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“A coisa mais bela que o homem pode experimentar é o mistério. E esta a
emocao fundamental que esta na raiz de toda ciéncia e arte. O homem que
desconhece esse encanto, incapaz de sentir admiracao e estupefacdo, esse ja
estd, por assim dizer, morto e tem os olhos extintos.”

Albert Einstein
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RESUMO

bY

Bulgarelli, A. Uso de metotrexato associado a nanoparticula rica em
colesterol (LDE) para tratamento da aterosclerose. S&o Paulo; 2010. [Tese
de Doutorado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o
Paulo].

O Metotrexato (MTX) é um farmaco utilizado como anti-inflamatério no
tratamento da artrite reumatdide (AR). O risco de doenca cardiovascular em
pacientes com AR é menor quando tratados com MTX. Apesar dessa
evidéncia, ha poucos relatos da utilizacdo de MTX para o tratamento da
aterosclerose. Foi desenvolvida em nosso laboratorio uma nanoparticula rica
em colesterol (LDE), a qual € reconhecida pelos receptores da lipoproteina de
baixa densidade (LDLr) apds injecdo na corrente sangiinea. A LDE concentra-
se em células com hiperexpressdo de LDLr, em processos proliferativos como
a aterosclerose. Dessa maneira, a LDE pode ser utilizada como veiculo para o
direcionamento de farmacos contra essas ceélulas. A molécula de MTX foi
latenciada e a modificacdo do farmaco aumentou a sua incorporacéao a LDE. A
proposta desse estudo foi avaliar a eficacia de MTX associado a LDE
(LDE-MTX) no tratamento da aterosclerose em coelhos além de investigar o
efeito desse complexo na expressdo de genes inflamatorios que participam do
processo aterogénico. Para realizacdo do estudo foram utilizados quatro
grupos de 10 coelhos (raca New Zealand) cada, sendo que todos foram
submetidos a uma dieta rica em colesterol por 8 semanas. Apés as primeiras 4
semanas de dieta, os grupos foram tratados com LDE-MTX (grupo LDE-MTX),
MTX comercial (grupo MTX comercial), LDE (grupo controle LDE) ou solucéo
salina (grupo controle Salina), via endovenosa por 4 semanas. O grupo LDE-
MTX nado apresentou toxicidade ao longo do tratamento de acordo com os
parametros utilizados, enquanto que o grupo MTX comercial apresentou uma
gueda acentuada de eritrécitos ao final do tratamento (p<0,001). A andlise
morfométrica macroscopica mostrou que os grupos LDE-MTX e MTX comercial
reduziram as les@es ateroscleréticas quando comparados ao grupo controle
Salina (66 e 76%, respectivamente) (p<0,001). Por microscopia, a camada

intima do arco adrtico e toracico foi reduzida nos grupos LDE-MTX (67% e



75%) e MTX comercial (81% e 92%, respectivamente) quando comparados
com os mesmos fragmentos do grupo controle Salina (p<0,05). A presenca de
macréfagos na camada intima dos grupos LDE-MTX e MTX comercial foi
reduzida em 59% e 57% (p<0,001) no arco aértico e 37% e 38% na regido da
aorta toracica (p=0,016) em relacéo ao grupo controle Salina, respectivamente.
A porcentagem de MMP-9 no arco aértico foi reduzida em 48% em ambos os
grupos tratados (p=0,0003), enquanto que na aorta toracica LDE-MTX e MTX
comercial diminuiram 54% e 66% (p<0,0001) respectivamente, em relacdo ao
grupo controle Salina. Na regido da aorta abdominal, a redugcdo de MMP-9
também foi observada nos grupos LDE-MTX (68%) e MTX comercial (70%)
(p=0,016). Quando se comparou ao grupo controle LDE, os dois grupos
tratados tiveram porcentagens semelhantes de reducdo em todas as analises
morfométricas. Nos estudos de expresséo génica in vivo, 5 genes inflamatérios
se mostraram hipoexpressos (TNF-a, MCP-1, IL-183, IL-18 e MMP-12) e um
gene (IL-10) apresentou aumento de expressao no arco aortico de coelhos
tratados com LDE-MTX em relagéo ao grupo controle. No experimento in vitro,
5 dos 10 genes (TNF-a, VAP-1, IL-13, CXCL2 e TLR2) avaliados tiveram
reducdo da expressao e 1 (TGF-B1) se mostrou hiperexpresso na linhagem de
endotélio humana (HUVEC) tratada com as duas formulacdes de MTX. Os
resultados indicam que tanto a LDE-MTX quanto MTX comercial reduzem
acentuadamente as lesdes ateroscleréticas em coelhos e parecem minimizar a
resposta inflamatéria na doenca aterosclerotica. Contudo, LDE-MTX
apresentou uma tolerabilidade maior ao tratamento, pois ndo apresentou

toxicidade hematolégica em comparacdo com MTX comercial.

Palavras chaves: Aterosclerose. Nanoparticula. Metotrexato.



ABSTRACT

Bulgarelli, A. [Use of methotrexate associated to a cholesterol-rich
nanoparticle (LDE) for atherosclerosis treatment]. S&o Paulo; 2010. [Tese
de Doutorado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o
Paulo].

Methotrexate (MTX) is the most frequently used drug for rheumatoid arthritis
treatment. The incidence of vascular disease in these patients is lower when
treated with MTX. However, few studies have been done using MTX for
atherosclerosis treatment. In previous studies, we showed that, after injection
into blood stream, a cholesterol-rich nanoparticle (LDE) binds to low density
lipoprotein receptors (LDLr) and concentrates in tissues with intense cell
proliferation such as atherosclerosis. LDE may thus carry drugs directed against
those tissues reducing the toxicity of chemotherapeutic agents. For stable
association with LDE, a lipophylic methotrexate derivative was used. The
purpose of this study was to test MTX associated to LDE (LDE-MTX) in rabbits
with atherosclerosis and investigate their anti-inflammatory effects on
inflammatory mediators. Atherosclerosis was induced in rabbits by cholesterol
rich diet during eight weeks. After 4 weeks from the introduction of the
atherogenic diet, 4 groups of 10 animals were treated with LDE-MTX (LDE-MTX
group), commercial MTX (commercial MTX Group), LDE (LDE control group)
and saline solulion (Saline control group). MTX dose in both preparations was
4mg/kg/week during 4 additional weeks. LDE-MTX group showed superior
tolerability with pronouncedly lesser hematologic toxicity in comparison to
commercial MTX  (p< 0.001). By morphometric analysis, both LDE-MTX and
commercial MTX treatment groups showed a pronounced reduction of lesion
area compared with Saline control group (66-76% respectively) (p<0.001). By
microscopy, intimal width at aortic arch and thoracic segments was reduced by
67% and 75% in LDE-MTX group compared to Saline control group,
respectively (p<0.05). Commercial MTX group showed a reduction of 81% and
92% at aortic arch and thoracic segments compared to Saline control group,
respectively (p<0.05). Presence of macrophages in intima layer at aortic arch
was reduced by 59% and 57% (p<0.001) in LDE-MTX and commercial MTX



groups while at thoracic segments was diminished by 37% and 38% (p=0.016)
compared to Saline control group, respectively. MMP-9 percentage was
diminished by 48% in both treated groups at aortic arch (p=0.0003) while at
thoracic segment, LDE-MTX and commercial MTX reduced by 54% and 66%
(p<0.0001) compared to Saline control group, respectively. Furthermore, MMP-
9 percentage also diminished at abdominal segment in LDE-MTX group (68%)
and commercial MTX (70%) when compared to Saline control group (p=0,016).
When compared to LDE control group, both treated groups had similar
percentage reduction in all morphometric analysis. In vivo studies, the
expression of 5 inflammatory genes was downregulated (TNF-a, MCP-1, IL-18,
IL-18 and MMP-12) and 1 was upregulated (IL-10) when rabbits with induced
atherosclerosis were treated with LDE-MTX. Besides, 5 inflammatory genes
were downregulated (TNF-a, VAP-1, IL-18, CXCL2 e TLR2) and 1 was
upregulated (TGF-B1) when human endothelial cell line (HUVEC) was treated
with both MTX preparations. Therefore, MTX can be an effective drug for
atherosclerosis treatment and associated to LDE, side effects of this

chemotherapeutic agent can be minimized.
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