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RESUMO

A cicatrizacao de feridas em pele € um processo bioldégico complexo e dindmico, que envolve
eventos como inflamacao, proliferagdo, e remodelamento. Estudos recentes mostraram que
estatinas, por meio de efeitos pleiotropicos independentes da agédo hipolipemiante, sdo novas
opcoes terapéuticas para tratamento de diferentes patologias por suas a¢des anti-inflamatérias,
antioxidantes, sobre vasodilatagdo, neoangiogénese e na reducdo da disfuncdo endotelial. O
objetivo deste estudo foi investigar a agéo da atorvastatina no reparo tecidual em lesées agudas
em animais saudaveis. Os animais foram distribuidos em quatro grupos: placebo (P);
atorvastatina topica (AT); atorvastatina oral (AO); atorvastatina topica e oral (ATO). Sob
anestesia, a lesdo na regido dorsal foi confeccionada com punch de 8mm. As les6es foram
fotografadas nos dias 0, 1, 3, 7, 10 e 14 pds-lesdo e amostras destas extraidas nos dias 1, 3, 7
e 14, para analise da expressao de proteinas PI3K, Akt, GSK-3, eNOS, VEGF, TGF-B, ERK, IL-
10, IL-1B, IL-6 e TNF-a. Na avaliacdo macroscépica, houve melhora significativa quanto a
reducdo das areas das lesdes nos grupos AT, AO e ATO em relacédo ao placebo. Na avaliacao
da expressdo de proteinas, no 1° dia houve aumento da expressdo PI3K, Akt, GSK-3, eNOS e
IL-10 nos grupos AT e AO, em relagdo ao placebo. No 3° dia, houve aumento da expressao das
proteinas PI3K, Akt, GSK-3 e IL-10 e no 7° dia, houve aumento da expressdo da PI3K, Akt,
GSK-3, IL-10, eNOS, VEGF e ERK em todos os grupos tratados com atorvastatina, em relacao
ao placebo. No 1°, 3° e 7°, houve reducéo na expressao das citocinas IL-6 e TNF-a em todos os
tratados em relagdo ao placebo. Concluimos que atorvastatina acelera o reparo tecidual em
modelo de lesGes agudas em ratos e modula a expressdo das proteinas nas vias de
crescimento celular e citocinas.

Descritores: Cicatrizacdo de Feridas; Enfermagem; Inibidores de Hidroximetilglutaril-CoA
Redutases

Linha de pesquisa: Processo de Cuidar em Saude e Enfermagem
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ABSTRACT

Wound healing in skin is a complex and dynamic biological process, involving events such as
inflammation, proliferation, and remodeling. Recent studies have shown that statins, through
pleiotropic effects independent of its lipid lowering action, are new therapeutic options for the
treatment of different diseases for their anti-inflammatory and antioxidant actions, on
vasodilation and neoangiogenesis and reduction of endothelial dysfunction. The aim of this study
was to investigate the effect of atorvastatin in tissue repair after acute injury in healthy animals.
The animals were divided into four groups: placebo (P); topical atorvastatin (AT); oral
atorvastatin (AO); topical and oral atorvastatin (ATO). Under anesthesia, a lesion in the dorsal
region in the animal was made with 8mm punch. The lesions were photographed on days 0, 1,
3, 7, 10 and 14 post-injury and the samples drawn on days 1, 3, 7 and 14 for protein expression
analysis of PI3K, Akt, GSK-3, eNOS VEGF, TGF-B, ERK, IL-10, IL-1B3, IL-6 and TNF-a. At
macroscopic examination, there was significant improvement in the reduction of the lesion areas
in groups AT, AO and ATO relative to placebo. Evaluating the expression of proteins on day 1,
there was an increased expression of PI3K, Akt, GSK-3, eNOS and IL-10 in AT and AO groups,
when compared to placebo. At day 3, there was increased expression of PI3K, Akt, GSK-3 and
IL-10 and in the day 7, there was increased expression of PI3K, Akt, GSK-3, IL-10, eNOS,
VEGF and ERK in all atorvastatin-treated groups versus placebo. In the days 1, 3 and 7, there
was a reduction in the expression of IL-6 and TNF-a in all atorvastatin-treated versus placebo.
We conclude that atorvastatin accelerates tissue repair in a model of acute lesions in rats and

modulates expressions of proteins in cell growth pathways and cytokines.

Keywords: Wound Healing; Nursing; Hydroxymethylglutaryl-CoA Reductase Inhibitors; Statins

Research line: Process of Care in Nursing and Health
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1 INTRODUGAO

O processo de cicatrizagcdo é complexo e regulado por mecanismos celulares e
bioquimicos que interagem entre si para restabelecer o tecido lesionado'. Este processo é
dividido em trés fases: inflamatéria, proliferativa e de remodelamento®. Estas fases n&o

ocorrem isoladamente, mas se sobrepdem entre si® %),

A coagulacao ocorre imediatamente apds o trauma e forma um ‘tampao’ hemostatico ou
crosta hemato-fibrinosa, constituido de plaquetas, fatores de crescimento, substancias

vasoativas, proteinas adesivas e proteases que desencadeiam as fases subsequentes® > .

Os leucocitos — polimorfonucleares e mondcitos — circulantes na corrente sanguinea
chegam ao sitio da lesdo e os mondcitos se convertem em macrofagos. Estes se subdividem
em duas populacdes, uma delas sob acao de citocinas pro-inflamatérias e a outra sob acao de
citocinas anti-inflamatérias® *. Os macréfagos também produzem fatores de crescimento e

(2,6)

citocinas' ” que atraem mais células para o sitio da leséo.

Para que as células entrem no tecido lesionado, ocorre a vasodilatacdo. Este fenébmeno
é ativado pela histamina'”, uma amina vasoativa produzida por mastécitos'”’ e pela serotonina e
bradicininas®. Os sinais caracteristicos de inflamagdo — dor, calor, rubor e edema sao

provocados pela acdo destas aminas vasoativas'" 9.

A fase inflamatéria é de extrema importancia para o reparo tecidual. E modulada por
moléculas da superfamilia do fator de crescimento transformante (TGF), em especial o TGF-
beta (TGF-B; TGF-B1; TGF-B2; TGF-p3)" > & 9 por quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias
como interleucina 1 (IL-1)""9 interleucina 6 (IL-6)!"", fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)® '?

(13

e pelo 6xido nitrico (NO)™®. O TGF-B é quimiotatico para neutréfilos e mondcitos, células

recrutadas para iniciar a resposta inflamatéria®.

18



Pelo estimulo destas moléculas, os macréfagos atuam primeiramente na fagocitose de

1, 2, 8, 14

microrganismos e particulas' ) e tardiamente participam na angiogénese, producdo de

281 Ja os mastécitos, além

colageno, formacdo de tecido de granulacdo® e reepitelizagéo'
de promoverem a vasodilatagdo, também auxiliam na atividade antimicrobiana dos macréfagos

e produzem TNF-a® 7).

Com o aumento das populacdes celulares e 0 consumo de oxigénio destas, ha areas de
hipéxia na lesdo. Algumas citocinas produzidas em condicdes de hipdxia sdo o TNF-a'™®, o fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF) e TGF-B" ™ '® sendo que estes dois fatores de

crescimento sdo produzidos por macréfagos apenas em situacéo de hipéxia®.

O TNF-a e o TGF- B estimulam a produgdo de VEGF e este ativa a produgdo de NO!"?.
A producéo e atividade do NO s@o mais destacadas na fase inflamatéria, com maior expressao
por volta do segundo dia de cicatrizagdo. Suas agbes principais sdo o estimulo para proliferagéo

e prevencao de apoptose em células endoteliais!”.

O TGF-B1 é ativado por NO e a produgao deste é suprimida em feedback negativo pelo
mesmo TGF-B1 que atua inibindo a enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS). Ao produzir
NO, a iINOS modula negativamente a atracdo de mondécitos para a ferida e a produgédo de duas
citocinas pro-inflamatoérias, a IL-1 e a IL-6, sendo que altas concentragdes de NO levam os

macréfagos a reduzir a producéo destas citocinas'”.

Deste modo, os macrofagos conduzem a transicdo da fase inflamatéria para a fase

1,3, 8

proliferatival” > ®. Eles expressam a iNOS, aumentando a producdo de NO que regula parte da

reepitelizacado, sintese de colageno, angiogénese e o fechamento da ferida. Concomitantemente
18)

a esta reducdo das citocinas pré-inflamatérias'™ '®, ha o aumento das citocinas anti-

inflamatérias, como a IL-10 e da atividade do TGF-B1"".
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Na fase proliferativa ocorre a neoangiogénese, producao de colageno pelos fibroblastos
e intensa migracéo celular'', especialmente de queratinécitos, que promovem a formacéo do
tecido de granulagdo e reepitelizacdo. Nesta fase, o VEGF é o principal regulador da

vasculogénese e angiogénese durante o desenvolvimento do tecido cicatricial® 2% 2", A

1:13.23 em queratinécitos e fibroblastos!™. Por volta

producéo de VEGF & estimulada por TNF-a
do terceiro dia de cicatrizagdo, o VEGF estimula o aumento do niumero de células endoteliais e
as estimula a produzir NO através da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS)!"?.

Sob estimulo de fatores de crescimento e de outros mediadores, as células endoteliais

(5,6, 9) e

do interior de capilares intactos nas margens da ferida passam a secretar colagenases
fator ativador do plasminogénio'”. Estas duas substancias permitem a migracdo das células
endoteliais em direcdo a regido da ferida, o que favorece a formacao do tecido de granulacéo,
ao abrir espacgo para os novos vasos que se formarao e, lentamente, o tecido de granulagéo é

3, 10, 20

enriquecido com mais fibras de colageno' ), 0 que permite & regido lesada a aparéncia de

cicatriz devido ao acumulo de massa fibrosa.

Por fim, tem-se a fase de remodelamento, responsavel pela reorganizacao e contragao
da ferida, com a substituicdo do tecido de granulacdo por tecido conjuntivo denso e
recomposicao celular da epiderme®®. O balango entre contracéo e reepitelizagdo é dependente
dos queratinécitos e esta relacionado a profundidade, localizacdo da ferida e presenca de

infecgao'® 2324,

1.1 Estatinas e a cicatrizacao da pele

As estatinas sdo agentes hipolipemiantes, que exercem os seus efeitos através da
inibicdo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutarii CoA redutase (HMG-CoA redutase), enzima

fundamental na sintese do colesterol, levando a uma reducdo do colesterol tecidual e um

20



consequente aumento na expressdo dos receptores LDL®. Exercem efeitos independentes da
diminuicéo do colesterol sérico, conhecidos como pleiotropicos®.
Estes efeitos incluem acdo reguladora na funcdo endotelial®® 27, aumento da

28, 29

estabilidade em placas ateroscleréticas®®, diminuicao do estresse oxidativo®® 2, da inflamagéo

26, 30, 31

e da resposta trombogeénica' ). As estatinas possuem também efeitos extra-hepaticos

32, 33)

benéficos no sistema imune' e sistema nervoso central®. Muitos destes efeitos

pleiotrépicos sdo mediados pela inibicdo de isoprendides, os quais servem como ligantes

lipidicos para moléculas envolvidas em processos de sinalizacdo celular® 2639,

A farmacocinética e a permeabilidade tecidual das estatinas s&o diferentes®®, podendo
dividir-se em grupos, as estatinas lipofilicas como a sinvastatina e atorvastatina, e as
hidrofilicas, pravastatina e rosuvastatina. Em estudos recentes, as estatinas tém sido utilizadas

para tratar grande variedade de desordens dermatoldgicas, como urticaria, psoriase, acne®”.

Os diversos grupos de estatinas apresentam diferentes potenciais para a inibicdo da
enzima HMG-CoA redutase em outras células que nao apenas hepatécitos, sendo que estatinas
lipofilicas tém maior facilidade em penetrar as células vasculares do que as estatinas
hidrofilicas®®. A diferente permeabilidade tecidual, associada a um metabolismo especifico,
influencia em alguns dos efeitos periféricos das estatinas®®, ainda que estas possam ter efeitos

pleiotropicos idénticos.

Ao inibirem a sintese de acido mevaldénico as estatinas reduzem a sintese de
isoprendides como o farnesil-pirofosfato (FPP) e o geranilgeranil-pirofosfato (GGPP),
intermediarios na cascata de reagbes que resulta na formacdo de colesterol. Estes dois
isoprendides promovem a isoprenilacao de proteinas com ligacées lipofilicas e a sua ativacao

na membrana celular®® 39,
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Duas das familias de proteinas que necessitam desta isoprenilacdo para funcionarem
adequadamente sdo Ras e Rho, que sdo pequenas proteinas G, chamadas GTPases. Esta
classe de proteinas estd envolvida na transmissdo de sinais celulares alterando-as de um
estado inativo, quando ligadas a uma guanosina difosfato (GDP), para um estado ativo, quando

ligadas a uma guanosina trifosfato (GTP).

As estatinas, ao inibirem a isoprenilacao das proteinas Ras e Rho levam a inativacao e a
acumulo destas proteinas no citoplasma, e estas alteragdes contribuem para alguns dos efeitos

(3241 Exemplos de

pleiotrépicos destes medicamentos”, como a modulacdo do sistema imune
atuacdo no sistema imune: inibem migracdo e adesao de mondécitos, possuem propriedades
anti-inflamatérias, com producéo de citocinas anti-inflamatérias*?’ e supresséo de citocinas pro-
inflamatérias“!.

O funcionamento das GTPases permite a regulagéo de diferentes processos celulares

imprescindiveis a cicatrizacgo®® %

, como o crescimento, morfogénese, migracado e cinética
celulares, por meio da proteina quinase ativada por mitogenos (MAPK) e da proteina quinase

regulada por sinais extracelulares (ERK) também estudada com p44/p42 MAPK ou ERK 1,243

As estatinas também atuam na funcdo endotelial por mecanismos dependentes e
independentes do colesterol. O mecanismo dependente do colesterol resulta na diminuigcao
deste na corrente sanguinea, melhorando a atividade vasomotora endotélio-dependente®®. Por
outro lado, estudos tém demonstrado que as estatinas melhoram a funcado endotelial antes

mesmo de haver uma diminuicéo significativa do colesterol sérico™* *),

Estes efeitos sobre a fungdo endotelial tém sido relacionados com o aumento do NO™“®

27, 48)

*) por meio da fosforilagdo da eNOS! nas células endoteliais, que ocorre por diversos

mecanismos, entre eles, a ativacdo da proteina serina-treonina quinase Akt*® pela via de
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(49, 50)

sinalizacdo da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) , que é essencial a cicatrizacdo ao

promover a sobrevivéncia celular®>°".

O efeito das estatinas sobre a Akt parece ser especifico das células endoteliais, uma vez
que ndo se verifica a ativagdo da Akt nas células musculares lisas cardiacas®”. Apesar de
doses elevadas de estatinas promoverem o aumento de NO, estudos em animais revelaram
que estatinas em dose elevadas inibem a isoprenilagdo de outras proteinas tendo efeitos

téxicos sobre as células endoteliais e inibindo a angiogénese™*® %2 %3,

Estudos também demonstram que as estatinas podem estar vinculadas ao aumento das
células endoteliais progenitoras (EPC), através da via PI3K/Akt (Figura A1), aumentam a
mobilizac&o, proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia das EPC que provém da medula 6ssea®

.55 A eNOS fosforilada pela Akt promove a migracdo de EPC induzidas pelo VEGF®% %57

Estas células aumentam a neovascularizagdo induzida pela isquemia, aceleram a
reendotelizacdo dos vasos apés lesdo e melhoram a fungao cardiaca apo6s a isquemia. A via
PI3K/Akt promove a sobrevivéncia de células endoteliais"® e sintese de proteinas, além da
migracdo celular e formagao da estrutura capilar para promover a angiogénese®®. A Akt tem a
capacidade de fosforilar proteinas (Figura A2) que regulam a proliferagéo celular®”, a sintese

proteica®, sintese lipidica® e a sintese de glicogénio®' 2.

A enzima glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3) é uma enzima multifuncional e é
fosforilada pela Akt“?. A fosforilacdo em residuos de serina inativa a GSK-3 em suas
subunidades a e B. A inibicao desta enzima em macrofagos promove aumento de IL-10 e reduz
a expressao de citocinas proé-inflamatérias como o TNF-a e IL-6 nos mondcitos em seres

humanos®©%,

Em tecido neural e em macréfagos, detectou-se que a produgéao de NO é dependente da

GSK-3®Y. E h4 crosstalk entre as vias de sinalizagao PI3K/Akt/GSK-3 e Ras/ERK®®. Exemplos
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disso sdo: a quimiotaxia fagocitica®, a fosforilagao inibitéria da GSK-3 por meio da ERK
ativada pelo TGF-B1, promovendo a conversédo de fibroblastos em miofibroblastos no tecido
pulmonar®). As estatinas, ao regular as atividades destas proteinas, podem atuar na
modulagédo do sistema imune, sobre as citocinas e populacdes celulares, promovendo melhor

reparo da leséo.
1.2 A Atorvastatina

E uma estatina sintética, classificada como estatina de segunda geragdo, bastante
lipofilica, de alta ligagdo com proteina, meia-vida longa de até 36h e com metabdlitos ativos. E

48 %8 Algumas

metabolizada pelo citocromo P450, sendo 90% da metabolizacdo no figado'
destas propriedades permitem o uso da atorvastatina para o tratamento de afeccbes
dermatolégicas e de feridas. O uso de atorvastatina em doses baixas ativa as proteinas PI3K, a
Akt e a Ras, estabilizam o RNA mensageiro (MBRNA) da eNOS e atuam de modo

proangiogénico. Porém, em altas doses, a estatina pode ser antiangiogé&nica®">®.

O efeito anti-inflamatério®® est4 entre seus efeitos mais promissores para a cicatrizacao,
com a inibicdo da producdo de células T, inducdo de apoptose e de proliferagdo celular®® e
conversdo do perfil celular para expresséo de citocinas®®. Deste modo, h4 maior producéo de
citocinas anti-inflamatérias como a IL-4 e IL-10“?, supressao de citocinas pré-inflamatérias (IL-
6, TNF-a) e de vias de sinalizagéo intracelulares especificas, como a inibicdo na via da Rho,

que aumenta a expressao da iNOS, a producéo de NO e a vasodilatacdo®.

Considerando os aspectos acima levantados, este estudo tem o objetivo de investigar o
possivel beneficio do tratamento oral e tdpico da atorvastatina em um modelo murino com

lesbes cutaneas.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o tratamento com atorvastatina oral, topico e combinado (tépico + oral) em
lesbes cuténeas de ratos.

Investigar a acdo da atorvastatina:

- na via de sobrevivéncia celular, por meio da expressao das proteinas PI3K (p110), Akt

e GSK-3

- na via de crescimento celular e da angiogénese, por meio da expressao das proteinas

MAPK/ERK 1,2, TGF- B, eNOS e VEGF

- na expressdo de citocinas IL-10, IL-1B, IL-6 e TNF-a durante o processo de

cicatrizagao.
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3 MATERIAIS

3.1 Reagentes e anticorpos

Os reagentes e aparelhos para eletroforese em gel de dodecil sulfato de sdédio,
poliacrilamida e membrana de nitrocelulose (SDS-PAGE) foram da Bio-Rad (Richmond, CA,
USA). Metanohidroximetilamina (TRIS), fenilmetilsulfonilfluoreto (PSMF), aprotinina, ditiotreitol

(DTT) e demais reagentes utilizados foram da Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA).

Os anticorpos utilizados foram: anti-PI3K p110, anti-p-Akt policlonais, anti-p-ERK 1,2,
anti-eNOS/NOS3, anti-VEGF, anti-TNF-a e anti-IL-1B da Santa Cruz Technology (Santa Cruz,
CA, USA); anti-p-GSK-3a/B policlonais e anti-TGF-B, da Cell Signaling Technology (Beverly,

MA, USA) e anti-IL-6 e anti-IL10, da Abcam (Cambridge, UK).

3.2 Solugdes utilizadas nos experimentos

e Tampéo para extrato total

Utilizado na extracao total de tecidos. Contém: TRIS base 100mM, EDTA 10mM, dodecil
sulfato de sédio (SDS) 10%, pirofosfato de soédio (NasP.O;)10mM, fluoreto de so6dio (NaF)

100mM, ortovanadato de sédio (NasVO,) 10mM, agua deionizada.
e Tampéao de Laemmli

Para estocar o material extraido e para aplicagcdo no gel de poliacrilamida. Contém: Azul

de bromofenol 0,1%, fosfato de sédio 1M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10% e agua deionizada
e Solucdo tampao para eletroforese em gel (SDS-PAGE)
Utilizada para a realizagéo da eletroforese das proteinas extraidas no gel SDS-PAGE. A

solucao foi diluida em 1:4. Contém: TRIS base 0,2M, glicina 1,52M, EDTA 7,18M e SDS 0,4%.

28



e Solucao tampao para transferéncia

Utilizada para a transferéncia das proteinas separadas no SDS-PAGE para a membrana
de nitrocelulose. Contém: TRIS base 25mM, glicina 129mM, Metanol 20% e SDS 0,02% para

facilitar a eluicdo de proteinas de alto peso molecular. Estocada a 4°C.
e Solucao tampao para SDS-PAGE, gel de resolucao ("resolving")

Utilizada para o preparo do SDS-PAGE, gel de resolugcdo. E um tampdo composto de:

EDTA 4mM, SDS 2% e TRIS base 0,75M. O pH da solug¢ao ajustado com &cido cloridrico.
e Solucao tampao para SDS-PAGE, gel de empilhamento ("stacking")

Utilizada no preparo do SDS-PAGE, gel de empilhamento das proteinas. Contém: EDTA

4mM, SDS 2% e TRIS base 50mM. O pH foi ajustado para 6,7 com acido fosforico.
e Solucao basal

Solugdo basica utilizada para o manuseio da membrana de nitrocelulose apoés

transferéncia das proteinas, com cloreto de s6dio 0,12M, TRIS base 0,01M, Tween 20 0,05%.
e Solucao bloqueadora

Utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose logo apés a transferéncia. Contém:

solucao de leite em p6 desnatado 5% (Molico®).

e Solucao para anticorpos

Solugédo em que se diluem os anticorpos especificos. Contém: 0,3% de soro albumina

bovino (BSA) e azida sédica 0,02% diluidos em solugéo basal.
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e Solucao de atorvastatina

Para a diluigdo da atorvastatina em pd: o preparo da solugdo para tratamento oral, por
gavagem, foi feito com a proporcéao de 0,1 mL de Etanol absoluto para 9,9mL de solugao salina
0,9%. Em 10mL de solugao, diluiu-se 200mg de atorvastatina, para que cada animal recebesse

6,0 mg em 0,3mL".
e Creme com atorvastatina a 5%

Para aplicacao topica de atorvastatina, utilizamos a base de creme idéntica ao creme
usado no tratamento placebo, e adicionamos 5g de atorvastatina em pd importada do

laboratério Dr. Reddy’s®, India, para cada 100g de creme.

3.3 Animais

Ratos Wistar machos foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacao
Biolégica na Area de Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) da Unicamp com trés
semanas de idade. Os animais ragdao comercial (Nuvilab CR-1, da Nuvital) e 4gua ad libitum e
foram mantidos em caixas individuais sob condicdo padronizada de iluminagéo (ciclo de 12

horas claro/escuro) e temperatura de 22 + 2°C.
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4 METODOS

4.1 Procedimentos com animais

A anestesia para os procedimentos com os animais foi realizada com a mistura de
cloridrato de Cetamina (Ketalar, Parke-Davis, Brasil) e Cloridrato de Xilasina (Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Brasil), na proporcao de 80mg de cloridrato de cetamina para 8mg

de xilasina, e a dose aplicada foi de 0,2 mL da mistura/100g de peso corporal do animal.

Com oito semanas de idade e peso médio de 250g, os animais foram submetidos a
excisao de pele, com punch de 8mm de formato circular, na linha mediana na regido dorsal.
Cada animal recebeu a seguir do procedimento da ferida 60 mg.Kg™ de dipirona sédica oral".
Estudos que avaliaram a dor no pdés-operatério demonstraram que os ratos que receberam
analgésico nesta fase apresentaram reducao do quadro de dor e desconforto, recuperagdo mais

rapida e aumento na ingestao de comida".

Durante o experimento, os animais foram mantidos acondicionados em caixas
individuais, com racdo e agua ad libitum e a cada 250 ml de agua, trocada diariamente,

continha 25mg de dipirona sédica. Eles foram divididos em quatro grupos experimentais:
Grupo P: tratamento oral placebo e creme tépico placebo.
Grupo AT: tratamento oral placebo e creme topico com atorvastatina.
Grupo AO: tratamento oral com atorvastatina e creme topico placebo.
Grupo ATO: tratamento oral com atorvastatina e creme tépico com atorvastatina

O tratamento oral, com solucdo de atorvastatina, foi realizado através do método de

gavagem, dose de 6,0 mg de atorvastatina/kg de peso do animal/dia. O tratamento tépico feito
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com o creme com atorvastatina 5% em quantidade suficiente para cobrir inteiramente a

ferida. Ambos os tratamentos foram mantidos até o dia da extracao dos tecidos.

Diariamente, foi realizada a limpeza da lesdo com soro fisiolégico 0,9% e estas foram
cobertas com creme enriquecido de atorvastatina ou seu placebo em quantidade suficiente para

que cubra totalmente a lesdo e nenhuma outra cobertura foi utilizada.

Para o acompanhamento do processo de cicatrizagdo: as lesdes foram fotografadas com
méaquina digital da marca Sony CyberShot® W510 de 12.1 megapixels, nos dias 0, 1, 3, 7, 10,
14. As medidas de area das lesGes foram feitas digitalmente, com auxilio do software ImagedJ,
versdo 1.45, do National Institute of Health (NIH, USA). A férmula abaixo foi utilizada para

calcular a taxa de regressao das feridas a partir das areas obtidas com as fotos.

Area da ferida (dia x)
x 100

Area da ferida (dia 0)

Nos procedimentos de extragéo, os ratos foram anestesiados com a mistura de cetamina
e xilasina. A ferida circular ou a cicatriz era retirada com margem de 2 a 3 mm de borda da
lesdo. Os animais foram sacrificados com uma sobrecarga da mistura de anestésicos, na

dosagem de 0,6 mg/100g de peso do animal.

4.2 Immunoblotting

A eletroforese foi efetuada em cuba de minigel Mini-PROTEAN® Il Cell da Bio Rad, com
solucdo tampao para eletroforese previamente diluida. Aas proteinas separadas no SDS-PAGE

foram transferidas para membrana de nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de
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eletrotransferéncia do minigel da BioRad. A ligacdo dos anticorpos a proteinas nao-especificas
foi reduzida por pré-incubagado da membrana solugéo bloqueadora de leite desnatado por duas
horas a temperatura ambiente, e depois lavadas em solugdo basal por trés sessdes de dez

minutos para subseqlente incubagdao com anticorpo especifico.

A incubacgéao foi feita durante a noite, a 4°C por 16 horas, sob agitacdo constante e,
novamente, as membranas foram lavadas com solucdo basal em quatro sessdes de dez

minutos. As membranas foram incubadas com anticorpo secundario ligado a peroxidase.

A seguir, as membranas foram submetidas a solucdo de quimioluminescéncia
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Pierce, USA), por cerca de trés minutos,
sob agitacdo manual constante, e posteriormente, foram expostas ao filme de RX (Eastman
Kodak, Rochester, NY, USA) com uso de intensificador (Cronex Lightning Plus intensifying
screens — DuPont, Washington, USA) por cerca de vinte minutos. Apds a primeira revelagao,
dependendo da qualidade da imagem obtida, novas exposicoes ao filme de RX foram
realizadas em intervalos de tempos maiores e menores do que o primeiro. Uma vez
identificadas as bandas das auto-radiografias, procedeu-se a leitura por densitometria Optica,

quantificando suas &reas, utilizando-se o software UN-SCAN-IT®.

4.3 Analise estatistica dos resultados

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média, sendo indicado o
namero de amostras independentes. Para andlise estatistica, utilizou-se o software GraphPad
Prism®. Os grupos foram comparados utilizando One-way ANOVA com o pés-teste Tukey. O

nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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4.4 Aspectos éticos

A qualificacdo da equipe que forneceu abrigo e alimentacado, realizou procedimentos
experimentais, cuidados perioperatérios, tratamento, analgesia e destino dos animais apés o fim
dos experimentos seguem as diretrizes estabelecidas pelo Comité de Etica no Uso de Animais

do Instituto de Biologia da Unicamp, protocolo de aprovagao nimero 2584-1. (Figura A3)
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5 RESULTADOS

5.1 Planimetria

Na avaliagdo macroscopica foi realizado o acompanhamento das lesdes por meio de
fotografias. Nas Figura 1 e Figura 1a, apresentamos a visdo macroscopica da regressao das

lesbes. A area total da ferida no dia 0 foi representada como 100%.

Houve diferenga estatistica (p<0,001) do placebo para os trés grupos tratados com
atorvastatina nos dias 1, 3, 7 e 10. No 14° Dia, porém, houve diferenca estatistica apenas entre
o grupo placebo e o grupo AO, sendo que as menores areas de feridas dentre os tratados foram

observadas no grupo AO.
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Figura 1 Fotografias representativas das feridas nos dias 0, 1, 3, 7, 10 e 14. Grupos:
placebo (P); animais tratados com atorvastatina via oral (AO) ; tépica (AT); combinado (oral +
tépica) ATO. Escala de 10 mm
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Figura 1a Percentagem da area ferida (dia x) / area inicial (dia 0) x 100; areas calculadas no Imaged. Os valores representados
em meédias £ EPM, n = 17-25; [*] p<0,05 vs P. One-way ANOVA, pés-teste Tukey.
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5.2 Atorvastatina na expressao das proteinas PI3K, Akt e GSK-3

Amostras de tecidos das lesdes dos animais que receberam o tratamento placebo ou
com atorvastatina foram processadas pelo método de Western Blot para investigagao das

proteinas PI3K, Akt e GSK-3.

Observou-se maior expressao da proteina PI3K (Figura 2) em sua fragéao catalitica p110
para os grupos AT e AO no 19, 32 e 7° dias. No 12 dia, o grupo ATO tem menor expressao da
PIBK em relacdo ao placebo e maior que o placebo no 3° e 72 dias (p<0,05). No 142 dia, nao

houve diferenca entre os grupos.

A fosforilagdo das proteinas Akt (Figura 3) e GSK-3 (Figura 4) foram maiores nos grupos
AT e AO no 19, 32 e 72 dias em relacao ao placebo, seguindo a cascata de sinalizacao da PI3K.
Ocorreu menor expressao de ambas no grupo ATO no 1° dia apéds lesédo, porém nos dias 3 e 7
apresentou-se maior que no grupo placebo. No 142 dia, a fosforilacdo foi semelhante entre os

grupos.
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Figura 2 Expressao da PI3K nos dias 12, 3%, 72 e 142 do reparo tecidual. Blots representativos mostram a expressao da PI3K. A
intensidade da banda da proteina foi normalizada como B-actina. Teste One-way ANOVA, pés-teste Tukey. Os dados estédo
representados em média + EPM, (n=6). Nivel de significancia p<0,05 para [*] AT ou AO ou ATO vs P; [J] AT vs AO e ATO; [#] AO vs

AT e ATO; [&] ATO vs AT e AO
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Figura 3 Fosforilacao da Akt nos dias 12, 32, 72 e 142 do reparo tecidual. Blots representativos mostram a fosforilagao da Akt. A
intensidade da banda da proteina foi normalizada com B-actina. Teste One-way ANOVA, pos-teste Tukey. Os dados estdo
representados em média + EPM, (n=6). Nivel de significancia p<0,05 para [*] AT ou AO ou ATO vs P; [(] AT vs AO e ATO,; [#] AO vs
AT e ATO; [&] ATO vs AT e AO
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Figura 4 Fosforilacao da GSK-3 nos dias 12, 3%, 72 e 142 do reparo tecidual. Blots representativos mostram a fosforilagdo da GSK-
3. A intensidade da banda da proteina foi normalizada com B-actina. Teste One-way ANOVA, pos-teste Tukey. Os dados estao
representados em média + EPM, (n=6). Nivel de significancia p<0,05 para [*] AT ou AO ou ATO vs P; [O] AT vs AO e ATO,; [#] AO vs
AT e ATO; [&] ATO vs AT e AO.
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5.3 Atorvastatina na expressao das proteinas ERK 1,2, VEGF, eNOS e TGF-

Nos dias 1, 3 e 7, o grupo AT e AO apresentaram maior fosforilagdo do ERK que no
grupo placebo. A fosforilagdo da ERK (Figura 5) mostrou-se menor no grupo ATO nos dias 1 e 3
em relagao aos demais, porém 72 dia ocorre reversao do grau de fosforilagao do ERK no grupo
ATO, com os grupos tratados apresentando maior expressao da ERK fosforilada em relagéo ao
placebo. Com 14 dias de seguimento, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos quanto a

fosforilagdo da ERK.

Na avaliacdo da expressdo do VEGF observou-se que os tratamentos AT, AO e ATO
nao foram capazes de alterar a expressdo deste fator de crescimento no 12 e 3° quando
comparado ao grupo placebo. No 7° dia de tratamento observa-se maior expressao do VEGF
para os tratados com atorvastatina em relagéo ao grupo placebo. Com 14 dias de seguimento

nao houve diferenca na expressao do VEGF em relacao ao grupo placebo. (Figura 6)

Quanto a eNOS (Figura 7) observa-se que no 1°, 3% e 7° dias apds o tratamento a
expressao desta proteina foi maior nos grupos AT e AO em relacao ao grupo placebo (p<0,05).
O grupo que recebeu o tratamento combinado (oral+ tépico) apresentou menor expressao da
eNOS nos dias 1 e 3 em relagdo ao demais grupos. Com sete dias de tratamento o grupo
combinado apresentou melhora na expressao do eNOS, aproximando-se dos grupos AT e AO.
No 142 dia, os grupos que receberam tratamento com atorvastatina ndo apresentaram diferenca

em relagdo ao grupo placebo.

A expressao do TGF-B em relagéo ao placebo foi maior nos grupos de tratamento topico
AT e ATO no dia 1 e apenas no grupo AO no dia 3. No dia 7, foi maior no grupo AT e menor no
grupo ATO e no 14° dia foram semelhante ao placebo no grupo AT e menor que o placebo nos

grupos AO e ATO. (Figura 8)
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Figura 5 Fosforilacao da ERK nos dias 19, 32, 72 e 142 do reparo tecidual. Blots representativos mostram a fosforilacdo da ERK. A
intensidade da banda da proteina foi normalizada com B-actina. Teste One-way ANOVA, pés-teste Tukey. Os dados estdo
representados em média + EPM, (n=6). Nivel de significancia p<0,05 para [*] AT ou AO ou ATO vs P; [y] AT vs AO e ATO; [#] AO vs
AT e ATO; [&] ATO vs AT e AO
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Figura 6 Expressao do VEGF nos dias 12, 32, 72 e 142 do reparo tecidual. Blots representativos mostram a expressao do VEGF. A
intensidade da banda da proteina foi normalizada com f-actina. Teste One-way ANOVA, poés-teste Tukey. Os dados estédo
representados em média £ EPM, (n=6). Nivel de significancia p<0,05 para [*] AT ou AO ou ATO vs P; [y] AT vs AO e ATO; [#] AO vs
AT e ATO; [&] ATO vs AT e AO
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Figura 7 Expressao da eNOS nos dias 12, 32, 72 e 142 do reparo tecidual. Blots representativos mostram a expressao da eNOS. A
intensidade da banda da proteina foi normalizada com f-actina. Teste One-way ANOVA, poés-teste Tukey. Os dados estédo
representados em média £ EPM, (n=6). Nivel de significancia p<0,05 para [*] AT ou AO ou ATO vs P; [y] AT vs AO e ATO; [#] AO vs
AT e ATO; [&] ATO vs AT e AO.
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Figura 8 Expressao do TGF-B nos dias 12, 3%, 72 e 142 do reparo tecidual. Blots representativos mostram a expressao do TGF-(.
A intensidade da banda da proteina foi normalizada com B-actina. Teste One-way ANOVA, pés-teste Tukey. Os dados estdo
representados em média + EPM, (n=6). Nivel de significancia p<0,05 para [*] AT ou AO ou ATO vs P; [y] AT vs AO e ATO; [#] AO vs
AT e ATO; [&] ATO vs AT e AO.
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5.4 Atorvastatina na expresséo das citocinas IL-183, IL-6, TNF-a e IL-10

No 1° dia ap6s a lesdo observa-se menor expressao da IL-1B (Figura 9) para os grupos
AO e ATO em relagao ao placebo, No grupo de tratamento AT ndo houve diferenga em relagao
ao grupo placebo. A expressdo desta citocina foi menor no 3° dia para os grupos que
receberam atorvastatina. Entretanto, no 7° dia apds tratamento ocorreu menor expressao para
os grupos AT e AO (p<0,05) e ndo se observou diferencga significativa no grupo ATO em relagéao

placebo.

Observou-se menor expressao da IL-6 (Figura 10) para os grupos com tratamento AT,

AO e ATO em relagéo ao controle no 12, 32 e 72 dia apéds o tratamento (p<0,05)

A menor expressdao da TNF-a (Figura 11) foi observada em todos os grupos que
receberam os tratamentos com atorvastatina em relacdo ao placebo nos trés periodos
quantificados (p<0,05), sendo que, no primeiro dia, a menor quantidade do TNF-a foi

encontrado no grupo ATO.

Na quantificacdo da expressao da IL-10 foram analisados 12, 3° e 7° dias de tratamento
com atorvastatina (Figura 12). Nestes periodos estudados houve maior expressao desta

citocina para todos os tratamentos em relagéo ao placebo (p<0,05).
No 14° Dia, nao foi detectada a expressao das citocinas IL-183, IL-6, TNF-a e IL-10.

A avaliagdo qualitativa das expressdes das proteinas estudadas no trabalho foram

resumidas no Quadro 1.
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Figura 9 Expressao da IL-18 nos dias 12, 32, 72 e 142 do reparo tecidual. Blots representativos mostram a expressao da IL-1B. A
intensidade da banda da proteina foi normalizada com f-actina. Teste One-way ANOVA, poés-teste Tukey. Os dados estédo
representados em média £ EPM, (n=6). Nivel de significancia p<0,05 para [*] AT ou AO ou ATO vs P; [y] AT vs AO e ATO; [#] AO vs
AT e ATO; [&] ATO vs AT e AO.
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Figura 10 Expressao da IL-6 nos dias 12, 32, 72 e 142 do reparo tecidual. Blots representativos mostram a expressao da IL-6. A
intensidade da banda da proteina foi normalizada com B-actina. Teste One-way ANOVA, pés-teste Tukey. Os dados estdo
representados em média £ EPM, (n=6). Nivel de significancia p<0,05 para [*] AT ou AO ou ATO vs P; [y] AT vs AO e ATO; [#] AO vs
AT e ATO; [&] ATO vs AT e AO.
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Figura 11 Expressao da TNF-a nos dias 12, 32, 72 e 142 do reparo tecidual. Blots representativos mostram a expressao do TNF-a.
A intensidade da banda da proteina foi normalizada com B-actina. Teste One-way ANOVA, pos-teste Tukey. Os dados estao
representados em média £ EPM, (n=6). Nivel de significancia p<0,05 para [*] AT ou AO ou ATO vs P; [y] AT vs AO e ATO; [#] AO vs

AT e ATO; [&] ATO vs AT e AO.

52



IL-10 ©

—— — . ED— - = = 10
59 RGPPSR $ Gwe oew e oe® p-actina

ar
B AT

[ AO
B ATO

arbitrary units

time (days)

Figura 12 Expressao da IL-10 nos dias 1, 3 e 7 do reparo tecidual. Blots representativos mostram a expressédo da IL-10. A
intensidade da banda da proteina foi normalizada com B-actina.Teste One-way ANOVA, pos-teste Tukey. Dados representados em
média + EPM, (n=6). Nivel de significancia p<0,05 para [*] AT ou AO ou ATO vs P.
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Quadro 1: Expressao das proteinas avaliadas neste trabalho. As expressdes estdo subdivididas por dias 1, 3, 7 e 14 e por
proteina, sendo [ - ] niveis de expressao sem diferenga estatistica entre os grupos, p<0,05 e [ N] néo foi detectada expressao.

1° dia PI3K p-Akt | p-GSK-3| eNOS | p-ERK | VEGF | TGF-B IL-10 IL-1B IL-6 TNF-a
P - - - - - - - - - - -
AT qN T T T T - T T - N2 N2
AO T T T T T - - T ¥ N2 N2
ATO N2 N2 N2 N2 N2 - T T ¥ N2 N2
3° dia PI3K AKT | p-GSK-3| eNOS | p-ERK | VEGF | TGF-B IL-10 IL-1B IL-6 TNF-a
P - - - - - - - - - - -
AT 0 0 0 0 0 - - 0 J J J
AO 0 0 0 0 0 - 0 0 N5 N5 N5
ATO 0 0 0 g g - - 0 N5 N5 N5
7° dia PI3K AKT | p-GSK-3| eNOS | p-ERK | VEGF | TGF-B IL-10 IL-1B IL-6 TNF-a
P - - - - - - - - - - -
AT N T T T T T T T + + +
AO N T T T T T - T + + +
ATO 0 0 0 0 0 0 5 0 - J J
14° dia PI3K AKT | p-GSK-3| eNOS | p-ERK | VEGF | TGF-B IL-10 IL-1B IL-6 TNF-a
= - - - - - - - N N N N
AT - - - - - - - N N N N
AO - - - - - - ¥ N N N N
ATO - - - - - - ¥ N N N N
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6 DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado para avaliar o efeito do tratamento oral, tépico e
combinado (oral e topico) com atorvastatina no reparo cicatricial de feridas de ratos Wistar. As
estatinas possuem propriedades chamadas de pleiotropicas, que sdo mediadas pela inibicdo da

25, 26, 35)

sintese de isoprendides, envolvidas em processos de sinalizagéo celular! .

Estudos anteriores'* ™

investigaram a acdo da sinvastatina em lesbes de animais e
constataram melhora significativa nos grupos tratados com a estatina, observada na avaliagéo
histolégica das les6es, com aumento do processo de reepitelizacdo, diminuicdo na formagao de

granulomas e do infiltrado inflamatério.

Embora pesquisas tenham demonstrado os beneficios dos efeitos pleiotrépicos das
estatinas em lesdes de animais saudaveis e também em diabéticos, o0 mecanismo pelo qual as
estatinas exercem este efeito ndo esta completamente elucidado, mas tende a ser um processo

independente da via de formagao do colesterol®.

Observamos o aumento da expressao das proteinas PIBK e eNOS com o uso oral e
tépico da atorvastatina, além do aumento na fosforilagdo das proteinas Akt, ERK e GSK-3 q,,
na fase inflamatéria e proliferativa, entre o 1° e o 7° dia de tratamento. A maior expressao de

proteinas da via PI3K/Akt em tecido cicatricial foi demostrada com o uso tépico de insulina”.

Pesquisa revelou que administracdo de atorvastatina protegeu o coragdo de
camundongos de lesdo letal induzida pela reperfuséo, por meio da fosforilagdo de multiplas
vias, envolvendo ndo somente a via PISK/Akt, mas também p44/42 MAPK (ERK 1,2) e p38
MAPK“_ Em outro estudo, a sinvastatina foi capaz de modular a liberacdo do VEGF das
células vasculares de musculatura lisa atuando na via da ERK 1,2®". A via da Ras/ERK 1,2,
quando ativada, atua de modo anti-inflamatério na pele ao suprimir a expressao de citocinas

pro-inflamatérias”® e estimular a producéo de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10"®).
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Trabalho mostrou que a expressdao do VEGF induzida pelo uso de atorvastatina em
cardiomidcitos foi modulada pela ativacdo da ERK 1,2 e da p38 MAPK. Ao fosforilar a p38
MAPK, a atorvastatina aumentou a expressao do VEGF, enquanto ao fosforilar a ERK 1,2, fez a
contra-regulagao, diminuindo os niveis de VEGF""). Nossos resultados também mostraram que,
com o aumento na fosforilagdo da ERK 1,2 nos grupos tratados com atorvastatina, houve
modulagéo dos niveis de VEGF no 1 e 3° dias.

Produzido em queratinécitos, o VEGF é uma das mais potentes citocinas

angiogénicas''®

e esta associado a uma variedade de eventos neovasculares fisiolégicos e
patoldgicos, tais como o desenvolvimento embriogénico, crescimento tumoral e reparo

tecidual’®.

Estudo com animais diabéticos tratados com sinvastatina intraperitonial apresentou
rapida cicatrizagao da ferida mediada por um cross-talk entre NO e VEGF; a ativagédo desta via
levou ao restabelecimento do processo de angiogénese e consequente aumento da

cicatrizagao®®.

Lesdes de animais diabéticos tratadas com sinvastatina tépica tiveram beneficios no
reparo tecidual, aumento significativo da angiogénese, linfangiogenese e da infiltracao de

macrofagos em relagdo aos animais tratados com placebo, sugerindo agcao da estatina sobre o

79)

VEGF liberado pelos macréfagos®. E provavel que haja ligagdo entre as estatinas e Akt,

participando de processos proangiogénicos nas células endoteliais, incluindo aumento do 6xido

nitrico (NO) através do aumento da eNOS® 4%,

Na via da PI3K/Akt"™, a insulina promove o aumento da producdo de NO®”,
Recentemente, pesquisas mostraram que o fator induzido por hipéxia (HIF-1) e o NO

49, 78, 79, 81, 82

aumentaram a producdo do VEGF através da ativagdo da Akt' ). Nossos dados

revelaram que as proteinas da fase inicial da cicatrizagéo envolvidas no eixo PI3K/Akt estdo
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elevadas em feridas dos grupos de tratamento AT e AO, quando comparado com animais
tratados com placebo.

Estudos mostraram resultados opostos na agéo das estatinas sobre a via classica do

TGF-B/Smad, ora aumentando®, ora diminuindo®' 8

os niveis de TGF-B. Outras vias de
sinalizacdo celular do TGF-B independente das Smad s&o as vias MAPK/ERK, PI3K/Akt e
GTPases® ®): nosso trabalho mostrou que nos tratamentos AT e AO, as vias MAPK/ERK e

PI3K/Akt estdo mais ativas do que no placebo.

A expressdo do TGF-B foi modulada pela a¢ao antiinflamatéria da atorvastatina e que,
conjuntamente com a IL-10, podem ter contribuido para uma resolucao mais rapida da fase
inflamatdria. Observou-se no grupo AT uma elevagao controlada dos niveis de TGF-f3 enquanto
no grupo AO houve um aumento mais rapido entre o 3° e 7° dias e os niveis mais baixos dentre
os tratados no 14° dia, ja na fase de remodelamento. Sugerimos que o TGF-B pode ter atuado

67, 87)

também na fosforilagdo do GSK-3-B e da ERK, como observado em outros trabalhos' , €

pode ter estimulado a produgdo de VEGF sob hipéxia®®.

Outra proposta do estudo foi investigar acado anti-inflamatdria da atorvastatina aplicada
topicamente, via oral ou combinada (oral + tdpica). As citocinas pro-inflamatodrias,
particularmente IL-1 e IL-6 e TNF-a sdo reguladas durante a fase inflamatéria do reparo
tecidual™". De acordo com estudos, as estatinas parecem interferir na expressdo das citocinas

IL-1B, IL-6 e TNF-a observadas nos processos inflamatérios como sepse, colite e feridas

89-92

infectadas ®®%?. A partir das primeiras horas pés-lesdo, a producdo do VEGF é induzida

18.51.77) Nossos resultados mostraram

principalmente por citocinas, tais como IL-1, IL-6 e TNF-a'
reducdo destas citocinas pro-inflamatérias desde o primeiro dia até o 7° dia. Estudo com uso
oral da atorvastatina mostrou menor expressao de VEGF, TNF-a e TGF-B 0 que levou a inibigao

parcial da angiogénese®.
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A expressao do VEGF néao teve alteracdo em relacdo aos niveis apresentados pelo
tratamento placebo no primeiro, terceiro e 142 dias Apenas no 7° dia houve aumento do VEGF
nos grupos tratados com atorvastatina. Sugere-se que a maior expressao do VEGF neste
periodo pode estar relacionada tanto ao aumento na expressdo da eNOS via PI3K/Akt, com

13,77, 93

maior producédo de NO, quanto pela acdo de MAPK' ) sobre os queratinécitos.

Durante o processo cicatricial ha um balango na expressdo das citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatérias. A IL-10 é capaz de alterar o fendtipo e atividade funcional dos

mondcitos/macréfagos'®, queratinécitos e células do endotélio vascular'™ 9%,

A modulacdo da expressao do VEGF vista no primeiro e terceiro dias sugerem a acao da
IL-10 sobre este fator de crescimento®®. Estudo sugere um efeito benéfico no aumento da IL-10
associado a prevencao de um processo desorganizado de angiogénese a partir da modulagéao
dos niveis de VEGF®, que pode ser importante também para a reducédo de edema e da

formacao de cicatriz e fibrose®”.

Houve maior expresséo da IL-10 nos grupos tratados com atorvastatina que no placebo
desde as primeiras 24hs até o 7° dia pés-lesdo. Em mondcitos e macrofagos ocorre maior
producdo da IL-10, com aumento da expressao da proteina PI3K e da fosforilacdo da Akt e
GSK-33 % corroborando nossos resultados que mostraram maior ativacdo da via e também
maior expressado desta citocina. Este dado sugere que tratamento com atorvastatina foi capaz
de modular a IL-10 e promover a transigao da fase inflamatéria para a fase proliferativa mais

precocemente.

Estudos que investigaram agao antiinflamatéria das estatinas aplicadas topicamente em

modelos de inflamacdo aguda ou crbnica observaram melhora no edema, migracdo de

72, 98)

leucécitos e diminuicdo na espessura da epiderme! . Nossos resultados confirmam a
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atividade antiinflamatéria no uso tépico da atorvastatina em situacdes de inflamacao cutanea

aguda.

Mostramos que o tratamento combinado ATO reduziu a expressao da PI3K e a atividade
das proteinas IRS-1, Akt e GSK-3, no 12 dia e da eNOS e ERK 1,2 no 1° e 3° dias do reparo
tecidual. Esta acdo pode ser explicada pela dosagem de atorvastatina que os animais
receberam no grupo ATO. Em baixas doses, como nos grupos AT e AO, as estatinas
exerceriam seus efeitos pleiotrépicos sem alterar a sintese do colesterol que forma membranas
celulares. Entretanto, em altas doses, a sintese do colesterol e a formagdo de novas células
seriam menores, devido a uma sobreposicdo das doses administradas por duas vias de
metabolizacao diferentes (via oral e via tépica) e a conversdo da atorvastatina em metabdlitos

ativos, propiciando doses mais altas que nos grupos AT e AO e agao antiproliferativa " 4879,

Observou-se que na fase de remodelamento, por volta do 14° dia, as lesdes estavam
completamente cicatrizadas nos animais que receberam o tratamento com atorvastatina quando
comparadas ao placebo e ndo houve diferenca estatistica na expressao das proteinas

investigadas nesse dia.
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7 CONCLUSAO

Demonstramos que o tratamento oral e/ou tépico com atorvastatina modulou as etapas
iniciais da via de sinalizagao PI3K/Akt, com aumento na expressao da GSK-3, eNOS e VEGF

na lesao aguda de animais.

Em relagdo as citocinas, o tratamento com atorvastatina tépica, por gavagem ou
combinado foi capaz de aumentar a expressao da citocina anti-inflamatéria IL-10 e diminuiu a

expressao das pro-inflamatérias IL-1B3, IL-6 e TNF-a em lesdo aguda em animais saudaveis.

A atorvastatina promoveu redugdo da fase inflamatéria e melhor resolugdo da fase
proliferativa. Portanto, o uso desta estatina contribuiu para um processo cicatricial de lesdes

agudas mais eficaz.
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