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LEITE-JUNIOR, A.C. Associacdo de farmacos antiproliferativos para o tratamento da
aterosclerose em coelhos: uso de nanoemulsao lipidica como veiculo para etoposideo e
metotrexato. — Dissertacdo de Mestrado, 2010 [Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

da Universidade de S&o Paulo].

RESUMO

Farmacos antiproliferativos vém sendo utilizados em procedimentos de angioplastia,
onde sdo administrados localmente por meio de “stents” farmacoldgicos. Embora
seja possivel que um tratamento sistémico apresente maior eficiéncia, os efeitos
colaterais dos farmacos antiproliferativos disponiveis constituem uma grande
limitagdo. Estudos recentes em nosso laboratério demonstraram que uma
nanoemulsao lipidica rica em colesterol concentra-se em regides onde a proliferacdo
celular € maior, possivelmente devido a uma maior demanda por colesterol para a
sintese de membranas celulares. Assim, consideramos a possibilidade de utilizacao
desta nanoemulsdo como veiculo de farmacos antiproliferativos para o tratamento
da aterosclerose. No presente trabalho, dezesseis coelhos brancos, machos, da
raca New Zealand, pesando aproximadamente 3 kg, foram submetidos a uma dieta
contendo 1% de colesterol durante quatro semanas e divididos em dois grupos: um
grupo recebendo uma injecdo endovenosa contendo apenas solucéo salina e outro
grupo tratado com uma associacdo de etoposideo e metotrexato, veiculados na
nanoemulsdo lipidica. A analise da morfometria macroscépica mostra que o
tratamento reduz as areas de lesdo aterosclerética em aproximadamente 84%
(razdo da éarea de lesdo sobre area total 0,57+0,2 nos animais controle versus
0,089+0,05 nos animais tratados, p<0,05). Houve reducdo de aproximadamente 3
vezes na razdo da intima-média dos animais tratados em relacdo aos animais
controle. Adicionalmente, observamos que o tratamento reduz a migracdo de
macrofagos na camada intima do arco aortico destes animais. Houve amplificacao
do efeito terapéutico em funcdo da associacdo destes farmacos e reducédo na
toxicidade. Portanto, a associagdo destes farmacos antiproliferativos veiculados em
um sistema nanoparticulado pode ser promissora para o0 tratamento da
aterosclerose. Estudos em humanos deverdo confirmar o potencial desta proposta

na terapéutica cardiovascular.

Palavras-chave: Aterosclerose, Inflamacao, Metotrexato, Etoposideo.



LEITE-JUNIOR, A.C. Combined chemotherapy of antiproliferative drugs for
atherosclerosis treatment in the rabbit: lipidic nanoemulsion as a vehicle for
etoposide and methotrexate. — Dissertation (Masters Degree), 2010 [Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo].

Abstract

Drug eluting stents have been used in angioplastic procedures to deliver
antiproliferative drugs directly to arterial tissue. Presumably, a systemic treatment
could be more effective than local administration, but the side-effects of available
antiproliferative drugs limit this approach. In recent studies, we have shown that a
cholesterol-rich nanoemulsion concentrates in sites of high cell proliferation, possibly
due to a high demand of cholesterol to membrane cell synthesis. Thus, we sought to
test the emerging hypothesis that our nanoemulsion could be used as a vehicle to
antiproliferative drugs for systemic treatment of atherosclerosis. In the present study,
sixteen New Zealand White rabbits weighing from 3.2 to 3.8 kg were submitted to a
diet containing 1% cholesterol during 4 weeks and then they were split in two groups:
a group treated with an intravenous injection of saline solution and a group treated
with an association of etoposide and methotrexate delivered in our lipid
nanoemulsion. We have shown by macroscopic morphometry that the treatment
reduced the lesion areas by roughly 84% (lesion area/total area ratio 0,57+0,2 in
control animals, versus 0,089+0,05 in treated animals, p<0,05). The intima-media
ratio was reduced by three fold in treated animals. Furthermore, we have observed a
reduction in macrophage migration to the arterial intima. The association of etoposide
and methotrexate resulted in a synergistic effect without increasing the toxicity. In
conclusion, the association of antiproliferative drugs delivered in a nanoemulsion is a
promising approach for atherosclerosis treatment. Further studies in humans are

needed to confirm the potential of this treatment in cardiovascular therapeutics.

Keywords; Atherosclerosis, Inflammation, Methotrexate, Etoposide.
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1. INTRODUCAO

1.1. Inflamacéo e aterosclerose
Desde o inicio do século XX, a aterosclerose foi considerada como uma
doenca caracterizada fundamentalmente por um acumulo de lipides na parede
arterial. Entretanto inGmeras evidéncias tém demonstrado nas ultimas décadas a
importancia de mecanismos inflamatérios no desenvolvimento do processo

aterosclerotico (ROSS, 1999; Libby, Ridker e Maseri, 2002).

O inicio do processo aterogénico € marcado por alteracbes no endotélio
vascular que geralmente surgem como consequéncia de fatores de risco como
hipercolesterolemia, hipertensédo arterial, diabetes mellitus e tabagismo. Estes
fatores promovem um aumento na permeabilidade vascular, facilitando a penetracéo
de lipoproteinas no espaco subendotelial, particularmente as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) pequenas e densas. Quando retidas na camada intima das
artérias, devido a sua ligacdo a proteoglicanos, estas lipoproteinas sofrem oxidacao
e as particulas oxidadas estimulam a producao de citocinas e moléculas de adeséo
em células endoteliais. Deste modo, ocorre recrutamento de leucécitos para a
camada intima, principalmente mondcitos, que se diferenciam em macréfagos e
captam de maneira intensa as particulas de LDL oxidada, formando células
espumosas. Sob o estimulo deste meio pro-inflamatorio, células musculares lisas
migram da camada média para a camada intima arterial e entram em processo de
proliferacdo celular. Adicionalmente, estas células podem acumular lipides,
particularmente ésteres de colesterol, formando também células espumosas. A
progressao destes eventos de proliferacéo celular e de acumulo de lipides resulta no

espessamento da parede dos vasos (ROSS, 1999; Libby, Ridker e Maseri, 2002).



Assim, a formacdo das placas aterosclerdticas é caracterizada por um
acumulo de lipides, de células inflamatorias e imunes derivadas do sangue
periférico, principalmente mondcitos e células T. O centro da placa aterosclerotica
contém células espumosas, componentes residuais de células mortas e goticulas de
lipides, incluindo colesterol esterificado e cristais de colesterol. Esta regido central é
envolvida por uma capa fibrosa contendo células musculares lisas e uma matriz rica
em fibras de colageno que estabilizam a placa. Células imunes como macroéfagos,
células T estdo frequentemente em um estado de ativacéo inflamatdria, produzindo
citocinas, proteases, moléculas pro-trombédticas e substancias vasoativas que
podem afetar a funcdo vascular (Jonasson, Holm, et al.,, 1986). Outras células
presentes nas placas ateroscleroticas incluem células dentriticas, mastocitos, célula
B e células T “natural killers” (Bobryshev e Lord, 1995; Kovanen, Kaartinen e

Paavonen, 1994).

As células T estdo entre as primeiras a infiltrar na camada intima durante os
estagios iniciais da aterosclerose. Embora a maioria das células inflamatérias
presentes nas lesdes aterosclerdticas sejam macrofagos, aproximadamente 20%
destas células séo células T, sendo que a maior parte destas células pode ser
identificada pela presenca do receptor CD3 e uma menor por¢cdo apresenta o

receptor CD8 (Boer, 2007; Jonasson, Holm, et al., 1986).

A ativacdo das células T influencia de maneira negativa a estabilidade das
placas ateroscleréticas, o que pode levar a ruptura destas placas e o
desenvolvimento de sindromes coronarias agudas. Um aumento significativo na
qguantidade de células T periféricas foi reportado em pacientes com sindrome
coronaria aguda e, além disso, ha evidéncias de aumento na expressdo de

marcadores de ativacdo das células T nesses pacientes. (Dworacka, 2007; Turk,



2008). De fato, existem evidéncias de que células T estimulam macréfagos a
secretar metaloproteinases, que degradam a matriz extracelular, desestabilizando as
placas. Em geral, as funcfes efetoras das células T estédo sob rigido controle de uma
subclasse de células T, denominadas células T regulatorias (Treg). As células Treg
apresentam um papel central na indu¢do ou manutencao da tolerancia imunoldgica,

e no término das respostas imunes (Dworacka, 2007).

Uma importante populacdo de células Treg é conhecida como célula T
regulatoria de ocorréncia natural. Em tecidos, estas células sdo identificadas pela
presenca do fator de transcricdo FOXP3 (Forkhead Box Protein P3), um membro da
familia de fatores de transcricdo Forkhead. Ha evidéncias de que o aumento no
ndamero e na atividade destas células reduz o desenvolvimento da aterosclerose
(Bacchetta, Gregori e Roncarolo; Boer, 2007). Anticorpos dirigidos contra a molécula
CD3 de camundongos diabéticos ndo obesos promoveram a remissao do diabetes
por estimular as células T regulatérias de ocorréncia natural (Chatenoud, Thervet, et
al.,, 1994). Steffens e colaboradores demonstraram que a administracdo de
anticorpos especificos para a molécula CD3 promove reducdo no tamanho e
diminuicdo na progressdo de lesdes ateroscleroticas estabelecidas em aortas de
camundongos com “knock-out” do receptor de LDL. Além disso, houve aumento de
aproximadamente duas vezes na expressdo de RNA-mensageiro do fator de

transcricao FOXP3 (Steffens, Burger, et al., 2006).

Uma caracteristica marcante da aterosclerose consiste na disfuncdo no
remodelamento vascular, que ocorre devido a degradacdo de componentes da
matriz extracelular (Galis Z.S., 2002). As metaloproteinases de matriz constituem
uma familia de endopeptidases, produzidas principalmente por macrofagos, células

endoteliais e células musculares lisas, que degradam os componentes da matriz



extracelular por meio de um mecanismo catalitico dependente de zinco. Embora a
acao das metaloproteinases seja essencial para a homeostase vascular, alteracées
em sua atividade podem contribuir para a progressédo do processo aterosclerético e
também reduzir a estabilidade de placas ateroscleréticas avancadas (McMillan,

Patterson, et al., 1995; Newby, 2005).

Algumas evidéncias sugerem que 0 aumento na expressao de inibidores
teciduais das metaloproteinases (TIMP) poderia contrabalancear os efeitos do
aumento na expressdo de metaloproteinases. Entretanto, esta acéo inibitéria dos
TIMPs parece nao ser suficiente para deter o processo aterogénico, como sugerido
por estudos que demonstraram que a razdo entre metaloproteinases e TIMP é
significativamente aumentada em artérias que apresentaram ruptura de placa e
evidéncias de menor concentracdo de TIMP-1 em pacientes com placas instaveis
em comparacao a pacientes com placas estaveis e voluntarios saudaveis (Sapienza,

di Marzo e Borrelli, 2005; Higashikata, Yamagishi e T., 2006).

As metaloproteinases 1 (MMP-1) e 9 (MMP-9) estdo entre as principais
detectadas em placas ateroscleréticas humanas, particularmente em regibes de
formacdo de células espumosas, onde colocalizam com fragmentos de degradacéo
de colageno. A MMP-1 cliva o colageno fibrilar intersticial do tipo 1 e 3, enquanto a
MMP-9 apresente proeminente atividade contra componentes da membrana basal
incluindo colageno do tipo 4, laminina e elastina (Visse, 2003; Sukhova, Schonbeck,

et al., 1999; Newby, 2008).

Ha evidéncias de que a presenca de células apoptoticas na parece arterial
pode apresentar um efeito pro-inflamatorio por estimular a liberacédo de citocinas e

fatores quimiotaxicos. Schijvers et al., 2005 demonstraram que a remocéao de células
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apoptoticas por fagocitose, evento denominado como eferocitose, ocorre com menor
efeciéncia na aterosclerose (Schrijvers, De Meyer, et al., 2005). Esta reducdo na
eficiéncia da eferocitose se deve possivelmente devido a fatores como, sobrecarga
citoplasmatica dos macréfagos e presenca de LDL oxidada. O maior nimero de
células apoptoticas contribui para a posterior formacédo de um nucleo necrético que
esta associado a menor estabilidade das placas ateroscleroticas. De fato, Haider et
al 2009 demonstraram que ha uma relacdo direta entre a presenca de células

apoptoticas e a liberacdo de metaloproteinases (Haider, Hartung, et al., 2009).

Situacdes caracterizadas pela presenca de inflamacao crénica como o lipus
eritematoso sistémico e a artrite reumatoide apresentam um aumento na morbidade
e mortalidade cardiovascular. Existem evidéncias de que em pacientes com IUpus
eritematoso sistémico e artrite reumatdide, os mediadores inflamatérios estédo
associados com a aterosclerose de maneira independente dos fatores de risco
cardiovascular tradicionais (Wolfe, Freundlich e Straus, 2003; del Rincon, Williams,

et al., 2001).

De fato, o processo aterosclerético que ocorre na artrite reumatoide apresenta
similaridades com a aterosclerose que se desenvolve em individuos que nao
apresentam artrite (Aubry, Maradit-Kremers, et al., 2007). De modo semelhante, a
aterosclerose e a formacdo de tumores, caracterizada por intensa proliferagao
celular, apresentam mecanismos em comum (Morganti, Carpi, et al., 2002; Li e Gao,
2005). Assim, a aterosclerose pode ser entendida como uma doenga vascular
proliferativa e conseqientemente, os processos de proliferagdo vascular sao alvos

terapéuticos relevantes.
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1.2. Tratamento com farmacos antiproliferativos

Os avancos no entendimento das doencas vasculares proliferativas tém
possibilitado o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento que visam inibir
ou bloquear os processos patologicos da proliferacdo vascular (DZAU, BRAUN-
DULLAEUS e SEDDING, 2002). Farmacos de acado antiproliferativa tém sido
utilizados como adjuvantes em procedimentos de angioplastia, bem como no
revestimento de endoproteses expansiveis conhecidas como stents, com o objetivo
de se evitar a reestenose, ou seja, a reoclusdo dos vasos que ocorre devido ao
processo proliferativo que predomina ap6s a implantacdo dos stents (LINCOFF,
TOPOL e ELLIS, 1994; SOUSA, COSTA, et al., 2001).

A rapamicina e o paclitaxel sdo potentes agentes antiproliferativos que inibem
a proliferacdo de células musculares lisas e o crescimento da matriz extracelular,
prevenindo a formacdo neointimal e a reestenose. Entretanto, evidéncias recentes
sugerem que os stents farmacoldgicos prejudicam a funcdo endotelial nos locais de
implante (Inoue e Node, 2009).

Embora stents farmacologicos permitam que os agentes antiproliferativos
entrem em contato direto com a parede arterial e sejam efetivos na prevencéo da
reestenose, o0 custo do tratamento e a auséncia de reducdo nas taxas de
mortalidade deixam abertas as portas para novas propostas de tratamento (STONE,
ELLIS, et al., 2005; HILL, BOLAND, et al., 2007). Uma possivel alternativa seria um
tratamento sistémico que presumivelmente, poderia promover uma agao em toda a
arvore coronaria, sendo uma antiga aspiracdo dos farmacologistas da area
(MARANHAO, TAVARES, et al., 2008).

Entretanto, para obter uma boa eficacia farmacologica seria necessaria uma

dose que promoveria severos efeitos colaterais na maioria dos farmacos disponiveis.
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De fato, a administracdo de agentes imunosupressores ou antiproliferativos por via
oral ndo tem apresentado beneficios na reducdo da reestenose e é acompanhada
de efeitos colaterais limitantes (Brara, Moussavian, et al., 2003). Portanto, para
viabilizar o tratamento da aterosclerose por via sistémica, seria necessario um
direcionamento especifico dos farmacos ao tecido arterial, de modo a evitar estes

efeitos colaterais e aumentar a eficacia terapéutica.

1.3. Direcionamento de farmacos (“Drug Targeting”)

Sistemas de direcionamento de farmacos como lipossomos, anticorpos,
transportadores poliméricos e nanoemulsfes lipidicas vém sendo desenvolvidos
com o objetivo de otimizar o tratamento com farmacos antiproliferativos
(MARANHAO, TERCYAK e REDGRAVE, 1986; JURCIC, SCHEINBERG e
HOUGHTON, 1996; MORENO, de ILARDUYA, et al., 2008; TYAG, SENGUPTA, et
al., 1999). Maranhao e Garicochea et al., demonstraram que uma nanoemulsao rica
em colesterol é captada pelos receptores de LDL apds injecdo na corrente
sanguinea (MARANHAO, GARICOCHEA, et al., 1992). Esta nanoemulsao lipidica é
produzida sem proteinas, mas em contato com o plasma, adquire apo E, e outras
apolipoproteinas das demais lipoproteinas plasmaticas. A apo E é reconhecida pelos
receptores de LDL e permite a ligacdo da nanoemulsdo aos receptores, com
consequente captacdo pelas células (MARANHAO, GARICOCHEA, et al.,, 1992,
MARANHAO, ROLAND e TOFFOLETTO, 1997).

Quando a nanoemulsédo foi injetada em pacientes com doenca arterial
coronaria que foram submetidos a cirurgia de revascularizacdo do miocardio, foram
observadas consideraveis taxas de captacao pelo tecido arterial descartado durante

o procedimento (DAVID-COUTO, DALLAN e LISBOA, 2003). Uma possivel
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explicacdo para este fendbmeno pode ser o fato de que nas doencgas que envolvem
proliferacdo celular como a aterosclerose, ha uma maior demanda por colesterol
para a sintese de membranas celulares e deste modo, ocorre um aumento no
namero de receptores de LDL (BROWN e GOLDSTEIN, 1986). Este experimento
nos levou a considerar a possibilidade de utilizar esta nanoemulsdo como veiculo de
farmacos antiproliferativos para o tratamento da doenca arterial coronaria, com o
objetivo de concentrar o farmaco no tecido alvo e ao mesmo tempo evitar os efeitos
colaterais.

De fato, foi observado que em coelhos com intenso processo aterosclerético
induzido por dieta rica em colesterol, a nanoemulsdo se concentra nas artérias
lesionadas, particularmente no arco aortico, no caso deste modelo experimental
(MARANHAO, TAVARES, et al.,, 2008). Quando o paclitaxel, farmaco de acéo
antiproliferativa, foi associado a hanoemulsao e administrado nesses animais por via
sistémica houve uma reducdo de aproximadamente 60% das areas de lesdo e uma
reducdo da relacdo intima-média de quatro vezes. Cabe ressaltar que o tratamento
apresentou excelente tolerabilidade, de modo semelhante aos resultados
previamente documentados por nosso grupo de pesquisa, quando agentes
quimioterapicos foram associados a esta nanoemulsdo para o tratamento de
pacientes com cancer (MARANHAO, TAVARES et al.,2008; 1992; VALDUGA et al.
2003; AZEVEDO et al. 2005; PINHEIRO et al; 2006).

A administracdo sistémica de agentes antiproliferativos veiculados em
nanoparticulas lipidicas poderia abrir a possibilidade de promover a regresséo da
DAC independente da indicacdo de angioplastia, em casos onde se constate a
presenca da doenca, seja para prevenir suas complicacbes seja como agente

secundario. Dentro dessa perspectiva, seria importante a associacdo de novos
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farmacos de acdo antiproliferativa ao sistema nanoparticulado desenvolvido em

nosso laboratorio, para o tratamento da aterosclerose.

1.4. Metotrexato

O metotrexato €é um agente antiproliferativo, antiinflamatério e
imunossupressor, utilizado principalmente no tratamento de canceres e doencas
inflamatorias crénicas como artrite reumatéide e psoriase. Sua vasta aplicacéo
clinica inclui o tratamento de tumores trofoblasticos em mulheres, osteocarcinoma,
linfomas de Burktt e ndo hodkin, leucemia linfoblastica aguda infantil, carcinomas de
cabeca, pescoco, mama, bexiga e ovario. Além disso, o metotrexato tem sido
utilizado como agente imunossupressor em transplante de érgdos e na terapia da

asma severa (Alisson, 2000).

Trata-se de um antimetabdlito que inibe as enzimas dihidrofolato redutase
(DHFR), timidilato sintase (TS) e minoimidazol carboximida ribonucleotideo formil
transferase (AICAR), atuando na fase S do ciclo celular (BERTINO, 1963;
GENESTIER, PAILLOT, et al., 2000). A AICAR e a TS sdo enzimas importantes na
sintese de timidilato e purina, respectivamente. Como consequiéncia, ocorre inibicdo
da sintese e replicacdo do DNA. O metotrexato é transportado para 0 meio
intracelular por meio de um transportador de folato reduzido e é sujeito a formacgéao
de poliglutamatos intracelulares pela acdo da enzima folilpoliglutamato sintase
(FPGS). Neste processo, cerca de seis moléculas de glutamato sdo adicionadas
para a formacdo de poliglutamatos de metotrexato. Estes poliglutamatos sao

hidrolizados pela folilpoliglutamil hidrolase. A formagdo de poliglutamatos do

metotrexato aumenta sua retencdo intracelular e o0s metabdlitos destes
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poliglutamatos aumentam significativamente o tempo de retencdo celular e a
poténcia do farmaco como inibidos das enzimas ES e AICAR. As principais reacdes
de hipersensibilidade do metotrexato incluem anafilaxia, urticaria, vasculite cutanea,
anemia hemolitica, citopenia e hepatite. Tais efeitos ocorrem devido a
inespecificidade do metotrexato em relacdo as células alvo, o que pode ser
superado pela utilizacdo de transportadores especificos (GENESTIER, PAILLOT, et

al., 2000).

A apresentacdo comercial deste farmaco encontra-se na forma de um sal
dissodico, o que dificulta sua associacdo a nossa hanoemulsdao. Recentemente, 0
método de incorporacdo do metotrexato a nanoemulséo lipidica foi desenvolvido em
nosso laboratério (MOURA, 2007). A taxa de associacdo a nanoemulsdo foi
aumentada pela esterificacdo dos dois grupos carboxila da molécula, formando o
complexo nanoemulsdo-di-dodecil metotrexato (NE-MTX) e a formulacéo
apresentou-se bastante estavel (MOURA 2007). Experimentos de citotoxicidade e
toxicidade animal vém sendo realizados para avaliar a atividade farmacoldgica da
forma modificada em comparacdo a forma comercial do farmaco. Resultados
preliminares indicam que a modificacdo quimica nao altera a atividade farmacoldgica

e que o complexo NE-MTX apresenta toxicidade hematoldgica reduzida em animais

(dados néo publicados).

1.5. Etoposideo
Outro farmaco com potencial para o tratamento da aterosclerose € o
etoposideo. O etoposideo € um derivado semi-sintético da podofilotoxina, extraido

da mandragora americana (Podophyllum peltatum). Este farmaco bloqueia o ciclo
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celular na fase S tardia ou no inicio da fase G, O etoposideo forma uma associacao
ternaria com a enzima topoisomerase Il a e o DNA, causando quebras nas fitas
duplas e simples do DNA. A enzima permanece ligada a extremidade do filamento
guebrado, levando ao acumulo de quebras de DNA e morte celular (HANDE, 1998).
O etoposideo tem uma baixa taxa de associacdo a hanoemulsado, que foi aumentada
pela adicdo de um grupo oleila & molécula para torna-la mais lipofilica (VALDUGA,
FERNANDES, et al.,, 2003). A eficacia terapéutica foi mantida e a toxicidade foi
reduzida pela associacdo com a nanoemulsdo lipidica, como demonstrado em
camundongos com melanoma B16 (Lo PRETE, MARIA, et al., 2006). Quando
testado em pacientes com cancer, verificou-se que o complexo nanoemulsdo-oleato
de etoposideo (NE-ETO) se concentrou no tumor (AZEVEDO, CARVALHO, et al.,
2005). Em pacientes com linfoma Hodgkin e ndo-Hodgkin, a associacdo NE-ETO
ndo mostrou toxicidade aparente e teve excelente tolerabilidade (PINHEIRO,
HUNGRIA, et al., 2006).

Algumas evidéncias indicam que o etoposideo inibie a proliferacao celular que
ocorre na aterosclerose e reduz a formacéo de placas na parede arterial de coelhos
(MOYA, ROTHBLAT, et al., 1992). Entretanto, a toxicidade do farmaco constitui uma
importante limitagdo para o tratamento em humanos. Devido ao potencial da
nanoemulsdo desenvolvida em nosso laboratério para o direcionamento de farmacos
e a menor toxicidade associada & sua utilizacdo (MARANHAO et al. 2008;
MARANHAO et al. 1992; VALDUGA et al. 2003; AZEVEDO et al. 2005; PINHEIRO et
al; 2006), pretendemos verificar se a associacdo do complexo NE-MTX ao NE-ETO
seria eficiente no tratamento da aterosclerose e se esta associacdo aumentaria o
efeito antiproliferativo, pois estes farmacos agem em diferentes fases do ciclo

celular. Além disso, o fato de que ambos os farmacos apresentam maior eficacia em
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areas onde a proliferacdo celular € maior, reforca a hipotese de que esta associacao

atuaria de forma sinérgica no tratamento das doencas vasculares proliferativas.
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2. JUSTIFICATIVA

A aterosclerose, maior causa de morbidade e mortalidade no mundo ocidental
€ uma doenca inflamatéria cronica, onde eventos de proliferacdo celular, infiltragéo
de macréfagos e células musculares lisas tém grande importancia (Libby, Ridker e
Maseri, 2002). A utilizacdo de farmacos antiproliferativos por via sistémica para o
tratamento da aterosclerose poderia representar uma alternativa ndo invasiva e de
baixo custo, mas esta possibilidade € limitada pelos efeitos colaterais associados a
este tipo de terapia. A utilizacdo da nanoemulsédo desenvolvida em nosso laboratério
como veiculo de guimioterapicos tém resultado em drastica reducédo na toxicidade
dos farmacos veiculados, sem reducdo na eficacia do tratamento. Além disso, a
expressiva reducdo nas lesGes aterosclerdticas e a auséncia de toxicidade quando
esta nanoemulsdo foi utilizada como veiculo para o paclitaxel, sugerem a
possibilidade da associacdo de outros farmacos antiproliferativos a esse sistema
(MARANHAO et al. 2008; MARANHAO et al. 1992; VALDUGA et al. 2003;
AZEVEDO et al. 2005; PINHEIRO et al; 2006). O metotrexato, embora n&o tenha
sido testado especificamente no tratamento da aterosclerose, tem potencial no
tratamento das lesbes ateroscleréticas, jA que possui efeito antiinflamatério e ha
evidéncias de reducdo na incidéncia de doencas cardiovasculares em pacientes
portadores de artrite reumatoide (Wolfe, Freundlich e Straus, 2003; del Rincon,
Williams, et al.,, 2001). O etoposideo, devido a sua ag¢do no bloqueio da divisdo
celular, também pode ser promissor para o tratamento das lesdes ateroscleréticas.
Presumivelmente, a associacdo do etoposideo e do metotrexato no tratamento
sistémico da aterosclerose amplificaria o efeito terapéutico devido a combinacgéao dos

efeitos imunomoduladores do metotrexato aos efeitos antiproliferativos do
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etoposideo, e por agirem em fases diferentes da divisdo celular. Espera-se que
devido a sua incorporacdo a nanoemulsdo, os farmacos se concentrem na leséo

aumentando a eficiéncia do tratamento, com reducdo na toxicidade.
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3. Objetivo
Avaliar os efeitos da associacdo dos complexos NE-ETO e NE-MTX, no
tratamento da aterosclerose induzida em coelhos e sua efetividade na reducédo das

lesdes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Preparo da nanoemulsao

A nanoemulsao foi preparada segundo a técnica descrita por Ginsburg et al.
modificada por Maranh&o et al. (GINSBURG, SMALL e ATKINSON, 1982,
MARANHAO, CESAR, et al., 1993). Foram pipetados em um frasco, 40 mg de
fosfatidilcolina, 20 mg de oleato de colesterol, 1 mg de trioleina e 0,5 mg de
colesterol livre diluidos em cloroféormio:metanol (2:1). Os solventes residuais foram
evaporados da mistura sob fluxo de nitrogénio e dessecacdo a vacuo, por 16h, a
4°C. A emulsificacdo dos lipideos foi realizada por meio de irradiacdo ultrassénica
(125W de poténcia) em 10 mL de solucdo tampéao Tris-HCI 0,01M, pH 8,0 durante 3
horas com temperatura entre 51 e 55°C. As nanoparticulas foram purificadas por
ultracentrifugacdo a 200.000 x g em duas etapas, a partir da flotacdo (densidade em
1,21g/mL por adicdo de KBr) da fracdo de particulas com tamanho e composicao
desejados e dialisadas contra solu¢do tampéo Tris-HCI 0,01M, pH 8,0. Finalmente, a
nanoparticula é esterilizada por filtracdo em membrana de 0,22 u de porosidade sob
fluxo laminar e armazenada a 4°C. Todo o material a ser utilizado devera passar por
esterilizacdo em autoclave a 120 °C e despirogenizado em estufa a 180 °C durante

90 minutos.

4.2. Sintese do di-dodecil metotrexato

O metotrexato (adquirido da Purifarma - Sao Paulo-SP, Brasil) é di-
esterificado com brometo de dodecila em presenca de carbonato de césio como
catalisador, seguindo procedimento descrito na literatura (ROSOWSKY, FORSCH, et

al., 1987). O di-dodecil metotrexato € obtido com bom rendimento (85 %).
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4.3. Incorporacao do oleato de etoposideo e do metotrexato modificado a LDE
O oleato de etoposideo, modificado conforme descrito por Valduga et al., e 0
di-dodecil metotrexato serdo incorporados a nanoemulsdo separadamente numa
razdo 5:1 em massa de lipidios:farmaco (VALDUGA, FERNANDES, et al., 2003). Os
farmacos séo dissolvidos em 300 pL de etanol e misturados com 3,0 mL de
nanoemulsado. A incorporacao é realizada utilizando-se irradiacéo ultrassénica por 40
minutos a 55 °C em banho de agua/gelo. A taxa de associacdo a hanoemulsao é
determinada pela didlise dos farmacos incorporados a nanoemulsdo, com
guantificacdo do derivado que atravessa a membrana por HPLC (High-Pressure
Liguid Chromatography). As preparacdes sao realizadas no mesmo dia do

experimento e esterilizadas em filtro Millipore 0,22 um.

4.4. Tratamento da aterosclerose induzida em coelhos

Coelhos brancos machos da raca New Zealand, pesando aproximadamente 3
kg, sdo acondicionados em gaiolas individuais em sala com temperatura controlada
(20-22 °C) e sob ciclo claro/escuro de 12 horas no Biotério da Divisdo Experimental
do Instituto do Coracédo do Hospital das Cinicas da Universidade de S&do Paulo. O
projeto foi aprovado pela Comissédo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo sob protocolo nimero 0013/2009 e pela Comisséo de
Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP,
sob protocolo de niimero 219. Agua foi fornecida ad libitum. Inicialmente, os coelhos
consumiram ragcdo comercial usual (Purina Inc.) constituida de 16% de proteinas,
7% de lipideos, 14% de fibra bruta, 7% de cinzas e 50% de extrato n&do-nitrogenado

por uma semana para adaptacdo as condicbes ambientais do biotério. Apos a
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primeira semana, todos os coelhos foram submetidos a uma dieta rica em colesterol
durante oito semanas (150 gramas de racao/dia enriquecida com 1% de colesterol).
Apos 4 semanas de administracdo da dieta rica em colesterol os coelhos séo
divididos em 2 grupos, sendo 8 animais em cada grupo, de acordo com o tratamento
a ser administrado: o grupo 1 (controle) recebeu uma injecdo endovenosa contendo
solucéo salina e o grupo 2 foi tratado com a associacdo de NE-ETO com NE-MTX.
Todos os tratamentos foram administrados uma vez por semana, pelo periodo de
quatro semanas. Ao fim das oito semanas, os animais foram sacrificados com

injecdo endovenosa de uma dose letal de pentobarbital sédico (5%).

4.4.1. Preparo da dieta rica em colesterol

A dieta rica em colesterol € preparada pela vaporizacdo de uma solucédo de
colesterol, éter etilico e etanol a 70% sobre a racdo comercial usual, na propor¢ao
de 1 g de colesterol para 100g de racdo. O colesterol foi dissolvido adicionando-se
50 ml de éter etilico e 100 ml de &lcool a 70%/g de colesterol, a 40°C sob agitacao.
Apés a adicao da solucédo, a racdo permanece em repouso por 24 horas em camara
de fluxo laminar para evaporacado completa dos solventes. A racdo rica em colesterol
€ pesada e separada em porc¢des individuais de 150g em sacos plasticos lacrados e

armazenada a -20°C.

4.5. Determinacdes de toxicidade dos farmacos

A analise das mudancas no perfil hematoldgico foi realizada antes do inicio da
dieta, antes do inicio e apdés o final do tratamento em todos os animais. Os animais
foram pesados semanalmente para avaliacdo do peso corporal. O consumo de

racao foi avaliado diariamente, pesando-se o residuo de racdo. Cortes histologicos
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de amostras de figado e rim foram corados com hematoxilina-eosina e analisados

em microscopio optico.

4.6. Perfil lipidico

O perfil lipidico dos animais foi determinado antes do inicio do consumo da
dieta rica em colesterol, antes do inicio do tratamento (42 semana) e ao final do
tratamento (82 semana) em todos os animais. Amostras de sangue dos coelhos
foram coletadas da veia auricular marginal apds jejum de 12h e centrifugadas a 2500
rpm por 10 minutos a 4°C para separagdo do soro. Os niveis séricos de triglicérides
e colesterol total foram determinados pelo método enzimatico Triglicérides GPO-
ANA e Colesterol Liquiform Labtest, respectivamente, e pelo sistema de medida
colorimétrica (Life Science UV/Vis Spectrophotometer , DU530,Beckman). O
colesterol de HDL foi determinado pelo mesmo metodo utilizado para o colesterol
total, apGs precipitacdo das VLDL e LDL. Para as dosagens foram utilizados os kits
enzimaticos comercias da Labtest Diagnostica S. A. (Minas Gerais, Brasil). Para
controle interno de qualidade, foi utilizada a preparacao estabilizada Qualitrol 1 da

Labtest Diagnostica S. A.

4.7. Imunohistoquimica, analise morfométrica das areas de leséo e apoptose.

A artéria aorta foi removida, desde o arco aértico até a artéria abdominal,
aberta longitudinalmente, lavada com solucdo salina e imersa em solugéo
tamponada de formalina a 10%. ApOs a fixacdo, cada aorta é corada com Scarlet R
e fotografias foram obtidas para mensuracdo das lesbes macroscopicas. O arco
aortico foi seccionado em segmentos de 5 milimetros, que sdo embebidos em
parafina. Os cortes de cada segmento foram corados com hematoxilina-eosina para

a mensuracdo da area total das lesbes. A porcentagem de lesdo aterosclerotica
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microscopica é obtida pela razdo entre a porcentagem de area lesionada e a area
total. Seccdes adicionais foram coradas com anticorpos anti-alfa actina para células
de musculo liso vascular (Sigma-ldrich, Saint Louis, MO), anticorpos anti-RAM 11
para macrofagos (Lab Vision, Fremont, CA), anticorpos anti-CD3 e anti-Foxp3
(Sigma-Idrich, Saint Louis, MO),. Todas as mensuracdes sao realizadas utilizando o
software Leica QWIN Image Analysis (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). A
avaliacdo da presenca de células apoptoticas, foi realizada pelo método de TUNEL,
por meio de um kit de deteccao ‘in situ” de células apoptéticas, de acordo com as
instrucdes do fabricante (Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany). Foi

realizada contagem de células TUNEL-positivas na camada intima.

4.8. Analise estatistica
Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. Para avaliar as
diferencas entre os grupos estudados foram utilizados os teste t de student ou o
teste de Mann-Whitney de acordo com a distribuicdo paramétrica ou ndao-
paramétrica dos dados. A probabilidade de significancia considerada foi de p < 0,05

em todas as comparacdes efetuadas.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacédo da toxicidade
5.1.1. Consumo de racao e peso corporal

O tratamento com a associacao das formulagcdes NE-ETO e NE-MTX ou com
solucéo salina ndo modifica 0 consumo de racdo dos animais em ambos 0S grupos
(figural). O consumo diario médio dos animais controle na semana anterior ao
tratamento foi de 111+10,86 g e na Ultima semana de tratamento foi de 109+26,65 g.
Nos animais tratados, 0 consumo na semana anterior ao tratamento foi de 101,9+36

g e na ultima semana de tratamento foi de 99,75+12 g.

—4#— Associa¢do ETO-MTX
=Hml=-Controle

150 1

125 -

H——
—El—H

100 -

75 =

50 -

Consumo de ragdo (g)

25 -

Tempo (semanas)

Figura 1. Consumo de ragdo (média do consumo semanal em g) dos animais controle (—#) e dos

animais tratados com a associagdo NE-ETO (6 mg/kg, n=8) e NE-MTX (4 mg/Kg, n=8) (—¥+).
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De maneira semelhante, ndo houve diferenca entre os dois grupos com
relacdo a variacdo do peso corporal durante o tratamento (figura 2). O peso corporal
entre os dois grupos estudados ndo apresentou alteracdes significativas, variando
entre 3,23+0,49 a 3,76+0,37 kg do inicio ao final do tratamento no grupo controle, e

entre 3,3+0,3 e 3,8+0,2 kg no grupo tratado.

—4#— Associacdo ETO-MTX

=Hl-Controle
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Tempo (semanas)

Figura 2. Peso corporal (kg) dos animais controle () e dos animais tratados com a associagcdo NE-ETO (6

mg/kg, n=8) e NE-MTX (4 mg/Kg, n=8) ( —¥+).

5.1.2. Perfil hematolégico

A tabela 1 mostra os valores do perfil hematolégico dos coelhos controle e
tratados com a associacdo NE-ETO e NE-MTX. Na oitava semana, ao final do
tratamento, o grupo tratado apresentou discreta reducdo na contagem de hemacias

em relacdo ao inicio do tratamento e em comparagcdo ao final do tratamento do
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grupo controle (p<0,05). Os valores de leucdcitos se mantiveram estaveis durante

todo o tratamento em ambos 0s grupos.

Tabela 1. Perfil hematoldgico dos animais controle (n=8) e tratados com a associagdo NE- ETO, NE-MTX (n=8)

antes do inicio da dieta rica em colesterol, antes do inicio do tratamento (4 semanas) e ao final do tratamento.

Controle Tratado
Pré-dieta 4 semanas 8 semanas Pré-dieta 4 semanas 8 semanas
Hemacias (10" /L) 6,108 5,9+1 5,3+0,7 5+1 5,2+0,6 3,8+0,5%t
Leucdcitos (10%/L) 6,5+1 10+1 9+2 5,011 6,513 5,81
Linfécitos 734 635 4815 67+£17 66x4,1 56x10
Mondcitos 2+0 0,2+0,4 0,3+0,8 2+1 2+1 3+1
Neutroéfilos 24+4 23+4 32+2 29+16 31+3 39£10

* p<0,05 teste t pareado, comparado com grupo tratado (4 semanas).

tp<0,05, teste t de student, comparado com controle (8 semanas).

5.2. Perfil lipidico

A tabela 2 mostra o perfil lipidico dos animais antes do inicio da dieta rica em
colesterol, antes do inicio do tratamento e ao final do tratamento, nos grupos
controle e tratado. A dieta rica em colesterol aumentou os valores de colesterol total
em aproximadamente 35 vezes. ApOs oito semanas, os valores de triglicérides
aumentaram por volta de 2 a 5 vezes em funcdo da dieta em ambos 0s grupos.
Surpreendentemente, os niveis de colesterol de HDL (HDL-C) se mantiveram
constantes nos animais tratados e apresentaram reducdo nos animais controle no

final do tratamento, em comparacao ao inicio.
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Tabela 2. Perfil lipidico dos animais controle e tratados com a associagdo NE- ETO, NE-MTX antes no inicio da

dieta rica em colesterol, antes do inicio do tratamento (42 semana) e ao final do tratamento.

Controle Tratado
Perfil lipidico (mg/dL) Pré-dieta 4 semanas 8semanas Pré-dieta 4 semanas 8 semanas
Colesterol Total 36x18 1286214 1340+93 756 1348+262 1291+192
HDL-C 1148 27+13 14+3 19+2 28+3 28+2t
Triglicerideos 53+33 244+96* 276+198* 8315 130+11* 195+43*

* p<0,05, teste t de student comparado com controle (pré-dieta).

tp<0,05, teste de Mann-Whitney comparado com controle (8 semanas).

5.3. Avaliacédo das lesdes ateroscleroticas

A figura 3 mostra a aorta de um coelho controle (A) e um coelho tratado com
a associacdo NE-ETO, NE-MTX (B). Esta ilustracdo, que representa o principal
achado deste experimento, mostra que ha drastica reducdo nas lesdes
ateroscleroticas dos animais tratados com a associacdo NE-ETO, NE-MTX. De fato,
a analise da morfometria macroscopica indica uma reducdo de aproximadamente
84% nas areas de lesdo, em oito coelhos tratados com a associacdo NE-ETO, NE-
MTX em comparacdo a oito coelhos controle. A razdo entre area total e area da
lesédo foi de 0,57+0,2 nos coelhos controle e de 0,089+0,05 nos animais tratados

(p<0,05).
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Figura 3. Aorta de coelhos controle (A) e tratados com a associa¢cdo NE-ETO, NE-MTX (B).

A figura 4 mostra uma fotomicrografia de segmentos do arco aértico, corados
com hematoxilila-eosina. A imagem ilustra de forma representativa as placas

tipicamente encontradas em cada grupo.

Figura 4. Fotomicrografia de cortes do arco aértico corados com hematoxilina-eosina, de coelhos controle (A) e
tratados com a associa¢do NE-ETO e NE-MTX (B). (aumento de 100X).
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E possivel observar que a espessura da camada intima é substancialmente

menor apos o tratamento com a associacdo NE-ETO, NE-MTX. Houve reducéo na

razdo intima-média de aproximadamente trés vezes, conforme mostra a tabela 3.

Tabela 3. Morfometria microscopica da camada intima e média do arco aértico de coelhos controle (n=8) e

coelhos tratados com a associagdo NE-ETO, NE-MTX (n=8), valores em umz.

Controle NE-ETO, NE-MTX
Area da intima (um? 2,58+0,87 0,22+0,10*
Area da média (um ?) 1,6+0,84 0,55+0,35*
Area intima/média 1,59+1,12 0,50+0,29*
Porcentagem de CML 27,4+13,5 26,819,9
Porcentagem de macréfagos 74,5+12,6 31,5+26,9*

*p<0,05 comparado com controle.

CML =célula muscular lisa.

A figura 5 apresenta uma fotomicrografia de segmentos do arco adrtico,

corados por imunohistoquimica para RAM-11 e MMP-9. O tratamento resultou em

reducdo de aproximadamente duas vezes na presenca de macréfagos na camada

intima e os niveis relativos de MMP-9 baixaram de 37+0,2% no grupo controle para

10+0,2% no grupo tratado (p<0,05). A porcentagem de células musculares lisas

permaneceu inalterada, sendo 27+13 nos animais controle e 26+9 nos animais

tratados.
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Figura 5. Fotomicrografia de cortes do arco adrtico, de coelhos controle (A e C) e tratados com a associagdo NE-
ETO e NE-MTX (B e D). A e B foram corados por imunohistiquimica com aticorpo anti-RAM-11 e C e D com anti-

MMP-9 (aumento de 100X).

Cortes adicionais foram corados por imunohistoquimica com anticorpo anti-
CD3 e anti-Foxp3. Nao houve diferenca entre os grupos controle e tratado com

relacdo a presenca de linfocitos CD3 positivos, conforme mostra a figura 6.
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Figura 6. Porcentagem de linfécitos T CD3 positivos nos animais contole e tratados.

Entretanto, quando avaliamos a subpopulacdo de linfocitos positivos para

Foxp3, houve um aumento na porcentagem destas células no grupo tratado em

comparacao ao grupo controle, conforme mostra a figura 7.
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Figura 7. Porcentagem de linfocitos T regulatdrios Foxp3 positivos. * p<0,05 vs controle.
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A figuras 8 e 9 apresentam fotomicrografias de laminas submetidas a técnica
de TUNEL, para verificacdo da presenca de células apoptoticas por microscopia de

fluorescéncia nos animais controle e tratados, respectivamente.

Figura 8. Setas indicam células apoptéticas na camada intima da artéria aorta de um animal controle.

Figura 9. Fotomicrografia de segmento da artéria aorta de animal tratado com a associagcdo NE-ETO, NE-MTX.

Devido a caracteristicas das lesdes aterosclerdticas deste modelo

experimental, um baixo numero de células apoptéticas foi encontrado em ambos os
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grupos. Entretanto, o grupo controle apresentou quantidade significativamente maior
de células apoptoticas em relagdo ao grupo tratado (1218 células nos animais

controle vs 1+0.8 nos animais tratados, p<0,05).

3.5. Avaliacéao histolégica dos tecidos hepéticos e renais.

A figura 10 mostra uma fotomicrografia de cortes de figado dos animais
controle e tratados com a associacdo NE-ETO, NE-MTX. Em ambos os grupos foi
possivel observar presenca discreta de pequenos vacuolos brancos no citoplasma
dos hepatdcitos, indicando o inicio de uma esteatose do tipo microvesicular. Os
hepatdcitos apresentaram tamanho semelhante, a arquitetura hexagonal dos I6bulos
hepaticos apresentou-se preservada e ndo houve evidéncia de fibrose nos tratos

portais.

Figura 10. Fotomicrografia de cortes de figado de animais controle (A e C) e tratados (B e D). Aumento de 100X
(A eB)ed00X (CeD).
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Cortes histologicos do rim dos animais controle e tratados sdo apresentados
na figura 11. Nenhuma alteracdo significativa foi observada. O numero de
glomérulos na regido justa-glomerular é similar em ambos os grupos. A forma,
volume e celularidade dos glomérulos ndo apresentaram alteracbes. Nao houve
evidéncia de alteracbes no espaco de bowman, tabulos, regido intersticial, artérias

arqueadas e interlobulares ou arteriolas.

Figura 11. Fotomicrografia de cortes de rim de animais controle (A e C) e tratados (B e D). Aumento de 100X (A
e B) e 400X (C e D). A e B mostram a regido cortical e C e D mostram um glomérulo.

6. Discussao
No presente estudo, mostramos que a associacdo NE-ETO, NE-MTX reduz
drasticamente as lesdoes ateroscleréticas na aorta de coelhos submetidos a uma

dieta rica em colesterol.

Estudos prévios de nosso laboratério mostram que a utilizacdo de

nanoparticulas como veiculo para quimioterdpicos reduz a toxicidade associada a
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estes farmacos e aumenta sua eficiéncia terapéutica no tratamento de alguns tipos
de cancer, bem como no tratamento da aterosclerose (MARANHAO et al. 2008;
MARANHAO et al. 1992; VALDUGA et al. 2003; AZEVEDO et al. 2005; PINHEIRO et

al; 2006).

O paclitaxel, farmaco antiproliferativo utilizado no revestimento de stents
farmacoldgicos, foi associado a uma nanoemulsdo lipidica rica em colesterol, de
composi¢cdo semelhante a utilizada neste estudo. Coelhos submetidos a uma dieta
contendo 1% de colesterol foram tratados com o paclitaxel associado a
nanoemulsdo, resultando em uma reducdo de 60% nas é&reas de lesédo

aterosclerotica, sem apresentar toxicidade (MARANHAO, TAVARES, et al., 2008).

Um estudo em andamento em nosso laboratério mostra que o metotrexato
associado a nanoemulséo lipidica em monoterapia reduz as lesdes ateroscleréticas
em aproximadamente 65% e ndo apresenta toxicidade. Em contraste, o tratamento
com a formulacdo comercial apresentou a mesma eficiéncia terapéutica, porém, com

acentuada toxicidade hematoldgica (BULGARELLI, ALMEIDA, et al., 2009).

A auséncia de toxicidade do tratamento em monoterapia com farmacos
antiproliferativos associados a nanoemulséo nos levou a considerar a possibilidade
da associacdo de dois farmacos visando aumentar a eficacia do tratamento, de
modo semelhante ao que ocorre na quimioterapia do cancer. De fato, o tratamento
com a associacdo de metotrexato e paclitaxel, ambos veiculados em nossa
nanoemulsao lipidica, reduz as lesdes ateroscleréticas em aproximadamente 80%

(Vitorio, Higushi e Maranhéo, 2009).

A reducao de aproximadamente 84% das lesGes ateroscleroticas encontrada

no presente estudo sugere que os efeitos imunomoduladores do metotrexato,
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associados aos efeitos antiproliferativos do etoposideo atuam de maneira sinérgica

ou aditiva no processo aterogénico.

Nossos resultados mostram que a redugdo da aterosclerose ocorreu
fundamentalmente por meio de interferéncia nos processos inflamatorios e
proliferativos, visto que os animais permaneceram em um estado constante de
hipercolesterolemia durante todo o tratamento. Esta demonstracdo reforca a

importancia da inflamacéo como alvo terapéutico da aterosclerose.

A reducdo na porcentagem de macrofagos na parede arterial pode ser
atruibuida aos efeitos imunomoduladores do metotrexato, associados aos efeitos
antiproliferativos do etoposideo, sendo de grande importancia a inibicdo de citocinas
e moléculas de adesdo. Apesar de ndao haver reducédo na porcentagem de células
musculares lisas, a quantidade total destas células € menor, devido a reducdo da

camada intima.

A MMP-9, também conhecida como gelatinase B promove degradacdo de
proteinas da matrix extracelular, sendo um importante fator para a instabilidade das
placas ateroscleroticas (JONESA, 2009). Além disso, ha evidéncias de que a MMP-9
estimula a migracdo e diferenciagdo de mondcitos em macrofagos, tendo como
consequéncia o aumento da captacao de lipoproteinas modificadas, o que facilita o
desenvolvimento do processo aterogénico. No presente estudo, observamos uma
reducdo significativa da presenca desta proteina nos animais tratados com a
associacdo NE-ETO, NE-MTX (JONESA, 2009). Assim, aléem de ser um fator
positivo no sentido de reduzir a invaséo de células inflamatorias, a menor quantidade

de MMP-9 pode contribuir para a estabilidade das placas ateroscleréticas.
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A presenca de células apoptéticas na camada intima constitui outro fator que
altera negativamente a estabilidade das placas aterosclerdtiocas. Os animais
tratados com a associacdo NE-ETO, NE-MTX apresentaram menor quantidade de
células apoptéticas em relagdo aos animais controle. Thorp et al 2008,
demonstraram que um receptor do tipo tirosinaquinase denominado Merkt , também
conhecido como Eyk, Nyk e Tyro-12, que serve como intermediario na ligacao entre
células fagocitos e células apoptéticas apresenta disfuncbes na aterosclerose.
Assim, a eficiéncia da eferocitose € reduzida, resultando em maior nimero de
células apoptéticas, cuja presenca na camada intima estimula a liberacdo de
citocinas e contribui para o aumento do ndcleo necrotico, deixando a placa mais
suscetivel a ruptura (Thorp, Cui, et al., 2008). Mais ainda, Haider et al 2009,
observaram uma relacdo direta entre a quantidade de células apoptéticas e a
liberacdo de metaloproteinases em coelhos submetidos a dieta hipercolesterolémica
(Haider, Hartung, et al., 2009). Possivelmente, a redu¢do do processo inflamatério
induzida pela associacdo de farmacos utilizada no presente trabalho previne a
formacao de células apoptéticas, embora os mecanismos envolvidos nesta reducéo

permanecam desconhecidos.

Os principais efeitos potencialmente antiaterogénicos do metotrexato, além da
inibicdo da proliferacao celular, incluem principalmente a modulacdo da funcdo das
células T, reducdo na producéao de citocinas, moléculas de adeséao e liberacdo de

adenosina (GENESTIER, PAILLOT, et al., 2000).

Células T ativadas estdo presentes em placas ateroscleréticas e produzem
citocinas que promovem ativacao inflamatéria nas areas de lesdo. Inimeros estudos
demonstram que o tratamento com metotrexato inibe a producdo de citocinas

inflamatérias e moléculas de adesdo como as interleucinas 4, 6 e 13, interferon
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gamma, TNF-alfa, ICAM-1 (“intracelluar adhesion molecule-1”) e MCP-1 (Monocyte
chemoattractant protein-1). Estas moléculas sdo reconhecidamente importantes na
formacdo das placas aterosclerdticas (Chan e Cronstein, 2002). Gehards et al. e
Genestier et. al. observaram que o0 metotrexato induz apoptose em células T
ativadas, enquanto que as células T ndo ativadas ndo sao afetadas. Adicionalmente,
Gehards et al. mostraram que o0 metotrexato inibe a producdo de citocinas
inflamatdrias em células T ativadas (Gerards, Lathouder, et al., 2003; Genestier, , et
al., 1998). Uma possivel explicacdo para esta observacdo pode ser o aumento na
guantidade e atividade de linfocitos T regulatérios, que exercem efeitos
imunomoduladores, reduzindo o desenvolvimento da aterosclerose. De fato, ha
evidéncias de que a reducdo nos efeitos supressores das células T regulatérias
promove expansdo e ativacdo de células pro-aterogénicas (Goronzy e Weyand,
2006). No presente estudo, ndo observamos alteracdes na porcentagem total de
linfécitos T CD3 positivos, mas houve aumento na subpopulacdo de linfécitos T
regulatérios Foxp3 positivos, indicando que o metotrexato mantém seus efeitos
imunomoduladores mesmo quando associado aos efeitos antiproliferativos do

etoposideo.

E possivel que a liberacdo de adenosina induzida pelo metotrexato apresente
um importante papel em seus efeitos antiinflamatoérios. Dubey et al demonstraram
que células musculares lisas sintetizam adenosina, resultando em inibicdo da
proliferacdo destas mesmas células, e sintese de colageno, por meio da ativacao
dos receptores A2 de adenosina (Dubey, Gillespie e al., 1998). Reiss et al
observaram que a ativacdo de receptores de adenosina A2-alfa estimula a
expressdo de proteinas envolvidas no transporte reverso do colesterol e inibe a

formacao de células espumosas (Reiss, Rahman, et al., 2004).
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Em estudo realizado por Krainer et al, a retencdo de LDL isotopicamente
marcada foi avaliada em 72 coelhos alimentados com uma dieta contendo 1% de
colesterol que foram tratados com etoposideo em sua forma comercial.
Surpreendentemente, houve menor retencdo de LDL na parede arterial destes
animais e maior decaimento plasmatico de LDL nos animais tratados com
etoposideo. Neste estudo, houve reducéo de aproximadamente 40% nas areas de

leséo aterosclerotica (Krainer, Rodrigues, et al., 1999).

Moya et al submeteram coelhos New Zealand alimentados com uma dieta
contendo 2% de colesterol ao tratamento com etoposideo em sua forma comercial e
verificaram uma reducdo de aproximadamente 32% nas areas de lesdo. Os animais
tratados por Moya et al apresentaram uma reducédo de aproximadamente 37% na
contagem de eritrécitos e ndo houve alteracbes na contagem de leucdcitos (MOYA,
ROTHBLAT, et al., 1992). De modo semelhante, observamos em nosso estudo uma
reducdo de aproximadamente 30% na contagem de eritrocitos, sem alteracbes na

contagem de leucacitos.

A acentuada toxicidade hematoldgica apresentada pelo etoposideo, em sua
formulacdo comercial, e a discreta alteracdo hematoldgica observada no presente
estudo indica que a associacdo NE-ETO e NE-MTX aumenta a eficacia terapéutica
sem potencializar os efeitos téxicos destes farmacos. De fato, a analise
histopatoldgica do figado e rim ndo demonstrou evidéncias de toxicidade. O inicio de
esteatose do tipo microvesicular observada em ambos 0s grupos é caracteristico
deste modelo experimental, devido a dieta hipercolestolémica que é mantida durante
todo o tratamento. A auséncia de alteragdes no consumo de dieta e no peso corporal

também indica que a toxicidade do tratamento foi evitada.
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Outra importante observacdo provéem do fato de que a hipertrigliceridemia
induzida pela dieta rica em colesterol ndo afetou os niveis de HDL-C nos animais
tratados como poderia ser esperado. Estados de inflamacgédo crbnica alteram as
particulas de HDL, reduzindo proteinas que se associam a ela, incluindo a
paraoxonase, LCAT, CETP, PLTP, lipase hepatica e apo Al. Estas particulas de
HDL alteradas possuem menor quantidade de ésteres de colesterol e séo
enriquecidas de colesterol livre, triacilgliceréis e acidos graxos livres (Hahn,
Grossman, et al., 2008). Como resultado, estas particulas sdo removidas de maneira
mais intensa, apresentam deficiéncia no transporte reverso do colesterol e menor
funcdo antioxidante. Adicionalmente, existem evidéncias de que estas particulas ndo
apenas perdem suas funcdes antiinflamatérias, mas de modo contrario, adquirem
propriedades pro-inflamatorias, intensificando a oxidacdo das particulas de LDL e
por consequéncia, promovendo a atracdo de mondcitos que deverdo captar estas
particulas oxidadas (Hahn, Grossman, et al., 2008). Assim, é possivel que a reducao
do processo inflamatério que deve ocorrer em funcdo do tratamento com a
associacdo NE-ETO, NE-MTX reduza a degradacdo das particulas de HDL e

melhore suas propriedades funcionais.

A reducdo na porcentagem de macrofagos na parede arterial pode ser
atruibuida aos efeitos imunomoduladores do metotrexato, associados aos efeitos
antiproliferativos do etoposideo, sendo de grande importancia a inibicdo de citocinas
e moléculas de adesdo. Apesar de ndo haver reducéo na porcentagem de células
musculares lisas, a quantidade total destas células € melhor, devido a reducéo da

camada intima.
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7. Conclusbes

O tratamento com a associacdo de etoposideo e metotrexato, veiculados em
uma nanoemulséo lipidica reduz de maneira notavel as lesdes aterosclerdticas em
coelhos submetidos a uma dieta hipercolesterolémica. Houve efeito sinérgico ou

aditivo em funcao da associacéo destes farmacos, com reducdo na toxicidade.

Os niveis de HDL-C se mantiveram constantes nos animais tratados, apesar

da hipertrigliceridemia, possivelmete devido a reducao do processo inflamatorio.

Portanto, a associacdo destes farmacos antiproliferativos veiculados em um
sistema nanoparticulado pode ser promissora para o tratamento da aterosclerose e
estudos clinicos devem ser realizados para verificar sua possibilidade de utilizacédo

em humanos.
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