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(57) Resumo: AGONISTAS DE RECEPTORES NUCLEARES
PARA TRATAMENTO DE ATEROSCLEROSE E/OQU DOENCA
CARDIOVASCULAR RELACIONADA. A presente invengao refere-se
ao uso de um agonista de um ou mais dos receptores nucleares TR3,
MINOR e NOT para a preparagdo de um medicamento para o
tratamento de doenca cardiovascular, em particular restenose intra-
stent e/ou doenga de enxerto de veia. A invengéo também diz respeito
aos dispositivos médicos, como stents e manguitos, que sé&o
revestidos com o agonista ou nos quais o agonista é incorporado e que
sd@o para o uso no tratamento de restenose intra-stent ou doenga de
enxerto de veia.
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Relatério Descritivé da Patente de Invencéo para "AGONISTAS
DE RECEPTORES NUCLEARES PARA TRATAMENTO DE ATEROS-
CLEROSE E/OU DOENGCA CARDIOVASCULAR RELACIONADA". |

A presente invengd@o refere-se ao novo uso de compostos no
tratamento de aterosclerose efou doenga cardiovascular relacionada a ate-
rosclerose. A invencéo diz respeito em particular ao uso dos ditos compostos
no tratamento de aterosclerose e/ou doengas cardiovasculares relacionadas a
aterosclerose e/ou disturbios que envolvem uma proliferagao excessiva de
células de musculo liso (SMCs), como restenose intra-stent, doenca de en-
xerto de veia, arteriosclerose.'de transplantagao e falha de desvio arterioVe-

noso.
O uso difundido atual de stents para tratar estenose coronaria

dramaticamente aumentou a incidéncia de lesdes restendticas intra-stent. Em

uma subpopulacéo de pacientes, lesdo arterial induzida por stent esta asso-
ciada a ativagao celular e reentrada de células de musculo liso no ciclo celular

que leva a proliferagdo celular exuberante e produgdo de matriz e conse-

-quentemente estre|tamento luminal.

_ Estratégias mostraram ter éxito em reduzir a taxa de desenvol-
vimento de restenose intra-stent, visam a inibigdo de proliferacao celular de ‘
musculo liso. Notavelmente, revesfimentb de stents com rapamicina (siroli-
mus) resulta em apreensdo do ciclo celular na transicdo de G1/S, enquanto
que revestimento com paclitaxel induz um bloco mitético através de estabili-
zacdo dos microtibulos. Embora estes métodos apresentem alguma pro-
messa, eles também sofrem de certas limitagdes, como a a-especificidade de
rapamicina e taxanos que inibem o crescimento de todas as células, incluindo
células endoteliais que impedem. reendotelializagdo apropriada da parede de
vaso com stent assim arriscando efeitos toxicos sistémicos indesejaveis e
cura imprépria da les&o. |

A técnica cirirgica de "bypass" € uma intervengao estabelecida para tratar
doenca de artéria coronaria. Cirurgia de enxerto de desvio de artéria coronaria
(CABG) restabelece o fluxo sanguineo para o tecido do coragdo que foi pri-

vado de sangue por causa da doenca de artéria coronaria. Durante a técnica
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cirurgica de "bypass", um vaso de enxerto novo que carregara ‘sangue_ oxi-
genado para ao redor do bloqueio em uma artéria corondria é cirurgicamente
removido de outra localizagdo no corpo. O vaso de enxerto € uma artéria ou
veia saudavel tirada por exemplo da perna, brago ou torax. Ela é depois
transferida para fora do coragao. _

Tanto a veia safena como a artéria mamaria interna sao fre-
quentemente aplicadas como material de desvio. O desVio arterial tem um
paténcia melhor que o desvio venoso em que a doenca de enxerto de veia
pode desenvolver, resultando em insuficiéncia de enxerto de veia em 10-30%
dos pacientes por ano. Doenga de enxerto de veia é o resultado da prolife- |
ragdo celular excessiva de musculo liso que pode ser causada por tensao
mecanica. A artéria mamaéria é relativamente curta, limitando a quantidade de
material de desvio diépom’vel. Portanto, ela é vital para melhorar a fUngéo dos
desvios venosos em termos de intensificagdo de longevidade.

Arteriosclerose de transplantagédo é a causa de insuficiéncia de
6rgdo a longo prazo apds trahsplantagéo de érgéo € envolve proliferagao
celular excéssiva de musculo liso nas artérias do ‘érgéo transplantado, re-
sultando em les6es intimais concéntricas que obstroem o fluxo sangtiineo.

Desvios arteriovenosos sao aplicados nos pacientes de hemodi-
alise e insuficiéncia do desvio é causada por estiramento mecénico despro-

* porcionado da parede do 'vaso venoso, causando hiperplasia celular de

"musculo liso vascular no compartimento venoso do desvio. Os desvios arte-

riovenosos falhos sao tratados com colocagdo de stent infravascular.

Células do musculo liso desse modo desempenham um papel
fundamental em patologias vasculares como a restenose descrita aCima (in-
tra-stent) apds angioplastia, arteribsclerose de tranSp|antagéq, ddenga de
enxerto de veia seguindo técnica cirdrgica de "bypass" de artéria coronaria,
falha de desvio arteriovenoso, como também em aterosclerose. Embora os
dois primeiros e os dois ultimos tipos de doencgas vasculares ocorram na -
parede de vaso arterial e na parede de vaso venbso, respectivamente, hi-
perplasia de célula de musculo liso é um fator critico no principio e progressao

destas doengas de vasos grandes. Varios estimulos estdo envolvidos na
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iniciacdo de proliferagao celular do musculo liso, dos quais as vias inflamato-
rias envolvendo macréfagos ativados estao bem-estabelecidas.

Na pesquisa que levou a invengéo, por andlise de expresséo de |
ampla de genoma, os inventores revelaram que o Receptor orfao nuclear TR3
(TR3, também denominado Nur77, NAK1, NGFI-B, NR4A1), e Receptor 6rfao
nuclear induzido por mitégeno (MINOR, também denominédo NOR-1, NR4A3)
e Receptor 6rfao nuclear de células T (NOT, também denominado nurrt,
NR4A2) estdo entre os genes que sao especificamente induzidos em m‘a-‘
créfagos e células de musculo liso sob condigdes aterosclerdticas. Estes trés
genes formam uma subfamilia' separada da superfamilia de} receptor nuclear
de fatores de transcrigdo, que compreende aproximédamente 60 outros in}-
cluindo o réceptor de estrogénio e os PPARs. Foi mostrado que TR3, MINOR
e NOT sao expressos em lesdes. aterosclerdticas humanas, doenga de en-
xerto de veia, e em restenose intra-stent (ISR) e em lesdes de desvio arteri-
ovenoso porcino.

| Para avaliar a funcdo de fatores semelhantes a TR3 durante a

formac&o de lesdo in vivo, camundongos transgénicos foram gerados que

expressam ou TR3 de comprimento total ou um inibidor de todos os trés fa-
tores de transcricdo (denominados TR3dTA ou ATA) sob controle de um

promotor, que direciona expressao dos transgenes para células arteriais do

= musculo liso. Os camundongos foram desafiados por uma ligagdo de artéria

cardtida, que resulta na formagéo de uma lesao rica em célula de musculo liso.
Tais lesbes vasculares desenvolvem relativamente rapido e podem ser con-
sideradas como o modelo murino de restenose. Camundongos transgénicos

que expressam TR3dTA desenvolvem uma neointima maior substancial

- comparados aos camundongos do tipo selvagem. De acordo com estes dados,
hiperplasia intimal é inibido fortemente em camundongos transgénicos que

" expressam TR3 em células arteriais do musculo liso.

Estes resultados desambigliamente demonstram que TRS3, e
concebivelmente também MINOR e NOT, inibem formag¢&o de les&o rica em
célula de musculo liso. Desse modo, de acordo com a invengao foi descoberto

que TR3 é um fator protetor que inibe proli'feragéo celular de musculo liso
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excessiva durante a formagéo de leséo vascular.

Além da expressao de TR3, MINOR e NOT em células do mus-
culo liso, os fatores semelhantes a TR3 (isto € TR3, MINOR e NOT) sdo ex-
pressos em lesdes ateroscleroticas humanas em macréfagos e em células
endoteliais. A expressdo de TR3, MINOR e NOT é Vintensificada fortemente
sob ativagédo de macrofagos cultivados, ambos em macrofagos humanos
primarios e na linhagem celular monocntlca/macrofagos THP-1. Consequen-
temente, foi demonstrado que fatores semelhantes a TR3 inibem liberagédo de
citdcina e quimiocina de macréfagos ativados, mais especificamente a ex-
presséo de interleucina-1beta, interleucina-6, interleucina-8, proteina-1 qui-
miotatica de monécitos, prote'ina-1alfa inflamatoria de macroéfagos e protei-
na-1beta inflamatéria de macréfagos. Além disso, em macréfagos cultivados
carga de lipidio é |n|b|da correlatando com expressao reduzida de receptor -A
e CD36 descontaminantes. Conseqlientemente fatores semelhantes a TR3
delimitam tambem a formacao de lesdes ateroscleréticas complexas. TR3 foi
também demonstrado promover sobrevivéncia de células endoteliais e an-
giogénese (Zeng H et al., J Exp Med. 2006, 203:719-729) que facilitara os
processos curativos na parede do vaso apds lesdo vascular como por exem-
pIo angioplastia e colocagao de stent.

Com base no acima, a eshmulagao de atlvndade de receptor nu-

clear semelhante a TR3 parece ser a chave para impedir oureduzir doenca
" cardiovascular relacionada a aterosclerose em geral, e em particular a ocor-

réncia de estenose intra-stent, doenga de enxerto de veia, arteriosclerose de

transplantagéo e falha de desvio arteriovenoso.

A invengao desse modo diz respeito ao uso de um agonista de um
ou mais dos receptores nucleares TR3, MINOR e NQT para a preparagéo de
um medicamento para o tratamento de aterosclerose e/ou doenga cardio-

vascular relacionada a aterosclerose.
Em particular, a invengéo diz respeito ao uso de um agonista de -

um ou mais dos receptores nucleares TR3, MINOR e NOT para a preparagao

de um medicamento para o tratamento de restenose intra-stent, doenga de

enxerto de veia, arteriosclerose de transplantagéo e/ou falha de desvio arte-
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De acordo com a invengéo foi mostrado que a atividade trans-

cripcional de TR3, MINOR e NOT é regulada por meio de agonistas
ndo-tradicionais como 1,1-bis(3"-indolil)-1-(p-fenila substituida)metanos e,
contendo substituintes de trifluorometila  (DIM-C-pPhCF3), hidrogénio
(DIM-C-Ph) e/ou metoxi (DIM-C-pPhOCHB), daqui por diant-e denominados
"C-DIMs", que aumentam a atividade de fatores semelhantes a TR3 (Chin-
tharlapalli et al., J Biol Chem. 2005:280:24903-24914), cujos compostos per
se, como também a sintese destes, foram descritos em WO 02/28832.
Conseqﬁentemenfe, agonistas - preferidos da ivnvengéo sao os

compostos da férmula:

" em que:

R, Ro, R4, Rs, Rs, R1', R2', R4, Rs', Re, e R;' s@o cada um independentemente
selecionados do grupo que consiste em hidrbgénio, um halogénio, um grupo
C4-C1o alquila linear, um grupo C1-Cso alquila ramificadO, um grupo alcoxi
contendo um a dez atomos de carbono, € um grupo nitro; e '

Rg e Rg' sdo cada um independentemente selecionados do grupo que consiste
em hidrogénio, um grupo C4-C+o alquila linear, um grupo C1-C1 alquila rami-
ficadO, um grupo cicloalquila contendo um a dez atomos de carbono, e um

grupo arila. .
Em uma modalidade preferida Ry, Rz, R4, Rs, Re, R¢', R2', R4, Rs),

Re, e R, sdo cada um hidrogénio, e pelo menos um de Rs e Rs' € um grupo

alquila ramificadO, um grupo cicloalquila ou um grupo arila.
Preferivelmente, Rg e Rg' sdo cada um individualmente hidrogénio,
metila, CeHs, CsHsOH, CsHaCH3, CeHsCHB, C1oHy7, CeHaCeHs Ou CGH4OCH3.
Compostos particulares preferidos que podem ser usados como
agonistas de TR3, MINOR e/ou NOT da invengdo sdo compostos em que Ry,
R., R4, Rs, Rs, R¢', R2', R4, Rs', Re', € R7' s@o cada um hidrogénio, e um de Rg
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" de tempo.

e Rg' é hidrogénio e o outro é CgHs, CeH4CF3, ou CeH4OCHS.
Em uma modalidade preferida, o agonista é um agonista de TR3
Em uma modalidade especifica da invengéo, o tratamento é rea-
lizado por meio de um stent que tem o agonista incorporado nele e/ou reves-

tido sobre o mesmo. Um stent € um dispositivo tubular em geral longitudinal

formado de material biocompativel, preferivelmente um material metélico ou

de plastico. Um stent tipico inclui uma configuragdo flexivel aberta. A confi-
guragdo do stent permite configurar o stent em um estado radialmente com-
primido para insergéo de cateter intraluminal em um sitio apropriado. Uma vez
corretamente posnmonado dentro do lumen de um vaso, o stent é radialmente
expandido para suportar e reforgar o vaso. Expansao radial do stent pode ser
realizada por um baldo inflavel ligado ao cateter, ou o stent pode ser do tipo
auto-expansao que radialmente expandirar-se uma vez posicionadd.
'Revestimentos podem ser aplicados através de processos como
imersdo, pulverizagdo, deposi¢ao de vapor, polimerizagdo de plasma, como
também eletrogalvanizag¢éo e deposigdo eletrostética. A pessoa versada no

campo é muito bem capaz de selecionar um material de revestimento que é

- biocompativel e compativel com o agonista, como os "C-DIMs", e tais reves-

timentos sdo conhecidos na técnica. Preferivelmente tais revestimentos tém

um perfil de elugao que libera o ingrediente ativo em um periodo mais longo

Alternatlvamente o préprio stent pode ser feito de um material

que temo agomsta incorporado nele. Isto novamente pode ser um material de

| liberagdo lenta que libera o agonista em um periodo mais longo de tempo.

O stent pode também ser feito de um material biodegradavel que
pode ser revestido ou ter o agonista incorporado nele. Materiais biodegra-
déaveis adequados que podem ser usados de acordo com a invengdo sdo
bem-conhecidos & pessoa versada. '

Para o tratamento de doenca de enxerto de veia o agonista pode
ser aplicado & veia enxertada de varios modos. O agonista pode ser incor-
porado ou revestido em um manguito que é colocado ao redor da veia antes

de enxertar. Alternativamente, a veia pode ser revestida com um liquido
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contendo o agonista. Adequadamente tal liquido pode ser solidificado'para
evitar vazamento do agonista para fora do vaso. Preferivelmente tal solidifi-

cagéo pode acontecer antes da implantagéo da veia no sitio a ser tratado. Um

" exemplo de uma substancia adequada ¢ gel plurbnico (também conhecido

como Pluronic F127 ou Poloxamer 407) que é um polimero biocompativel que
exibe caracteristicas de gelagdo térmica reversa, isto €, 0 material existe
como um liquido em temperatura ambiente e como um solido em temperatura
do corpo. Quando esfriado, o gel plurénico é indolor, incolor, € ndo-gorduroso.
A temperatura do corpo ele engrossa rapidamente. O uso de gel pluronico -
para tratar enxertos de veia c_bm aspirina é descrito por Torsney et al., Circ.
Res. 94(11): 1466-1473 (2004). R

Pafa o tratamento de doenca de enxerto de veia o0 agonista pode
também ser aplicado usando um stent externo biodegradavel de poligalactina,
como descrito por Vijayan et al., J. Vasc. Surg. 40(5): 1011-1019 (2004)).

A invengdo desse modo também diz respeito a um dispositivo

' médico que é capaz de eluir um agonista de um ou mais dos receptores nu-
‘cleares TR3, MINOR e NOT, em particular os agonistas descritos acima, para

o uso no tratamento de aterosclerose efou disttrbios cardiovasculares rela-
cionados a aterosclerose como restenose intra-stent, falha de desvio artefi-
ovenoso e/ou doenca de enxerto de veia. Para ser capaz de eluir os ditos
agonistas, o dISpOSItIVO médico pode ser revestido com um revestimento
adequado incorporando um ou mais dos ditos agonistas e de cujo revesti-
mento os agonistas eluam-se apds colocagao do dispositivo por exemplo no
vaso sangliineo. O dispositivo médico pode também compreender um mate-

rial adequado que incorpora um ou mais dos ditos agonistas, de qual material

~ 0s agonistas eluem-se.

- Em uma modalidade preferida particular, o dispositivo médico €
um stent. Para o tratamento de restenose intra-stent, stents intraluminais sao

preferivelmente usados.
Em pamcular para o tratamento de doenca de enxerto de veia 0
dispositivo médico preferivelmente € um manguito que é capaz de eluir um

agonista de um ou mais dos receptores nucleares TR3, MINOR e NOT. De
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acordo com a invengdo, manguitos adequados s&o feitos por exemplo de gel
plurdnico, incorporando um ou mais dos agonistas da invengao.

Os agonistas da presente inven¢do podem ser adequadamente
combinados com qUanuer outro agente biologicamente ativo, isto € farmaco

ou outra substancia que tém um valor terapéutico, incluindo mas nao limitado

a antitrombdticos, anticoagulantes, agentes antiplaquetas, tromboliticos, an- .

tiproliferativos, agentes antiinflamatérios, e outros agentés que inibem res-
tenose, inibidores de células do musculo liso, antibidticos e similares, e mis-
turas destes. |
A presente invengdo sera também ilustrada nos Exemplos que
seguem e que nao séo intencionados a limitar a invencdo de forma alguma.
Nos Exemplos, referéncia é feita as figuras a seguir:

A figura 1 mostra imunoistoquimica especifica para célula endo-
telial e expressdo de mRNA de TR3 em segmentos de veia perfundida. -
Segmentos de veia foram colocados em uma alga de desvio extracorporeo
durante a técnica cirurgica de "bypass" e expostos ao fluxo sanglineo total
autélogb sob pressao arterial por 1 h. Sob perfuséo, enxertos de veia sem
stent (B, D, F) exibiram sobre-distensdo. Em enxertos de veia com um stent
externo (A, C, E) ativagdo biomecanica foi impedida. Segmentos de veia

expostos a perfuséo‘em pressdo alta mostraram perda de endotélio, enquanto

" que células endoteliais capilares (vermelhas) foram observadas proximas da

“adventicia como um controle para o procedimento (B). Colocacao de stent

externo presérvou integridade do endotélio (A; monocamada vermelha). Ex-

| pressdo de mRNA de TR3 foi observada por hibridagao radioativa in situ

(pontos pretos) na camada de’célula de musculo liso circular (Ci) em enxertos
de veia sem stent (D 200x; F 400x). Expresséo de TR3 escassa foi .vista nos
enxertos de veia com stent (C 200x; E 400x) ou camada de célula de musculo
liso longitudinal (Lo) (C-F). | |

O desenho esquematico da estrutura de parede de vaso venoso -
mostra duas camadas de célula de musculo liso distintas; a camada de célula
de musculo liso Lo e Ci. A linha pontilhada indica a borda entre a camada de

célula de musculo liso Lo e Ci. Nucleos foram contratingidos em purpuro
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A figura 2 mostra expressdo de TR3 e de PA|-1 em segmentos de

veia perfundida. Segmentos de veia foram éxpostos por 6 h a sangue total

~ autdlogo sob pressdo arterial (B, D) ou imediatamente fixados para servir

como controles (A, C). Expressdo de mRNA de TR3 e mRNA de PAI-1 foi
detectada por hlbrldagao radioativa in situ (pontos pretos) ao Iongo dos en-
xertos de veia apos 6 h de perfusao (B, D), enquanto que expressdo de TR3 e
de PAI-1 esteve apenas escassamente presente em segmentos de veia de
controle (A, C). |

A figura 3 mostra prohferag:ao induzida por estlramento ciclico em
células venosas de musculo liso. Sintese de DNA foi aumentada em resposta
a 24 h de estiramento ciclico em células venosas de musculo liso derivadasde -
dois doadores diférente_s, enquanto que células arteriais de musculo liso dos
mesmos doadores foram indiferentes em estirar-se (A). Incorporagdo de
[*H]-timidina apos estiramento foi expressada como porcentagem de valor de

controle. p27K'p1 foi sobre-regulado ap6s 24 h de estiramento em células ve- -

nosas de musculo liso, enquanto os niveis de expressao de’ p21°""1 perma-

neceram iguais a demonstrado por analise de Western Blot (B). Além disso,
SM de alfa-actina foi sub-regulada em resposta ao estiramento em células
venosas de musculo liso. Em lisados de células arteriais, a expressao destas

'~ proteinas ficou inalteradas. Expressao de alfa-tUbulina‘“’serviu como controle

25

30

para Carga igual. SV indica células de musculo liso de veia safena; IMA, cé-
lulas.de musculo liso de artéria mamaria interna; c, controle; s, estiramento.
A figura 4 mostra expressao de TR3 induzida por estiramento em
SMCs venosas e sintese de DNA intensificada apés modificagéo de siRNA de
TR3. (A) Expressdo de mRNA de TR3 foi aumentada otimamente em SMCs
venosas 1 a 2h apos estiramento. Expressdo de mRNA de TR3 foi corrigida
para contetido de mRNA igual corrigindo para o estiramento de expresséao de
mRNA de HPRT. (B) Transfeccdo de siRNA de SMCs venosas resultou em
sobre- regulagao de expressdao de mRNA: ‘de TR3 ap6s 2h de estiramento
ciclico com sequéncias de siRNA especificas para gene de TR3, comparadas
a um siRNA de controle. (C) Expressao de proteina de TR3 foi detectada
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através de imunofluorescéncia. Em SMCs de IMA apenas sinal de base foi
detectado (a, b). Expressao de proteina de TR3 é aumentada em resposta ao
estiramento (5 h) em SMCs de SV (comparar c e d) e € sub-regulada por
TR3-siRNA (comparar def). (D) Modificagdo de expressdo de TR3 endbgena
através de siRNA-TR3 resulta em sintese de DNA intensificada em resposta
ao estiramento como medido por incorporacgao de [3H]-timidina, comparado as .
SMCs transfeccionadas com siRNA-Con. SV, SMCs de veia safena; IMA,
SMCs de artéria mamaria interné, * = P < 0,01. Os resultados em A foram
obtido} em SV-SMCs derivadas de 6 doadores independentes, em B/C os
experimentos foram repetidos em 3 cuituras de SV-SMCs distintés eemDem
5 culturas de SV-SMCs distintas. ’

A figura 5 mostra proliferagdo diminuida em células venosas de
musculo liso com adenovirus de TR3. A expressao de proteina de TR3 apos |
infeccao de células venosas de musculo liso com adenovirus de codificagao
de TR3 foi demonstrada por andlise de Western Blot (A). TR3 foi expresso em
células de musculo liso estiradas infectadas com TR3, enquanto que as cé-'
lulas ihfectadas com mock ndo expressaram proteina de TR3 endégena
mensuravel. Nas células infectadas com TR3, sintese de alfa-actina de SM,
calponina e de p27"P! foi mais pronunciada que em células infectadas com

mock; alfa-Tubulina serviu como controle para carga igual. Incorporagdo de

; [3H]-timidina:foi aumentada apds 24 h de estiramento ciclico em células de

musculo liso infetadas com virus mock, enquanto que as células de musculo

liso infetadas com virus TR3 foram indiferentes em estirar-se (B). :Incorpora-

| ¢do de [°H]-timidina foi expressada como porcentagem do valor de controle de

mock.
A figura 6 mostra que um agonista de TR3 inibe sintese de DNA

em SMCs venosas expostas ao estiramento ciclico.
(A) Incorporagéo de [®H]-timidina foi aumentada em SMCs em resposta a 24 h
de estiramento ciclico, enquanto que 6-MP reduziu proliferagdo mediada por -

estiramento de uma maneira dose-dependente. Incorporagao de [*H]-timidina

~ foi expressa como porcentagem do valor de controle. (B) A expressao de

proteina SMo-actina, calponina e de p27“®" em SMCs venosas estiradas
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tratadas sem (-) ou com (+) 25 uM de 6-MP é detectada por andlise de
Western Blot. a-tubulina serviu como controle para 6arga igual. (C) Quando
expressdo de TR3 for modificada através de siRNA-TR, 6-MP ja ndo inibe-
mais sintese de DNA, que foi medida por incorporagao de [*H]-timidina. Ana-
lise de ANOVA dos dados revelou significagdo dos dados. *= P < 0,05, ™ = P<
0,01, NS = nao-significativo. - |

| A figura 7 mostra a analise imunoistoquimica de uma leséo res-

tenodtico intra-stent e expressdo de mRNA de TRS. Secdes sucessivas de um

espécime de restenose intra-stent sio ensaiadas para (a) conteudo de célula -
de musculo liso e (b) a presenca de macréfagos. Apenas numeros limitados

de macréfagos foram mostrados estar presenfes. (c, alargamento em d) Hi-

bridag&o radioativa in situ com uma ribossonda especifica para TR3, revelou

expressao ao longo da les&o, correspondendo com expressao predominante

em células de musculo liso de lesdo. Células que expressam mRNA de TR3

contém'pontos pretos. Nucleos foram contratingidos em purpura. |
A figura 8 mostra a hibridagao radioativa in situ para demonstrar

- expressdo de mRNA de TR3, MINOR e NOT em espécimes de aterectomia

restendtica intra-stent (éspécime 1: a-f e espécime 2; g-1). Expressao difra-
tada ao longo das lesdes foi observada para TR3 (a, alargamento em b; g
alargamento em h), NOT (c, alargamento em d; i, alargamento em j) e MINOR .

" (e, alargamento em f; k, alargamento em ). Ribossondas-sentido corres-

25

30

ponde'ntes ndo mostraram nenhuma base (dados nao-mostrados).

. A figura 9 mostra imunoistoquimica para demonstrar expressao
da proteina de TR3. Se¢des sucessivas dos espécimes mostrados na figura 7
foram incubadas com um anticorpo direcionado contra TR3 para revelar um

padrdo similar de expressao de proteina de TR3 (vermelha-marrom) em

restenose intra-stent como mRNA de TR3; (a, alargamento em b) espécime 1

e (c, alargamento em d) para espécime 2.

A figura 10 mostra a expressao de mRNA de TR3, MINOR e NOT
por hibridagdo radioativa in situ na neointima e adventicia de porcos que re-
ceberam um enxerto arteriovenoso durante 4 semanas. Ribossondas-sentido

correspondentes ndo mostraram nenhuma base (dados nao-mostrados). A.
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expressdo de mRNA de TR3 na regiao do ombro e &rea de enxerto por hi-
bridacao radioativa in situ (pontos pretos), countra-tingidas' com hematoxilina;
B. Expressdo de mRNA de MINOR na regiao do ombro e area de enxerto por
hibridagao radioativa in situ (pontos pretos), contratingidas com hematoxilina;
C. Expressdo de mRNA de NOT na regiao do ombro e area de enxerto por
hibridag&o radioativa in situ (pontos pretos), contratingidas com hematoxilina.

A figura 11 mostra que 0 agonista de Nur77 6-MP intensifica a
atividade de Nur77 em SMCs cultivadas. A atividade transcnpcmnal de Nur77
foi monitorada medindo a atividade de luciferase em SMCs de expressao de-
Nur77 transfeccionadas com umo constructo de luciferase de repérter de
Nur77, contendo o derivado de POMC de NurRE. Células foram cultivadas na
auséncia (C, barra branca) ou durante 24 horas na presenca de 6-MP (6-MP,.
barra cinza) (Média :'SD);_* P < 0,05. |

A figUra 12: agonista de NR4A inibe proliferacao de SMCs culti- -
vadas: envolwmento de Nur77. |
A: suntese de DNA de SMCs, crescidas em meio com veiculo (controle barra
branca) ou concentragoes indicadas de 6-MP (barras cinzas). Sintese de DNA
foi ensaiada por incorporagéo de [3H]Tirhidina. Em 25 uM ou 50 uM de 6-MP,
sintese de DNA é reduzida. (Média + SD, n=3); * P < 0,05. B: Expressao de
mRNA de Nur77 é reduzida em SMCs transfeccionadas com siNur77 em

" comparagdo as SMCs transfeccionadas com siRNA de controle. Niveis de
"‘mRNA foram determinados através de RT-PCR de tempo real e conteudo de

cDNA das amostras foi corrigido para expressao de PO. (Média + SD, n=2); *

P< 0,05 C: O efeito de 6-MP em sintese de DNA foi determinado por incor-

poragao de [*H]timidina em SMCs transfeccionadas com siRNA de controle
(triéngulos.brahcos) ou transfeccionadas com siNur77 (quadrados pretos).
6-MP inibem sintese de DNA menos eficaz em células transfeccionadas de

siNur77 que em células transfeccionadas de siRNA de controle, demons-

trando que o efeito inibidor de 6-MP é pelo menos parcialmente mediado pela

ativacdo de Nur77 (Média + SD, n=2); * P < 0,05.
A figura 13 mostra que o agonista 6-MP nao é citotdxico para

SMCs e nao induz apoptose.
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A: Viabilidade de SMCs incubadas durante 24 horas com veiculo
(controle, barra branca), 6-MP (barras cinzas) ou estéurosporina (Stau, barra’
listrada). Viabilidade das células foi determinada através de ensaio de MTT e
expressa como uma porcentagem de controle. (Média = SD, n=3); * P < 0,05.
B: SMCs foram incubadas durante 24 horas com veiculo, 6-MP ou estau-

rosporina. Nucleos foram subsequentemente tingidos usando tintura de Ho-

~ echst. Apenas estaurosporina induz apoptose e reduz viabilidade celular.

A figura 14 mostra expressdo de mRNA de Nur77 na parede de
vaso murino apos lesdo do manguito. Em pontos de tempo diferentes (6 h até
7 dias) apds colocagéao do mahguito, segmentos de vaso do manguito foram
colhidos e ensaiados para conteudo de mRNA de Nur77. Os niveis de ex-
pressdo de mRNA s&o indicados como a expressao relativa em comparagao
aos vasos operados ficticios. (média + SEM, n=6). mRNA de Nur77 ja foi

~ elevado 6 horas apos lesdo e permanece elevado até 7 dias.

~ Afigura 15 mostra o efeito de liberag&o de agonista local_de NR4A

~ em formagéo de neointima. A: Cortes transversais representativos das arté-

rias femorais de camundongos do tipo selvagem (Wt), camundongos trans-
génicos que expressam cDNA de Nur77 de comprimento total (Nur77) ou
camundongos que éxpressam uma variante negativa dominante de Nur77

(ATA), com manguitos contendo quantidadeé diferentes de 6-MP. Os seg-

" mentos de vaso com manguito de camundongos Wt e transgénicosde Nur77

foram analisados por tingimento de HPS apds 4 semanas e de camundongos
transgénicos de ATA apo0s 2 semanas (ampliagdo 400x; setas indicam a la-
mina elastica interna). B: Analises morfométricas dos segmentos de vaso com

manguito revelaram area intimal total em camundongos Wt e transgénicos de

"~ Nur77 4 semanas apos coloca(;éo dos manguitos. Manguitos continham ou

nada (controle), 0,5% ou 1% de 6-MP. C: Area intimal total em artérias fe-
morais com manguito em camundongos transgénicos de ATA 2 semanas
ap6s colocagdo dos manguitos que contém nada, 0,5% ou 1% de 6-MP.
(média + SEM, n=6); *P < 0,05; ** P < 0,01.

A figura 16 mostra que derivados de C-DIM inibem proliferagdo de

SMCs cultivadas, humanas. Sintese de DNA de SMCs foi medida por incor-
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poracgao de [3H]Timidina na presenca de concentragdes crescentes de soro e
C-DIM-H, C-DIM-OCH3 ou C-DIM-CF3. Todos os trés C-DIMs inibem a sin-
tese de DNA em SMCs de forma dose dependente. C-DIM-H ¢ menos eficaz

que C-DIM-OCH3 e C-DIM-CF3.
A figura 17 mostra viabilidade de SMC, como avallada por ensaio

de MTT, em concentracdes crescentes de derivados de C-DIM. C-DIM-H e .

C-DIM-OCH3 ndo afetam a viabilidade de SMC até uma concentragao de 10
micromolares, enquanto. que C-DI'M-CF3 diminui a viabilidade de SMC em 10
micromolares e é tdxico as células a 20 mlcromolares

A figura 18 mostra que C-DIM-H, C-DIM-OCH3 ou C DIM-CF3
nao induz apoptose em SMCs. SMCs foram incubadas durante 24 horas com
veiculo, composto de C-DIM (a 10 micromolares) ou estaurosporina. Nucleos
foram subseqijentem'ente tingidos usando tintura de Hoechst e a.porcenta-
gem dos nucleos apoptéticos foi determinada. Apenas estaurosporina induz -
apoptose. - ,
"A figura 19 mostra que C-DIM-OCH3 inibe proliferagdo de SMCs-e
o] envol‘viment'o de TR3. Sintese de DNA de SMCs foi medida por incorpo-

- ragdo de [°H]Timidina na presenca de soro. Expressédo de TR3 foi modificada

por siRNA TR3-especifica e foi mostrada que C-DIM-OCH3 é menos eficaz
quando expressao de TR3 é inibida, demonstrando que o efeito inibidor de

" C-DIM-OCH3 é pelo menos parcialmente mediado através da ativagéo de

TR3. | : .
A figura 20 mostra a expressdo macréfago-especifica de Nur77,

‘Nurr e NOR-1 em aterosclerose humana. Segbes seriais de uma leséo do f

tipo 1l humana (doador Il (#) na Tabela 1), foram analisadas através de i-
munoistoquimica para detectar maéréfagos (A) e SMCs (B). Para demonstrar
expressdo macréfago-especifica de Nur77, Nurr1 e NOR-1; as segoes foram
analisadas simultaneamente através de imunoistoquimica macréfa-
go-especifica e hibridagdo in situ com sondas gene-especificas (C-H). Ex-
pressao de mRNA _(gréosprata-pretos) co-localiza com varios macrofagos
(em vermelho) como mostrado por ampliagao aumentada por Nur77 (D),
Nurr1 (F) e NOR-1 (H). D, F, H séo alargamentos das areas indicadas em C, E,
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G respectivamente. M®, macrofagos; Neo, neointima; Lu, lmen; M, meios.
Setas em D, F e H indicam os macréfagos que expréssam os mRNAs espe-
cificos. |

A figura 21 demonstra expressao da proteina de Nur77, Nurrl e
NOR-1 em aterosclerose humana. Segdes seriais de uma lesdo do tipo Il
humana (doador V (1) na Tabela 1), foram analisadas através de imunoisto-
qmmlca para detectar macrofagos (A), SMCs (B), Nur77 (C), Nurr1 (D) ou
NOR-1 (E). Proteina de Nur77, Nurrl e NOR-1 é expressada predominan-’
temente em células neointimais e esté localizada nos nucleos. As segoes -
mostradas em C-E foram cont_fatingidas para nucleos. M®, macrofagos; Neo,
neointima; Lu, limen; M, meios. As linhas ponfilhadaé indicam a lamina elas-
tica intefna. | '

A figura 22 mostra a expressdo de Nur77, Nurrl e NOR-1 em

macréfagos priméarios e macréfagos derivados por THP-1 em resposta a LPS

e TNFa. Niveis de expressdo de mRNA foram determinados através de

"~ RT-PCR de tempo real. Em macréfagos pnmanos de 2 doadores diferentes
‘tratados com LPS (100 ng/ml), TNFo (10 ng/ml) ou controle durante 2 horas s -

niveis de expressdo aumentados de mRNA de Nur77, Nurri e NOR-1 foram
observados (A). Em macréfagos niveis de expressdo de mRNA derivados por
THP-1 de Nur77, Nurri e NOR-1 em resposta a LPS (250 ng/mi, 2 horas) (B) e

* TNFa. (10 ng/ml, 1 hora para Nur77 e Nurr1, 3 horas para NOR-1) (C) foram

signifiéativamente aumentados. Expressdo otima é mostrada nos paineis
superiores e cursos de tempo sao dados nos painéis inferiores. Experimentos
de expressdo 6tima (n=3, + SD, teste t de Studenf; p < 0,05). Nos experi-

mentos de curso de tempo um experimento representativo é mostrado (n=2)."

" Expresséo da proteina de NOR-1 foi analisada em macréfagos derivados por

THP-1 tratados com LP (6 horas) através de imunofluorescéncia e localizados
para o nucleo (D).

A figura 23 mostra a eficiéncia de transdugao de infecgao lentiviral
das células de THP-1 e localizagé@o nuclear dos receptores nucleares codifi-
cados. Células de THP-1 infetadas com lentivirus vazio Mock (A, B) ou lenti-
virus de cod.ificag:éo de EGFP (C, D) foram analisadas através de citometria
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de fluxo (A-D). Infecgdo lentiviral resultou em 80-90% de eficiéncia de trans-
ducdo. Simultaneamente as células de THP-1 infetadas com lentivirus re-
combina‘nte que codifica EGFP (E-G)', Nur77 (I-K), Nurr1 (M-O), NOR-1 (Q-S),
ou com virus Mock (H,L,P,eT) foram diferenciadas para macréfagos e a-‘
nalisadas para expressdo de EGFP por fluorescéncia direta (EGFP e Hoechst)
ou imunofluorescénci_a localizada ao longo da célula, enquanto que os re- .
ceptores nucleares estdo predominantemente presentes nos nucleos. IF,
(imuno)fluorescéncia. | |

A figura 24 mostra que sobre-expressao de fator de NR4A em
macréfagos derivados de THP-1 reduz absorgao de ox-LDL marcado com Dil
e expressao de SR-A e CD36. (A) Absorcao de ox-LDL marcado com Dil por 3,
6 e 24 horas foi determinada através de fluorometria. Carga de lipidio foi sig-
nificativamente inferior em macréfagos de THP-1 que sobre-expressam Nur77,
Nurr1 ou NOR-1 quando comparado com Mock (n=3, + SD, teste t de Student, -
p < 0,01). (B) Apds 24 horas de tratamento de ox-LDL marcado com Dil,
macrc’)fagos" de THP-1 foram analisados por microscopia confocal que mostra
intensidade de fluorescéncia de  Dil reduzida em macréfagos so-
bre-expressando Nur77, localizando para vacuolos de lipidio. (C) Expresséo
de mRNA de SR-A e CD36 foi determinada atraves de BT-PCR de tempo real.
Macréfagos de THP-1 sobre-expressando Nur77, Nurrl e NOR-1 expressa-

" ram niveis significativamente mais baixos de SR-A e CD36. (B, n=3, + SD,
‘teste t de Student; p < 0,01). : _

A figura 25 mostra que sobre-expressao de Nur77, Nurr1 ou
NOR-1 reduz producdo de citocina e quimiocina inflamatdria. Macréfagos dé
THP-1 que sobre-expressam Nur77, Nurrt e NOR-1 foram estimulado com
LPS (100 ng/ml), TNFa. (20 ng/ml)v du controle durante 3 horas e niveis de
mRNA de MIP-1a, MIP-18 e MCP-1 (A.1) e IL-1B, IL-.6 e IL-8 (A.2) foram de-
terminados atrévés de RT-PCR de tempo real. Em células infetadas com

| lentivirus Mock todos os ge}nes analisados foram induzidos 20-8000 vezes -

apés LPS e 3-10 vezes apés TNFo (com excegdo de IL-6, ndo detectavel
apés TNFo (ND)). Macréfagos de THP-1 que sobre-expressam Nur77, Nurr1
e NOR-1 expressaram niveis de mRNA significativamente mais baixos (>50%
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de redug&o) da maioria dos genes analisados (n=3, * SD, teste t de Student, p
< 0,05). Niveis de proteina de IL-8, IL-1R e IL-6 foram determinados em meios
condicionados (B). Sobrenadante foi colhido a 0, 6 e 24 horas ap0s tratamento |
com LPS. Niveis de proteina de IL8, IL-1 e IL-6 foram significativamente re-
duzidos ‘em macréfagos de THP-1 que sobre-expressam Nur77, Nurrl e
NOR-1s (n=3, * SD, teste t de Student, p < 0,05; ND: néo detectavel; NS:
nao-significativo).

EXEMPLOS

EXEMPLO 1
RECEPTOR ORFAO NUCLEAR DE TR3 IMPEDE PROLIFERACAQ INDU-

ZIDA POR ESTIRAMENTO CICLICO DAS CELULAS VENOSAS DE MUS-
CULO LISO

, Para defihir a contribuicdo relativa do estiramento ciclico sob
iniciagdo de doenga de enxerto de veia e delinear o mecanismo subjacente

deste estimulo em hiperplasia de SMC venosa comparada as SMCs deriva-

- das da artéria mamaria interna, a expresséao do gene de resposta TR3 pre-

coce foi estudada em modelos de estiramento de SMC distintos.

Primeiro, SMCs cultivadas derivadas de veias safenas e artérias

mamarias internas foram expostas ao estiramento ciclico e foi mostrado, de

acordo com os dados publicados, que SMCs venosas tornam-se proliferativos

-~ . enquanto que as SMCs arteriais permanecem inativas.

25

30

Segundo, tanto vasos humanos quanto de camundongo ‘(trans-
génico) foram estudados em modelos de cultu‘rav de 6rgao dediéados em que
pressao arterial (pulsatil) foi aplicada. _

| Terceiro, envolvimento funcional de TR3 em inibigao de prolife-

- ragdo induzida por estiramento foi demonstrado sobre-expressando o gene,

inibindo a expressdo de TR3 endégeno com siRNA e intensificando a ativi-
dade de TR3 com 6-MP, um agonista de TR3.
MATERIAIS E METODOS

ESPECIMES DE TECIDO HUMANO
O modelo de perfusdo ex vivo em que segmentos de veia safe-

nosa humana foram expostos a sangue total sob pressao arterial foi usado
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como previamente descArito (Stooker et al., J. Thorac. Cardiovasc. Surg., 121:
290-297, 2001). Brevemente, os segmentos de veia foram colocados em uma
alca da circulagdo extracorpérea durante a técnica cirdrgica de "bypass” e
foram expostos a Sangue autélogo sob fluxo (ndo-pulsétil) e presséo arterial
(60 mm Hg). Para estudar o efeito de sobre-dlstengao nas veias de desvio, 0s
segmentos de veia foram perfundidos na presenga ou auséncia de um stent
externo. Apds uma e seis horas de perfusao os segmentos de veia foram
colhidos, fixados em formalina e 'embebidos em parafina para exame histo-
légico. Pacientes inclusos neste estudo deram seu consentimento informado
e o estudo foi aprovado pelo comité ético médico local. Anestesia e técnica
cirargica de "bypass" cardiopulmonar foram executadas de acordo com pro-
tocolos rotineiros.

HIBRIDACAO IN SITU
Hibridagdes in s:tu foram executadas como descritas em Boot RG -

et al. (Arterioscler Thromb Vasc Biol., 19:687-94, 1999). Sondas de TR3 e de
PAI-1 foram sintetizadas: TR3, GenBank N2 L13740, pares de base (bp) 1221
a 1905; PAI-1, GenBank N2 X12701, bp 52 a 1308. As sondas foram mar-
cadas com [**S]-UTP (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, U. K.). |
Secbes de parafina (5 microns) de segmentos de veia safenosa
de controle e perfundida foram montadas em Lérhinas SuperFrost Plus

- (Menzel- Glaser Braunschweig, Alemanha). Apés hibridacéo e lavagens ri-

‘gorosas, as segdes in situ foram cobertas com emulsio de pesquisa nuclear

(ILFORD Imaging UK Limited, Cheshire, U. K.), expostas durante_ 2 a9 se-

manas, depois desenvolvidas e contratingidas com hematoxilina e eosina.

Ribossondas-sentido cbmbinados foram ensaiados para cada
gene e foram mostrados néo fazer ndo dar nem sinal de base nem especifico.
Como um controle para a integridade de RNA, hlbrldagoes in situ foram e-
xecutadas com uma ribossonda anti-sentido para receptor de trombina PAR-1
(Genbank M62424 bp 3076-3472). PAR-1 foi expresso abundantemente em
células de musculo liso de segmentos de veia de controle e perfundidos, in-
dicando que a integfidade do RNA era comparavel em todos os espécimes

(dados ndo-mostrados).
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IMUNOISTOQUIMICA |
Secdes de parafina (5 microns) tiveram a parafina removida,

reidratadas e incubadas com 0,3% (V/V) de peréxido de hidrogénio e blo-
queadas com 10% (v/v) de soro de cabra pré-imune (DAKO, Glostrup, Di-
namarca) em 10 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM de NaCl (TBS). Subse-
quentemente, as se¢bes foram incubadas durante a noife a 4°C com Ulex
Europaeus Agglutinin biotinilada (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA)

(1:50 diluigdo) em TBS, seguido por deteccdo com conjugados de estrepta-

vidina-peroxidase de raiz forte (DAKO) e, subsequentemente, com ami-
no-etilcarbazol e peroxido de .'hidrogénio. Células cultivadas foram fixas com
metanol e tingidas para alfa-actina dé SM com anficorpo monoclonal 1A4
(1:200; DAKO), e anticorpos secundarios de anticamundongo de cabra bioti-
nilados (DAKO)..Contra-tingindo com hematoxilina as segdes foram embe-
bidas em glicergel (Sigma, St., LoUis; MO). Tingimento nuclear imunofluo-

rescente foi executado com Hoechst 33258 (Sigma).

" CULTURA DE CELULA DE MUSCULO LISO

" Células de musculo liso venosas e arteriais foram cultivadas de
explantes de veia safena (SV) e artéria mamaria interna (IMA) em Meio 199
com HEPES contendo 20% (v/\)) de soro bovino fetal (FBS) com penicilina e
estreptomicina (GIBCO, Invitrogen Life Technologies, Breda, Paises Baixos) e
foram usadas nas passagens 4 a 6. As células de musculo liso foram carac-
terizadas com anticorpo monoclonal 1A4, direcionadas contra alfa-actina de
SM (DAKO) e demonstraram tingimento fibrilar 'homogéneo. Durante a noite
incubagéo com 10 microns de apoptose de célula de musculo liso induzida por
clorofenilidrazona de cianeto de cérbonila (CCCP) induziu.
Para estudar respoétas induzidas por estiramento, as células de

“musculo liso foram semeadas em placas de 6 pogos que contém membranas

flexiveis revestidas com colageno (placas de cultivo de BioFlex®, Dunn La-
bortechnik GmbH, Asbach; Alemanha) e foram estiradas no aparetho Fle-
xercell FX3000 (Dunn Labortechnik) por 1,2, 4, 6, ou 24 ha 1 0% de estira-
mento a 0,5 Hz ou servidas como controle (sem estiramento). Lubrificante

com base em silicone foi aplicado para impedir fricgao entre a membrana e
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pos-carga.
INCORPORACAO DE_ [*H]-TIMIDINA, INFECCAQO DE ADENOVIRUS E-

LETROPORACAO DE SIRNA E TRATAMENTO COM 6-MP DE SMCS:

Células de musculo liso foram semeadas em placas de estira-

mento de 6 pogos e quando aos pogos estavam confluentes, as células de

musculo foram feitas matlvas por 16 h em meio contendo 0,5% (v/v) de FBS.
As placas foram transferidas para o Loading Station® e estiradas

por 24 h. Placas de controle, sem estiramento, foram cultivadas sob condi-

¢oes idénticas. Depois disso, as células foram marcadas por 4 h com 0,5

‘microCi/mL de [metil- -*H]-timidina (Amersham B|0$C|ences)

Radloatlvxdade incorporada foi precipitada por 30 min a 4°C com
10% (p/v) de &cido tricloroacético, lavada duas vezes com 5% (p/v) de &cido
tricloroacético e dissolvida em 0,5 N NaOH. [*H]-timidina foi medida por con-
tagem de cintilacéo liquida.

Quando células foram infetadas com adenowrus contendo mock
ou TR3 (3x108 unidades formados de placas) por 2 h, as células foram dei-
xadas restabelecer por 24 h em meio completo antes de elas terem sido ina-
tivadas. Tratamento de agonista (6- -MP) foi iniciado 1 h antes do estiramento
com 0, 1, 10, 25 microns C-DIM (matéria-primé a 40 mM em DMSO).

As sequiéncias de RNA de interferéncia _pequénas a seguir (siRNA)

~ foram usadas: siRNA de TR3, 5'-CAG UCC AGC CAUGCU CCUC deT-3f, e

siRNA mutada de controle, 5-CAG ACG AGC CUU GCU CGU C ,deT'BI
(Ambion Inc., UK). Por cavidade de Flexerplate 1 ug de siRNA fdi transfec-

| cionédo em 5x10° SMCs usando reagente de Nucleofector para SMCs (A-

maxa GmbH, Cologne, Alemanha) como pelas recomendagdes do fabricante
e subsequentemente as células foréni colocadas nas placas de estirémento e
foram tratadas como descrito acima. | '
A ANALISE DE WESTERN BLOT

Eletroforese em gel de dodecil sulfato de sédio-poliacrilamida foi -
executada com lisados de célula (30 microg por rota) e meios de cultura
concentrados (equivalente de 200 microl por rota). As proteinas forém

transferidas para nitrocelulose - Protran (Schleicher e Schuell,
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's-Hertogenbosch, Paises Baixos).
Expresséo de p27¢P! (BD Biosciences, Alphen a/d Rijn, Palses |

Baixos), p21°'p1 (BD), SM alfa-actina (DAKO), PAI-1 (MAI-12; Biopool, Umea,
Suécia), TR3 (M-210; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), calponina
(clone hCP; Sigma) e alfa-tubulina (Cedar Lane, Hornby, Ontario, Canada) foi
estudada, usando os anticorpos indicados direcionados cbntra estas proteu’-
has. Anticorpos primarios foram incubados durante a noite a 4°C em 5% de
Protifar Plus (Nutricia, Cuijk, Paises Baixos) em TBS. Como anticorpos se-
cundaérios, anticoelho de cabra conjugado com peroxidase de raiz forte (para
deteccdo de p27"*' e de TR3) ou anticamundongo de cabra (para todos 0s
outros) (BloRad Il Laboratérios Inc., Hercules, CA) em uma diluigdo de 1:5000
em TBS foram usados.

Proteinas foram visualizadas por detecgao de quimiluminescén-
cia intensificada (Lumi - Light™YS; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemanha). Anallse quantitativa foi executada por Lumi-Imager (Boehnnger
Mannheim, Mannheim, Alemanha) Tingimento de alfa- tubulma serviu como
um controle para carga.

RT-PCR DE TEMPO REAL
RNA total foi isolado usando reagente de Trizol (GIBCO). cDNA _'

foi sintetizado através de transcrigao reversa A(RT) de 1 microg de RNA total
com SuperScrltp It (GIBCO) e 0,5 microg de (dT) iniciador 12- 18. Reagao em
cadela de polimerase de tempo real (PCR) foi executada com o uso do kit |
FastStart DNA Master SYBR Green (Roche) no LughtCyc_Ier System (Roche).
Iniciadores para TR3 . foram  como | segue: (adiante)
5‘-GTTCTCTGGAGGTCATCCGCAAG-S' e (reverso)

' 5'-GCAGGGACCTTGAGAAGGCCA-S'. Como um controle para quantidade

igual de cDNA de primeiro filamento em amostras diferentes determinaram-se
niveis de mRNA de hipoxantina fosforibosil transferase (HPRT) com inicia-
dores (adiante) 5-TAATTATGGACAGGACTGAACG-3' e (reverso)
5'-CACAATCAAGACATI'CTTI'CCAG-3'. '

RESULTADOS

EXPRESSAQ DE TR3 EM SEGMENTOS DE VEIA SAFENA PERFUNDIDA
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Para estudar os processos moleculares que causam doenca de
enxerto de veia, um modelo de perfusdo ex vivo foi aplicado em que seg-
mentos de veias safenas foram colocados na circulagio extracorpérea du-
rante a técnica cirurgica de "bypass” de artéria coronaria. Durante a perfuséo,
distensao significativa foi observada nas veias safenas sem stent que resultou

em-uma perda quase completa da camada de células endoteliais apos jath

de perfusdo sob pressao arterial.
Veias protegidas contra tensdo mecénica excessiva devido a

colocagéo de um stent externo continham endotélio intacto apds perfusao

~ (como ilustrado por imunoistoquimica endotélio-especifica, Figura1A).

- Nos segmentos de veia sem stent tingimento especifico para
células endoteliais revelou a presenca.de células endoteliais em vasos capi-
lares :na adventicia, enquanto que o endotélio luminal tinha deséparecido
(Figura 1B).

A estrutura das veias safenas difere na organizagao de célula de
musculo liso da parede arterial, visto que as veias contém duas camadas de
célula de musculo liso que sdo oriehtadas em dire¢des opostas. Uma camada
de células de musculo liso longitudinalmente orientadas é situada perto do
limen do vaso e uma.camada de células de musculo liso circulares (como nos

vasos arteriais) esta presente adjacente a adventicia (Figura 1, desenho es-

 quematico). Em pesquisa para genes envolvidos em doenca de enxerto de -
‘veia, expressdo de mRNA de gene de resposta precoce TR3 foi ensaiada em

segmentos de veia perfundida ex vivo por hibridagao radioativa in situ. Apos 1

| h de perfusdo, expressdo de TR3 foi detectada em células endoteliais oca-

sionais e células de musculo liso nos segmentos de veia sem stent (Figura 1C, -
E). Porém, expresséo de TR3 extehsiVa foi detectada ’predomina_ntemente na
camada de células de musculo liso circulares dos segmehtos.de veia sem

stent (Figura 1D, F). Expressdo de TR3 foi virtualmente ausente no segmento

de veia de controle (Figura 2A). Ainda, apés 6-h de perfusdo, TR3 foi ex- -
pressado abundantemente ao longo do vaso inteiro, em ambas as camadas
de célula de muscuio liso longitudinais e circulares, na veia perfundida sem

stent (Figura 2B).
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Além disso, expresséo de mRNA de PAI-1 foi analisada uma vez
que no momento PAI-1 € o unico gene conhecido qué esta tanto relacionado

com biologia vascular como tem um elemento de resposta de TR3 funcional.

~ PAI-1 esteve presente em células endoteliais ocasionais e células de musculo

liso em veias de controle (Figura 2C) e ap6s 1 h de perfusdo (dados
nao-mostrados). Porém, expressdo de PAIl-1 foi aumentéda fortemente em
células de musculo liso apds 6 h de perfusdo (Figura 2D).

Em conclusdo, mRNA de TR3 e PAI-1 sao expressos em células
de musculo liso em enxertos de veia safena submetidos a perfusdo sob
pressdo arterial e expressao de mRNA de TR3 esta Iocaliiada inicialmente
nas SMCs circularmente orientadas. A camada de SMC circular é a parte
externa da parede de vaso venoso indicando que a expressdo de TR3 néo é
induzida presumivelmente por um fator circulante no sangue ou em resposta
ao dano de célula endotelial, mas do contrario que o estimulo fundamental €
estiramento ciclico. ‘
PROLIFERACAO INDUZIDA POR ESTIRAMENTO CICLICO EM CELULAS

' DO MUSCULO LISO VENOSO

 Para investi'gar por qual material de desvio de artéria mamaria
tem uma paténcia melhor que o material de desvio derivado de veia safena, a
diferenga intrinseca entre as celulas de mﬁchIo’ liso derivadas destes vasos
diferentes foi estudada em resposta a tensao mecanica. Para os experimen-
tos de estiramento in vitro um dispositivo de estiramento experimental (apa-
relho Flexercell FX-3000) foi aplicado em que todas as células sdo expostas a
mesma extensdo de estiramento. Padronizagao deste modelo de estiramento
envolveu andlise de sintese de DNA.

Células de musculo Iiso, derivadas de artéria mamaria ou origem
de veia safena, foram submetidas a 10% de estiramento cn’clicb (0,5 Hz) por
24 h e incorporagao de [3H]-timidina foi medida. Foi observado que estira-
mento induziu sintese de DNA em células venosas de musculo liso (2 a 3,5
vezes, dependente do doador A ou B), enquanto que as células arteriais do

musculo liso derivadas dos mesmos individuos permaneceram inativas (Fi-

gura 3A).
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Para também substanciar alteragdes na progresséo do ciclo ce-
lular, o nivel de expressdo das proteinas de ciclo celular foi analisado em
lisados de célula de células do musculo liso estiradas de origem venosa e
arterial. Inibidor de cinase ciclina-dependente P27"®' foi constatado ser di-

minuido em estiramento em células venosas de musculo liso (Figura 3B). Em

contraste, estiramento néo alterou a expressao de p27°°' em células arteriais
" do musculo liso. A expresséo de outro inibidor de ciclo celular, p21°®', nao foi

afetada pelo estiramento em céluias venosas de musculo liso e arteriais. Ex-
pressdo de SM alfa-actina foi ensaiada como um marcador para células de
musculo liso inativas e foi diminuida moderadamente em células venosas de
musculo liso apds estiramento (Figura 3B). ‘ '

Em conclusdo, alongamento mecanico ciclico induziu o fendtipo
proliferativo.em células de musculo liso de veia safena, enquanto que células
de musculo liso de artéria mamaria permaneceram inativas.

EXPRESSAO DE TR3 INDUZIDA POR ESTIRAMENTO CICLICO EM CE-
LULAS VENOSAS DE MUSCULO LISO '

Para estender as observagdes feitas nos segmentos de SV ex-

postos a perfusao,_ foi determinado se 0 mRNA de TR3 é também expresso

por SMCs cultivadas in vitro sob estiramento ciclico. SMCs de veia safena e

artéria mamaria foram estiradas durante periodos de 1, 2, 4 ou 6 h, enquanto

" as células ndo-estiradas serviram como controles. mMMRNA de TR3 foi so-

bre-regulada em SMCs arteriais (figura 4A). Porém, em SMCs venosas, ex-
pressdo de mRNA de TR3 foi induzida 14,2 +/- 1,7 vezes apésaia2hde

estiramento ciclico para um nivel significativamente mais alto que em SMCs

arteriais. Expressao de proteina de TR3 foi analisada através de imunofiuo-
rescéncia (figura 4C, a-d), demonstrando apenas sinal de base em SMCs de
artéria mamaria sem e com estiramento (a, b). Em SMCs de veia safena
transfeccionada com um siRNA de controle, expressao de proteina de TR3 €
robustamente induzida apés 5h de estiramento (c, d). Novamente, SMCs -
derivadas de artéria mamaria parecem ser distintas das SMCs venosas e
parecem menos responsivas ao estiramento ciclico.

Em estudos anteriores descreveu-se e aplicaou-se uma variante
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negativa dominante de TR3 (ATA) que inibe a atividade de todos fatores
semelhantes a TR3. No estudo atual, selecionou-se especificamente modifi--
car a expressao de TR3 em SMCs venosas através de siRNA TR3-especifico.

* Claramente, siRNA TR3-especifico reduziu a expressdo de mRNA de TR3

endogena ap6s 2 h de estiramento ciclico em aproximadamente 30% da ex-
pressdo na presenca de um siRNA de controle (figura 4B). Expressao de
proteina de TR3 foi também reduzida através de modificagdo de siRNA como
mostrado na figura 4C por imunofluorescéncia (comparar d e f). Significati-‘
vamente, esta reducdo na expressao de TR3 resultou em uma resposta pro-
liferativa aumentada das células em resposta ao estiramento como mostrado
por experimentos de ihcorporagéo de [3H]-timidina (ﬁgura 4D).

EXPRESSAO ADENOVIRAL DE TR3 DIMINUIU PROLIFERACAO EM CE-

LULAS VENOSAS DE MUSCULO LISO
Para avaliar o envolvimento funcional de TR3 na resposta de

células venosas de musculo liso a4 tensdo mecanica, TR3 foi so-
bre-expressado aplicando infec¢éo adenoviral. Expressao de proteina de TR3

" em células de musculo liso estiradas foi confirmada por anélise de Western

Blotting (Figura 5A). Até mesmo apos estiramento, as células de musculo liso
infectadas com virus de TR3 mostraram um fenétipo de célula de musculo liso

mais diferenciado (contrétil) refletido por sintese aumentada de alfa-actina de

- SM, calponina e proteina de p27"*' quando comparadas as células infectadas

com virus mock (Figura 5A). |
Apds 24 h de estiramento, as células infetadas com virus foram

ensaiadas para sintese de DNA mediante incorporagao de [*H]-timidina. Cé-.

lulas infetadas com virus mock mostraram uma resposta similar que as cé-

" lulas venosas de musculo liso ndo-infetadas (comparar com a Figura 3A)

incorporagao de [3H]-timidina foi induzida 2,7 vezes sob estiramento (Figura
5B). Células de musculo liso infectadas com TR3 nao proliferaram sob con-
dicbes de estiramento ciclico como revelado por uma quantidade igual de
incorporagdo de [3H']-timidina em células de controle e de musculo liso infec-

tadas com TR3 estiradas. |
Em conclusdo, sobre-expressdo de TR3 impede a diferenciagao
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para um fendtipo proliferativo.
PROLIFERACAO DIMINUIDA EM CELULAS VENOSAS DE MUSCULO LISO

" ATRAVES DE TRATAMENTO DE AGONISTA DE TR3
Para determinar se 6-mercaptopurina (6-MP), um agonista de
TR3 conhecido, influéncia proliferacao induzida por estiramento, SMCs ve-

nosas foram tratadas com 6-MP em varias concentragdes. SMCs venosas
sem tratar, submetidas a 24 h de estiramento, mostraram uma indugdo de 2,5
vezes de incorporagao de [3H]-timidina, enquanto que 0 efeito na sintese de
DNA foi reduzido em uma maneira dose-dependente através de tratamento
com 6-MP (figura 6A). A 25 uM de 6-MP, sintese de DNA induzida por esti-
ramento foi comp(etamente inibida. Analogo a sobre-expresséo de TR3, 6-MP |
também aumenta SMo-actina e calponina como também expressao de pro-
teina de p27°"! sob condicdes de estiramento (figura 6B). Para revelar a
contribuicdo relativa de TR3 na inibicdo mediada por 6-MP de proliferagao -
induzida por estiramento, ensaiou-se o efeito de 6-MP em sintese de DNA em
SMCs transfeccionadas com TR3-siRNA (figura 6C). Modificagao de TR3
atravésv de siRNA abole completamente o efeito de 6-MP na sintese de DN_A
induzida por estiramento. Estes dados de forma desambigiia demonstram
que TR3 medeia o efeito inibidor de 6-MP na resposta proliferativa de SMCs

sob estiramento, e que os agonistas de TR3, como os agonistas de acordo

= com a invengdo, os "c-DIMs", sdo candidatos de farmaco muito promissores

‘no tratamento de doengas cardiovasculares relacionadas a ateroscleros.
CONCLUSAO

Em concluséo, doenca de enxerto de veia € o resultado de proli- -

feracdo de SMC excessiva em resposta a estimulacdo biomecénica de en- -
xertos de desvios venosos. SMCs venosas respondem ao estiramehto ciclico
por iniciagao de proliferagao, enquanto ao mesmo terhpo também sistemas de
realimentagdo inibidores do ciclo celular sdo ativados, como os recentemente
descritos para a via de IEX-1 (Schulze et al., Circ. Res. 93: 207-212,2003) e a -
via de fator de transcri¢cao de TR3 como identificado neste estudo. A atividade

 de TR3 enddgeno é intensificada pro 6-MP que mostra os agonistas de TR3,

como 6-MP, podem modular espessamento intimal biomecanico apds técnica
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cirdrgica de "bypass’ como um meio para impedir proliferagdo de SMC ex-
cessiva e doenca de enxerto de veia subsequente. Os dados acima desse "
modo mostram que TR3 pode atuar como um alvo para intervengao em do-
encga de enxerto de veia.

EXEMPLO 2. |

EXPRESSAO DE RECEPTORES NUCLEARES TR3, MINOR E NOT EM
RESTENOSE INTRA-STENT E EM LESOES DE DESVIO ARTERIOVE-

NOSO PORCINO .
No exemplo atual, expressao de fatores semelhantes a TR3 em

restenose intra-stent e em Ie$6es de desvio arteriovenoso porcino foi estu-
dada por hibridagéo in situ e imunoistoqun’mica.‘
MATERIAIS E METODOS

ESPECIMES DE TECIDO HUMANO
As amostras de tecido humano foram obtidas, com_consentimento

informado, de pacientes que sofrem aterectomia coronaria direcional para
restenose intra-stent, de acordo com os protocolos aprovados pelos Medical

" Committees of the Academic Medical Center, Amsterda e a University of

Groningen, Groningen (Paises Baixos). Os. espécimes recuperados foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido, armazenados a -80°C, e
se¢des de 5 mm foram montadas em laminas de vidro SuperFrost Plus para

. ir'nunoi.stoquimica e hibridagéo in situ (Emergo, Tournai, Bélgica).

ESPECIMES DE TECIDO PORCINO
Porcas de Landrace receberam enxertos arteriovenosos (enxerto

AV) bilateralmente entre a artéria carétida e a veia jugular usando politetra-
fluoroetileno expandido (ePTFE). Apds 4 semanas 0s enxertos e 0s vasos

- adjacentes foram perfundidos com solugéo salina e subseqﬁentemente com

formalina em pressao flsuologlca Subseqlentemente, enxertos e vasos ad-
jacentes foram excisados e imersos em formalina por pelo menos 24 h apos 0
qual blocos de 5 mm de.parafma foram embebidos. Dos espécimes recupe-
rados, se¢des de 5 um foram montadas em laminas SuperFrost Plus de vidro
para hibfidagéo in situ (Emergo, Tournai, Bélgica). O modelo de porco € a
histologia de lesdo de enxerto neointimal sdo descritos em detalhes por
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Rotmans JL et al., Journal of Surgical Research 113, 161-171 (2003) e Cir-
culation 111, 1537-42(2005). O modelo & usado como um modelo para insu-
ficiencia de enxerto arteriovenoso (em outras palavras estenose).

HIBRIDACAO IN SITU
Hibridagdo in situ radioativa foi executada como previamente

descrita. As ribossondas a seguir foram usadas: TR3, Genbank L13740, pares
de base (bp) 1221-1905; MINOR, Genbank U12767, bp 1435-2172; NOT,-
Genbank X75918, bp 119-1003. Ribossondas-sentido combinadas foram
ensaiadas para cada gene e foram mostradas nao fazer nem do sinal de base

nem um especifico.
IMUNOISTOOUIMICA WESTERN BLOT E_ENSAIO IMUNORRADIOME-

TRICO

Antl’geno'de TRS3 foi detectado através de imunoistoquimica'com
um anti-soro de coelho, direcionado contra Nur77 (M-210, Santa Cruz Bio- .
technology, CA).

RESULTADOS
EXPRESSAO DE TR3, MINOR E NOT EM ESPECIMES DE ATEHECTOMIA

Nove espécimes de restenose intra-stent, obtidos por aterectomia

direcional intravascular em artérias coronarias de nove pacientes diferentes,

foram examinados por hibridagdo in situ e imunoistoquimica para expressao

" dos receptores nucleares TR3, MINOR e NOTTabela 1 mostra os resultados.

TABELA 1
porcentagem de células expressando
Género idade TR3 - NOT MINOR
1 Feminino ' 75 38 35 25
2 Macho - 68 31 25 16
3 | Macho 68 - 31 23 33
4 Macho ' 57 13 - 27 7
5 Macho 75 17 18 - 18
6 Macho 62 2 48 nd
7 Feminino _ 48 45 - 28 4
8 Macho 69 - 78 50 21
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porcentagem de células expressando
Género idade | TR3 NOT MINOR
9 Feminino 48 43 70 13

O tipo de célula principal presente em lesbes restencdticas in-
tra-stent é a célula de musculo liso como é mostrada na figura 7a através de
imunoistoquimica especifico para célula de musculo liso. Porém, em algumas
areas macréfagos difratados estdo presentes (figura 7b). Expressao de'
mRNA de TR3 abundante foi observada como mostrado na figura 7c (ampli-'
acdo na figura 7d). Andlises extensivas de expressdo de mRNA de TR3,
MINOR e NOT foram executadas e os dados em dois espécimes, derivados
de dois doadores distintos, estdo mostrados na figura 8 (a-f e g-1, espécime 1
e 2, respectivamente).

A Em .cada espécime em secbes sucessivas, a expressao subs-
tancial foi observada de mRNA de TR3 (a, b, g, h), MINOR (c, d, i, j) e NOT (e,
f, k, 1). Nos nove espécimes diferentes analisados, a maioria dos espécimes
mostraram expressao destes fe_ltores de transcrigao ao longo da lesdo, como
nos exemplos tipicos mostrados, com claramente nem todas as células de
musculo liso expressando os fatores semelhantes a TR3. A porcentagem de
células que expressam um dos receptores nucleares foi determinada e re-
velada 33 + 22% das células positivas para TR3, 36 + 17% das células com

: expresséorde NOT, enquanto 17 = 10% expressaram MINOR (Tabela 1). De

acordo com os resultados obtidos para expressdo de mRNA de TR3, imu-
noistoquimica com anticorpos de anti-TR3 revelou que a proteina de TR3 foi
também expressa em segdes sucessivas destes espécimes de restenose

intra-stent (figura 9).

 EXPRESSAO DE TR3, MINOR E NOT EM NEQINTIMA DE ENXERTO AR-

TERIOVENOSO EM UM MODELO DE PORCO PARA INSUFICIENCIA DE
ENXERTO DE AV |

Secdes de parafina porcinas foram analisadas para a expressao
de mRNA de TR3, MINOR e NOT por hibridagéo radioativa in situ. Todos os 3
receptores nucleares TR3, MINOR e NOT foram extensiva e altamente ex-

pressos no ombro e regido de almofada da neointima de enxerto que princi-
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palmente consiste em células de musculo liso vasculares proliferativas. Além
disso, TR3, MINOR e NOT foram também expressos na éarea ao redor do
enxerto em que além das células de musculo liso, células inflamatérias como

macréfagos estao presentes (Figura 10 A-C),

Este éxemplo demonstra a expresséao de todos 0s trés membros
da subfamilia semelhantes a TR3 em neointima intra-stent e neointima de
enxerto arteriovenoso. Apesar do efeito inibidor claro de TR3 sobre o cres-
cimento de célula de musculo liso, sua atividade € aparentemente insuficiente
para impedir restenose sintomatica em sitios de stent e/ou colocagdo de
enxerto nos pacientes estudados. A presente invengao é com base em au-
mentar a atividade de TR3 pré-existente por agonistas cuja intervengéo € -
visada em diminuir a formagao neointimal em geral e restenose.

‘De acordo com a invengdo foi constatado que C-DIMs intensifi- -
cam a atividade de fatores semelhantes a TR3. Alvejamento destes fatores
com compostos de molécula pequena, como C-DIMs; é altamente especifico

para areas doentes da arvore vascular uma vez que os fatores semelhantes a

- TR3 so sintetizados caracteristicamente em leséo células de musculo liso e

nao em artérias normais.
EXEMPLO 3

" ATIVACA® DE AGONISTA DE NUR77 (TR3) PROTEGE CONTRA FOR-

MACAO NEOINTIMAL
Um modelo de camundongo bem-definido de formagéao heointimal

consiste em colocagéo de um manguito perivascular nao-constritivo ao redor

da artéria femoral do camundongo (Quax et al. Circulation 103: 562-569,
2001). Foi mostrado que o manguito perivascular ndo-constritivo pode ser
construido de uma formulagéo polimérica adequada para liberagéo de far-
maco controlada (Cais et al. Biomaterials 26:5386-5394, 2005). Um tal
manguito de polimero de elugcdo de farmaco novo simultaneamente induz
hiperplasia intimal reprodutivel e permite liberagdo confinada de farmacos
para o segmento de vaso com maguito. No estudo atual, estes manguitos de

elugao de farmaco foram aplicados para avaliar o efeito local dos agonista de
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TR3 sobre a formagédo de neointima.
MATERIAIS E METODOS

CULTURA DE SMC
SMCs humanas foram explantadas de artérias de corddo umbi-

lical. Células foram cultivadas em DMEM (Inwtrogen Life Technologles Breda,
Paises Baixos) com 10% (v/v) de soro bovino fetal (FBS) com penicilina e
estreptomicina (Invitrogen). Células foram usadas nas passagens cinco a sete.
As SMCs foram caracterizadas com um anticorpo monoclonal, direcionado
contra alfa-actina de musculo liso (1A4, DAKO), e demonstraram tingimehto
fibrilar uniforme. Para determinar a viabilidade celular, as células foram la-
vadas com PBS e subsequentemente incubadas-em meiona presencga de 0,5
mg/ml de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT; Sig-
ma Diagnostics, St. Louis). Apés duas horas, o meio foi descartado, os cristais
de formazan foram diésolvidos em isopropanol e densidade optica foi medida
a 590 nm. Apoptose foi induzida incubando as células durante 24 horas em
meio com 0,25 uM de estaurosporina (Sigma). Subsequentemente, SMCs

" foram fixadas, tingidas com tintura de Hoechst e o nimero relativo de nucleos

‘apoptéticos foi determinado.

EXPERIMENTOS DE TRANSFECCAO E ENSAIO DE LUCIFERASE
Células foram eletroporadas usando o método de Amaxa (Amaxa,

: A'Iemainha) com reagente de nucleofector para SMCs. Em cada transfecgac;

0,5-1,0 x 10° células foram usadas e 3,5 ug de plasmideo de repérter de
Nur77 com 1,5 ug de plasmideo de Renilla luciferase (contendo o promotor de
timidina cinase) para corrigir para numero de célula e eficiéncia de transfec-
cdo. O plasmideo de repérter de NUR77 continha o .elemento de resposta de

- Nur (NurRE) do promotor de POMC em triplicata com o promotor minimo de

-34/+63 de gene de POMC."® 24 horas ap6s transfecgéo, as células foram
incubadas com 6-MP (Sigma) por 24 horas e atividade de luciferase foi en-
saiada com o sistema de repérter de luciferase Dual (Promega, Madison, WI).
ENSAIO DE SINTESE DE DNA | |

SMCs foram semeadas em placas de 24 pogos a 1-4 x 10* células
por cavidade e alcangados 60% a 70% de confluéncia apds 24 horas. SMCs
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foram feitas inativas através de incubagdo durante 24 horas em meio livre de
FBS. 6-MP foi dissolvidb em dimetilsulféxido e aplicado uma hora antés da
estimulagdo de FBS. SMCs foram estimuladas durante 24 horas com 10% (v/v)
de FBS e subsequéhtemente células foram marcadas durante 18 horas com
0,25 pCi/cévidade de [metil->Hjtimidina (Amersham Biosciences, Buckin-

ghamshire, UK). Radioatividade incorporada foi precipitada por 30 mina 4°C .

com 10% (p/v) de &cido tricloroacético, lavada duas vezes com 5% (p/v) de
acido tricloroacético, e dissolvida em 0,5 N de NaOH (0,5 ml por cavidade).
[SH]timidina‘incorporada foi medidé por covntagem de cintilagao liquida.
EXPERIMENTOS DE siRNA |

Aé sequéncias de (si)RNA de interferéncia pequena a seguir fo-
ram usadas: siRNA' de Nur77, 5'-CAG UCC AGC CAU GCU CCU C dTdT-3/,
como previamente descrito®, e siRNA de controle, 5-CAG ACG AGC CUU
GCU CGU C dTdT-3' (Ambion Inc., Austin, Texas). Cinco pg de siRNA foram -
transfeccionavdos para 0,5-1 x 10° SMCs, usando reagente de nucleofector

para SMCs (Amaxa) como pelas recomendagdes do fabricante. mRNA total

foi isolado cinco dias apés transfecgdo, usando o kit de miniprep de mRNA
absolutamente (Stratagene, La Jolla, CA). Sintese de _cDNA subsequente foi
executada usando o kit de sintese de cDNA de iScript (Biorad, Hercules, CA).
Reacao em cadeia de polimerase de tempo real (PCR) foi executada usando
mistura verde de SYBR (Biorad) no MylQ System (Biorad): Preparadores para
Nur77 foram 'como segue: (adiante) 5'-GTTCTCTGGAGGTCATCCGCAAG-S'

e (reverso) 5'-GCAGGGACCTTGAGAAGGCCA-3'. Como um controle para

| quantidade igual de cDNA de primeiro filamento em amostras diferentes nés
- corrigimos para niveis de mRNA de Fosfoproteina Ribossémica (PO), que

foram - determinados com os iniciadores a seguir  (adiante)

5'-TCGACAATGGCAGCATCTAC -3' e (reverso)

5-ATCCGTCTCCACAGACAAGG-3'.
MANGUITOS DE ELUCAO DE FARMACO

Manguitos de liberagdo - de farmaco com base em po-

| li(e-caprolactona) foram fabricados como previamente descritos (Cais et al.

Biomaterials 26: 5386-5394, 2005). Brevemente, 6-MP foi dissolvido em
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concentragdes diferentes em mistura de farmaco-polimero misturada, fundida
e 0s manguitos foram projetados para ajustar ao redor da artéria femoral de
camundongos. Manguitos elucéo de farmaco sdo formatados como cilindros

- longitudinalmente cortados com um didmetro interno de 0,5 mm, um diametro

externo de 1,0 mm, um comprimento de 2,0 mm e um peso de aproximada-
mente 5,0 mg. Manguitos de elugédo de farmaco foram cafregados com 0,5%
(p/p) e 1% (p/p) de 6-MP e os perfis de liberagao in vitro foram determinados
durante um periodo de 4 semanas, como descrito antes (n=5/grupo). 6§MP'
mostrou uma liberacdo continua e dose-dependente. Liberagéo total em} 4
semanas foi: 11,3 + 2,3 pg (46,3%) e 30,0 = 3,5 pg (58,7%).para 0 manguito
de elugao d e6-MP de 0,5% e A1 %, respectivaménte. |
MODELO MURINO DE MANGUITO DE ARTERIA FEMORAL |
Todo o trabalho de animais foi aprovado por autoridade regula;-

dora institucional de AMC e realizado conforme as diretrizes emitidas pelo

governo holandés. Camundongos de FVB do tipo selvagem (Wt), camun-
dongos transgénicos que expressam o gene de Nur77 de comprimento total
(Nur77),‘ ou camundohgos que éxpressam uma variante dominante-negativa
de Nur77 (ATA) (as duas ultimas cepas sob controle do promotor de SM220,
que direciona a expressédo de transgenes especificos para SMCs), em uma
base de FVB, foram usados para experimentos. Camundongos machos de
10-12 semanas de idade foram alimentados com Uma"dieta de comida padrao.
Na hora da cirurgia, os camundongos foram anestesiados com uma inje¢ao
intraperitoneal de 5 mg/kg de Dormicum (Roche,’Basel, Suica), 0,5 mg/kg de
Dormitor (Orion, Helsinki, Finlandia) e 0,05 mg/kg de Fentanila (Janssen, Geel,

Bélgica). A artéria femoral foi dissecada de seus ambientes e liviemente

- embanhadas com um manguito nao-constritivo. Ou um controle, manguito

vazio ou um manguito de elugdo de 6-MP (0,5% ou 1% p/p) foi usado

(n=6/grupo).

EXPRESSAO DE mMRNA DE NUR77 (TR3) EM ARTERIA FEMORAL DE

CAMUNDONGO COM MANGUITO
- Camundongos Wt machos sofreram colocagdo de manguito de

artéria femoral como descrito acima. Os animais foram sacrificados em pontos
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de tempo diferentes apds cirurgia (0, 6, 24, 48, 72 horas, e 7 dias), empre-
gando quatro camundohgos para cada ponto de tempo. Artérias fembrais
foram isoladas, colhidas e congeladas rapidamente. RNA total foi isolado
usando o RNeasy Fibrous Tissues Mini-Kit (Qiagen, Venlo, Paises Baixos), de
acordo com o protocolo do fabricante. cDNA foi feito de todas as amostras de
RNA, usando contas de RT-PCR Réady-To-Go (Amersham Biosciences,
Uppsala, Suécia).

Os iniciadores de extensédo de introns e sondas foram projetados
para hivbridavr com cDNA de Nur77 murino |
(sentido: 5-GGGCATGGTGAAGGAAGTTGT-3
anti-sentido: 5~AGGCTGCTTGGGTTTTGAAG-3"
Sonda: 5'-CCGCCCTTTTAGGCTGTCTGTCCG-3'),
usando Primer Express® 1.5 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Hipoxan-
tina fosforibosiltransferase. (HPRT) foi ensaiada para corrigir a entrada de -
cDNA. Para cada ponto de tempo, RT-PCR foi executada em duplicata. Os
dados estdo apresentados como indugéo em vezes de expressao de mRNA
de Nur77 em vasos lesados e ndo-lesados.
QUANTIFICACAO E AVALIACAO HISTOLOGICA DAS LESOES INTIMAIS
EM ARTERIAS FEMORAIS COM MANGUITO

Camundongos Wt e transgénicos sobre-éxpressando Nur77 fo-

‘ram sacrificados em~28 dias apds colocacdo de manguito, enquanto que

camundongos transgénicos de ATA foram sacrificados em 14 dias apos ci-
rurgia. O térax foi aberto e uma perfusdo de pressao moderada (100 mmHg)

com 4% (v/v) de formaldeido em 0,9% (p/v) de NaCl foi executada por 5 min

- através de furo cardiaco. Apés pen‘uSéo, as artérias femorais foram colhidas,

fixadas durante a noite em 4% (v/v) de formaldeido, desidratadas e embebi-
das em parafina. Cortes transversais seriais (5 um de espessura) para andlise

histolégica foram usados ao longo do comprimento inteiro da artéria femoral

~ com manguito. Todas as amostras foram habitualmente tingidas com hema-

toxilina-floxina-acafrdo (HPS). Tingimento de elastina de Weigert foi usado

para visualizar as laminas elasticas. Dez cortes transversais igualmente es-

pacados foram usados em todos os camundongos para quantificar as lesoes
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intimais. Usando software de andlise de imagem (Leica Qwin, Wetzlar, Ale-
manha), area mediana transversal total foi medida entre a lamina elastica
externa e interna; area intimal transversal total foi medida entre a monoca-
mada de célula endotelial e a lamina elastica interna.

ANALISE ESTATISTICA |
Experimentos in vitro foram repetidos pelo menos duas vezes e é

apresentado como média + SD e foram analisados por teste t de Student. Os

experimentos animais estdo apresentados como média + SEM e sao anali-

sados usando o teste U de Mann-Whitney (SPSS 11.5 para Windows). Va-

lores P menos que 0,05 foram considerados estatisticamenfe significativos.

RESULTADOS | -

6-MP INTEYNSIFICA ATIVIDADE DE NUR77 (TR3) EM SMCS CULTIVADAS
Para investigar se 6-MP aumenta a atividade transcripcional de

Nur77 em células vasculares, SMCs humanas foram transduzidas com lenti-

virus que codifica Nur77, resultando em expresséo em 85-90% das células

-~ infetadas e niveis de mRNA de Nur77 aumentados comparados as SMCs

" infetadas com mock (dados ndo-mostrados). Imunofluorescéncia de SMCs

transduzidas revelou sobre-expressdo de proteina de Nur77 para o nucleo
(dados ndo-mostrados). SMCs sobre-expressando Nur77 foram subsequen- o
temente eletroporadas com o constructo repdrter de vaga-lume luciferase,

- contendo a seqtiéncia NurRE palindrémica (elemento de resposta de Nur77

do promotor de POMC) (TGATATTTnsAAATGCCA) para monitorar a ativi-
dade transcripcional de Nur77 em combinagao com oconstruéto de timidina
cinase-renila luciferase como um controle para eficiéncia da transfec¢ao.

| Incubagdo de SMCs durante 24 horas com 50 uM de 6-MP resulta

- em um aumento de 10 vezes em atividade de Nur77 (Figura 11). Estes dados

indicam claramente que o agonista 6-MP robustamente intensifica atividade

de Nur77 (TR3) em SMCs cultivadas.

6-MP_INIBEM PROLIFERACAQO DE SMCS: ENVOLVIMENTO DE NUR77

TR3
Para estudar se 6-MP modula proliferagéo de SMC, investigou-se

a sintese de DNA de SMCs cultivadas, humanas na presenga de concen-
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tragbes crescentes de 6-MP. Como esperado, 6-MP inibe a sintese de DNA
em SMCs (Figura 12A). para avaliar a contribui¢ao especifica de Nur77 neste

' processo, a expressao de Nur77 foi modificada por (si)RNA de interferéncia

pequena em SMCs humanas. Transfeccdo com siRNA direcionado contra

Nur77 ou com siRNA de controle, resulta em sobre-regulagdo de niveis de

mRNA de Nur77 induzidos por FBS nas células transfeccionadas de siNur77,

como determinado por RT-PCR de tempo real (Figura 12B). Incorporacgao de

[PH]Timidina ¢ significativamente mais alta em células em que Nur77 é modi-

ficado através de siRNA gene-especifico em comparagéo as SMCs transfec-
cionadas com siRNA de controle. Para visualizar o efeito relativo de 6-MP na
sintese de DNA em SMCs transfecmonadas com RNA de siNur77 ou com
siRNA de controle, expressou-se a incorporagao de [*H]Timidina como por- _
centagem de condigéo de cohtrole (Figura 12C). Sintese de DNA ¢ inibida por
6-MP em 61% guando as SMCs com siRNA de controle sdo transfeccion'adas,
enquanto que o efeito de 6-MP ¢é significativamente menor em SMCs trans-

feccionadas com siRNA Nur77-especifico, uma vez que apenas 41% de ini-

" bicdo da sintese de DNA é observada. Estes dados demonstram claramente

que 6-MP inibe a sintese de DNA em SMCs pelo menos em parte atravées da
ativagdo de Nur77. Possivelmente, o efeito restante de 6-MP pode ser atri-
buido a atividade de Nur77 residual e/ou a ativagao de Nurr1 e/ou NOR-1
mediéda por 6-MP. |
6- MP NAO E CITOTOXICO PARA SMCS E NAQ INDUZ APOPTOSE

" Para verificar se 6-MP é citotoxico, SMCs inativas foram incu-

' badas durante 24 horas com concentragdes crescentes de 6-MP e viabilidade

das células foi determinada com um ensaio de MTT padrao. O numero de
células viaveis é reduzido em resposta a estaurosporina (35% de redugéo),
enquanto que 6-MP ndo afeta a viabilidade celular (Figura 13A), indicando
que sob estas condigdes 6-MP ndo tém nenhum efeito citotoxico em SMCs
humanas.

Para investigar se 6-MP induz apoptose em SMCs, SMCs inativas
foram incubadas durante 24 horas com concentragbes crescentes de 6-MP.

Como um controle positivo, estaurosporina foi mostrada induzir apoptose em
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SMCs (50% = 4%). Claramente, nenhuma evidéncia foi encontrada que 6MP
afeta morte celular sob estas condigdes (3% + 2%) em comparagao as células
de controle (4% =+ 2%). (Figura 13B). ’

NUR77 (TR3) E EXPRESSO DURANTE O PROCESSO DE FORMACAQ DA

NEOINTIMA |
Para avaliar o efeito inibidor potencial do agonista de NUR77

(TR3) 6-MP na formacéo de lesao rica em SMC in vivo, 0 modelo murino
bem-estabelecido de formagéo de neointima induzida por manguito foi apli-
cado. Expressdo de mRNA de Nur77 foi estudada durante formagao de ne---
ointima e, como descrito na Figura 14, expressdao de mRNA de Nur77 é so-
bre-regulada apoés c'olocagéo_de manguito como uma fungdo de tempo e
mostra Gtima expressdo 6 horas apds lesdo vascular (189 + 26 vezes de
aumento). Expresséo de mRNA de Nur77 é intensificada até 7 dias apos
cirurgia em comparagdo aos vasos pseudo-operados sem manguito (13,4 * -
1,1 vezes de aumento). Dado que as transcrigoes de mRNA de Nur77 sao
reguladas sob leséo vascular estritamente dependente das condigdes e
tempo, é concebivel que Nur77 desempenha um papel no processo de for-
macao da neointima. |

EFEITO DE 6-MP _NA FORMACAO DE NEOQINTIMA INDUZIDA POR MAN-
GUITO EM CAMUNDONGOS DO TIPO SELVAGEM, TRANSGENICOS DE

" NUR77 E ATA

Para avaliar o efeito de 6-MP na formagéo de neointima induzida
por manguito in vivo, um manguito de elugao de farmaco foi empregado car-
regado com conéentragées crescentes de 6-MP que permitem liberagao pe-
rivascular restringida, local dos compostos para o segmento de vaso com
manguito. O efeito de 6-MP foi ava'liado inicialmente em animais dd tipo sel-
vagem (Wt) e camundongos transgénicos que expressam cDNA de Nur77 de
comprimento tdtal na parede de vaso arterial. Analise microscopica de seg-
mentos de artéria femoral com manguito revelou que, apds quatro semanas, -
uma neointima concéntrica foi formada em camundongos que recebem um
controle manguito de elugdo de farmaco vazio em camundongos Wt e

transgénicos de Nur77. Animais que recebem um manguito de elugdo de
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6-MP mostraram hiperplasia intimal reduzida (Figura 15A).
Analises morfométrica revelaram anlbngao significativa de forma- -
¢ao de neointima induzida por manguito em segmentos de vaso, localmente |
tratados com concehtragéo de 6-MP mais alta (1%), em ambos camundongos
Wt (P = 0,02) e transgénicos de Nur77 (P = 0,007, Figura 15B). Animais Wt
tratados com 0,5% de manguitos de elugdo de 6-MP ndo mostraram uma
diminuicdo na formagéo de neointima (P = 0.32), enquanto a mesma con-
centragdo de 6-MP reduziu substanciaimente a formagao de neointima em
camundongos transgénicos de Nur77 (P = 0,02). Nenhuma alteragao foi ob-
servada em areas medianas das artérias femorais com fnanguito (dados
nao-mostrados). A | |
~ Por conseguinte, uma diminuigdo dose-dependente similar foi

vista em razdes de intima/média de camundongos transgénicos de Nur77
tratados com 6-MP; manguito de controle; 0,75 + 0,11; 0,5% de 6-MP: 0,47 +
0,05, (P =0,04); 1% de 6-MP: 0, 30 = 0,06, (P = 0,003). Novamente, razoes de
intima/média de artérias com manguito em camundongos Wt foram apenas

- significativamente diminuidas nos manguitos de 1% de 6-MP: manguito de -

controle: 1,10 + 0,16; 0,5%: 0,75 + 0,05, (P = 0,15); 1%: 0,51 + 0,03, (P =

0,008).
Para também estabelecer envolvimento funcional de Nur77 nos

- efeitos mediados por 6-MP em formag&o da neointima, manguitos de elugao

de 6-MP foram colocados ao redor da artéria femoral de camundongos

transgénicos, expressando uma variante dominante-negativa de Nur77 (LTA)

| que inibe a atividade de todos os trés fatores semelhantes a Nur77.

Previamente, foi mostrado que lesdes ricas em SMC desenvol-

- vem-se relativamente rapido ap0s ligagdo da artéria cardtida em camun-

dongos transgénicos de ATA. De acordo com estes dados, neste estudo in-
tensificado formégéo de lesdo no modelo de manguito de artéria femoral
correntemente aplicado foi observada, resultando em lesbes quase comple-
tamente oclusivas dentro de 4 semanas (dados néb-mostrados). Para confi-
antemente avaliar o efeito de manguitos de elugdo de 6-MP em camundongos

transgénicos de ATA, analisou-se a formagdo de neointima ap6s 2 semanas
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(Figura 15A). Andlises morfométricas da area intimal revelou qUe Iiber‘agéo'
local de 6-MP em camundongos transgénicos de ATA nao alteraram a es-
pessura média e nem tiveram nenhum efeito significativo na formacédo de
neointima no manguito de 6-MP de 0,5% (P = 0,46) nem no de 1% (P = 0,37)‘
(Figura 15C). | '
Completamente, estes dados estio de acordo com as observa-
coes in vitro e demonstram que 6-MP inibe formacéo de neointima induzida
por manguito envolvendo ativagéo de Nur77. |

vFoi desse modo mostrado que intensificando a atividade de
NUr77 (TR3) em 6-MP inibe proliferagdo de SMC e protege contra formagao |
de lesdo rica em SMC. Estas observagoes mostram claramente que o re-
ceptor nuclear Nur77 (TR3) é um alvo potencial para impedir restenose (in-

| tra-stent).

CONCLUSAQ |
Em conclusé&o, foi demonstrado que Nur77 ¢é altamente expresso

em camundongos durante a formagéo de neointima induzida por manguito,
mas nao em artérias pseudo-operadas murino.

Além disso, foi mostrado claramente que ativagéo de Nur77 pbr
G-MP reduz proliferacdo de SMC humana e protege contra formagéo de ne-

ointima em um modelo de restenose de camundongo. Ativagao do receptor

“nuclear Nur77 por 6-MP ou através de outros ativadores/agonistas desse

modo é um método racional para tratar restenose (intra-stent).
EXEMPLO 4 | |
ATIVACAO MEDIADA POR C-DIM DE TR3 PROTEGE CONTRA PROLI-
FERACAO CELULAR DE MUSCULO LISO EXCESSIVA E FORMACAO DE
LESAO RICA EM CELULA DE MUSCULO LISO EM CAMUNDONGOS.

Neste exemplo, é mostrado que derivados de C-DIM inibem pro-

liferagdo de SMC in vitro e a aplicagdo in vivo é descrita de C-DIMs em um
modelo de camundongo de restenose de camundongo validado com man- .
guitos de elugdo de farmaco. No modelo de camundongo como descrito em
Moroi M et al., (J. Clin. Invest. (1998) 101 :1225-32) um manguito perivascular

de encaixe livre ao redor da artéria femoral induz a formagéo de uma leséo
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rica em célula musculo liso que se assemelha as patologias especificas para

célula de musculo liso observadas em seres humanos. Este modelo foi a-

daptado em manguitos de elugéo de farmaco, similares aos stents de elucao

de farmaco. C-DIMs s&o reversivelmente ligados a estes manguitos e o efeito

sobre a formagdo de leséo é avaliado através de procedimentos operacionais.

Este experimento foi executado com dos camundongosl do tipo selvagem,

transgénicos de TR3 e de dTA. Conhecimento extensivo sobre a farmacologia

e toxicidade de derivados de C-DIM esta disponivel. -
MATERIAIS E METODOS

CULTURA DE SMC |
- SMCs humanas sao eXpIantadaS de-artérias do cordao umbilical.

Células foram cultivadas em DMEM: (Invitrogen Life Technologies, Breda,
Paises Baixos) com 10% (v/v) de soro bovino fetal (FBS) com penicilina e
estreptomiéina (Invitrogen). Células foram usadas nas passagens cinco a sete.
SMCs foram caracterizadas com um anticorpo monoclonal, direcionadas
contra alfa-actina de musculo liso (1A4, DAKO), e demonstraram tingimento

fibrilar uniforme. Para determinar a viabilidade celular, as células foram la-

vadas com PBS e subseqlientemente incubadas em meio na presenca de 0,5
mg/ml de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT; Sig-
ma Diagnostics, St. Louis). Apds duas horas, meio foi descartado, cristais de
formazan foram dissolvidos em isopropanol e densidade éptica foi medida-a
590 nm. Apoptose foi induzida incubando ’as células durante 24 horas em
meio com 0,25 uM de estaurosporina (Sigma).' Subseqijentefnente, SMCs

foram fixadas, tingidas com tintura de Hoechst e o nimero relativo dos nu-

cleos apoptéticos foi determinado.

. ENSAIO DE SINTESE DE DNA

SMCs fora semeadas em placas de 24 pogos a 1-4 x 10° células
por cavidade e élcangadd 60% a 70% de confluéncia apés 24 horas. SMCs
foram feitas inativas através de incubacdo durante 24 horas em meio livre de
FBS. 6-MP foi dissolvido em dimetilsulféxido e uma hora aplicado antes da
estimulacdo de FBS. SMCs foram estimuladas durante 24 horas com 10% (Viv)

de FBS e sUbseqUentemente as células foram marcadas durante 18 horas
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com 0,25 pCi/cavidade de [metil-*H]timidina (Amersham Biosciences, Buc- -
kinghamshire, UK). Radioatividade incorporada foi precipitada por 30 rﬁin a
4°C com 10% (p/v) de acido tricloroacético, lavada duas vezes com 5% (p/v)
de &cido tricloroacético, e dissolvida em 0,5 N de NaOH (0,5 ml por cavidade).
[®H]timidina incorporada foi medida por contagem de cintilagdo liquida.
EXPERIMENTOS DE siRNA |

As seqiiéncias de (si)RNA de interferéncia péquena a seguir fo-
ram usadas: siRNA de Nur77, 5-CAG UCC AGC CAU GCU CCU C dTdT-3,
como previamente descrito, e siRNA de controle, 5'-CAG ACG AGC CUU .
GCUCGUC deT-3' (Ambion Inc., Austin, Texas). Cinco pg de siRNA foram ‘
transfeccionados em 0,5-1 x 1 0° SMCs, usando reagente de Nucleofector

para SMCs (Amaxa) como pelas recomendagdes do fabricante. mMMRNA total

foi isolado cinco dias a_pés transfeccdo, usando o kit de miniprep absoluta-

mente de mRNA (Stratagene, La Jolla, CA). Sintese de cDNA subsequente foi -

executada usando o kit de sintese de cDNA iScript (Biorad, Hercules, CA).
Reacao em cadeia de polimerase de tempo real (PCR) foi executada usando
mistura verde de SYBR (Biorad) no MylQ Syétem (Biorad). Preparadores para
Nur77 foram cbmo}segue: (adiante) 5'-GTTCTCTGGAGGTCATCCGCAAG-3'
e (reverso) 5'-GCAGGGACCTTGAGAAGGCCA-3'. Como um controle para

quantidade igual de cDNA de primeiro filamento em amostras diferentes nés

" corrigimos para niveis de mRNA de Fosfoproteina Ribossomica (P0) -que

‘foram determinados com os iniciadores a seguir (adiante)

5 -TCGACAATGGCAGCATCTAC-3' e
(reverso) 5'-ATCCGTCTCCACAGACAAGG-3'.
MANGUITOS DE ELUCAO DE FARMACO

“Manguitos de elug:ao de C-DIM foram feitos musturando denvados
de C-DIM a 70°C com policaprolacteno e fundindo uma entubagdo (0,5 mm de
diametro internd 1,0 mm de didmetro externo). Descrito em detalhes em Cais
et al., Biomaterials. 2005;26:5386-94.

COLOCACAO DO MANGUITO DE ARTERIA FEMORAL

Todo o trabalho dos animais foi aprovado por autoridade regu-

ladora institucional de AMC e realizados conforme as diretrizes emitidas pelo
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governo holandés. Camundongos de FVB do tipo selvagem (Wt), camun-
dongos transgénicos que expressam o gene de Nur77 de comprimento total |
(Nur77), ou camundongos que expressam uma variante dominante-negativa |
de Nur77 (ATA) (as duas cepas posteriores sob controle do promotor de
SM22a direcionando a expressao de transgenes especificos para SMCs), em
uma base de FVB, foram usados para os experim‘entos. Camundongos ma-
chos sao anestesiadaé com uma injegao intraperitoneal com uma solugao de
Midazolam (12,5 mg/kg do peso do corpo) e Hypnorm: (0,01 ml/camundongo). |
A artéria femoral esquerda é isolada do tecido circunvizinho, livremente em-
bainhada com um manguito de 2,0 mm feito de policaprolacieno e polietileno
glicol de 0,5 mm de diametro ihterno, 1,0 mm de diametro externo foi colocadb
frouxamente ao redor da artéria femoral e atado no lugar com uma sutura 6-0.
O manguito € mais amplo que o vaso € .néo obstrdi o fluxo sanguineo. A ar-
téfia femoral direita foi dissecada do tecido circunvizinho (pseudo-operado),
mas um manguito nao foi colocado. As artérias femorais foram substituidas, e

~ as feridas foram suturadas. Apos restabelecimento da anestesia, os animais

foram dados dieta padrdo e agua ad libitum. Camundongos do tipo selvagem
e camundongos transgéhicos de TR3 ou dRT séo tratados com manguitos de
controle simples ou com manguitos de elugdo de C-DIM, em cada grupo sao
incluidos 6 camundongos. | |
AVALIACAO HISTOLOGICA DAS LESOES INTIMAIS

Apds 2 a 4 semanas, os camundongos foram anestesiados, 0

torax foi aberto e perfusdo de presséao moderada (100 mmHg) com 3,7% de

formaldeido em 0,9% de NaCl (p/vol) por 10 min foi executada através de

furos cardiacos. Apos perfusdo, a artéria femoral foi colhida, fixada durante a

. noite e embebida em parafina. Segdes seriais (5 mm de espessura) foram

usadas ao longo do comprimento inteiro da artéria femoral com manguito por

analise histoldgica.
QUANTIFICACAO MORFOLOGICA NAS SECOES DA ARTERIA FEMORAL

COM MANGUITO

Segbes de parafina sdo igualmente tingidas com hematoxili-

na/eosina e dez secdo transversais igualmente espagadas (200 mm) s&o
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usadas para quantificar a lesdo intimal. Usando software de analise de ima-
gem (Leica, Qwin) a area medial de corte transversal total é medida entre a

lamina elastica externa e interna. Area intimal de corte transversal total é

também medida entre a monocamada de célula endotelial e a lamina elastica

interna.
ANALISE ESTATISTICA
Analises estatisticas foram 'executadas com SPSS, software

versao 10.0.5. Valores experimehtais sS40 expressos como média SEM. A
significagéo das diferencas foi determinada usando o teste U bicaudal de
Mann-Whitney néo-paramétrico e expressa como um.valor de probabilidade.
RESULTADOS |

DERIVADOS D EC-DIM INlBEM PROLIFERACAO DE SMCS.

Para .estudar se C-DIMs modulam proliferagdo de SMC, nés in-
vestigamos a sintese de DNA de SMCs cultivadas, humanas na presenga de
concentragdes crescentes de C-DIM-H, C-DIM-OCH3 ou C-DIM-CF3 por
ensaios de" incorporagao de [®H]timidina. Todos os trés C-DIMs inibem a
sintese de DNA em SMCs de forma dose dependente (Figura 16). C-DIM-H &
menos eficaz que C-DIM- OCH3 e C-DIM-CF3. |
DERIVADOS DE C-DIM E VIABILIDADE DE CELULA DE MUSCULOQ LISO.

Para verificar se C-DIMs sdo citotoxicos, SMCs inativas foram

" incubadas durante 24 horas com concentragoes crescentes de compostos de

C-DIM e viabilidade das células foi determinado com um ensaio de MTT pa-
drao. C-DIM-H e C-DIM-OCH3 reduziram a viabilidade celular das células a
20 uM moderadamente, enquanto que até 10 uM nenhuma redugéo signifi-
cativa na viabilidade celular foi observada para C-DIM-H e C-DIM-OCH3
(Figura 17). Pra investigar se C'D‘IMS induzem apoptose em SMCs SMCs
inativas foram mcubadas durante 24 horas com C-DIMs a uma concentragao

final de 10 uM. Como um controle positivo, estaurosponna foi mostrada induzir

apoptose em SMCs. Claramente, nenhuma evidéncia foi encontrada que

C-DIMs afetam a morte celular sob estas condigdes em comparagao com as

células de controle (Figura 18).

INIBICAO DE PROLIFERACAO DE SMC POR C-DIM-OCH3 ENVOLVE TR3.
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Para avaliar a contribuicdo especifica de TR3 em inibicdo medi-
ada por C-DIM-OCH3 de proliferagdo de SMC, exprésséo de TR3 foi modi-
ficada mediante interferéncia pequena (si)RNA em SMCs humanos. Trans-l
feccdo com siRNA direcionado contra TR3 ou com siRNA de controle, resulta
em sobre-regulagdo de niveis de mRNA deTR3 induzidos por FBS nas células
transfeccionadas de siTR3, como determinado por RT-PCR de tempo real
(Figura 12B). Para révelar o efeito relativo de C-DIM-OCHS3 na sintese de
DNA em SMCs transfeccionadas ou com RNA de siTR3 ou com siRNA de
controle, nés expressamos a incorporagao de [*H]Timidina como porcehta-
gem de condi¢cdo de controle (Figuré 19). Sintese de DNA é inibida por
C-DIM-OCH3 em 49,7% quando SMCs sao transfeccionadas com siRNA dé
controle, enquanto que o efeito de C-DIM-OCH3 & significativamente menor
em SMCs transfeccionadas com siRNA TR3-especifico, uma vez que apenas
40,1% de inibicdo da sintese de DNA sdo observados. Estes dados de-
monstram claramente que C-DIM-OCHS3 inibe a sintese de DNA em SMCs
pelo menos em parte através de ativagdo de TR3. O mais provavelmente,

‘também Nurr1 e possivelmente também NOR-1 estdo envolvidos nos efeitos

mediados por. C-DIM-OCHS3, explicando por que nenhuma inibicao total do
efeito de C-DIM-OCH3 foi observado ap6s modificagdo de TR3. | ,
EFEITO DE C-DIMS EM FORMACAO DE LESAO RICA EM CELULA DE

- MUSCULO LISO EM CAMUNDONGOS DO TIPO SELVAGEM, TRANSGE-

NICOS DE TR3 E ATA
- Dos camundongos tratados com manguitos de controle simples,

os camundongos de TR3 mostraram para musculo menos formagao de lesao

rica em célula de musculo liso na esquerda artéria femoral que os camun-

- dongos do tipo selvagem. Os camundongos de dTA desenvolveram mais

lesBes de célula de musculo liso que os camundongos do tipo selvagem, que
esta de acordo com o conhecimento que dTA é um inibidor dominan-
te-negativo de TR3, MINOR e NOT. Camundongos de TR3 tratados com
manguitos de elu¢do de C-DIM desenvolveram novamente lesdes menores
que 0s Camundongos de TR3 tratados com manguito simples. Também em

camundongos do tipo selvagem, o tamanho da lesdo foi menor devido a in-
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corporagéo de DIM no manguito. Em contraste, 0 estiramento da formagéo de
lesdo em camundongos de dTA foi similar aos manguitos simples e mangUitos
de elugdo de C-DIM. O resultado posterior foi esperado, porgue nos camun-
dongos de dTA a atividade endégena como também fatores semelhantes a'
TR3 transgénicos sdo bloqueados. Estes dados indicam claramente que o0s
derivados de C-DIM inibem a formagéd de lesdes ricas em célula de musculo
liso em um fator semelhante a TR3 de modo dependente.
EXEMPLO 5 | |
RECEPTORES NUCLEARES NUR77. NURR1 E_ NOR-1 EXPRESSOS EM
MACROFAGOS DE LESAO ATEROSCLEROTICA REDUZEM CARGA DE
LIPIDIO E RESPOSTAS INFLAMATORIAS

Neste exemplo, € mostrado pela primeira vez que de todos os trés
membros da familia de NR4A Nur77, Nurrt e NOR-1 séo expressos em ma-
créfagos de lesdo aterosclerética humanos e é demonstrado que estes fatores
reduzem a absorgéo de lipoproteina de baixa densidade oxidada (dx-LDL)
como também inibém a resposta inflamatdria aos estimulos inflamatérios em

macréfagos humanos.
MATERIAIS E METODOS
ESPECIMES DE TECIDO HUMANO
As amostras de tecido humano foram obtidas com consentimento

“informado de doadores de 6rgdo, de acordo com protocolos aprovados pelo
‘Committee of the Academic Medical Center, Amsterda. Os espécimes foram

embebidos em parafina, seccionados, e montados em laminas de vidro (Su-

perfrost-Plus, Emergo). ,

Espécimes vasculares foram caracterizados através de imunois-
toquimica com anticorpos especifibos para SMCs e 'macréfagos péra esta-
belecer o estagio de doencga de acordd coma claésificagéo da American Heart

Association.
IMUNOISTOQUIMICA E IMUNOISTOQUIMICA DUPLA IN SITU

Macrofagos foram detectados pelo anticorpo monoclonal Ham56
(DAKO) e SMCs pelo anticorpo monoclonal 1A4 (DAKO) direcionados contra

a-actina de musculo liso, em espécimes vasculares humanos. Anti-Nur77
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(M-210, Santa Cruz Biotechnology), anti-Nurr1 (M-196, Santa Cruz Biotech-

 nology) e anti-NOR-1 foram usados para detectar os feceptores nucleares de

NR4A. Brevemente, apds desparafinizagao e extingdo de peroxidase endé-
gena, recuperagao do'antl’geno de citrato foi executada, seguido por blogqueio
e permeabilizagdo com 1% (p/vol) de albumina de soro bovino, 1% (vol/vol) de
soro de cabra normal e 0,5% de Triton-X ‘1 00 e incubaga"io de anticorpo pri-
maria durante a noite é 4°C. Ap6s incubacéo de anticorpo secundario de EQG
de anticoelho de cabra marcado com biotina (DAKO) seguido por esteptavi-'
dina-HRP (DAKO), detecgdo de AEC (Sigma) foi aplicada. Tingimento sozi-
nho apés incubagéo do anticorpo secundario serviu como Um controle nega-
tivo. | | | |
Combinagdo de hibridagdo in situ gene-especifica radioativa e
imunoistoqui’mica macroéfago-especifica foram essencialmente executadas
como preViamente descrito. Para hibridagdo in situ as ribossondas a seguir
foram sintetizadas: Nur77, GenBank N2 L13740, bp 1221 a 1905; Nurrt, '
GenBank N2 X75918, bp 119 a 1003 e NOR-1, GenBank N2 U12767, bp 1435

‘a 2172. Apos hibridagdo, os macréfagos foram detectados usando imunois-

toquimica como descrita acima, seguido por radiografia de emulsdo. Ribos-
sondas-sentido combinadas foram ensaiadas para cada gene e foram mos-

" tradas ndo dar nem sinal de base nem néo-especifico. As segbes foram ex-

postas durante 4 a 8 semanas. Todas as laminas-foram contratingidas com

hemotoxilina e embebidas em glicergel (DA'KO).

Cultura de Célula

Monécitos/macréfagos humanos primario foram isolados de re-

‘vestimentos tamponantes de doadores de sangue, obtidos do banco de
: sarigue central holandés Sanquin. Apds isolamento por centrifugagdo de

gradiente Ficoll-Paque (Pharmacia Biotech), o kit de selegcao monaoci-
to-negativo (Dynal) e purificagéo mediada por adesdo, as células foram cul-
tivadas durante 48 horas a uma densidade de células/ml de 0,5-1x10° antes
dos experimentos serem executados. Células de THP-1 monociticas huma-
nas (ATCC) foram cultivadas em RPMI 1640, 10% (vol/vol) de soro bovino
fetal e 100 U/ml de penicilina/estreptomicina (GIBCO-BRL). Células foram
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banhadas em placas de 12 pogos a uma densidade de células/ml de 0,5x10°,
diferenciadas em macréfagos por PMA (100 ng/ml) durante 48 horas. Apés-
diferenciagao, as células foram lavadas duas vezes com PBS e crescidas em
meio durante 24 horas. Reagentes usados foram PMA (Sigma), LPS (Sigma),

" TNFo. humana recombinante (R&D) e ox-LDL marcado com Dil (Intra-

cel-RP-173).
CONSTRUCTO E PRODUCAQ VETOR LENTIVIRAL

cDNA de hNur77 (GenBank D49728, bp 8-1920) foi clonado nos
sitios de Xbal-Ndel do vetor de pRR1 -cPPt-PGK-PreSiN (PGK-Nur77). cDNA
de hNurr1 (Genbank X75918, bp 73-2310) foi colocado nos sitios de Sall-Nsil
do vetor de pRRI-cPPt-PGK-PreSIN (PGK-Nurﬁ) e cDNA de hNOR-1 (Gen-
bank D78579, bp 513-2872) foi ligado no sitio de Xbal do vetor de
pRR1-cPPt-PGK-PreSIN (PGK-NOR-1). PGK-EGFP-PreSIN (PGK-EGFP) foi
construido isolando o cDNA de EGFP do pEGFP-N2 do vetor de expressao
(Clontech) usando digestdo de Sall-Xbal, subseqiientemente ligado nos sitios
corres_ponden}tes do vetor de pRR1-cPPt-PGK-PreSIN. Todos os constructos

foram verificados através de seqienciacdo de DNA. Matérias-primas do virus

- foram produzidas como. conhecido. Brevemente, 20 ug de Vetor de transfe-

réncia de PGK, 13 pug de pMDLg/pRRE, 7 ug de pVSV-g, e 5 ug de pRSV-rev
foram co-transfeccionados em 180 cm? de células dé HEK293T usando o
método de co-precipitacéo de fosfato de célcio. Meio condicionado foi colhido
a 48 horas e 72 horas apos transfecgao, filtrado ét‘ravés de filtros de 0,45 um é
concentrados por ultra centrifugagdo (20.000 rpm, 2 horas, 4°C). Determi-
nacdo das titulagdes virais foi executada transluzindo células HEK 293 com
concentrado viral seriaimente diluido, 48 horas apés DNA gendmico total de
transdugao ter sido isolado destas células e o nimero de cépias de DNA de
vetor ter sido vdeterminado usando analise de PCR corh vetor de
pRRI-cPPt-PGKQPreSIN como padrao de calibragdo |

(iniciador adiante: 5'-GTGCAGCAGCAGAACAATTTG-3,

iniciador reverso: 5'-CCCCAGACTGTGAGTTGCAA-3').

INFECCAO LENTIVIRAL

Células de THP-1 foram transduzidas na presenc¢a de 10 ug/mi de
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DEAE-dextrana com lentivirus recombinante durante 24 horas a uma Multi-

 plicidade de infecgdo de 3. Lentivirus de amostra (Mock) e de EGFP foram

tomados como controles. Apds transdugao, as células foram cultivadas em
suspensao durante 72 horas, diferenciadas em macréfagos e cultivadas como
descrito acima. Sobre-expressao de Nur77, Nurr1, NOR-1 e EGFP foi verifi-
cada através de analises citométricas de ﬂuxo (EGFP) e imunofluorescéncia
(Figura 16). Brevemente, as células cultivadas em vidro foram fixas por 20 min
com 4% (p/vol) de PBS de péraformaldeido e permeabilizads com 0',5%‘
(volivol) de Triton-X-100. As células foram tingidas através de anti-Nur77
(M-210, Santa Cruz Biotechnology), anti-Nurr1 (M-196, Santa Cruz Biotech-
nology) e anti-NOR-1 para détecgéo de Nur77, Nurr1 e NOR-1 respectiva-
mente, seguido por IgG de anti-cabra de jumento conjugado com Alexa Fluor

568 (Molecular Probes). Nucleos foram tingidos com Hoechst.

ANALISE DE RNA E DE PROTEINA
~ RNA total foi extraido usando kit de Mnmprep absolutamente de

RNA (Stratagene) cDNA foi feito usando kit de Sintese de cDNA |Scnpt (Bi-
orad) e RT-PCR semlquantltatlva de tempo real foi executada usando iQ
SYBR- Green Super-Mix no sistema de RT-PCR MyiQ (Biorad). Preparadores
especmcos para Nur77, Nurr1, NOR-1, receptor-A descontaminante (SR A),
CD36, proteina-1a inflamatdria de macrofago (MIP-1c) e 1B (MIP-1B), MCP-1,

- IL-8, IL-1B, IL=6 e proteina ribossémica PO foram desngnados como segue:

Nur77:  Ad: 5'-gtictctggaggtcatccgea ag-3'
Rv: 5'-gcagggaccttgagaaggcca-3'

Nurri: Ad: 5'-tattccaggttccaggcgaa-3'

Rv: 5'-gctaatcgaaggacaaacag-3'
NOR-1: Ad: 5'-cc aagccttagceetgectgte-3'
‘Rv: 5'-agcctgteccttact ctggtgg-3'

IL-1B: Ad:5'-tggcagaaagggaaca gaaagg-3'
Rv: 5'-gtgagtaggagaggtgagagagg-3'
IL-6: Ad: 5'-tgtagccgccccacacag-3'

Rv: 5'-gctg ctttcacacatgttactcttg-3'
IL8: Ad: 5'-ctgcg ccaacacagaaatta-3'
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Rv: 5'-attgcatctggcaacc ctac-3'
MIP-1B:  Ad: 5'-gcgtgactgtcctgtetetee-3°
~ Rv: 5'-accacaaagttgcgaggaagc-3'
MIP-10;  Ad: 5'-acgggcagcagacagtgg-3'
Rv: 5'-ggcgtgtcag cagcaagtg-3'
MCP-1: Ad: 5'-cctagcttt ccccagacacc-3'
Rv: 5'-cccaggggtagaactgtgg-3'
SR-A: Ad: 5'-ctcgctcaatgacagctttgettc-3'
~ Rv: 5'-tcgtttcccacttcaggagttgag-S'
CD36: Ad: 5'-gagaactgttatggggctat-3' -
Rv: 5'-ticaactggagagge aaagg-3
PO: Ad: 5'-tcgacaatggcagc atctac-3'
Rv: 5'-atccgtctccacagacaagg-3'
Todos dados de RT-PCR foram corrigidos para proteina ribossémica de gene
de manutengao PO. Niveis da proteina de IL-8, IL-1B e IL-6 foram determi-
nados em sobrenadante de culturas de célula por BD® Cytometric Bead Array
de acordo com o protocolo do fabricante. Experimentos foram executados em
duphcata e repetidos pelo menos duas vezes. |
CARGA DE LIPIDIO, QUANTIFICAGAO E MICROSCOPIA ,
Ap6s infecgdo lentiviral, os macrofagos denvados por THP-1 fo-

" ram tratados. com ox-LDL marcado com Dil por periodos de tempo indicados, =
subsequentémente lavados duas vezes com PBS e lisados em_.isopropahol
puro. Apos sonificagdo e 10 minutos de centrifugagéo (13000 g) o sobrena-
dante foi medido através de fluorometria. Para microscopia confocal, as cé-
lulas foram cultivadas em vidro e tratadas com ox-LDL marcado com Dil.
Experimentos foram executados em duplicata e repetidos pelo menos duas
vezes. -

ANALISES ESTATISTICAS
Testes t de Student foram executados. Indugdes de vezes e

porcentagens foram calculadas ap6s normalizagdo para o controle.

RESULTADOS
NUR77, NURR1_E NOR-1 SAQ EXPRESSOS EM MACROFAGOS DE LE-
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SAOQ ATEROSCLEROTICA HUMANOS
Em estudos anteriores, expressao de Nur77, Nurr1 e NOR-1 tanto

em SMCs quanto ECs em lesdes ateroscleréticas foi demonstrada. Neste
estudo, expressao de Nur77, Nurri e NOR-1 em macréfagos de lesao ate-
rosclerética foi demonstrado .combinando imunotingimento  macrofa-
go-especifico com hibridagéo in situ gene-especifica. Espécimes de aorta de
8 doadores de 6rgéo diferentes (3 machos e 5 fémeas, idade de 40-69 anos)

foram caracterizados através de imunoistoquimica de acordo com as diretri-
ses da American Heart Association (Tabela 2; Figura 20A, B e 21 A, B). A
complexidade das lesdes analisadas variou de claSse Il a VI. Os niveis de
expressao- de mRNA de Nur77, Nurrt e NOR-1 emAmacréfagos de lesao é
SMCs foram registrados e a'localizagdo especifica da expressao na lesdo
indicada. Como um exemplo tipico de uma lesao prematura, uma lesao do tipo
Il com niveis de expressao de mRNA altos de todos os trés receptores nu-
cleares em macrofagos € mostrada (Figura 20, C-H; t na Tabela 2). Ex-

pressédo de proteina de Nur77, Nurrt e NOR-1 localiza para o nlcleo em areas

- ricas em macréfagos e é comparavel com o padrao de expressao de mRNA .

(Figura 21, A-E; f na Tabela 2). Notavelmente, em lesOes complexas, ex-
pressdo macrofago-especifica proeminente esta localizada em areas de les@o

distintas, especialmente para assumir regioes e macrdéfagos infiltrados nos

- meios.

MACROFAGOS HUMANOS PRIMARIOS ATIVADOS E MACROFAGOS

DERIVADOS DE THP-1 EXPRESSAM NUR77, NURR1 E NOR-1.

Niveis de expresséo altos dos fatores de NR4A em macroéfagos
de lesdo ateroscleréticos nos incitaram a estudar se sua expressao é de-
pendente das condi¢des inflamatorias que sdo usualmente encontradas
nestas areas doentes. Além disso, a atividade funcional destes fatores de
transcrigcao foi d.eterminada em estudos in vitro. A expresséo de Nur77, Nurr1
e NOR-1 tanto em mondcitos/macréfagos primarios como também em ma-
créfagos derivados de THP-1 tratados com PMA ensaiados foi através de
RT-PCR semiquantitativa de tempo real e imunofluorescéncia em resposta

aos estimulos inflamatérios. Em mondcitos/macrofagos primarios (derivados
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de 2 doadores diferentes), os niveis de expressdo de mRNA de todos 0s trés
receptores nucleares séo altamente induzidos por LPS e moderadamente
induzidos por TNFa. 2 horas ap6s estimulaggo (Figura 22A). Similarmente, em
macrdfagos derivados por THP-1 Nur77, Nurr1t e NOR-1 s&o induzidos for-
temente (50-150 vezes) em resposta a LPS, 2 horas apds estimulagdo e in-
duzidos baixo-a-moderadamente (3-6 vézes) em resposta a TNFo.. Expresséo
de Nur77 e de Nurr1 é é6tima a 1 hora, enquanto que indUgéo de mRNA de
NOR-1 é étima 3 horas ap6s estimulagéo de TNFa (Figura 22B). Curvas de
expressdo de mRNA de curso de.tempo foram executadas e mostraram in--
dugéo transiente de todos os trés fatores de transcrigdo em resposta a LPS e
estimulagdo de TNFa (Figura 22C). Analise de imunofiuorescéncia revelou
expressdo de proteina de NOR-1 intensificada 6 horas apo6s estimulagdo de

LPS localizando para o vnucleo (Figura 22D).

SOBRE-EXPRESSAQ LENTIVIRAL DE NUR77, NURR1 E NOR-1 REDUZ -

CARGA DE LIPIDIO DE OX-LDL
Para estudar a fungdo de Nur77, Nurr1 e NOR-1 em macrofagos

células de THP-1 foram infetadas com lentivirus que expressam estes fatores
ou virus Mock de controle e determ_i‘hado o efeito sobre carga de lipidio, uma
rharca de aterosclerose. Nur77, Nurr1 e NOR-1 sobre-expressos por lentivirus
recombinante resultou em 80-90% de eficiéncia de trénsdugéo e localizagao

“nuclear das proteinas codificadas (Figura 23). A absorg&o de ox-LDL marcédo

com Dil foi quantificada por fluorometria. Em macrofagos que so-

bre-expressam fatores de NR4A ha ja uma tendéncia de absorgéoAde lipidio
redu21da apds 3 a 6 horas, com uma reducdo de mais de 30% ap6s 24 horas
(Flgura 24A). Microscopia confocal f0| executada para avaliar a Iocallzagao
celular de ox-LDL marcado com Dil em macréfagos. Apds 24 horas fluores-
céncia de Dil localiza para vactolos de lipidio e a intensidade de fluorescéncia
é baixa em macrofagos sobre-expressando Nur77 quando comparado as
células infetadas com virus Mock (Figura 24B).

Uma vez que SR-A e CD36 sédo genes importantes envolvidos na
absorcao de Iipoprotél’na modificada, os niveis de expressao de mRNA destes
genes foram determinados através de RT-PCR semiquantitativa de tempo
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real. Macréfagos de THP-1 que sobre-expressam- Nur77, Nurrl e NOR-1
expressam niveis significativamente inferiores de SR-A e CD36 que as células
infetadas com virus Mock (Figura 24C). |
SOBRE-EXPRESSAO LENTIVIRAL DE NUR77, NURR1 E NOR-1 REDUZ
EXPRESSAO INFLAMATORIA DE QUIMIOCINA E DE CITOCINA

Em seguida, o efeito de sobre-expresééo mediada por lentivirus
de Nur77, Nurr1 e NOR-1 sobre expressao de mRNA de quimiocina e citocina

e concentragdo de proteina segregada foi ensaiado (Figura 25). Niveis de
mRNA das quimiocinas MIP-1a. e 1B, MCP-1 e IL-8 e das citoci'nas‘
pré-inflamatérias IL-1B e IL-6 foram determinados através de RT-PCR semi-
quantitativa de tempo real apos estimulagao com LPS TNFa ou veiculo (Fi-
gura 25A). Como um controle para a atividade de LPS e TNFa, os niveis de
mRNA foram ensaiados em macréfagos infetados com Mock (Figura 25A).
Com excec¢do da expressédo de IL-6, que ndo é detectavel }(ND)' apos esti-
mulagdo de TNFa, os niveis de express@o de mRNA destes genes inflama-
térios s&o induzidos 20-8000 vezes por LPS e 3-10 vezes por TNFa. Niveis de

" mRNA destas quimiocinas e citocinas analisadas sdo robustamente reduzidos

(2-10 vezes) em macréfagos de THP-1 ou sobre-expressando Nur77, Nurr1
ou NOR-1 quando comparado as células infetadas com Mock ambos apds
estimulagdo LPS e de TNFa, como também em seus controles

- nao-estimulados. Como uma exceg¢ao, expressdo de mRNA de MCP-1 € 2,5

vezes induzida por TNFo em ‘macrofagos sobre-expressando NOR-1 e nao

significativamente diferente. em ceélulas sobre-expressando Nurr1 quando

| comparadas as células infetadas de Mock. Alem dos resultados de mRNA

descritos, nds determinamos as concentragdes de proteina de IL-8, IL-13 e

- IL-6 (Figura 25B) no meio condicionado de macréfagos de THP-1 infetados

com lentivirus. Meios condicionados foram colhidos a 0, 6 e 24 horas apos
tratamento com LPS e aé concentragoes de proteina foram determinadas por
BDTM Cytometric Bead Array.

Sobre-expressdo de Nur77, Nurr1 ou NOR 1 resulta em uma redugao
significatiVa de secrecdo induzida por LPS de IL-8, IL-1B e IL-6 por macrofagos de
THP-1, com excegéo de IL-8 no caso de sobre-expressdo de NOR-1. '
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EXEMPLO 6 :
USO DE MANGUITOS DE ELUCAO DE C-DIM PARA IMPEDIR FORMACAO

DE LESAO ATEROSCLEROTICA (CONTENDO CELULAS DE MUSCULO

- LISO E CELULAS INFLAMATORIAS) EM CAMUNDONGOS

" TR3, MINOR e NOT sdo expressos em lesdes ateroscleroticas

humanas em células de musculo liso, células endoteliais e tambem em um

subconjunto de macréfagos. Além disso, a expressdo de TR3, MINOR e NOT
é intensificada fortemente sob ativagdo de macréfagos cultivados, tanto em'
macroéfagos humanos primarios quanto na linhagem celular monocitica/_de'
macréfagos THP-1. Nés mostramos que fatores semelhanfes a TR3 inibem
liberacdo de citocina e reduzem a carga de lipidio de macrofagos ativados e
por conseguinte pode delimitar a formacao de lesdes aterosclerdticas.

Para analisar o efeito de compostos de C-DIM na formagéo de
lesBes aterosclerdticas contendo macréfago um experimento similar foi exe-
cutado como descrito no Exemplo 3 e 4, exceto que camundongos de ApoE"'

- ou ApoE*3Leiden sdo aplicados. Camundongos de ApoE™ ou ApoE*3Le|den'
-S40 expostos a uma dieta rica em colesterol e subseqlientemente um man- .

guito perivascular € colocado ao redor da artéria femoral que resulta em a-

‘terosclerose acelerada. Dentro de 2-4 semanas uma les3o rica em macré-

fagos e em célula de musculo liso € formada dentro da artéria com manguito,

- . como descrito por Lardenoye J. H. et al Circ. Res. (2000) 87:248-53.

25

30

ANIMAIS

MATERIAIS E METODOS

Nestes experimentos, camundongos de ApoE™ ou camundongos

de ApoE*SLeiden sdo aplicados. Camundongos de oito a 12 semanas de
~ idade foram colocados 4 semanas antes da cirurgia em uma dieta de gordura

alta enriquecida com colesterol para melhorar a absorcdo de colesterol intes-
tinal e suprimir a sintese de acido biliar.

MANGUITOS DE ELUCAO DE FARMACO
Manguitos de elugdo de C-DIM s&o feitos misturando DIM a 70°C

~ com policaprolacteno e fundido uma entubagéo (0,5 mm de diametro interno,

1,0 mm de didmetro externo). Descrito em detalhes em Cais et al., Biomate-
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rials. 2005;26:5386-94.
COLOCACAQ DE MANGUITO NA ARTERIA FEMORAL

Camundongos sdo anestesiados com uma inje¢ao intraperitoneal
com uma solugdo de Midazolam (12,5 mg/kg do peso do corpo) e Hypnormv

(0,01 ml/camundongo). A artéria femoral esquerda é isolada do tecido cir-

cunvizinho, livremente embainhada com um manguito de 2,0 mm feito de .
policaprolacteno e polietileno glicol, 0,5 mm de diametro interno, 1,0 mm de
diametro externo foi colocado frouxamente ao redor da artéria femoral e atado

no lugar com uma sutura de 6-0. O manguito € mais amplo que 0 vaso € ndo -

obstréi o fluxo sanguineo.
A artéria femoral direita é dissecada do tecido circunvizinho

(pseudo-operado), mas um manguito nao é colocado. As artérias femorais
sdo substituidas, e as feridas sao suturadas. Apds restabelecimento da a-
nestesia, os animais foram dados dieta de gordura alta enriquecida de co- -
lesterol e dgua ad libitum. Os camundongos ou sdo tratados com manguitos
de controle Simples ou com mafnguitos de elugéo de C-DIM, em cada grupo 6
camundongos sdo incluidos. Descrito em detalhes em Cais et al., Biomaterials.
2005;26:5386-94. | |

AVALIACAO HISTOLOGICA DE LESOES INTIMAIS
Apds 2 a 4 semanas, os camundongos foram anestesiados, 0

térax é aberto e perfusdo de pressdo moderada (100 mmHg) com 3,7% de

formaldeido em 0,9% de NaC! (p/vol) por 10 min é executada atraveés de furos
cardiacos. Apés perfusdo, a artéria femoral € colhida, fixada durante a noite
embebida em parafina. Se¢bes seriais (5 mm de espessura) sao usadas ao
longo do comprimento inteiro da artéria femoral com manguito por analise
histolégica. | o ' |

QUANTIFICACAO MORFOLOGICA NAS SECOES DA ARTERIA FEMORAL

COM MANGUITO

Secdes de parafina sdo tingidas com hematoxilina/eosina e dez
sec¢bes transversais igualmente espagadas (200 mm de distancia) sdo usadas
para quantificar a lesdo intimal. Usando software de analise de imagem (Leica,

Qwin) as areas medianas de corte transversal totais sao medidas entre a



10

15

56

lamina elastica externa e interna; area intimal de corte transversal total é

" também medida entre a monocamada de célula endotelial e a lamina elastica

interna. As células de musculo liso e macréfagos sdo visualizados com anti-

~ corpos especiﬁcosAao tipo de célula; o anticorpo monoclonal 1A4 (Dako,

Glastrup, Dinamarca) detectando SM alfafactina e Mac-3 (Accurate Chemi-

cals) para detectar mondcitos e macréfagos, respectivamente.

ANALISE ESTATISTICA
Andlises estatisticas sdo executadas com SPSS, software versao

10.0.5. Valores experimentais sao expressos como média SEM. A significa-
¢do das diferengas € determinada usando o teste .U bicaudal de
Mann-Whitney néo-paramétricb e expressa como um valor de probabilidade.
RESULTADOS '

E constatado que derivados de C-DIM quando aplicados de um
manguito de elugéo de farmaco inibem a formagéo de lesdes aterosclerdticas
eStatisticamente significativo. Tanto a contribuigdo dos macréfagos quanto

das células de musculo liso nas lesdes é reduzida nos manguitos de elugéo de

.C-DIM comparados aos manguitos simples. Estes dados suportam aplicacao

potencial de DIM em stents intravasculares de elugao de farmaco em seres

humanos.



10

15

20

25

REIVINDICACOES
1. Uso de um agonista de um ou mais dos receptores nucleares
TR3, MINOR e NOT para a preparagdo de um medicamento par’a‘ o trata-
mento de aterosclerose e doenga cardiovascular relacionada a aterosclerose.
2. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, em que a doenga car-
diovascular relacionada a aterosclerose é restenose intra¥stent, doenca de
enxerto de veia, arteriosclerose de transplantagdo e/ou falha de desvio arte-
riovenoso. | ‘
‘3. Uso de acordo com a reivindicagcao 3, em que O ago'nista é um
composto da férmula: o

R | Rg | RS

Ry

R¢'

N
Ry ]{

-2

em que:
| "Ry, Ry, Rs, Rs, Re, Ry, R, R<, Rs, Re, e Ry’ sdo cada um inde-

pendentemente selecionados do grupo que consiste .em hidrogénio, um ha-
I6geno, um grupo C1-Cqo alquila Iineér um grupo C4-C1 alquila ramificado, um
grupo alcéxi contendo um a dez atomos de carbono, e um grupo nitro; e

Rs € Rg' sdo cada um mdependentemente selecionados do grupo
que consiste em hidrogénio, um grupo C1-C1o alquila linear, um grupo C4-C1o
alquila ramificado, um grupo cicloalquila contendo um a dez atomos de car-
bono, e um grUpo arila. _

4. Uso deAacordo com a reivindicagéo 3, em que Ry, Rz, R4, Rs, Re,
R¢, R, R4, Rg', Re', e R;' sdo cada um hidrogénio, e pelo menos um de Rg e
Rg' € um grupo. alqwla ramificado, um grupo cncloalqunla Oou um grupo anla

5. Uso de acordo com a reivindicagdo 3 ou 4, em que Rs e Rs' sdo
cada um individualmente hidrogénio, metila, CeHs, CeH4OH, CeHsCHa,
CeH4CF3, C1oH7, CeHaCeHs ou CsHsOCHa.

6. Uso de acordo com a reivindicagao 5, em que umde Rge Rg' €

hidrogénio e o outro é CgHs, CeH4CFs3, ou CeH4OCH3.
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7. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a 6, em

" que o tratamento é realizado por meio de um stent que tem o agonista in-

corporado nele e/ou revestido sobre o mesmo.

8. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 6, em
que o tratamento é realizado por meio de um revestimento vascular.

_ 9. Uso de acordo com a reivindicagao 8, em QUe o revestimento
vascular é na forma de um mangmto para a veia de enxerto.

10. Uso de acordo com a reivindicagao 8, em que o revestlmento'
vascular é na forma de um revestimento liquido que é aplicado a veia de
enxerto e fixado a ele antes da implantacgao. |

- 11. Uso de acordo com a reivindicagéo 8 emqueo revestlmento
é gel pluronlco compreendendo o agonista.

12. Dispositivo médico capaz de eluir um agonista de um ou mais .
dos receptores nucleares TR3, MINOR e NOT para o uso no tratamento de
aterosclerose e/ou doenga cardiovascular relacionada & aterosclerose. |

13. Dispositivo médico de acordo com a reivindicagao 12, em que'

a doenga cardiovascular relacionada a aterosclerose € restenose intra-stent,

doenca de enxerto de veia, arteriosclerose de transplantagdo e/ou falha de

desvio arteriovenoso. ,
14. Dispositivo médico de acordo com a reivindicagao 13, em que

o0 agonista é um composto da formula:

Rq Rg , Ry

em que:

R,, Ry, R4, Rs, Re, R1', R2, R4, Rs', Re', € Ry’ séo cada um inde-
pendentemente selecionados do grupo que consiste em hidrogénio, um ha-
l6geno, um grupo C4-C+o alquila linear, um grupo C1-Cyo alquila ramificado, um

grupo alcdxi contendo um a dez atomos de carbono, € um grupo nitro; e
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Rs e Rg' sdo cada um independentemente selecionados do grupo
que consiste em hidrogénio, um grupo C4-Cio alquila linear, um grupo C‘1-C15
alquila ramificado, um grupo cicloalquila contendo um a dez atomos de car-
bono, e um grupo arila. ' A |

15. Dispositivo médico de acordo com a reivindicagdo 14, em que
R;, Rz, Rs, Rs, Rs, Ry, R, R4, Rs', Re;, e R;' sdao cada um hidrogénio, e pelo
menos um de Rs e Rg' é um grupo alquila ramificado, um grupo cicloalquila ou
um grupo arila. | '

16. Dispositivo médico de acordo com a reivindicagao 14 ou 15,
em que Rs e Re' sdo cada um individualmente hidrogénio, metila, CgHs,
CeH4OH, CeH4CHs, CeHaCFs3, CioH7, CeH4CsHs ou CsH4OCHs.

17. Divspositivo médico de acordo com a reivindicagdo 16, em que
um de Rg e Rg' € hidrOgénio e 0 outro é CgHs, CeHaCFa, ou CeHsOCHs.

18. Dispositivd médico de acordo com qualquer uma das reivin- -
dicagdes 12 a 17, em que 0 agonista é incorporado e/ou revestido sobre o
dispositivo médico. | |
19, Dispositivo médico de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagbes 12 a 18, em que o dispositivo medico € um stent. |
20. Dispositivo médico de acordo com qualquer uma das reivin-

dicagdes 12 a 18, em que o dispositivo médico &€ um manguito.
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RESUMO |
Patente de Invengao: “AGONISTAS DE RECEPTORES NUCLEARES PA-
RA TRATAMENTO DE ATEROSCLEROSE E/OU DOENCA CARDIO-

~ VASCULAR RELACIONADA".

A presente invengao fefere-se ao uso de um agonista de um ou
mais dos receptores nucleares TR3, MINOR e NOT para a preparagdo de um
medicamento para o tratamento de doenga cardiovascular, em particular

restenose intra-stent e/ou doenca de enxerto de veia. A invengao também diz

respeito aos dispositivos médicos, como stents e manguitos, que sdo reves-
tidos com o agonista ou nos quais 0 agonista é incorporado e que sio para o

uso no tratamento de restenose intra-stent ou doenga de enxerto de veia.
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