisas de aorta humana na concentracdo de 0,062 x 10° cel/mL (Modelo-Il de
cocultura celular), realizadas respectivamente sem e com adi¢do do soro rico em plaquetas
a 10%, tratados com stent farmacoldgico ou stent convencional. MDA: malondialdeido,
BMS: stent convencional, DES: stent farmacoldgico, PRP: do soro rico em plaquetas a 10%.
Grau de significancia estatistica * p < 0,05 e ** p < 0,01.
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4.3.8.2 Comparacao da determinacdo da formacao de perdxidos lipidicos na cocultura celular

entre os Grupo 4 e 6 (Modelo-I)

A comparagao entre os grupos com relagao a produgao de perdxidos lipidicos gerados
nos varios subgrupos dos Grupos 4 e 6, ou seja, entre os grupos de cocultura celular com
células musculares lisas de aorta humana na concentra¢do de 0,5 x 10° cel/mL e células
endoteliais humanas na concentrac¢do de 0,062 x 10° cel/mL (Modelo-I de cocultura celular),
realizadas respectivamente sem e com adi¢ao do soro rico em plaquetas a 10%, tratadas com
stent farmacoldgico ou stent convencional em comparagao ao grupo controle foi calculada, e
evidenciou que a taxa de producdo de acido tiobarbiturico (TBARS) foi predominantemente
maior nos subgrupos que receberam stent farmacoldgico e soro rico em plaquetas a 10% e no

periodo de tratamento de 48 horas (Figura 49).
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Diferenga estatistica obtida pelo teste ndo paramétrico de ANOVA, seguido pelo pos-test
de Tukey, entre os grupos:

a-*BMS24h xBMS+PRP 48 h
b-"BMS 24 h XDES +PRF 48 h

c-* BMS+PRP 24 h x DES +PRP 48 h
d-* DES24 hxDES+PRP 24 h
e-"DES24 hxBMS 48 h

f-*DES24 hxBMS +PRP 48 h
g-"DES24hxDES+PRP48 h

h-* DES 48 h x DES + PRP 48h

Figura 50- Comparacdo da producdo de perodxidos lipidicos pelos grupos 4 e 6. Grupos de cocultura
celular com células musculares lisas de aorta humana na concentragdo de 0,5 x 10° cel/mL
e células endoteliais humanas na concentra¢do de 0,062 x 10° cel/mL (Modelo-Il de
cocultura celular), realizadas respectivamente sem e com adi¢do do soro rico em plaquetas
a 10%, tratados com stent farmacoldgico ou stent convencional. MDA: malondialdeido,
BMS: stent convencional, DES: stent farmacoldgico, PRP: do soro rico em plaquetas a 10%.
Grau de significancia estatistica * p < 0,05 e ** p < 0,01.
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4.4 Avaliagao das fases do ciclo celular por citometria de fluxo

Usando a metodologia proposta por Hsieh, Hernandez-Ledesma e Lumen,’® a citometria
de fluxo foi aplicada nesse estudo para determinar os parametros cinéticos das populacoes
celulares e obter a porcentagem de células nas fases GO/G1, S, G2/M e apoptose (DNA
fragmentado). Os experimentos foram realizados utilizando as células endoteliais humanas e
células musculares lisas de aorta humana nas seguintes concentragdes, de acordo com o tipo
de cultura descrito no delineamento experimental.

Os histogramas das Figuras 50 e 51 representam a distribuicdo das fases do ciclo celular
obtido por citometria de fluxo. Os quadrantes obtidos pelo programa de analise destacados
na figura representam respectivamente as seguintes fases do ciclo: M1: fase G2/M; M2: fase

S; M3: fase GO/G1 e M4: DNA fragmentado.
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Figura 51- Histograma representativo das fases do ciclo celular. As células no pico B contém o dobro
de DNA do que aquelas do pico A, indicando que elas contém DNA replicado, ao passo que
as células do pico A contém DNA nao replicado. Portanto, o pico A contém células que estao
em G1, e o pico B contém células que estdao em G2 e mitose. As células na fase S comegaram
mas nao terminaram, a sintese de DNA. Portanto, elas tém quantidades intermedidrias de
DNA e sdo encontradas nas regides entre os dois picos. Nesse exemplo, a maioria das
células estdo em G1, indicando que é a fase mais longa nessa hipotética populagao celular.
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Figura 52— Exemplos de histogramas representativos das fases do ciclo celular obtido pelo citometro
de fluxo FACSCalibur. Analisado Wind mdi.
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4.4.1 Avaliagao das fases do ciclo celular por citometria de fluxo na monocultura celular de

células endoteliais humanas (Grupo 1)

A avaliagdo da distribuicdo das populagbes celulares nas diferentes fases do ciclo
celular das células endoteliais humanas em monocultura tratadas com stent convencional
(Grupo 1 — BMS) ou stent farmacolégico (Grupo 1 — DES) evidenciou que no periodo de 24
horas houve uma diminuic3o significativa de células nas fases GO/G1 e aumento significativo
das fases G2/M no Grupo 1 — DES, caracterizando um estimulo inibitério nas fases iniciais do
ciclo (Figura 52-A).

No periodo de 48 horas, para o Grupo 1 — BMS houve um aumento significativo das
células nas fases do ciclo celular de sintese e preparacgdo para divisdo celular da fase S e G2/M,
caracterizando um estimulo de proliferacdo celular em resposta ao estimulo inflamatdrio a
presenca de um corpo estranho. No Grupo 1 — DES no periodo de 48 horas manteve-se o

resultado encontrado em 24 horas no que diz respeito as fases G2/M. (Figura 52-B).
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Figura 53- Distribuicdo das popula¢des celulares nas diferentes fases do ciclo celular do Grupo 1:
células endoteliais humanas em monocultura tratadas com stent convencional (Grupo 1 —
BMS) ou stent farmacoldgico (Grupo 1 — DES) nos periodos de tratamento de 24 (A) e 48
horas (B). Grau de significancia estatistica * p < 0,05 e *** p < 0,001.
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4.4.2 Avaliagao das fases do ciclo celular por citometria de fluxo na monocultura células

musculares lisas de aorta humana (Grupo 2)

A avaliagdo da distribuicdo das populagbes celulares nas diferentes fases do ciclo
celular de células musculares lisas de aorta humana em monocultura tratadas com stent
convencional (Grupo 2 — BMS) ou stent farmacoldgico (Grupo 2 — DES) evidenciou que no
periodo de 24 horas houve um aumento significativo de células na fase GO/G1 e diminuicdo
significativa de células na fase G2/M no Grupo 2 — DES em relagdo ao grupo controle,
caracterizando um estimulo inibitdrio nas fases iniciais do ciclo celular (Figura 53-A).

No periodo de 48 horas houve um aumento significativo na distribuicdo da populacao
celular na fase G2/M no Grupo 2 — DES em relagdo ao grupo controle, sem alteragdo das

demais fases, caracterizando inibi¢ao do ciclo na fase tardia (Figura 53-B).
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Figura 54- Distribuicdo das popula¢des celulares nas diferentes fases do ciclo celular do Grupo 2:
células musculares lisas de aorta humana em monocultura tratadas com stent convencional
(Grupo 2—BMS) ou stent farmacolégico (Grupo 2 — DES) nos periodos de tratamento de 24
(A) e 48 horas (B). Grau de significancia estatistica ** p < 0,01 e *** p < 0,001.
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4.4.3 Avaliacdo das fases do ciclo celular por citometria de fluxo na cocultura celular Grupo

3 (Modelo-Il)

A avaliagdo da distribuicdo das populagbes celulares nas diferentes fases do ciclo
celular de células do Grupo 3 e Modelo-Il (células endoteliais humanas na concentracdo 0,5 x
10° cél/mL e células musculares lisas de aorta humana na concentragdo 0,062 x 10° cél/mL)
em cocultura de células tratadas com stent convencional (Grupo 3 — BMS) ou stent
farmacoldgico (Grupo 3 — DES) evidenciou que no periodo de 24 horas no Grupo 3 — DES houve
aumento da populacgdo celular nas fases G2/M do ciclo celular em relagcdo ao grupo controle.
No periodo de 48 horas esse resultado se manteve, evidenciando que a presenca do DES nesse
modelo de cocultura, caracterizou um estimulo inibitério nas fases tardias do ciclo celular

(Figura 54).
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Figura 55- Distribuicdo das popula¢des celulares nas diferentes fases do ciclo celular da cocultura

5 x 10° cél/mL e células
062 x 10° cél/mL (Modelo-Il)

tratadas com stent convencional (Grupo 3 — BMS) ou stent farmacoldgico (Grupo 3 — DES)
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4.4.4 Avaliacdo das fases do ciclo celular por citometria de fluxo na cocultura Grupo 4

(Modelo-I)

A andlise da distribuicao das populagdes celulares nas diferentes fases do ciclo celular
de células do Grupo 4 e Modelo-I (células musculares lisas de aorta humana na concentracao
de 0,5 x 10° cél/mL e células endoteliais humanas na concentracdo de 0,062 x 10° cél/mL) em
cocultura de células tratadas com stent convencional (Grupo 4 — BMS) ou stent farmacoldgico
(Grupo 4 — DES) evidenciou que no periodo de 24 horas no Grupo 4 — DES houve aumento da
populacdo celular nas fases G2/M do ciclo celular em relagdo ao grupo controle caracterizando
um estimulo inibitdrio nas fases tardias do ciclo celular.

No periodo de 48 horas, houve diminui¢do significativa da populagdo celular nas fases
G0/G1 no Grupo 4 — BMS e também no Grupo 4 — DES, e aumento da populagdo celular nas
fases G2/M no Grupo 4 — DES evidenciando mais uma vez estimulo inibitério nas fases tardias

do ciclo celular (Figura 55).
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Figura 56- Distribuicdo das popula¢des celulares nas diferentes fases do ciclo celular da cocultura

Grupo 4: células musculares lisas de aorta humana na concentrac¢do de 0,5 x 10° cél/mL e
células endoteliais humanas na concentracdo de 0,062 x 10° cél/mL (Modelo-l) tratadas

(Grupo 4 — DES) nos

ogico

s

com stent convencional (Grupo 4 — BMS) ou stent farmaco

VSMC: células musculares lisas de aorta humana, BMS: stent convencional, DES: stent

periodos de tratamento de 24 (A) e 48 horas (B). HUVEC: células endoteliais humanas,
farmacoldgico. Grau de significancia estatistica * p < 0,05 e *** p < 0,001.
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4.4.4.1 Avaliacao das fases do ciclo celular por citometria de fluxo na cocultura celular Grupo

5 (Modelo-Il)

A avaliagdo da distribuicdo das populagbes celulares nas diferentes fases do ciclo
celular de células do Grupo 5 e Modelo-Il com adi¢cdo do soro rico em plaquetas (células
endoteliais humanas na concentracdo 0,5 x 10° cél/mL e células musculares lisas de aorta
humana na concentracdo 0,062 x 10° cél/mL) em cocultura de células tratadas com stent
convencional (Grupo 5 — BMS) ou stent farmacoldgico (Grupo 5 — DES) evidenciou que no
periodo de 24 horas houve um aumento significativo de células na fase S no Grupo 5 — BMS
em comparacdo ao controle e também em comparacdo ao Grupo 5 — DES. Com relagdo ao
Grupo 5 — DES, houve uma diminuicdo significativa de células na fase S em relagdo ao controle
e também em relacdo ao grupo 5 — BMS e aumento significativo de células na fase GO/G1
evidenciando inibicdo do ciclo na fase de sintese e aumento de células nas fases iniciais
refletindo parada do ciclo celular na fase GO/G1. No periodo de 48 horas, ndo houve diferenca

nas populacdes celulares nos diferentes grupos (Figura 56).
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Figura 57- Distribuicdo das populagdes celulares nas diferentes fases do ciclo celular da cocultura
Grupo 5: células endoteliais humanas na concentracdo de 0,5 x 10° cél/mL e células
musculares lisas de aorta humana na concentrac¢io de 0,062 x 10° cél/mL (Modelo-1) com
soro rico em plaquetas a 10% tratadas com stent convencional (Grupo 5 — BMS) ou stent

farmacoldgico (Grupo 5 — DES) nos periodos de tratamento de 24 (A) e 48 horas (B). BMS:
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stent convencional, DES: stent farmacoldgico, PRP: soro rico em plaquetas a 10%. Grau de

significancia estatistica * p < 0,05, *** p < 0,001.

4.4.4.2 Avaliacdo das fases do ciclo celular por citometria de fluxo na cocultura celular Grupo

6 (Modelo-1)

A anadlise da distribuicdo das populacdes celulares nas diferentes fases do ciclo celular
de células do Grupo 6 e Modelo-I com adi¢dao do soro rico em plaquetas (células musculares
lisas de aorta humana na concentracdo de 0,5 x 10° cél/mL e células endoteliais humanas na
concentracdo de 0,062 x 10° cél/mL) em cocultura de células tratadas com stent convencional
(Grupo 6 — BMS) ou stent farmacolégico (Grupo 6 — DES) evidenciou que no periodo de 24
horas houve aumento da populagdo celular nas fases GO/G1 em ambos os grupos em
comparacdo ao controle, nos mostrando que com adicdo do PRP a 10% na cultura houve
inibicdo do ciclo nas fases iniciais.

No periodo de 48 horas no Grupo 6 — DES houve um aumento significante das células
nas fases GO/G1 e uma diminuicdo na populagdo celular na fase S e na fase G2/M em
comparag¢ao ao grupo controle e ao Grupo 6 — BMS, refletindo uma inibicdo da capacidade
proliferativa. Ocorreu ainda aumento na populagdo celular na fase G2/M acompanhado por

uma diminui¢do no nimero de células na fase GO/G1 no Grupo 6 — BMS (Figura 57).
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Figura 58- Distribuicdo das populagdes celulares nas diferentes fases do ciclo celular da cocultura

élulas musculares lisas de aorta humana na concentracdo de 0,5 x 10° cél/mL e

células endoteliais humanas na concentracdo de 0,062 x 10° cél/mL (Modelo-l) com soro
rico em plaquetas a 10% tratadas com stent convencional (Grupo 6 — BMS) ou stent

Grupo 6: ¢

farmacoldgico (Grupo 6 — DES) nos periodos de tratamento de 24 (A) e 48 horas (B). BMS:
stent convencional, DES: stent farmacoldgico, PRP: soro rico em plaquetas a 10%. rau de

significancia estatistica ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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4.5. Analise da expressao de marcadores celulares

4.5.1 Analise da expressdo de marcadores celulares envolvidos nas vias de apoptose e controle

de proliferagao celular

Analise da expressao de marcadores celulares envolvidos nas vias de apoptose e controle
de proliferacao celular foi realizada estudando o perfil de expressdao dos marcadores caspase-
3, PCNA, p-27 e ciclina D1 nas células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta
humana em monocultura e cocultura celular na presenca ou auséncia de soro rico em
plaquetas a 10% tratadas com stent convencional ou farmacolégico nos periodos de
tratamento de 24 e 48 horas.

N3do houve diferenca na taxa de producao dos marcadores celulares envolvidos nas vias
de apoptose e controle de proliferacao celular nas diferentes condi¢bes de cultura,
evidenciando que o sirolimo ndo induziu apoptose ou necrose nas células endoteliais humanas
e nas células musculares lisas de aorta humana caracterizando auséncia de efeito citotdxico
nas concentracées do farmaco utilizadas. Os resultados estdo expressos em porcentagem de

expressao média dos respectivos marcadores e estdo expressos nas Figuras 58 a 61.
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Figura 59- Expressdo do marcador celular envolvido nas vias de apoptose e controle de proliferagao
celular caspase-3 nas células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta
humana em monocultura (A e B) e cocultura celular na auséncia (C e D) e na presenca (E e
F) de soro rico em plaquetas a 10% tratadas com stent convencional ou farmacolégico nos
periodos de tratamento de 24 e 48 horas. BMS: stent convencional, DES: stent
farmacoldgico. n.s.= nao significativo.
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4.5.2 Analise da expressao de marcadores celulares envolvidos processo inflamatério

Andlise da expressdao de marcadores celulares envolvidos no processo inflamatério ICAM-
1, IL-1 beta, TNF-DR4, IL-6 e MCP-1 e do marcador VEGF-R1 envolvido também na angiogénese
foi realizada nas células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana em
monocultura e cocultura celular na presenga ou auséncia de soro rico em plaquetas a 10%
tratadas com stent convencional ou farmacolégico nos periodos de tratamento de 24 e 48
horas.

Com relacdo ao marcador ICAM-1 (Figuras 62 e 63), houve uma diminuicdo significativa
da expressao na monocultura de células endoteliais humanas nos periodos de 24 e 48 horas
quando comparadas ao controle. Houve expressao significativa na cocultura no Grupo 4 — DES
guando comparado ao Grupo 6 — BMS no periodo de 24 horas, no Grupo 4 — BMS quando
comparado ao Grupo 6 — BMS no periodo de 48 horas e no grupo 4 — DES em relagdo ao grupo
6 — DES no periodo de 48 horas. Dessa forma é possivel analisar que houve uma maior
expressao do marcador ICAM-1 nos grupos na auséncia do soro rico em plaquetas a 10% nos
dois periodos de tempo avaliados.

Analisando a expressdao do marcador TNF-DR4 (Figuras 64 e 65), observamos que
houve maior producdo no Grupo 5 — DES em comparacao ao Grupo — 3 DES no periodo de 24
horas e maior expressdao no Grupo 5 — DES 24 horas quando comparado ao Grupo 3 — DES 48
horas, evidenciando uma maior expressao e modulagdo nos grupos que receberam a adicao
do soro rico em plaquetas a 10%.

Com relagdo ao marcador celular envolvido no processo inflamatério IL-6 (Figura 66),
houve as seguintes diferencas estatisticas:

- Maior expressdao na monocultura de células endoteliais humanas no grupo que
recebeu o stent farmacoldgico em relagdo ao grupo controle, como também no grupo que
recebeu o stent convencional no periodo de 48 horas, evidenciando que a resposta
inflamatdria na célula endotelial na presenca do stent farmacoldgico possui resposta mais
precoce que na presenca do stent convencional;

- Maior expressao na cocultura no Grupo 3 — DES quando comparada ao Grupo — 3
BMS no periodo de 24 horas e ao Grupo 3 — DES no periodo de 48 horas, evidenciando maior

expressao deste marcador nos grupos que receberam stent farmacolégico;
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- Os resultados foram significativos para a cocultura no Grupo — 4 DES em 24 horas
comparados ao Grupo —4 DES em 48 horas e no Grupo —4 BMS quando comparado ao Grupo
— 4 DES em 48 horas, evidenciando que a resposta foi maior na presenca de stent
farmacoldgico no periodo mais precoce nessa condigao de cocultura;

- A expressao do IL-6R foi maior no Grupo — 5 DES periodo 24 horas e Grupo — 5 DES
periodo 48 horas quando comparado ao Grupo — 5 BMS em 24 horas, no Grupo 5 — BMS 24
horas comparado ao Grupo —5 BMS em 48 horas e no Grupo 5 — DES em 24 horas em relacao
ao Grupo 5 — DES 48 horas, mostrando que na presenc¢a do soro rico em plaquetas a 10%
houve um aumento da resposta inflamatdria nos grupos que receberam stent convencional,
e essa resposta tornou-se mais precoce. Por outro lado, para os stents farmacolégicos a
produgdo foi maior na presenga do soro rico em plaquetas a 10% no periodo de 48 horas para
essa condicdo de cocultura;

- Maior expressao no Grupo 6 — DES comparado ao Grupo 6 — BMS no periodo de
tempo de 24 e 48 horas, ou seja, nessa condicdo de cocultura com adicdo do soro rico em
plaquetas a 10%, sua expressao foi maior nos grupos que receberam stents farmacolégicos;

- Quando submetidos as andlises estatisticas comparativas intergrupos, na maioria das
condicOes testadas, como é possivel observar na Figura 67, houve maior expressao deste
marcador nas condi¢des de cocultura que receberam soro rico em plaquetas a 10% para
ambos os stents.

N3o houve diferenca na expressao dos marcadores celulares envolvidos no processo
inflamatdério MCP-1, IL-1 beta e VEGF-R1 entre os diferentes grupos nos periodos de tempo

analisados (Figuras 68 a 70).
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Figura 63- Expressao do marcador celular envolvido nas vias de processo inflamatério ICAM-1 nas
células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana em monocultura
(A e B) e cocultura celular na auséncia (C e D) e na presenca (E e F) de soro rico em plaquetas
a 10% tratadas com stent convencional ou farmacoldgico nos periodos de tratamento de
24 e 48 horas. ICAM-1: molécula de adesdo intercelular 1, BMS: stent convencional, DES:
stent farmacoldgico. n.s.= nao significativo.
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Figura 64— Comparacdo da expressdo do marcador celular envolvido nas vias de processo inflamatério
ICAM-4 nas células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana em
cocultura celular tratadas com stent convencional ou farmacolégico nos periodos de
tratamento de 24 e 48 horas: (A) Grupos 3 e 5 (Modelo-Il sem e com soro rico em plaquetas
a 10%) e (B) Grupos 4 e 6 (Modelo-l sem e com soro rico em plaquetas a 10%). ICAM-4:
molécula de adesdo intercelular 4, BMS: stent convencional, DES: stent farmacoldgico. Grau
de significancia estatistica * p < 0,05. n.s.= n3o significativo.
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Figura 65- Expressdao do marcador celular envolvido nas vias de processo inflamatério TNF-DR4 nas

células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana em monocultura
(A e B) e cocultura celular na auséncia (C e D) e na presenca (E e F) de soro rico em plaquetas
a 10% tratadas com stent convencional ou farmacoldgico nos periodos de tratamento de
24 e 48 horas. TNF-DR4: receptor 4 do fator de necrose tumoral, BMS: stent convencional,
DES: stent farmacoldgico. n.s.= nao significativo.
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Figura 66— Comparacdo da expressdo do marcador celular envolvido nas vias de processo inflamatério
TNF-DR4 nas células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana em
cocultura celular tratadas com stent convencional ou farmacoldgico nos periodos de
tratamento de 24 e 48 horas: (A) Grupos 3 e 5 (Modelo-ll sem e com soro rico em plaquetas
a 10%) e (B) Grupos 4 e 6 (Modelo-l sem e com soro rico em plaquetas a 10%). TNF-DR4:
receptor 4 do fator de necrose tumoral, BMS: stent convencional, DES: stent farmacoldgico.
Grau de significancia estatistica * p < 0,05, ** p < 0,01. n.s.= ndo significativo.
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Figura 67- Expressao do marcador celular envolvido nas vias de processo inflamatoério IL-6 nas células
endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana em monocultura (A e B) e
cocultura celular na auséncia (C e D) e na presenca (E e F) de soro rico em plaquetas a 10%
tratadas com stent convencional ou farmacoldgico nos periodos de tratamento de 24 e 48
horas. IL-6: interleucina-6, BMS: stent convencional, DES: stent farmacolégico. Grau de
significancia estatistica * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001. n.s.= n3o significativo.
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Figura 68— Comparacao da expressao do marcador celular envolvido nas vias de processo inflamatério

IL-6 nas células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana em
cocultura celular tratadas com stent convencional ou farmacolégico nos periodos de
tratamento de 24 e 48 horas: (A) Grupos 3 e 5 (Modelo-ll sem e com soro rico em plaquetas
a 10%) e (B) Grupos 4 e 6 (Modelo-I sem e com soro rico em plaquetas a 10%). IL-6:
interleucina-6, BMS: stent convencional, DES: stent farmacoldgico. Grau de significancia
estatistica * p < 0,05 e *** p < 0,001.
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Figura 69- Expressdo do marcador celular envolvido nas vias de processo inflamatério MCP-1 nas
células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana em monocultura
(A e B) e cocultura celular na auséncia (C e D) e na presenca (E e F) de soro rico em plaquetas
a 10% tratadas com stent convencional ou farmacoldgico nos periodos de tratamento de
24 e 48 horas. MCP-1: proteina quimioatrativa de mondcito-1, BMS: stent convencional,
DES: stent farmacoldgico. n.s.= nao significativo.
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Figura 70- Expressao do marcador celular envolvido nas vias de processo inflamatdério IL-1 beta nas
células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana em monocultura
(A e B) e cocultura celular na auséncia (C e D) e na presenca (E e F) de soro rico em plaquetas
a 10% tratadas com stent convencional ou farmacoldgico nos periodos de tratamento de
24 e 48 horas. IL-1 beta: interleucina-1 beta, BMS: stent convencional, DES: stent
farmacoldgico. n.s.= nao significativo.
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A hiperplasia neointimal decorrente da injuria na parede da artéria coronaria causada
pelo implante dos stents, e a consequente reestenose intrastent, limitavam os resultados da
revascularizacdo miocardica através da intervenc¢do coronaria percutanea (ICP). Associa-se a
isso o fato de que os stents eluidores de farmacos, principalmente os de primeira geracao,
estdo associados com taxas de trombose subaguda e disfuncao endotelial, ambos decorrentes
de reendoteliza¢do insatisfatoria.

Com o advento dos stents farmacoldgicos, que eluem principalmente as drogas
inibidoras da mTOR, sirolimo e seus analogos (rapalogs), a hiperplasia neointimal foi limitada
melhorando as taxas de reestenose intrastent no seguimento dos pacientes submetidos a ICP.
Embora sirolimo e seus andlogos sejam efetivos agentes antireestendticos quando aplicados
luminalmente através dos stents, seus efeitos em culturas celulares de células endoteliais
humanas e células musculares lisas de aorta humana ndao foram muitos estudados, e o
impacto da entrega local do fdrmaco sobre o ciclo celular, proliferacao celular e nas alteragées
apoptéticas tem recebido pouca atencdo na literatura. O presente estudo avaliou a atividade
do sirolimo e seu analogo everolimo nas culturas celulares de células endoteliais humanas e
células musculares lisas de aorta humana, no que diz respeito a proliferacdo celular, estresse
oxidativo, ciclo celular e expressdao de marcadores relacionados ao controle da proliferagao e
inflamacao.

Determinamos a ICsp do everolimo, nas duas linhagens celulares, nas células
endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana, com valores maiores para as
ultimas, evidenciando a menor sensibilidade das células musculares lisas de aorta humana ao
farmaco, quando comparadas com as células endoteliais. A ICso do everolimo no nosso estudo
para as células endoteliais humanas em 24 e 48 horas foi entre 10,47 a 14,85 uM (1,04 a 1,48
x 10> M) e para células musculares lisas de aorta humana em 24 e 48 horas foi de 9,48 a 22,24
UM (0,94 a 2,22 x 10> M). N3o encontramos na literatura estudos que descrevessem a |Cso do
everolimo nas células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana, apenas
do sirolimo e de maneira semelhante ao nosso estudo, de um de seus andlogos, o tacromilus.
No estudo de Matter et al.,”* os autores demonstraram que a ICsp do tacrolimo nas células
endoteliais humanas e musculares lisas, foi para as células endoteliais humanas 0,23 x 10> M
(para o sirolimo nas mesmas células 7,1 x 101° M) e para as células musculares lisas de veia
safena humanas foi 3,8 x 107 M (para o sirolimo nas mesmas células 4,1 x 10° M),

evidenciando tal qual o nosso estudo, uma menor sensibilidade das células musculares lisas
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ao inibidor da mTOR que quando comparado com as células endoteliais. Também
corroborando com o estudo citado, a ICsp do derivado do sirolimo (no nosso caso o everolimo
e no estudo citato o tacrolimo) foi de 102 a 10* vezes maior que o sirolimo, mostrando que o
everolimo como o tacrolimo é menos potente que o sirolimo para inibir a proliferacao e
migracdo das células endoteliais humanas e células musculares lisas de aorta humana.”>’2

Com relagdo ao estresse oxidativo, nos diferentes grupos celulares em monocultura
tratados com stents farmacoldgicos, houve diminuicdo na producdo de TBARS no periodo de
24 horas. Nos grupos celulares em cocultura, com a adi¢do do soro rico em plaquetas a 10%,
houve aumento na producdo das espécies reativas de oxigénio nos grupos que receberam os
dois tipos de stents, porém essa alteracdo foi significativa nos grupos com stents
farmacoldgicos. Este achado evidencia que as plaquetas potencializam o estresse oxidativo
gerado pela presenca dos stents, possivelmente por ampliar o ambiente inflamatorio.

O sirolimo é um antibiético macrociclico imunossupressor e atua por parar o ciclo
celular no ponto de transicao da fase G1 para S. O mecanismo molecular pelo qual o sirolimo
age é ligando-se a proteina-12 de ligacdo a imunofilina FK-506 (FKBP-12), e o complexo
resultante sirolimo/FKBP-12 inibe a atividade da quinase do mTOR, subsequentemente
reduzindo a atividade de multiplas quinases associadas com a proliferagao celular mitégeno-
induzida. Postula-se que essa reducdao na atividade da quinase é mediada por niveis
aumentados do inibidor da quinase dependente de ciclina p27. O efeito resultante do
complexo sirolimo/FKBP-12 sobre as vias mTOR associadas seria a parada do ciclo celular no
ponto de transicdo G1/S. A proliferacdo e migragdo celular podem compartilhar mecanismos
moleculares semelhantes, portanto, agentes que possuem como mecanismo de a¢ao primario
o bloqueio da proliferacdo celular podem também ter impacto na migracdo celular, que é o

processo envolvido na formacdo neointimal apds o implante dos stents.”74

Analisando as fases do ciclo celular no nosso estudo, observamos que o efeito mais
consistente causado pelo sirolimo sobre o ciclo celular em ambas as células nos diversos
experimentos sem o soro rico em plaquetas a 10%, tanto para o periodo de 24 como para 48
horas, foi um aumento na porcentagem relativa de células na fase G2/M, sem aumento do
numero de células na fase de DNA fragmentado, ou seja, sem causar morte celular. Em nosso
estudo o sirolimo inibiu tanto as células endoteliais humanas como as células musculares lisas

de aorta humana. Quando adicionamos plaquetas nos modelos de cocultura, houve aumento
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da porcentagem relativa de células na fase GO/G1 e diminuicdo da porcentagem relativa de
células na fase G2/M, sem aumento do numero de células na fase de DNA fragmentado, ou

seja, sem causar morte celular, causando a parada do ciclo celular numa fase mais precoce.

Para compreender os mecanismos antiproliferativos do sirolimo nas duas linhagens
celulares do presente estudo ao nivel do ciclo celular, examinamos a expressdo de marcadores
celulares envolvidos nas vias de apoptose e controle de proliferagao celular estudando o perfil
de expressao dos marcadores caspase-3, PCNA, p-27 e ciclina D1 para as vias de necrose e da
anadlise da expressao de marcadores celulares envolvidos no processo inflamatério ICAM-1, IL-

1 beta, TNF-DR4, IL-6 e MCP-1 e do marcador VEGF-R1 envolvido na angiogénese.

N3o houve diferenca na taxa de expressao dos marcadores celulares e seus receptores
envolvidos nas vias de apoptose e controle de proliferagdo celular nas diferentes condigdes
de cultura, evidenciando que o sirolimo ndo induziu apoptose ou necrose nas células
endoteliais humanas e nas células musculares lisas de aorta humana caracterizando auséncia

de efeito citotéxico nas concentracdes do farmaco utilizada nesse estudo.

Examinamos também a expressdao de marcadores celulares envolvidos nas vias do
processo inflamatdrio ICAM-1, IL-1 beta, TNF-DR4, IL-6 e MCP-1 e do marcador VEGF-R1
envolvido na angiogénese. Nao houve diferenca na expressdao dos marcadores celulares
envolvidos no processo inflamatério MCP-1, IL-1 beta e VEGF-R1 entre os diferentes grupos
nos periodos de tempo analisados. Por outro lado, houve maior expressdao do marcador ICAM-
1, TNF-DR4 nos grupos em cocultura na auséncia do soro rico em plaquetas a 10% nos dois
periodos de tempo avaliados, evidenciando que o fenémeno do aumento da expressao e
modulacdo do ICAM-1 esta relacionado com a presenca das plaquetas ao meio de cultura do
gue com tipo de stent utilizado. Com relagdo ao marcador celular envolvido no processo
inflamatdrio IL-6 a sua maior expressao relacionou-se, na maioria das condicdes testadas,
guando submetidos as analises estatisticas comparativas intergrupos, houve maior expressao
deste marcador nas condi¢des de cocultura que receberam soro rico em plaquetas a 10% para
ambos os stents, estando sua maior expressdo da mesma maneira que o ICAM-1 relacionada
com a presenca das plaguetas que ao tipo de stent recebido.

Parry et al.,”> demonstraram que o sirolimo em poténcia de concentracdes baixas em

escala nanomolar, ocasionou parada do ciclo celular na fase GO/G1, efeito dependente da
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dose e sem induzir morte celular. Tais autores ainda demonstraram que o efeito foi reversivel
pois com a retida da droga da cultura lavando as células, as mesmas reassumiram sua
proliferacdo vdrios dias apds. Eles demonstraram também que o sirolimo nao teve efeito
antimigratdrio nas células endoteliais, apenas nas células musculares lisas. Considerando que
a migragdo de células musculares lisas € um fator na formagdo da neointima apds lesao
vascular e que a repopulagdo da intima lesada com células endoteliais funcionais é necessaria
para reduzir a propensao de formacdo de trombo na regido revascularizada e com stent da
artéria coronaria. A migragao de células endoteliais é fundamental para o restabelecimento
de um endotélio funcional apds implante de stent coronariano.”” A atividade antimigratdria
do sirolimo em células musculares lisas no estudo de Parry et al. foi menor do que a relatada
em outros estudos,’®’” onde a incubacdo de células musculares lisas com sirolimo mais

prolongada foi usada (22. vs 48 h).

Nossos achados com relagdo a expressao do p27 estao diferentes da literatura, pois
varios autores descrevem que a inibicdo da proliferacdo de células musculares lisas pelo
sirolimo é associada com a regulacao positiva do inibidor do ciclo celular p27, com descri¢ao
do mecanismo de acdo do sirolimo que atua apds entrar na célula através da ligacdo com o
FKBP-12 o complexo resultante sirolimo/FKBP-12 inibe a atividade da quinase do mTOR,
subsequentemente reduzindo a atividade de multiplas quinases associadas com a proliferacao
celular e essa reducdo na atividade da quinase é mediada por niveis aumentados do inibidor
da quinase dependente de ciclina p27. 7®7°

Kawamata et al.,®° examinaram os eventos intracelulares apds o tratamento com
sirolimo em células T em crescimento exponencial e descreveram que o sirolimo regulou
positivamente um inibidor de cdks, o p27, em ambos os niveis de RNAm e proteina em células
sensiveis ao sirolimo, evidenciando que o efeito antiproliferativo do sirolimo foi
principalmente atribuido a inibi¢cdo da atividade da ciclina E/cdk2 quinase através da formacdo
do complexo ciclina E/cdk2-p27 em vez da inibicdo da atividade da p70S6 quinase, que era o
mecanismo proposto até entdo. Sugeriram a presenca de um nivel limiar putativo de p27 na
fase tardia G1 em células ja cicladas, concluindo que o sirolimo pode causar parada de G1
aumentando a quantidade de p27 além do limite em algumas células sensiveis ao sirolimo que

estdo crescendo exponencialmente.
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Uma possivel explicacdo para ndo ter ocorrido aumento do p27 no nosso estudo, é que
parece que o aumento do p27 esta relacionado com a parada do ciclo celular na fase G1, e no
nosso estudo, a parada do ciclo celular na maioria dos experimentos ocorreu na fase G2/M,
também diferentemente do relatado na literatura. Além disso, em nosso estudo, as
concentra¢des utilizadas maiores que as descritas na literatura. Postulamos, que essa
diferenca pode ser atribuida a concentragdo do sirolimo utilizada em nosso estudo. Utilizamos
no presente experimento na monocultura, concentracdes de sirolimo de 98,91 ug a 326,56
Kg, na cocultura sem PRP a 10% a concentrac¢do de sirolimo foi 63,27 ug e na cocultura com
PRP a 10% a concentragdo de sirolimo foi 38,85 ug, todas constituem valores bem elevados
do farmaco. Habib et al. descreveram que o sirolimo atinge concentracdo tissular de 500
nmol/L apds implante de stents eluidores de sirolimo. Convertendo esse valor através da
massa molar do sirolimo (914,172 g/mol) para pg por litro temos um valor de 457 pg/L ou
0,457 pg/mL, ou seja, os valores adicionados foram bem mais elevados que a concentragdo
tissular do sirolimo eluido pelos stents farmacolégicos. Ainda com relacdo a concentracao do
sirolimo, Marx et al.”® descrevem que concentracdes t3o baixas de sirolimo quanto 1 ng/ml
tem a capacidade de inibir o crescimento celular. Esse valor corresponde a 0,001 pg/mL, bem
menor do que o utilizado no nosso estudo. Porém esse mesmo grupo descreveu auséncia de
inibicdo da proliferacao de células musculares lisas apds o FK520, uma droga da mesma familia
do tacrolimo, e em outro estudo relataram a falta de acdes antimigratdrias sobre células
musculares lisas pelo préprio tacrolimo.”® J& no estudo de Matter et al.,’ os autores
descrevem que se concentracdes equipotentes para inibir a proliferacio de células
musculares lisas forem usadas, o tacrolimo pode exibir uma especificidade melhorada para as
células musculares lisas e, assim, permitir uma melhor reendotelizacdo. Eles também
investigaram os efeitos do tacrolimo ou do sirolimo no ciclo celular e encontraram uma
sobrerregulacdo de p27 apds exposicdo de células musculares lisas estimulada por PDGF tanto
ao tacrolimo como sirolimo. A expressao de p27 foi menos pronunciada apds o tacrolimo do
gue apds o sirolimo. Outros potenciais alvos do ciclo celular do tacrolimo, como p16 e p21,
ndo foram afetados pela droga em seu estudo.

Porém quando adicionamos plaquetas as culturas, houve parada do ciclo celular na
fase GO/G1, em concordancia com a literatura. A libera¢cdo de PGDF pelas plaguetas no meio
de cultura pode ter estimulado a migracao das células musculares lisas e esse fator pode ter

influenciado a fase do ciclo celular inibida pelo siromilus. Qutra possivel justificativa para esse
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achado é que os grupos do experimento em cocultura com PRP a 10% receberam a menor
concentragado de sirolimo quando comparada a todos os outros grupos do presente estudo.
Efeito similar é descrito na literatura para o paclitaxel, porém por mecanismos de acao
diferentes. O principal mecanismo de a¢do do paclitaxel é interferir com a dinamica dos
microtubulos, impedindo sua despolimerizacao, o que causa uma atividade multicelular dose
dependente, com propriedades antiproliferativas e antineopldsicas, reduzindo a migragdo das
células musculares lisas, bloqueando a citocina e a atividade e liberacdo do fator de
crescimento, interferindo com processos secretdrios, efeitos antiangiogénicos e
enfraquecendo o sinal da transdugao. Em baixas doses como as utilizadas nos DES, o paclitaxel
atua nas fases GO/G1 e G1/S, resultando em efeito citostatico sem a morte celular. Em altas
concentragdes, o paclitaxel promove a bloqueio do ciclo celular na fase G2/M e
consequentemente a apoptose.

Nosso estudo é o primeiro da literatura que cultivou as células endoteliais humanas e
as células musculares lisas de aorta humana em modelo de cocultura com acréscimo de
plaguetas a esses modelos. Também ndo encontramos na literatura outro estudo que
adicionou o stent farmacolégico diretamente no poc¢o de cultura e o comparou com sua
contraparte o stent convencional. Os trabalhos descritos na literatura geralmente adicionam
o farmaco na cultura e o comparam com os controles sem a droga. Portanto, as discrepancias
dos achados em nosso experimento com os da literatura e dos achados da literatura entre si
podem ser resultado de diferentes protocolos experimentais, diferentes tipos de células,
testando diferentes farmacos (sirolimo, FK520, tacrolimo/FK506) ou avaliando os efeitos dos

farmacos em concentragdes diversas.
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6 Conclusao
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Com a determinacdo da ICso do everolimo, analogo do sirolimo, nas células endoteliais
humanas e células musculares lisas de aorta humana, demonstramos a citotoxicidade do
everolimo com valores maiores para as células musculares lisas de aorta humana,
evidenciando a menor sensibilidade dessas células quando comparadas com as células
endoteliais. A ICso do derivado everolimo foi de 10? a 10* vezes maior que o a descrita na
literatura para o sirolimo, mostrando que o everolimo é menos potente que o sirolimo para
inibir a proliferagdo e migragao das células endoteliais humanas e células musculares lisas de
aorta humana.

Com relagao ao estresse oxidativo, nos grupos celulares em monocultura tratados com
stents farmacolégicos, houve diminuicdo na producdo de TBARS no periodo de 24 horas. Nos
grupos em cocultura, com a adigdo do soro rico em plaquetas a 10% nos modelos, houve um
aumento na producdo das espécies reativas de oxigénio nos grupos que receberam os dois
tipos de stents, porém essa alteracdo foi mais significativa nos grupos com stents
farmacoldgicos. Este achado evidencia que as plaquetas potencializam o estresse oxidativo
gerado pela presenca dos stents possivelmente por ampliar o ambiente inflamatério.

Analisando as fases do ciclo celular, observamos que o efeito mais consistente
causado pelo sirolimo sobre o ciclo celular em ambas as células nos diversos experimentos
sem o soro rico em plaquetas a 10%, tanto para o periodo de 24 como para 48 horas, foi um
aumento na porcentagem relativa de células na fase G2/M, sem aumento do nimero de
células na fase de DNA fragmentado, ou seja, sem causar dano celular. Em nosso estudo o
sirolimo inibiu tanto as células endoteliais humanas como as células musculares lisas de aorta
humana, em todas as concentragdes testadas. Quando adicionamos plaquetas nos modelos
de cocultura, houve aumento da porcentagem relativa de células na fase GO/G1 e diminuicdo
da porcentagem relativa de células na fase G2/M, sem aumento do nimero de células na fase
de DNA fragmentado, ou seja, sem causar morte celular, sugerindo que o sirolimo exerce seus
efeitos anti-inflamatérios nessas linhagens celulares e consequentemente reduz a hiperplasia
neointimal através de um mecanismo citostatico.

N3do houve diferenca na expressdo dos marcadores celulares caspase-3, PCNA, p-27 e
ciclina D envolvidos nas vias de apoptose e controle de proliferacao celular nas diferentes
condi¢cBes de cultura, evidenciando que o sirolimo ndo induziu apoptose ou necrose nas
células endoteliais humanas e nas células musculares lisas de aorta humana caracterizando

auséncia de efeito citotdxico nas concentragdes do farmaco utilizada.
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Nao houve diferenga na expressao de marcadores celulares envolvidos nas vias do
processo inflamatdrio ICAM-1, IL-1 beta, MCP-1 e VEGF-R1. Por outro lado, houve diferenca
na expressao dos marcadores celulares ICAM-1, TNF-DR4 e IL-6 nos grupos em cocultura com
soro rico em plaquetas a 10% nos periodos de tempo avaliados, para ambos os stents, estando

sua maior expressao relacionada com a presenca das plaquetas que ao tipo de stent recebido.
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