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RESUMO

A reestenose poOs angioplastia coronaria tem sido controlada pelo uso de stents
recobertos com rapamicina. Contudo relatos distintos sugerem que a rapamicina
possa ter efeitos deletérios sobre a funcdo endotelial. Nés avaliamos in vitro, os
efeitos da administragcdo oral de rapamicina sobre a funcdo endotelial de
camundongos knockout para a apolipotroteina E com 8 semanas de idade. Foram
avaliadas através do estudo da reatividade vascular do leito mesentérico as
respostas contrateis a norepinefrina (NE) e relaxantes a acetilcolina (ACH) e ao
nitroprussiato de sédio (NPS) apdés 12 semanas de administragdo de rapamicina
(bmg/kg/dia). A rapamicina ndo modificou de forma significativa as respostas
contrateis a NE no grupo tratado (116 + 3,7%, n=10; p=NS) ou no grupo controle
(114 = 14%, n=0,9; p=NS). A reatividade vascular para a ACh n&o foi alterada na
resposta de relaxamento, grupo tratado (49 + 5%, n=10; p=NS) grupo controle (53 +
4,4%, n=09; p=NS). O relaxamento vascular maximo induzido pelo NPS entre os
grupos nao foi significativo, apresentando no grupo tratado (74 £ 5%, n=10; p=NS) e
no controle (74 + 6%, n=0,9; p=NS). O tratamento com a rapamicina resultou em
aumento do colesterol plasmatico no grupo tratado (941 + 63 mg/dL, n = 12; p= < 0,
05) comparado ao grupo controle (721 £ 49 mg/dL, n = 7; p= < 0, 05). A area de
placa aterosclerética na aorta no grupo tratado com a rapamicina foi
significativamente menor quando comparado ao grupo controle (6.946+2.276 vs.
46.156+13.028 pmz, N=2; p<0, 01). A administragao oral de rapamicina na dose de
5mg/kg n&o apresentou efeito deleterério sobre o ténus vascular no leito arteriolar

mesentérico em camundongos ApoE.
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ABSTRACT

Post-coronary angioplasty restenosis has been controlled through the use of
rapamycin eluting stents. However, different reports suggest that rapamycin may
have deleterious effects on endothelial function. We evaluated in vitro the effects of
oral administration of rapamycin on endothelial function in mesenteric arteriolar bed
of eight weeks old apolipoprotein E Knockout mice. Contractility to norepinephrine
(NE) and relaxation to acetylcholine (ACh) or sodium nitropusside (SN) were
evaluated twelve weeks after administration rapamycin (5mg/kg/day). In mesenteric
arteriolar bed, rapamycin did not change the vascular contractility to NE in the
rapamycin group (116 = 3, 7%, n=10; p=NS) compared to the control group (114 %
14%, n=0,9; p=NS). The relaxant vascular reactivity to ACh was similar in rapamycin
group (49 = 5%, n=10; p=NS) and control group (53 = 4, 4%, n=0,9; p=NS). The
maximum vascular relaxation induced by SN, was similar rapamycin group (74 £ 5%,
n=10; p=NS) and in the control group (74 + 6%, n=09; p=NS). Rapamycin treatment
was associated with an increased plasma total cholesterol in the rapamycin group
(941 + 63 mg/dL, n = 12; p= < 0, 05) compared with the control group (721 + 49
mg/dL, n =7; p= < 0, 05). The aortic plaque area in mice fed with oral rapamycin was
significantly decreased when compared to control group (6.94612.276 vs.
46.156+13.028 um?, N=2; p<0, 01). The administration of high concentrations of RP

(5mg/kg) does not modify ApoE mouse mesenteric arteriolar tone.
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INTRODUGAO

1.1. Aterosclerose

A aterosclerose é consequéncia da resposta da parede arterial a agentes
agressores e se constitui em um processo proliferativo e inflamatério com deposigéao
de lipideos, presengca de macrofagos, mondcitos, linfécitos e outras células nas
diferentes fases da formagao e evolugao da placa aterosclerética (LIBBY, 2002). As
lesdes iniciais localizam-se onde o fluxo sanguineo esta alterado, o que interfere nas
caracteristicas fisioldgicas do endotélio, levando a uma reducédo da produgao do
oxido nitrico (NO) deixando-o disfuncionante (QUYYUMI, 1998).

A disfuncao endotelial favorece o acumulo e a penetragao de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) na camada intima arterial, a migragdo de mondcitos e
linfécitos T para regido subendotelial, a oxidagdo de LDL, a formagao de células
espumosas, a migragao e proliferacao de células musculares lisas vasculares (CML)
para o espaco subendotelial e sintese de matriz extracelular (MEC), lesao estrutural
do endotélio com adeséo, agregacgao plaquetaria e formacado de trombos (ROSS,
1999).

Os fatores de risco, como hipercolesterolemia, hiperglicemia, radicais livres
liberados pelo cigarro, hipertensdo, diabetes mellitus e alteragbes genéticas podem
provocar um processo inflamatério crénico vascular alterando a funcdo endotelial
com consequente perda das fungdes vasodilatadoras e anti-trombdticas
dependentes do endotélio e exacerbacao das propriedades vasoconstrictoras e pro-
tromboticas facilitando a deposi¢cado de leucécitos sobre o endotélio. Os leucécitos
penetram no espago subendotelial, mediados pelas moléculas de ades&do como as
VCAM (moléculas de adesdo celular vascular) e ICAM (moléculas de adeséao

intracelular) (LIBBY, 2002; ROSS, 1999; SAIKKU, 1988).



17

A migracao dos leucécitos envolve a agao de moléculas protéicas conhecidas
como citocinas quimioatrativas que recrutam células mononucleares caracteristicas
do ateroma precoce. Uma dessas moléculas € a proteina -1 (MCP-1) quimioatrativa
de mondcitos, que € produzida pelo endotélio em resposta ao LDL oxidado.
(LUSTER, 1998; GU et al., 1998). O mondcito recrutado para a intima arterial pode
absorver lipidios, transformando-se em uma célula espumosa ou em um macroéfago
cheio de lipidios, que se alojam na intima como células espumosas, muitas vezes
replicando. (MILLER et al., 2003).

Os macrofagos recrutados servem de reservatdrio para o excesso de lipidios
e na lesao aterdsclerotica estabelecida sao fonte de mediadores proé-inflamatorios
como as citocinas e quimiocinas. Também podem elaborar espécies de oxidantes,
como 0s anions superoxidos, de maneira que esse conjunto de mediadores
inflamatérios pode contribuir para progressao da lesdo. (GENG, 2002; LIBBY, 2002).

Os linfocitos T presentes no ateroma s&o produtores de inteferon-y, citocinas
pro-inflamatdrias e aterogénicas, que ativam macréfagos e influenciam a proliferagao
de células musculares lisas que constituem os primeiros elementos anatébmicos da
aterosclerose, também conhecidos como estria gordurosa, sendo a placa
aterosclerdtica formada pelo conjunto de células inflamatodrias e depdsito de lipidios

recobertos por células musculares lisas e tecido conjuntivo (HANSSON, 2005).
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1.2. Rapamicina

A rapamicina é um antibiético macrolideo, produto da fermentagao natural do
Streptomyces higroscopicus. Foi descoberto a partir de uma amostra na llha de
Pascoa por uma expedicdo canadense de pesquisa médica em 1964. (SEHGAL,
1998; VEZINA et al., 1975). A rapamicina foi aprovada pela Food Drug
Administration em 1999, para utilizagdo, no tratamento profilatico da rejeicdo em
transplante renal, por possuir caracteristicas citostaticas que interferem no ciclo
celular (NEBEQUER et al., 2006).

Seu espectro de indicagdes terapéuticas vem sendo ampliado. Como
demonstrado em varios modelos experimentais e estudos clinicos, com sua
liberagdo programada por meio de stents revestidos, constitui uma terapia
promissora na profilaxia e tratamento da reestenose coronaria intra-stent (MARX et

al., 1995).

1.3. Mecanismo de Agao

O ciclo celular nos mamiferos € dividido em 4 fases: G1, S (fase de sintese de
acido desoxirribonucléico-DNA), G2 e M (mitose). As células, quando quiescentes,
permanecem numa fase denominada GO, até que sofram agdo de um estimulo
mitogénico apropriado. A fase G1 é a fase em que séo reunidos os fatores de
crescimento necessarios para a replicagdo do DNA para a fase S (SEHGAL, 1998).
Ap0s a replicagdo do DNA ser completada, a célula entra em outra fase denominada
G2 em preparagao para M. A progresséo através do ciclo celular requer a ativagéo
das quinases dependentes de ciclina (CDKs), as quais formam holoenzinas com as
suas subunidades, as ciclinas. A atividade dos complexos ciclina/CDK depende do

estado de fosforilagdo das CDK e do nivel de expressdao das ciclinas. A



19

especificidade dos complexos ciclinas D/CDK4, D/CDK6 e E/CDK2, em cooperagao
com o antigeno nuclear da célula proliferante coordenam a replicagdo do DNA por
regularem a transigdo por meio das fases G1 e S. As fases subsequentes, G2 e M,
sdo reguladas pelos complexos ciclina A/CDK2 e ciclina B/CDK1. A progressao do
ciclo celular é regulada pelos inibidores da quinase dependente da ciclina (CDKi), os
quais se ligam as CDKs e impedem a sua ativacdo, como as proteinas Kip/Cip
(p21Cip1, p27Kip1 e a p57Kip 2), que se ligam as subunidades de ciclina e CDK e
inibem as quinases dependentes das ciclinas E e A, sendo o ciclo celular controlado
pelos complexos ciclina /CDK, e modulado pelos fatores de transcricdo que ativam
CDK e CDKi (BORNFELDT, 2003; DIEZ-JUAN & ANDRES, 2003; DZAU et al., 2002

e POLYAK et al., 1994).

A iniciagao do ciclo celular ocorre quando uma célula quiescente na fase GO
sofre um estimulo mitogénico, induzindo a expressao da ciclina D que se liga a
CDK4 e CDK6 promovendo sua entrada no nucleo. O complexo ciclina D/CDK ativa,
fosforila a proteina retinoblastoma (Rb). A proteina Rb sofre fosforilagdo em local
adicional pela ciclina E/CDK2, levando a ruptura da ligagdo entre a proteina Rb com
o fator de transcricao E2F, que, ao ser liberado, € ativado e atua na transcricdo dos
genes necessarios para sintese do DNA (BORNFELDT, 2003; DIEZ-JUAN &

ANDRES, 2003; DZAU et al., 2002 e POLYAK et al., 1994).

A ativacao das células T compreende duas fases principais. A primeira resulta
na ativagdo transcripcional dos genes das citocinas e progressédo do estado de
quiescéncia GO para um estagio competente G1. A segunda fase envolve a resposta
das células T, isto é, a secrecdo de interleucinas promotoras de crescimento, tais
como interleucina 2 (IL2) e interleucina 4 (IL4) em uma forma autocrina ou paracrina

e também a entrada da célula T competente para o ciclo da proliferagao via
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progressao da fase G1 para a fase S, com a subseqlente expansdo clonal e a
aquisi¢cao das fungdes efetoras (MORELON et al., 2001; SEHGAL, 1998).

A rapamicina interfere na transicdo de G1 para S do ciclo celular,
interrompendo o sinal do receptor de IL2 e dos receptores de outras citocinas e
fatores de crescimento. Essa interferéncia é dada pelo bloqueio da via de
transducéao exigida para a progressao das células T da fase G1 para S, dessa forma
suprimindo a proliferagdo das células T guiadas por interleucinas (MORELON et al.,
2001).

Segundo SEHGAL (1998) a rapamicina se liga a receptores intracelulares
denominados imunofilinas que sdo proteinas que se ligam a agentes
imunossupressores. As imunofilinas de ligacdo (FKBP) se ligam a rapamicina
formando o complexo rapa-FKBP12, que inibe a “mamalian target of rapamycin”
(mTOR), e aumenta a expressao do inibidor da quinase de ciclina p27, levando a
inibicdo da progressédo do ciclo celular da fase G1 para S. (MARX et al., 1995;
STEPKOWSKI et al., 1996; MANCINI et al., 2003). Essa ag¢ao causa desfosforilagéo
e inativagdo da proteina quinase ribossomal 6S de 70 KDa (p70S6K) a qual, quando
ativada, estimula a produgcdo de componentes ribossomais necessarios para a
sintese protéica e progressao do ciclo celular. Essa atividade bloqueia a estimulag&o
da IL2 na divisdo dos linfocitos. (GUBA et al., 2002).

O bloqueio da mTOR deprime a resposta do linfocito ao sinal co-estimulatorio
durante a transicido da fase GO para G1. Durante a fase G1, o bloqueio do sinal pela
RP inibe as vias de sinalizagdo dirigida para a degradacdo da p27, levando a
ativacado da ciclina e a estimulagdo da quinase e proteina ribossomal p70S6, um
passo necessario para a sintese de proteinas estruturais. (KAHAN e CONARDO,

2001).
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O tratamento com a rapamicina diminui a atividade da quinase dos complexos
CDK4/ciclina D e CDK2/ciclina E, que estao envolvidas na dissociagao ou eliminagéao
dos inibidores de quinase dependente de ciclina p27 nas células T ativadas. O p27
tem implicacdo no bloqueio em G1 por inibir o complexo CDK4/ ciclina D e CDK2/
ciclina E.

A rapamicina inibe a proliferacdo das células T, induzida por antigenos,
lectinas mitogénicas, aloantigenos; bloqueia a expanséo clonal das células T
citotoxicas e “helper”, induzidas por aloantigenos; inibe a produgdo de anticorpos,
induzida pelo estimulo mitogénico, IL1, IL2, IL3, IL4, IL6, fator de crescimento
derivado das plaquetas; inibe a proliferacdo dos linfocitos pelo bloqueio das vias de

transducéo dos sinais mediados pela IL2 (SEHGAL, 1998; MARX e MARKS, 2001).
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1.4. Stents

O stent é uma endoproétese coronaria feita de ago inoxidavel e que funciona
para manter a arquitetura do vaso apdés o procedimento com o baldo. Com a
introducdo dos stents coronarios a ocorréncia de reestenose diminuiu
significativamente e aumentou a sobrevida livre de eventos, como demonstrado em
grandes estudos clinicos, como STRESS (FISCHMAN et al., 1994) e BENESTENT-I

(SERRUYS et al., 1994).

Os stents previnem o recolhimento elastico e o remodelamento negativo do
vaso, mas nao eliminam o trombo mural, resposta inflamatéria, migragcao de células
musculares lisas e formacao da matriz extracelular, fatores que contribuem para
hiperplasia neointimal, responsavel pela reestenose intra-stent e recorréncia da
isquemia (SERRUYS et al., 1994).

A idéia da implantagao coronaria de stents com eluicdo de medicamentos
surgiu em 1995. Nesse caso o stent € utilizado como veiculo de liberagdo gradual da
droga. Pelo fato de estar em intimo contato com a parede do vaso permite a
liberagcdo local do farmaco “prevenindo” a reestenose (SERRUYS et al.,, 1998).
Stents eluidos com farmacos vem sendo propostos como uma alternativa para
diminuir a hiperplasia intimal, sendo necessaria a interligagdo com polimeros

biocompativeis que possam servir com locais de liberagao da droga.
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1.5. Reestenose

Diferente da aterosclerose, a reestenose surge geralmente em decorréncia do
traumatismo na parede arterial induzido pelo baldo ou outros dispositivos, seguido
por reacao inflamatdria, proliferativa e migratéria. Quando induzida por baldo, os
mecanismos predominantes sao: o recolhimento elastico e o remodelamento
negativo. Por outro lado, nas angioplastias realizadas pelo inplante de préteses, o
mecanismo responsavel pela reestenose € a hiperplasia intimal, ndo ocorrendo a
participacdo do recolhimento elastico nem do remodelamento negativo, que sao
contidos pela utilizacdo da prétese. O remodelamento negativo € um fenédmeno de
ocorréncia tardia, decorrente de resposta cicatricial ao trauma, observado apés
angioplastia por baldo. O outro mecanismo relacionado a reestenose, quando se
utiliza o baldo é o recolhimento elastico, o qual ocorre precocemente apds a
angioplastia, e é geralmente observado nos primeiros minutos subseqlentes a
desinsuflagdo do baldo, devido a resisténcia imposta pela parede do vaso em
oposicdo ao estiramento provocado pelo baldo. Um terceiro mecanismo de perda
luminal é a hiperplasia neo-intimal, a qual ocorre de modo mais tardio e é mais
pronunciada apos angioplastia com implante de préteses intraluminal (stent) .

Conforme HARKER (1987) a patogénese da formagdo do trombo e da
reestenose apos o trauma pelo baldo se faz pela complexa interacao entre os
constituintes do sangue (plaquetas e mondcitos/macrofagos) e da parede vascular

(células endoteliais e as CML).
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1.6. Reestenose e Inflamagao

A inflamacgao é uma consequéncia inicial do procedimento da angioplastia, em
decorréncia do trauma vascular, resultando na exposigdo de uma superficie
trombogénica. Segundo KORNOSWSKI et al (1998) a resposta inflamatoéria
ocasionada por baldo e pelo implante do stent foi demonstrada por meio do infiltrado
inflamatdrio ao redor das hastes dos stents 4 semanas apds a injuria em coronarias
de porcos. KARAS et al (1992) demonstraram a estreita relacdo entre reacéo
inflamatoéria e a injuria arterial precipitada pela insuflagdo agressiva do balao,
seguida do implante de stent, com o grau de formacao neo-intimal, observada apos
30 dias em modelos experimentais utilizando porcos. Espécimes de tecidos
recuperados por meio da aterectomia direcional de artérias periféricas humanas com
reestenose intra-stent demonstraram que a reestenose intra-stent resulta da

hiperplasia das CML (KEARNEY et al., 1998).

1.7. Reestenose e Rapamicina - Estudos Experimentais

Marx et al. demonstraram que, em células musculares lisas vasculares (CML)
de aorta de ratos e de humanos, que a rapamicina na concentragdo de 100ng/ml,
impediu a fosforilagdo da proteina Rb, que € um regulador para a progressao do
ciclo celular, inibindo a proliferagdo das células musculares lisas. O autor sugeriu
que a rapamicina pode ser util na redugdo ou bloqueio de um componente da
reestenose pos angioplastia, que é a proliferacdo das CML (MARX & MARKS, 2001).

Sun et al. Demonstraram que a rapamicina inibiu a migracdo de CML de
camundongos por inibicdo de dependente e independente da p27 Kip1 e sugeriu que
drogas que aumentem os niveis de p27 Kip1 podem ter efeito positivo sobre a

reestenose (SUN et al., 2001).
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Morris et al. (1995) administraram em ratos a rapamicina, na dose de
1,5mg/kg/dia i.p (intraperitoneal), trés dias antes dos animais serem submetidos a
lesdo por cateter baldo na carétida e mantida por 13 dias apdés o procedimento e
observram um menor espessamento intimal na analise das aortas removidas apoés
44 dias do procedimento. Os autores sugerem que a rapamicina pode contribuir para
o controle do estreitamento pds-angioplastia com baldo. GREGORY et al. (1993)
utilizaram o mesmo método de lesdo vascular por cateter baldo em carétidas de
ratos tratados com a rapamicina na dose de 1,5 mg/kg/dia i.p por 13 dias, iniciando a
droga no dia da lesdo e demonstraram uma redugao do espessamento intimal em
aproximadamente 45%, além de reduzir a infiltragdo de macréfagos. Portanto, a
rapamicina inibiu o espessamento intimal causado pela injuria vascular mecanica.

Em porcos submetidos a angioplastia coronaria, GALLO et al. (1999)
observou-se que, no grupo que fez uso da rapamicina na dose de 0,5 mg/kg/dia intra
muscular, iniciado trés dias antes do procedimento, houve estenose luminal
significativamente menor apds quatro semanas. Esse efeito foi atribuido a
diminuicdo da hiperplasia das CML a injuria coronaria, causada pela diminuicdo da
fosforilacdo da pRb e por aumentar a proteina inibitéria p27, que causam um
bloqueio celular na fase G1-S. Com o mesmo modelo de intervencado, ROQUE et al.
(2000). investigaram em porcos tratados com rapamicina o tempo de expresséo do
p27 e do Ki67, um marcador de proliferacdo celular presente em todas as fases do
ciclo celular, e o grau de apoptose. Foi notado aumento gradual da expressdo do
p27 entre o 7° e o 28° dias apoOs a injuria vascular, enquanto o Ki67 atingiu sua
expressdo maxima entre o 7° e o 14° dia apds a angioplastia. No 28° dia apods a
angioplastia, a rapamicina reduziu o indice proliferativo do Ki67 e aumentou a

apoptose celular sem efeito significativo nos niveis p27. Essas constatagbes seriam
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uteis na elaboragao do stent revestido, principalmente na programacgao do tempo de

liberagao droga pelo polimero na parede do vaso.

1.8. Reestenose e Rapamicina — Estudos Clinicos

O estudo FIM, pioneiro de SOUSA et al. (2000) foi o primeiro a testar a
eficacia e a seguranga da rapamicina liberada diretamente no local de injuria
vascular em humanos e demonstraram angiograficamente e por meio de USIV a
auséncia de proliferagdo neointimal no seguimento de quatro meses. No seguimento
de doze meses desses mesmos pacientes e de outros 15 pacientes com seguimento
de seis meses, observou-se a manutengao da supressao da proliferacao neointimal.

O estudo RAVEL foi o primeiro estudo multicéntrico, duplo-cego,
randomizado, que avaliou a seguranca e a efetividade do stent revestido de
rapamicina em comparagao com o similar ndo-revestido. Entre agosto e dezembro
de 2000, foram incluidos 238 pacientes de 19 centros da Europa e América Latina
(Brasil e México) e demonstrou a superioridade na reducao da reestenose dos stents
eluidores de rapamicina sobre os stents convencionais (MORICE et al., 1992). Os
seguimentos de trés anos dos pacientes que integraram este estudo confirmaram o
beneficio da utilizagdo dos stents liberadores de rapamicina sobre os stents
convencionais (FAJADET et al., 2005).

O estudo ISR testou a seguranca e eficacia da rapamicina no tratamento de
reestenose intra-stent. Foram recrutados 41 pacientes e foi avaliada a incidéncia de
eventos cardiovasculares maiores em 30 dias, quatro meses e um ano apoés a
intervencdo, com analise angiografica quantitativa e ultra-sonografica do grau de
hiperplasia intimal. No seguimento de quatro meses, ndao foram relatados eventos

cardiovasculares maiores ou casos de reestenose na analise angiografica ou ultra-
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som e os resultados de acompanhamento clinico em um ano confirmam os mesmos
achados (SOUSA et al., 2003; ARRUDA et al.,2006).

O estudo SIRIUS canadense e europeu, multicéntrico, randomizado e duplo-
cego, testou o stent revestido com rapamicina em artérias coronarias humanas e
confirmou a superioridade do grupo tratado com stent liberador rapamicina em
comparagao com o grupo controle, em relagao ao objetivo primario, que foi avaliar o
didmetro luminal minimo no seguimento de oito meses e, em relagdo os objetivos
secundarios, reestenose angiografica aos oito meses, revascularizagdo da leséo
alvo e eventos cardiacos maiores no seguimento de 270 dias (SCHAMPAERT et al.,
2004; SCHOFER et al., 2003).

Eventos adversos, como a trombose subaguda, as reagbes de
hipersensibilidade e a trombose tardia em pacientes submetidos aos stents
liberadores de rapamicina fizeram com que a eficiéncia das agéncias reguladoras
fosse questionada (MUNI et al., 2004).

O FDA apés ter recebido de 290 relatos de reacdes de hipersensibilidade e
trombose subaguda (<30 dias), emitiu notificagdo alertando a classe médica,
enfatizando a importancia na obediéncia as indicagbes segundo o fabricante e
cuidados com a técnica, durante e no pés-implante de stents (NEBEQUER et al,,
2006).

Numa revisao envolvendo 5.783 pacientes que receberam stents liberadores
de rapamicina e ou paclitaxel, os relatos do FDA e os achados de autdpsia
sugeriram que os stents que liberam de rapamicina ou paclitaxel podem ser causa
de uma reagao de hipersensibilidade intra-stent e sistémica, que, em alguns casos,

pode estar associada a trombose tardia e ao ébito (NEBEQUER et al., 2006).
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1.9. Endotélio e o Ténus Vasomotor

O endotélio é considerado um 6&rgédo que exerce inumeras funcgdes
metabdlicas, participando da regulagdo do tdnus vascular. Essa regulagédo utiliza
diferentes mecanismos como metabdlicos, miogénicos e neuroenddcrinos, que
participam da adesédo e agregacao plaquetaria, na homeostase entre endotélio e
células inflamatdrias e no controle do ténus vascular atuando de modo direto na
musculatura lisa (QUYYUMI, 1998).

Os mecanismos reguladores locais do tbnus vascular mediados pelo endotélio
tém recebido atencao especial sendo o 6xido nitrico (NO) o mais importante dos
fatores relaxantes dependentes do endotélio, o qual atua através do aumento da
guanilato ciclase soluvel promovendo o relaxamento da musculatura vascular lisa
(CINES et al., 1998).

A prostaciclina (PGiy), assim como o NO, é outro fator relaxante derivado do
endotélio, o qual relaxa a musculatura lisa vascular e inibe a agregagao plaquetaria
através da ativacdo da adenilato-ciclase. Contamos também com o EDHF (fator
hiperpolarizante derivado do endotélio) que possui identidade ainda desconhecida,
mas sabe-se que o EDHF atua hiperpolarizando a musculatura lisa através do
aumento da condutancia ao ion potassio (GAUTHIER et al., 1995). Entretanto, se o
endotélio é funcionalmente lesado, ocorre alteragdo da liberagdo de PGi2 e NO,

favorecendo a agregacgao e adesédo plaquetarias, além de agdo dos vasoconstritores
como tromboxano-A2, prostaciclinas (PGF2a e PGH2), diretamente na musculatura
lisa vascular. O resultado desse processo € uma tendéncia crescente de aumento do
ténus vascular (MONCADA et al., 1976). Furchgott e Zawadisk (1980) descreveram

uma substancia capaz de relaxar anéis de aorta de coelho pré-contraido por

norepenefrina que posteriormente foi identificado como sendo éxido nitrico (NO).
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1.10. Endotélio, Aterosclerose e Reatividade vascular.

A aterosclerose € um processo caracterizado por resposta inflamatoria e
fibroproliferativa da parede arterial causada por agressdes da superficie arterial
(GAUTHIER et al., 1995). Fatores de risco como a hipercolesterolemia, tabagismo,
diabete melito, hipertensédo arterial e suscetibilidade genética prejudicam a fungéo
endotelial alterando suas propriedades homeostaticas tornando-o propicio para o
desenvolvimento da aterosclerose (BONNETTI et al., 2003, BUSSE e FLEMING,
1995).

As células endoteliais através das suas fungdes fisioldgicas proporcionam
que a superficie do vaso permaneca nao-trombogénica e nao-aderente para
plaquetas e leucédcitos, atuando na manutencdo do ténus vascular por meio da
liberacdo de moléculas como NO, PGi, e endotelina, produzindo e secretando
fatores de crescimento e citocinas e mantendo a integridade da membrana basal rica
em colagenos e proteoglicanos na qual estdo apoiadas. Alteragbes em algumas
dessas fungdes podem dar inicio a disfungcdo endotelial desencadeando interacdes
celulares com mondécitos, plaquetas, células musculares lisas, podendo levar a
formacdo da placa de aterosclerose (ROSS, 1993). TANNER et al. (1991)
demonstraram reducdo da capacidade de relaxamento arterial ao expor artérias
isoladas de porcos, a agdo aguda da fragdo LDL oxidada.

Outro fator envolvido na reducdao do relaxamento arterial na aterosclerose
pode ser dependente da producdo aumentada de radicais livres nos vasos
acometidos (OHARA et al. 1993). Sabe-se que o anion superdxido pode ser
responsavel pela inativagdo do fator de relaxamento dependente do endotélio.
MUGGE et al.(1991) verificaram que o tratamento de coelhos hipercolesterolémicos

com a enzima superoxido dismutase, enzima inativadora de anion superoxido,
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restaurou parcialmente o relaxamento arterial dependente do endotélio, achados que
sugerem a inativacdo do NO causada por radicais livres que é em parte responsavel
pela diminuicdo da capacidade de vasodilatacdo dependente de endotélio na
aterosclerose.

Estudos experimentais demonstraram que receptores a1 e a2-adrenérgicos
nas células musculares lisas sdao mediadores da vasoconstricdo e receptores [3-
adrenérgicos, da vasodilatagdo. As células endoteliais, na vigéncia de integridade
anatdbmica e funcional, modulam o efeito vasoconstritor das catecolaminas por meio
de diversos mecanismos como a liberagcdo de EDRF (COCKS & ANGUS, 1983)
subsequente a estimulagdo de receptores a2-adrenégicos, limitando os efeitos
constritores da norepinefrina; captura e degradagao de catecolaminas; e inibigcdo da
liberacdo de norepinefrina pelas terminagdes nervosas simpaticas (TODA, 1986;

COCKS & ANGUS, 1983; COHEN & WEISBROD,1998).

1.11. O Endotélio e a Reestenose Pés-Angioplastia Coronaria.

O endotélio possui papel ativo em importantes processos biolégicos como a
hemostasia e o controle do ténus vasomotor. Uma das funcdes primordiais do
endotélio é a manutencéo da integridade estrutural da vasculatura. A lesdo celular,
ou qualquer outro evento que perturbe a integridade das células endoteliais, pode
estar envolvido nos eventos iniciais de uma série de doencas, entre as quais esta
incluida a aterosclerose e a reestenose pds-angioplastia.

A angioplastia coronaria representa uma situagado extrema, em que a lesao
mecanica da parede do vaso e, especialmente, do endotélio se da de forma abrupta
e intensa, numa situagdo em que a fungédo endotelial ja se encontra comprometida

pelo processo aterosclerotico (HARRISON,1991). Algumas dessas fungbes do
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endotélio, como a regulagdo da proliferagcdo miointimal e do remodelamento
vascular, perecem ser especialmente importantes no desenvolvimento da
reestenose.

Em condicbes basais, as células musculares lisas da camada média
apresentam pouca ou nenhuma atividade proliferativa. Evidéncias experimentais
sugerem que o endotélio, quando intacto tanto funcional quanto anatomicamente,
desempenha papel inibidor sobre a proliferacdo de células musculares lisas. A area
de proliferagao celular tende a ser maior em regides onde o endotélio foi removido e
a reendotelizacdo de uma area previamente desnuda mecanicamente bloqueia a
proliferagdo miointimal (IP et al., 1990). Estudos necroscépicos realizados em
pacientes que faleceram tardiamente apds terem sido submetidos a angioplastia
coronaria, foram publicados na literatura e demonstraram que a lesao reestendtica
era constituida de hiperplasia de células musculares lisas sobre a matriz constituida
de tecido conectivo frouxo e que a hiperplasia miointimal estava presente em todos
0s espécimes, independente do fato de o paciente apresentar reestenose ou nao

(SAFIAN et al., 1990; GARRATT et al., 1991).
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1.12. Modelo Experimental-Camundongo ApoE-/-

Os camundongos homozigoticos Knockout para a apolipoproteina E
(ApoE) foram desenvolvidos por PIEDRAHITA et al (1992), para aumentar o
conhecimento da hipercolesterolemia e aterosclerose humana, que devido
sua modificacdo genética desenvolvem precoce e espontanea
hipercolesterolemia apresentando lesGes aterosclerdticas extensas sem

suplementacao da dieta (PIEDRAHITA et al ., 1992).

ApoE é mediadora das ligagdes com receptor que carreia varias classes
de lipoproteinas de baixa densidade como a LDL. Estudos histopatologicos
mostram a presencga de células espumosas desde a oitava semana de idade
progredindo para lesbes avangadas apos a décima quinta semana. Os locais
mais acometidos por estas lesbes s&o o arco adrtico, artéria carétida, artéria
mesentérica superior, artéria renal, artéria pulmonar e bifurcacdo adrtica. Os
camundongos ApoE sdo considerados um dos mais relevantes modelos para
o estudo da aterosclerose, com fungao endotelial normal, como demonstrado
por ARRUDA et al.,, 2006; VILLENEUVE et al., 2003 resultado em modelo
atipico de aterosclerose. A disfungao endotelial tem sido reportada sob uma

dieta rica em colesterol, mas ndo sob dieta normal.
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2 - OBJETIVO

2.1. Geral

¢ Avaliar os efeitos da Rapamicina sobre a reatividade vascular do leito

arteriolar mesentérico em camundongos ateroscleréticos ApoE knouckout.

2.2. Especifico

¢ Avaliar o efeito da rapamicina sobre areatividade vascular a NE, ACh e ao

NPS.

o Verificar os efeitos da rapamicina com a hipercolesterolemia e o processo

aterosclerdtico.
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3- MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Escola Superior de Ciéncias da Saude da Santa Casa de
Misericordia de Vitéria (EMESCAM), de acordo com as normas vigentes adotadas

pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

3.1. Animais

Todos os experimentos foram realizados em camundongos ApoE -/- knockout,
machos, com oito semanas de idade e pesando aproximadamente 23g, provenientes
do biotério do Laboratério de Transgenes e Controle Cardiovascular, do Programa
de Pds-Graduagdo em Ciéncias Fisiolégicas no Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais receberam agua e ragao (Purina
®) ad libitum e foram submetidos a ciclo de 12 horas claro/escuro, bem como
temperatura (22+2°C) e umidade (70%) controlados. Foi utilizado em todos os
experimentos um total de 19 animais, sendo 10 do grupo tratado com rapamicina e 9

do grupo controle ndo tratado.

3.2. Administragao da Rapamicina

A rapamicina utilizada foi o Rapamune®, comprimidos (Wyeth-Ayerst-Rouse
Point, USA). A partir da oitava semana de vida, os animais receberam racao
adicionada de rapamicina, na dose de 5 mg/kg de peso do animal por dia, até a
vigésima semana, totalizando 12 semanas de tratamento (WAKSMAN et al., 2003;

ELLOSO et al., 2003; BASSO et al., 2003).
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3.3. Grupos Experimentais
Os animais foram divididos em dois grupos experimentais. Um grupo tratado

com rapamicina (n=10) e um grupo controle n&o tratado n=9).

3.4. Preparagao do animal

Apds doze semanas do inicio do tratamento diario com rapamicina na dieta na
dose de 5mg/kg, os animais foram sacrificados com tiopental sédico (40 mg/kg)
para verificar a fungdo endotelial através da metodologia do estudo vascular
mesentérico, coleta da aorta para analise histoldgica, morfolégica e o sangue para
avaliacao do colesterol.
3.5.. Analise Histoquimica

Apoés a retirada do mesentério foi realizada uma incisao toracica de forma que
o coragao ficasse com livre acesso para realizacdo da perfusdo no animal. Para
execugao da perfusédo foi feita uma incisdo no atrio direito e em sequéncia infundido
50 ml de PBS (0,1 M; pH 7,4) no ventriculo esquerdo, seguido de 50 ml de
paraformaldeido (4%), ambos com pressédo igual 100 mm Hg. A realizagdo da
perfusdo do animal com pressao controlada foi conseguida através do uso da forga
atrativa do campo gravitacional, por meio da presséo hidrostatica determinada pela
altura da coluna liquida (1,36 cm H,O = 1 mmHg), com uso do frasco de Mariotti
associado a um equipo (figura 1). A perfusdo sob pressao controlada de 100 mmHg
permite manutencdo mais adequada do formato das artérias, evitando também
possiveis rupturas e degradacdo das placas ateromatosas. Enquanto que o frasco
de Mariotti permite que o fluxo seja constante, e este foi mantido em
aproximadamente 20 ml/min. Ao término da perfusdo foi retirado dos animais o

coragdo e a aorta até o nivel diafragmatico, para entdo serem estocados em
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recipientes apropriados contendo solugéo fixadora de PBS (0,1 M, pH 7,4) com 10%

de paraformaldeido (4%), até o momento da preparagéo histoldgica.

1,36 emH,0 = 1 mmHg

136 emH,0 = 100 mmilg

Figura 1: Sistema de perfusdo sob pressdo controlada de acordo com a variagao da altura da coluna

hidrostatica (1,36 cm H,O = 1 mmHg). No alto vemos em maior detalhe o frasco de Mariotti.

O excesso de tecido conjuntivo perivascular da aorta foi retirado com auxilio
de pincas ponto-reta (INOX, n® 2 e 5) e de um estereomicroscépio (ausJENA,
Alemanha) e a aorta ascendente foi entdo separada e colocada em gelatina incolor
(Dr. Oetker, Brasil) a 24% formando assim um bloco e posteriormente congelada. O
bloco de gelatina contendo o segmento da aorta foi posicionado para obtermos
cortes transversos com 10 um de espessura em um criostato (Jung CM 1800 —
Leica, a —16 °C, de modo que os cortes iniciaram na metade superior cardiaca

(base) que se alinha com a aorta ascendente. Os cortes teciduais foram
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posicionados em laminas de vidro preparadas adequadamente para adesdo do

tecido.

A identificacdo de lipidios requer a exclusdo de solventes de gordura
comumente utilizados na inclusdo em parafina. A fim de identificar a gordura, foi
entdo necessario preparar secgdes teciduais congeladas de tecidos preservados.
Posteriormente as secg¢des foram coradas com Oil Red-O (Sigma-Aldrich) que
confere uma cor vermelho-alaranjada aos lipidios neutros presentes. A solugdo de
estoque foi preparada contendo 300 mg de Oil Red-O em 100 ml de 2-propanol ou
isopropanol (Reagentes Analiticos, Dinamica), e a solugéo para corar foi diluida com
16 ml de agua destilada que foi acrescida a 24 ml de Oil Red-O da solug&o estoque
e misturados por 10 minutos, centrifugados e filtrados. As laminas contendo os
cortes foram posicionadas a altura de cerca de 2 mm da superficie de um recipiente
fechado, para evitar a evaporagcao do solvente, de forma a se criar entdo uma
interface liquida (solugéo de Oil Red-O) entre o vidro da lamina e do recipiente. Este
posicionamento permite que precipitados cristalinos formados se depositem no fundo
do recipiente, e ndo na lamina, sendo esta formacao de precipitados do corante um
grande inconveniente dessa coloragdo. Também, para minimizar esse problema a
solugao de Oil Red-O para coloragao foi centrifugada por um periodo de 2,5 minutos
a 4000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415D). Os cortes ficaram em contato com o
corante por 10 minutos, e posteriormente foram lavados com agua corrente por

cerca de 10 minutos.

Ao término da impregnagdo dos cortes pelo corante, realizou-se uma
montagem para preservacao da ldmina, com uma solugéo especifica de montagem,
constituida de glicerol em PBS e azida sédica 0,1% (mouting medium, Sigma®) que

banhava os cortes e uma laminula de vidro (24 x 60 mm, n° 1, Herka®, Alemanha)
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cobria a lamina. As bordas entre a laminula e a lamina que continha os cortes foram

cobertas com esmalte incolor para evitar a evaporagéo da solugado de montagem.

3.6. Analise Morfomeétrica

Com uso de um microscopio triocular (Olympus AX70) acoplado a uma
camera digita foram capturadas as imagens das laminas, e estas foram analisadas
em programa de imagem especifico (Image J). Esses procedimentos foram
efetuados no Departamento de Morfologia do Centro Biomédico da Universidade
Federal do Espirito Santo. Para a captura das imagens utilizamos objetiva de 40x, de
modo que a ampliagao final real na tela do monitor (13’) € igual a 1260x. As imagens
foram obtidas com tamanho de 640x480 pixels.

Utilizando o programa Image J foi quantificada diretamente a area de
deposicdo de lipidios na parede vascular, incluindo a camada média e intima, que
aparece corada em uma tonalidade de vermelho-alaranjado. Os resultados da area
foram expressos em um?. Nesse aumento foram selecionados cinco (05) cortes com
maior area de deposicao lipidica, e toda sua area corada foi quantificada para

posterior realizacdo da média dos cinco cortes por amostra.

3.7. Medida do Colesterol Plasmatico

Amostras de sangue foram coletadas do plexo orbital de todos os grupos
experimentais, logo apos a anestesia para a realizagdo do estudo da reatividade
vascular. O colesterol plasmatico foi medido usando um kit colorimétrico obtido

comercialmente (Bioclin, Brasil).
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3.8. Preparacgao do Leito Arteriolar Mesentérico

As preparagdes foram isoladas segundo a técnica descrita por MCGREGOR
em 1965. Os animais foram anestesiados com tiopental sédico (40mg/Kg) por via
intraperitoneal. Apds laparotomia, a artéria mesentérica superior foi cateterizada
(Micro-Renathane Braintree Science, USA) e o mesentério dissecado das algas
intestinais, evitando-se o estiramento excessivo. Apds ser isolado o mesentério foi
imediatamente perfundido em solugao nutridora de Krebs Henseleit modificada numa
perfusdo constante de 2ml/min, gaseificada com mistura carbogénica (95%0. e
5%CO,), mantida a 37°C+0.5°C usando uma bomba de perfusdo peristaltica
(Harvard Apparatus, USA). A solugcdo de perfusdo era composta dos seguintes
componentes em mM: NaCl, 130; KCL, 4.7; CaCL. .2H.0,1.6; KH.PO, 1.18; MgSO,
4.7; H,0, 1.17; NaHCO;, 14.9; EDTA, 0.026 e glicose, 11.1. As variagdes na pressao
de perfusao foram medidas usando um transdutor de pressao (Cobe Laboratories,
Lakewood, CO, USA) conectado a um poligrafo (Gould RS 3400) para registro das
variagbes de pressdo de perfusdo. Inicialmente foram realizadas Curvas
Concentragao Efeito (CCE) ao agente vasoconstritor norepinefrina (NE; Sigma, St.
Louis, MO, USA). Em seguida foi feito o estudo da fungcdo endotelial, usando como
ferramenta farmacologica a acetilcolina (ACh; Sigma, St. Louis, MO, USA)
vasodilatador dependente do endotélio e posteriormente era feita a avaliacdo da
integridade do musculo liso vascular através do uso do nitroprussiato de sodio (NPS;
Sigma, St. Louis, MO, USA), vasodilatador independente do endotélio por doagao de
oxido nitrico. O percentual de relaxamento vascular as drogas vasodilatadoras foi
obtido através do decréscimo na pré-contracido induzida pela concentracdo de 8 x

107° de norepinefrina (NE).
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3.9. Protocolos de Reatividade Vascular

3.9.1. Protocolo 1 (Reatividade Vascular ao vasoconstritor NE)

Inicialmente o leito mesentérico era perfundido por 30 minutos com Krebs
modificado para a estabilizagdo do registro. Em seguida, concentracbes molares
crescentes de NE foram in bolus, para obtencdo da CCE a NE foram utilizadas. Ao

todo foram 9 concentragdes variando de NE 107" M a 2x10 —>M.

3.9.2. Protocolo 2 (Avaliagdo da fungdo endotelial usando o vasodilatador
dependente do endotélio ACh)

O leito mesentérico foi perfundido durante 30 minutos com Krebs modificado
para estabilizacdo do registro. Em seguida era utilizado para a pré-contragao a
norepinefrina (NE 5 x 107° M) que apds alcangar o platé de contragéo, concentragdes
crescentes de ACh eram administradas para obter a CCE a esse agente

vasodilatador.

3.9.3. Protocolo 3 (Avaliacdo da fungdo endotelial usando o vasodilatador
independente do endotélio NPS)

O leito mesentérico foi perfundido durante 30 minutos com Krebs modificado
para estabilizagdo do registro. Em seguida foi aplicada a norepinefrina (NE 5 x 107°
M) para se obter a pré-contragdo. Depois de alcangado o platd de contragao,
concentragdes crescentes de NPS eram administradas para obter a CCE a esse

agente vasodilatador usado para o estudo da fungdo do musculo liso vascular.
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Figura 2- Os esquemas acima representam os protocolos para as
CCE a NE (A), ACh (B) e ao NPS (C).
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3.10. Avaliagao das Alteragoes de Sensibilidade
A sensibilidade das preparacdes as drogas estudadas foi avaliada pela PD2

(PD2= - log ED50).

3.11. Avaliacao das Alteragoes de Resposta Maxima
A reatividade das preparacdes foi determinada pelas respostas maximas
(Rmax) aos agentes vasoativos e estdo expressas como média aritmética e seus

respectivos erros padrao do efeito maximo, obtido em experimentos individuais.

3.11. Drogas Utilizadas

As drogas utilizadas foram: bitartarato de norepinefrina (NE; Sigma, St. Louis,
MO, USA), cloridrato de acetilcolina (ACh; Sigma, St. Louis, MO, USA),
nitroprussiato de sodio (NPS; Sigma, St. Louis, MO, USA). Todas as drogas usadas

foram diluidas em solugao de Krebs modificada.

3.14. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média. A analise estatistica
utilizada foi o teste t de Student para amostras independentes e analise de variancia
(ANOVA) de 2-vias. O nivel de significancia foi fixado em p<0.05 para todas as

comparagoes.
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4. Resultados
4.1. Colesterol Plasmatico

Tabela 1- Sumariza a concentragcado de colesterol plasmatico total, onde o colesterol

plasmatico foi significativamente maior em camundongos ApoE.

Parametros Grupo Tratado (n=12) Grupo Controle nao tratado (n=7)
Colesterol (mg/dL) 941+63,* 721149, 1
* P<0, 05 (teste t de Student)
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4.2. Reatividade Vascular
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Figura 3- representa as curvas concentragcéo efeito a NE mostrando a variagdo da
pressdo média de perfusao (PMP) em mmHg as doses crescentes de NE nos grupos
controle (n=9) e tratado (n=10). Observa-se que o tratamento com a RP néo alterou
a resposta a NE no grupo tratado. Grupo tratado Rmax 116 + 3,7 e PD2 1,6 + 0,05,

grupo controle ndo tratado Rmax 114 + 14 e PD2 1,7 £ 0,16.

e Grupo tratado (n=10)

e Grupo controle (n=9)
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Figura 4- representa as curvas concentragdo efeito a ACh no leito arteriolar
mesentérico onde a responsividade vascular a ACh foi similar entre os grupos. As
respostas sdo expressas como percentual de relaxamento (diminuigdo da pressao
de perfusédo) relativas a pré-contragao induzida pela NE. Os dados foram expressos
pela média = erro padrdo. Grupo tratado Rmax 49 + 5 e PD2 5,67 + 0,2, grupo

controle nao tratado Rmax 53 +4,4 e PD2 6,0 + 0,14.
m Grupo tratado (n=10)

m Grupo controle (n=9)
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Figura 5- representa as curvas concentragdo efeito ao NPS, vasodilatador
independente do endotélio. Nao houve diferenga entre os grupos (p>0,05). Também
nao foi observada diferenga estatistica na PD2 dos grupos estudados. As respostas
sdo expressas como percentual de relaxamento (diminuicdo da pressao de perfusao)
relativa a pré-contracao induzida pela NE. Os dados foram expressos pela média +
erro padrdo. Grupo tratado Rmax 74 + 5 e PD2 5,77 = 0,26, grupo controle n&o

tratado Rmax 74 £+ 6 e PD2 5,33 + 0,14.
¢ Grupo tratado (n=10)

¢ Grupo controle (n=9)
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Tabela 2 -Tamanho da lesao aterosclerética nos grupos de camundongos ApoE-/-
tratados e controle nao tratado.

Parémetros Grupo Tratado (n=2) Grupo Controle nado tratado (n=2)

Tamanho da lesdo (um?)  6.94+2.27* 46.15+13.02

** P<0, 01 (teste t de Student)

Tabela 2- demonstra o tamanho da lesédo aterosclerdtica quantificada pela analise
morfométrica da aorta ascendente. O grupo tratado com a RP apresentou redugao
significativa comparado ao grupo controle, tendo uma area de lesédo aterosclerética

média de 6.946+2.276 pm? e o grupo controle de 46.156+13.028 um?.
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Tratado Controle

Figura 7: A imagem central mostra um corte transversal da aorta ascendente de um
camundongo apoE-controle ndo tratado (direita) e apoE-tratado (esquerda) com a
objetiva de 40x. As outras imagens mostram o aumento sequencial da les&o

ateromatosa com objetiva de 100x, 200x e 400x. Coloragao Oil-Red-O.



49

5. Discussao

Este é o primeiro trabalho a demonstrar reatividade vascular em leito arteriolar
mesentérico de camundongos ApoE cronicamente tratados com rapamicina, a qual
nao demonstrou qualquer efeito da mesma sobre o tdbnus vascular.

No presente trabalho foi observado que o tratamento oral de camundongos
ApoE-/- com rapamicina resultou em: 1) Elevagao do nivel de colesterol dos animais
ApoE tratados comparados ao grupo controle; 2) menor placa aterosclerética dos
animais ApoE tratados comparados ao grupo controle observado através da analise
morfométrica; 3) preservou a reatividade vascular e fungédo endotelial.

Nossos dados confirmam os achados de BRITO et al. (2005) avaliaram a
hiperplasia intimal intra-stent em 12 pacientes submetidos a angioplastia que
utilizaram a rapamicina via oral por 28 dias e observaram um aumento significativo
do colesterol plasmatico durante a administragcdo da droga e apds o término do
tratamento os valores de colesterol retornaram ao basal.

A dislipidemia durante a utilizacdo sistémica da rapamicina € bem
estabelecida em estudos experimentais e clinicos, porém o mecanismo pelo qual a
rapamicina eleva os lipideos, principalmente o colesterol permaneceu sem
explicacdo. Recentemente, KUN et al. (2007) demonstraram que a rapamicina inibiu
os receptores de LDL no figado (nos hepatdcitos) podendo resultar em diminuigéo
do clearence de LDL na circulagdo causando um aumento da concentragcao do
colesterol plasmatico.

BASSO et al .(2003) também utilizaram o modelo camundongo ApoE
knockout para avaliar o efeito da rapamicina na placa aterosclerética no arco aértico
em animais de 4 semanas de idade, tratados com dieta hipercolesterolemica e

rapamicina oral na dose de 4mg/kg/dia por doze semanas, onde houve reducao de



50

36% da placa no grupo tratado. Os autores sugerem que a rapamicina tenha um
efeito benéfico no metabolismo local do colesterol pelos macréfagos na parede do
vaso. Vale ressaltar que nesse estudo ndo houve alteragdo na concentracgao lipidica.
ELLOSO et al. (2003) avaliaram o efeito oral da rapamicina na aterosclerose do arco
aortico de camundongos ApoE-/- com oito semanas de idade. Os animais receberam
dieta hipercolesterolémica com rapamicina por doze semanas na dose de 1, 2, 4, e
8mg/kg/dia. O grupo controle apresentou uma média percentual de leséo
aterosclerética de 39,6%, os animais tratados com a dose 1mg/kg 21,6% de area de
lesdo e na dose de 2 a 8 mg/kg 15% ou menos, tendo elevado significativamente o
LDL (lipoproteina de baixa densidade) e o HDL (lipoproteina de alta densidade). Os
autores sugerem com esses achados que a rapamicina tem se mostrado uma droga
promissora, podendo ser benéfica na terapia de pacientes com aterosclerose
independente do aumento dos lipideos circulantes. Esses resultados corroboram o
nosso estudo, pois observamos um aumento significativo do colesterol plasmatico e
a reducdo da placa aterosclerética reforcando também a eficacia do nosso
tratamento na administragdo da rapamicina oral.

Nosso estudo mostrou uma reducgéo significativa da lesao aterosclerética do
grupo tratado com rapamicina comparado com o controle, como também foi
demonstrado WAKSMAN et al. (2003) que utilizaram camundongos ApoE knockout
com 8 semanas de idade, alimentados com dieta hipercolesterolemica e tratados
com rapamicina na dieta por 4 e 8 semanas e observaram redug¢ao importante na
area de lesdo com atenuacdo da progressdo da placa aterosclerética no grupo
tratado com rapamicina, concluindo que sendo ja bem delimitado a relagédo entre a
aterosclerose e a inflamagao e observando uma redugcdo da placa aterosclerética

durante a administragdo da rapamicina, os autores sugerem um potencial efeito
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antiinflamatério da rapamicina. Apesar de muitas pesquisas utilizarem a dieta
hipercolesterolémica para acelerar o desenvolvimento da placa aterosclerética em
camundongos ApoE knockout nos optamos por ndo usa-la ja que este modelo
animal apresenta aterosclerose espontaneamente precoce.

Quanto a funcao endotelial e a administracdo de rapamicina, recentemente
Neto et al. também observaram em anéis de aorta de ratos adultos tratados com
rapamicina, nas doses de, 0,5 e 2 mg/kg/dia que a droga nao modificou as respostas
vasomotoras na presenga ou auséncia de endotélio (NETO et al., 2007).

MILLIARD et al, (1998) demonstraram em anéis de aorta de rato dados que
diferem dos nossos, apos o tratamento com rapamicina, na dose de 0,8 e 2mg/kg/dia
por 15 dias, houve um aumento da resposta vasodilatadora dependente do
endotélio, induzida pela ACh, porém, nos experimento de Milliard a rapamicina foi
diluida com 70% de PEG adicionado a 20% de N-N dimetilacetamina e 10% de
Tween 80 onde o veiculo por si so teve efeito facilitador na vasodilatagdo. Chamou-
nos atengéo nesses experimentos o fato de que a dose menor de RP (0,8mg/kg/dia)
teve efeito superior ao da dose maior (2mg/kg/dia) na potencializacdo da
vasodilatacdo dependente do endotélio. Em nosso estudo nao foi utilizado nenhum
tipo de veiculo, o que descarta a possibilidade da acdo dos mesmos na fungao
endotelial.

FUKUDA et al, (2005). acreditando que a rapamicina tenha acdo em outros
tipos de células demonstraram que a RP em baixa concentragdo (0,1ng/ml) néo
inibiu de modo significativo as células musculares lisas de aorta humana e em
concentragbes maiores (1ng/ml), inibia as células musculares lisas e as células

endoteliais vasculares humanas. Esses achados parecem ter relagcédo com o retardo
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da endotelizagdo apdés o implante de stents com rapamicina e com relatos de
trombose tardia.

BURKE et al., (2005) demonstraram redugdo da formac&o neointimal em
carétidas de minipigs submetidos a injuria vascular por baldo, no grupo dos tratados
com rapamicina oral na dose de 2 mg/kg/dia , por 28 dias, comparativamente com o
grupo controle.

No primeiro estudo multicéntrico, cego e randomizado em pacientes com
diabetes com o propédsito de, apds nove meses de procedimento comparar por
intermédio de ultrasom intracoronario (USIC) 75 lesbes que receberam stents com
rapamicina versus 65 lesdes que receberam stents convencionais, observou-se
marcante reducdo da area de hiperplasia neo-intimal e do volume de hiperplasia
neo-intimal no grupo tratado com rapamicina. No entanto o grupo tratado com
rapamicina apresentou aposig¢ao incompleta do stent, adquirida tardiamente em 11
lesbes (14,7%), e o grupo controle ndo apresentou ocorréncia de nenhum caso.
Apesar do fato preocupante, nenhum paciente portador de aposi¢ao incompleta
tardia do stent apresentou trombose no seguimento clinico de um ano. Contudo néo
se sabe o efeito desta aposi¢ao incompleta adquirida, no risco de trombose tardia do
stent (JIMENEZ-QUEVEDO et al., 2006).

Complicagdes, ainda que raras, como a reacao de hipersensibilidade ao
polimero e a trombose tardia dos stents liberadores de medicamentos, justificam o
seguimento clinico mais longo e a procura de estratégias alternativas (VIRMANI et
al., 2004).

O nosso estudo procurou demonstrar, por intermédio desses experimentos, a
possivel interferéncia da rapamicina sobre a funcdo endotelial pelas alteragdes do

tbnus vasomotor. A busca por drogas administraveis por via oral (V.O) a fim de
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prevenir a reestenose coronaria, tem gerado estudos, de inumeras drogas, dotadas
dos mais diversos mecanismos de agao. Sabe-se que a droga ideal deve ser dotada
de propriedades antiinflamatdrias, ser capaz de inibir a proliferacdo e a migragéao de
CML, promover o crescimento endotelial e ser bem tolerada.

Existem evidéncias de que a administracdo oral de rapamicina tenha
mostrado ser eficaz na redugao da reestenose coronaria. Aspecto relevante, com
respeito a rapamicina, € que sua administragdo deva ser iniciada pré-procedimento
(KUCHULAKANTI & WAKSMAN, 2004).

No6s demonstramos que a rapamicina ndo provocou alteragdes no ténus
vascular no leito arteriolar mesentérico, as quais se positivas, traduziriam uma
disfuncdo endotelial, o que implicaria em maior temor quanto a sua utilizagao
rotineira.

Acreditamos que nossos experimentos, ao demonstrarem auséncia de sinais toxicos
da rapamicina sobre a funcdo endotelial em leito arteriolar mesentérico, acrescentam
dados relevantes que influenciam positivamente para que novos estudos sejam
realizados com modelos mais proximos ao organismo humano, contribuindo para

maior compreensao da sua acao.
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6. Conclusao
A administragao oral de rapamicina preserva a resposta vasomotora do leito
arteriolar mesentérico de camundongos ApoE knockout bem como a fungéo

endotelial.
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