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RESUMO 

 

 

 Estatinas, compostos inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A 

redutase (HMG-CoA), são drogas de escolha para o tratamento das hiperlipidemias, 

sendo consideradas a primeira linha terapêutica para a prevenção da doença 

cardíaca coronariana e aterosclerose. Estudos clínicos e experimentais têm 

mostrado que estes compostos têm efeitos independentes da redução do colesterol 

sobre a função endotelial, estabilidade de placas ateroscleróticas, atividade de 

plaquetas, coagulação, oxidação e respostas inflamatórias e imunológicas. Nós 

avaliamos os componentes angiogênico, inflamatório e fibrogênico do tecido 

conjuntivo fibrovascular induzido por implantes de esponjas subcutâneos e 

abdominais em camundongos e sua modulação pela atorvastatina e fluvastatina. 

Nossos resultados mostraram que a atorvastatina (0,6 e 3 mg/kg/dia) é um inibidor 

da angiogênese (aproximadamente 54% no conteúdo de hemoglobina-Hb e 50% 

nos níveis de VEGF do implante), da inflamação (redução de 80% na atividade de 

macrófagos-NAG, 55% e 23% nas citocinas TNF-α e MCP-1, respectivamente) e 

fibrogênese (redução média de 38% na deposição de colágeno e 26% nos níveis de 

TGF-β1) em implantes subcutâneos. Em contraste, esta estatina não exerceu 

qualquer efeito na angiogênese inflamatória em implantes abdominais. Já a 

fluvastatina (0.6 e 6 mg/kg/dia) inibiu tanto a angiogênese  quanto a inflamação nos 

implantes subcutâneos (51% do conteúdo de Hb e 71% nos níveis de VEGF; 33% 

da atividade NAG e 67% nos níveis de TNF-α) e abdominais (36% do conteúdo de 

Hb, 62% na atividade MPO, 47% de NAG, 70% nos níveis de TNF-α e 37% nos 

níveis de MCP-1). Diferentemente da atorvastatina a fluvastatina foi ineficaz em 

alterar a deposição do colágeno em ambos os implantes. Efeitos opostos da 

fluvastatina foram observados quanto a produção de óxido nítrico (NO) nos 

implantes subcutâneos e abdominais. Esta estatina inibiu o NO nos implantes 

subcutâneos e estimulou sua produção em implantes abdominais. Os tecidos em 

proliferação apresentaram sensibilidade diferencial as estatinas e estas exerceram 

efeitos seletivos dependendo do compartimento anatômico onde o processo 

patológico se instalou.  

Palavras-chave: Atorvastatina, Fluvastatina, Angiogênese, Inflamação, Fibrogênese. 

 



ABSTRACT 

 

 

Statins, 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase (HMG-CoA), are 

the most prescribed drugs for treating hyperlipidemic disorders and for prevention of 

atherosclerosis. Clinical and experimental studies have shown that statins possess 

other beneficial effects on inflammation and immunological diseases.  We evaluated 

the inflammatory, angiogenic and fibrogenic components of the fibrovascular tissue 

induced by subcutaneous or abdominal implants in mice and their modulation by 

atorvastatin and fluvastatin. Our results showed that atorvastatin (0.6 and 3 

mg/kg/day) inhibited hemoglobin (Hb) content and VEGF levels in subcutaneous 

implants. The inflammatory component as assessed by NAG activity and cytokines 

levels were also decreased by the compound. Similarly, the statin was able to reduce 

collagen deposition and the levels of TGF-β. In contrast, atorvastatin had no effect in 

the same parameters in abdominal implants. The other statin, fluvastatin reduced 

angiogenesis (HB content and VEGF levels) and inflammation (NAG activity, TNF-α 

and MCP-1 levels) in both types of implants, but was without effect on collagen 

deposition. Opposing effects of fluvastatin were observed on nitric oxide production. 

Thus, in subcutaneous implants the statin decreased NO production but increased in 

abdominal implants. The inhibitory function of the statins on multiple parameters of 

the main components of inflammatory angiogenesis revealed in this study is clearly 

associated with the modulatory effects of HMG-CoA reductase on VEGF, TNF-α, 

TGF-β1 and NO production. Furthermore, differential effects of statins were observed 

depending on the location of the pathological proliferating tissue.  

 

Key words: angiogenesis, inflammation, cytokines, nitric oxide, implants   
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1 - INTRODUÇÃO 

 

 

A inflamação, a angiogênese e o remodelamento são componentes que 

atuam simultânea e sinergicamente no reparo tecidual. No entanto, a 

exacerbação de um ou mais destes componentes pode resultar em reparos 

aberrantes ou deficientes. Além disso, em uma variedade de condições 

patológicas (artrite reumatóide, psoríase, aterosclerose, diabetes, doença de 

Crohn, câncer, aderências), o processo inflamatório, a neo-formação vascular e 

a deposição da matriz extracelular são persistentes e contribuem para a 

manutenção e agravamento destas doenças. Múltiplos fatores e mecanismos 

atuam de forma coordenada para o controle temporal e espacial destes 

eventos, particularmente, as citocinas. Dentre elas, o fator de crescimento do 

endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento tumoral (TNF) e o fator de 

crescimento transformante (TGF) estão envolvidos sendo responsáveis direta 

ou indiretamente pelos eventos celulares e moleculares desencadeados 

durante os três processos. A pesquisa científica tem centrado esforços no 

sentido de identificar agentes terapêuticos com propriedades anti-angiogênicas, 

anti-inflamatórias e anti-fibrogênicas que possam ser utlizados no combate e/ou 

prevenção de vários processos patológicos onde estes componentes co-

existem. Uma gama de compostos com tais propriedades disponíveis no 

mercado e utlizados para outros fins terapêuticos tem sido reportados. Dentre 

estes, destacam-se as estatinas usadas primariamente no controle de 

colesterol. Recentemente, outros efeitos completamente distintos tem sido 

descritos como, por exemplo, em processos inflamatórios sistêmicos e outras 

condições patológicas onde a neovascularizaçao, a inflamação e a fibrose 

estão associadas. Entretanto, nuitos resultados ainda são controversos e os 

mecanismos envolvidos ainda não são completamente caracterizados. Neste 

estudo, avaliamos o efeito de duas estatinas (atorvastatina e fluvastatina) na 

angiogênese inflamatória induzida por implantes sintéticos alojados em dois 

compartimentos anatômicos distintos (espaço subcutâneo e cavidade 

abdominal).   
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1.1 – Inflamação 

 

 

 Conforme revisado por Libby, 2007, a inflamação é reconhecida desde a 

antiguidade quando Celsus, escritor romano do primeiro século d.C., 

documentou quatro sinais e sintomas típicos da resposta à lesão, conhecidos 

como sinais cardinais: rubor (vermelhidão, devido à hiperemia), tumor (inchaço, 

causado pelo aumento da permeabilidade vascular e extravasamento de 

proteínas para o espaço intersticial), calor (aumento da temperatura devido às 

mudanças no fluxo sanguíneo e atividade metabólica de mediadores celulares 

da inflamação), e dolor (dor, devida, em parte, a mudanças na perivasculatura 

e associada às terminações nervosas). Em 1850, Rudolf Virchow acrescentou 

um quinto sinal, o functio laesa (perda da função, devido à disfunção dos 

órgãos envolvidos). 

 A resposta inflamatória é um processo complexo que requer fatores e 

tipos celulares distintos, os quais, de forma coordenada, controlam o dano 

tecidual contra injúria por agentes patogênicos, traumáticos ou tóxicos. O 

processo inflamatório é altamente coordenado por moléculas pró- e anti-

inflamatórias que regulam a quimiotaxia, migração e proliferação celular. A 

inflamação, geralmente, termina com um processo de reparo. No entanto, se 

esse processo não é corretamente ordenado, resulta em uma inflamação 

persistente (BENELLI et al., 2006; CHARO & RANSOHOFF, 2006; CHARO & 

TAUBMAN, 2004).  

 Tanto a inflamação que evolui para a cura como as inflamações 

persistentes apresentam etapas ou momentos semelhantes como irritação, 

alterações vasculares, exsudação plasmática e celular, lesões degenerativas e 

necróticas, proliferação conjuntiva e vascular reparadora e modificações das 

células do exsudato. Tais fenômenos inflamatórios não são isolados no tempo. 

Embora tenham seu início em momentos sucessivos, muitas vezes eles se 

superpõem durante o desenrolar do processo (PEREIRA, 2006). 
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1.1.1 – Etapas da resposta inflamatória 

 

 

 A resposta inflamatória engloba uma complexa rede de sinais químicos 

que promovem alterações vasculares e celulares os quais irão iniciar e 

sustentar uma resposta ao dano tecidual no hospedeiro (COUSSERS & WERB, 

2002).  

 Após a lesão tecidual, há produção e liberação de vários mediadores 

como citocinas, histamina, proteases e eicosanóides (COUSSERS & WERB, 

2002), além de mediadores plasmáticos. Os mediadores liberados após uma 

agressão ficam armazenados em células como os mastócitos, presentes em 

todos os tecidos conjuntivos, ou em terminações nervosas sensitivas, ou são 

produzidos por outras células como o endotélio, monócitos, macrófagos, 

neutrófilos, linfócitos e células parenquimatosas ou do estroma. Esses 

mediadores provocam vasodilatação e extravasamento de líquidos, promovem 

adesão endotelial e maior recrutamento de células inflamatórias (NATHAN, 

2002; PEREIRA, 2006). 

 A vasodilatação favorece o aumento do fluxo sanguíneo local, 

diminuição do fluxo local, e consequentemente, extravasamento de líquido rico 

em proteínas para o espaço intersticial (exsudato). A perda de líquidos leva a 

uma hemoconcentração local, deixando o sangue mais viscoso e lento 

(estase). Quando a estase se desenvolve, ocorre uma orientação periférica de 

leucócitos, principalmente neutrófilos, ao longo do endotélio vascular, processo 

denominado marginação leucocitária (PEREIRA, 2006; CHARO & 

RANSOHOFF, 2006; CHARO & TAUBMAN, 2004).  

 A marginação leucocitária representa o primeiro evento das alterações 

celulares da resposta inflamatória. Os mediadores inflamatórios imediatos 

promovem ativação endotelial, aumentando a expressão de suas moléculas de 

adesão. Esse processo favorece a formação de fileiras de leucócitos que rolam 

lentamente ao longo do endotélio vascular, processo denominado rolagem, e 

em seguida aderem transitoriamente ao endotélio. Ativados por quimiocinas, os 

leucócitos aumentam a avidez de suas ligações às moléculas de adesão do 

endotélio (aderência) e em seguida passam entre as células endoteliais 
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adjacentes (transmigração ou diapedese). Uma vez no interstício, os leucócitos 

migram em direção ao estímulo lesivo por quimiotaxia. 

 Na maioria das inflamações, as primeiras células a deixarem os vasos 

são os polimorfonucleares. Eles constituem as células predominantes do 

exsudato nas primeiras 24 horas após o início do processo. Uma série de 

citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, incluindo a família das interleucinas 

(IL), fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e interferon (IFN) são extensivamente 

produzidos por vários tipos celulares do sítio inflamatório, ligando e ativando 

receptores acoplados à proteína G nas células imunes (CHARO & 

RANSOHOFF, 2006; CHARO & TAUBMAN, 2004).  A ativação destes 

receptores desencadeia uma cascata de sinais intracelulares que alteram a 

morfologia e migração celular. Em seguida, monócitos migram para o sítio 

inflamatório por quimiotaxia, onde se diferenciam em células dendríticas e 

macrófagos. Os monócitos começam a migrar dos vasos 18 a 24 horas depois 

de iniciada a diapedese, estes se acumulam rapidamente e então, os 

macrófagos passam a ser as células predominantes após 48 horas (VISSER et 

al., 2006; PEREIRA, 2006; KUMAR et al., 2008). 

Os macrófagos irão produzir uma série de fatores de crescimento e 

citocinas responsáveis por uma ampla variedade de respostas em vários tipos 

celulares incluindo células endoteliais (ECs), células epiteliais e células de 

origem mesenquimal (VISSER et al., 2006). Os macrófagos liberam 

substâncias biologicamente ativas que resultam na remodelação tecidual e 

recrutamento de leucócitos adicionais como os linfócitos B e T citotóxicos, 

antígeno-específicos, que irão ampliar a resposta inflamatória (VISSER et al., 

2006). Dentre estas substâncias podem-se citar as espécies reativas do 

oxigênio e nitrogênio, proteases, citocinas, quimiocinas, fatores de coagulação 

e metabólitos do ácido araquidônico (responsáveis pelo aumento do 

recrutamento de leucócitos) além de fatores de crescimento como fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de 

fibroblastos (FGF) e fator de crescimento transformante beta (TGF-β), citocinas 

fibrinogênicas e fatores da angiogênese (responsáveis pela ativação do reparo 

tecidual) (KUMAR et al., 2008). 

Esta resposta inflamatória é regulada por um balanço entre fatores pró e 

anti-inflamatórios que coexistem no sítio lesivo. A passagem de uma potente 
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resposta inflamatória para o processo de reparo é um ponto crítico promovido 

por sinais anti-inflamatórios locais, os quais são redundantes, rápidos e 

reversíveis (TRACEY, 2002). Sempre que moléculas pró-inflamatórias 

excederem às anti-inflamatórias, a inflamação torna-se exacerbada. Este 

desequilíbrio resulta no aumento da produção de proteases, proteoglicanos, 

mediadores lipídicos que, concomitantemente, reforçam o processo 

(MROWIETZ & BOEHNCKE, 2006). Como a inflamação envolve a migração e 

o extravasamento de células imunes através da microvasculação, um 

importante papel é atribuído ao endotélio. De fato, os tecidos inflamados são 

acompanhados de migração celular e aumento da angiogênese. 

 

 

1.2 – Angiogênese 

 

 

A angiogênese é definida como brotamento de novos capilares a partir 

de vasos pré-existentes resultando em uma nova rede de capilares. Essa rede 

capilar consiste de tubos de células endoteliais carentes das estruturas 

adicionais da parede incluindo as células de músculo liso ou das células e 

estruturas que estabilizam a adventícia (HEIL et al., 2006). É um termo de 

origem grega (“aggeîon” = vaso capilar, vaso; e “gênesis”= formação, 

constituição) que foi utilizado primeiramente por Arthur Tremain Hertig, em 

1935, para descrever a neoformação de vasos sanguíneos em placentas de 

macacas (AUSPRUNK & FOLKMAN, 1977). Posteriormente, o termo foi 

utilizado para descrever o crescimento de brotos endoteliais a partir de vasos 

pré-existentes. Atualmente, tem sido utilizado para denotar o processo de 

crescimento e remodelação de uma vasculatura primitiva em um complexo 

vascular (CARMALIET, 2000). 

 Os vasos sanguíneos são formados por células endoteliais que estão em 

contato direto com o fluxo sanguíneo. Sob as células endoteliais encontram-se 

os pericitos, as células musculares lisas, a membrana basal e a matriz 

extracelular. A função, a composição e o fenótipo dos vasos sanguíneos variam 

de acordo com sua localização, com a estrutura vascular, os constituintes 

celulares, a membrana basal e a matriz extracelular (RAJOTTE et al., 1998). 
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Nos primeiros estágios, o embrião se desenvolve na ausência de 

vascularização, recebendo sua nutrição por difusão. De maneira ordenada e 

seqüencial, contudo, o embrião rapidamente se transforma em um organismo 

altamente vascular, e sua sobrevivência depende de uma rede complexa de 

plexos capilares e vasos sanguíneos. Os eventos iniciais no crescimento 

vascular os quais células endoteliais precursoras (angioblastos) migram para 

locais distintos, diferenciam e reúnem-se em cordões endoteliais sólidos é 

denominado vasculogênese (CONWAY et al., 2001). Esse modo de 

crescimento é predominante durante a embriogênese, embora ocorra também 

em organismo adulto. Tem sido demonstrado que células endoteliais 

precursoras contribuem para a formação de novos vasos em tecidos 

isquêmicos, nos ovários durante a ovulação e formação do corpo lúteo, ou 

durante a cicatrização de feridas e o crescimento de placas ateroscleróticas 

(DULAK & JÓZKOWICZ, 2005). O crescimento subseqüente, expansão e 

remodelamento desses vasos primitivos em uma rede vascular madura são 

referidos como angiogênese (CONWAY et al., 2001). Angiogênese é a 

formação de novos capilares a partir de vasos sanguíneos pré-existentes. 

Desse modo, a angiogênese é distinta da vasculogênese (DULAK & 

JÓZKOWICZ, 2005). Finalmente, mais modificações funcionais das grandes 

artérias ocorrem durante a arteriogênese como a adição de uma grossa 

camada muscular concomitante com a aquisição de propriedades 

viscoelásticas e vasomotoras (CONWAY et al., 2001) (Figura 1).  

No indivíduo adulto, a principal forma de formação de novos vasos é a 

partir de vasos pré-existentes (angiogênese) em resposta direta à demanda 

tecidual (RISSAU, 1997).  
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Figura 1: Desenvolvimento de vasos no embrião, células precursoras endoteliais 
(angioblastos) formam uma rede vascular primitiva (vasculogênese), que expande e remodela 
(angiogênese). Células de músculo liso (SMC) cobrem as células endoteliais durante a 
miogênese vascular e estabilizam os vasos durante a arteriogênese (adaptado de 
CARMELIET, 2000). 
 
  

 Em indivíduos adultos, sob condições normais, as células endoteliais 

permanecem em estado de quiescência (AREMBERG et al., 1997). Porém, 

quando estimuladas adequadamente, elas se tornam ativas e iniciam uma 

cascata de eventos que culminam na neoformação vascular. O estado 

quiescente das células endoteliais está associado a um equilíbrio entre 

substâncias endógenas pró e anti-angiogênicas. Esse equilíbrio pode ser 

rompido por fatores químicos ou físicos como injúria tissular, hipóxia, alteração 

na liberação de citocinas e fatores de crescimento, e alterações do fluxo 

sanguíneo e do formato celular, desencadeando atividade angiogênica ou anti-

angiogênica (INGBER et al., 1986; D’AMORE & THOMPSON, 1987). A 

regulação da proliferação e migração celular também tem sido descrita pela 

interação das células endoteliais com os pericitos e/ou células musculares lisas 

constituintes dos vasos (D’AMORE & THOMPSON, 1987; CHANG & WERB, 

2001; FOLKMAN, 1995). As células endoteliais podem, ainda, interagir com os 

componentes da matriz extracelular como o colágeno, fibronectina, laminina e 

proteoglicanos, alterando a expressão fenotípica de capilares (MADRI & 

WILLIAMS, 1983). Os componentes da matriz extracelular também podem se 

ligar e estocar fatores de crescimento, o que dificulta a utilização destes pelas 

células endoteliais (FOLKMAN et al., 1988; DAVIDSON & BENN, 1996). 
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1.2.1 -  Etapas e mecanismos de regulação da angiogênese 

 

 

 A angiogênese tem início a partir da dilatação de vasos pré-existentes, 

principalmente, vênulas ou capilares. Quando se tem o estímulo angiogênico, 

as células endoteliais são ativadas formando projeções em sua superfície, 

ocorre aumento no número de organelas intracelulares e na produção de 

enzimas proteolíticas que fragmentam a membrana basal e a matriz 

extracelular, possibilitando a migração e proliferação das células endoteliais. As 

etapas seguintes são: formação do lúmen, conexão com outro vaso e formação 

da membrana basal e, posteriormente, tem-se a migração dos pericitos 

(DULAK & JÓZKOWICZ, 2005; FOLKMAN & BREM, 1992; AUSPRUNK & 

FOLKMAN, 1977). 

Os mecanismos de regulação do processo angiogênico envolvem uma 

seqüência de eventos que são influenciados por sinais biológicos como hipóxia, 

citocinas e fatores de crescimento (OTROCK et al., 2007; FOLKMAN & 

GREENSPAN, 1975). 

Os fatores de crescimento fazem parte de uma subclasse de citocinas 

que estimulam, especificamente, a migração e proliferação celular 

(GREENHALGH, 1996). Estes fatores podem agir estimulando a migração e/ou 

proliferação das células endoteliais, ou estimulando células do hospedeiro a 

secretar fatores de crescimento quimiotáticos, ou promovendo a liberação de 

mitógenos endoteliais estocados na matriz extracelular ou em depósitos 

intracelulares (FOLKMAN & KLAGSBRUN, 1987).  

Desse modo, a coordenação da angiogênese é acompanhada por uma 

variedade de ativadores e inibidores que sequencialmente sincronizam uma 

complexa série de eventos (CARMELIET & JAIN, 2000). Esse processo requer 

a ativação de muitos receptores e numerosos ligantes, incluindo o fator de 

crescimento placentário (PIGF), fator de crescimento de fibroblasto ácido e 

básico (aFGF e bFGF, respectivamente), angiopoietinas (principalmente Ang-1 

e 2), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento 

do hepatócito (HGF), e fator de crescimento da célula endotelial derivado de 

plaquetas (PD-ECGF), dentre muitos outros (YANCOPOULOS et al., 2000; 

PRESTA et al., 2005; MIYAZONO et al., 1991; OHNISHI & DAIKUHARA, 2003; 
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LUTTUN et al., 2002). Apesar do grande número de fatores que desempenha 

um papel na angiogênese, a sinalização do VEGF nas células endoteliais 

representa o passo limitante durante o processo (FERRARA et al., 2003). O 

VEGF atua pela atração com seus receptores tirosina quinase VEGFR-1 e 

VEGFR-2 nas células endoteliais. Embora o VEGF ligue aos dois receptores, 

parece que muitas de suas funções são mediadas pelo VEGFR-2, assim 

induzindo migração, sobrevivência e proliferação das células endoteliais pré-

existentes e a formação de uma nova vasculatura (WHEELER-JONES et al., 

1997; GERBER et al., 1998a e b) . Além disso, o VEGF é também o principal 

fator envolvido na mobilização de células endoteliais progenitoras (EPCs) da 

medula óssea para a circulação periférica e sítios angiogênicos, onde elas 

diferenciam e integram à nova vasculatura (ASAHARA  et al., 1999; 

COSTA et al., 2004). 

Os fatores angiogênicos são aumentados por vários estímulos incluindo 

hormônios esteróides, aumento da pressão arterial, lesões ou estresse. A ciclo-

oxigenease-2 (COX-2) é uma enzima induzível, que pode ser responsável pelo 

aumento de prostaglandinas durante a inflamação. Esta enzima também 

contribui para a angiogênese por regular a produção de VEGF, indicando, 

portanto, que a inflamação pode ser um dos moduladores da angiogênese 

(COSTA et al., 2007). 

A primeira etapa da angiogênese está associada com a alteração das 

interações adesivas entre células endoteliais adjacentes e células do músculo 

liso vascular. Nesta fase, na presença de um estímulo angiogênico, as células 

endoteliais tornam-se ativadas e a seguir ocorre vasodilatação. Esta se deve à 

estimulação do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) que 

promove ativação da enzima óxido nítrico sintase (NOS) nas células 

endoteliais, aumentando os níveis de óxido nítrico (NO) e a síntese de GMPc. 

O GMPc provoca relaxamento das células musculares lisas da parede do vaso. 

O VEGF atua, também, aumentando a permeabilidade vascular através da 

formação de organelas vesículo-vacuolares nas células endoteliais, o que 

permite o extravasamento de proteínas proteolíticas plasmáticas para o meio 

extravascular. Tais enzimas proteolíticas são responsáveis pela degradação da 

membrana basal e da matriz extracelular permitindo a penetração endotelial no 

espaço perivascular (DISTLER et al., 2003).  



 29 

Para que a migração das células endoteliais ocorra, é necessário o 

afastamento dos pericitos ou células musculares lisas que envolvem a camada 

endotelial, a degradação proteolítica da membrana basal do vaso original e a 

remodelação do estroma perivascular. Dentre as substâncias responsáveis por 

estes processos, tem-se a angiopoietina-2 e proteases (ativador de 

plasminogênio, quinases e metaloproteinases). O processo de invasão e 

migração das células endoteliais requer uma atividade cooperativa do sistema 

ativador de plasminogênio (PA) e das metaloproteinases 8 e 9 (MOSES, 1997). 

As uroquinonas ativadoras de plasminogênio (uPAs) e os ativadores de 

plasminogênio teciduais (tPAs) são proteases com serina que convertem o 

plasminogênio em plasmina. A plasmina degrada vários componentes da 

matriz extracelular, incluindo fibrina, fibronectina, laminina e proteoglicanos; 

além de ativar várias metaloproteinases (MIGNATTI & RIFKIN, 1996; MURPHY 

et al., 1999) 

O próximo passo é a proliferação destas células para a formação do 

lúmen tubular. A partir daí começam a aparecer ramificações, com eventual 

conexão entre os brotos, e uma rede de novos tubos é formada. A última fase 

consiste na maturação e estabilização do vaso, na qual, novos componentes 

da matriz extracelular são produzidos e depositados sob a forma de nova 

membrana basal. A estabilização do vaso sanguíneo neoformado é alcançada 

após a migração de células mesenquimais para a proximidade dos neovasos, e 

a posterior diferenciação deste tipo celular em pericitos ou células musculares 

lisas, e pela regeneração da matriz extracelular e membrana basal (HIRSCHI & 

D’AMORE, 1997; JAIN, 2003) (Figura 2). 
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Figura 2: Etapas da angiogênese. MEC – Matriz extracelular. Figura retirada e adaptada de 
COTRAN et al. 2000, em Robbins Patologia estrutural e funcional, pág 93 (Modificado de 
Motamed K, Sage EH: Regulation of vascular morphogenesis by SPARC. Kidney Int 51:1383, 
1997). 
 

 A angiogênese está presente em vários processos fisiológicos e 

patológicos do organismo (GRIFFIOEN & MOLEMA, 2000). É um processo 

natural e necessário tanto no desenvolvimento embrionário, como na 

regeneração do endométrio e ainda, na cicatrização de feridas. Em várias 

condições fisiopatológicas tais como, estenose de vasos, isquemia e tecidos 

transplantados, a estimulação do crescimento vascular propiciando um 

suprimento sanguíneo adequado é uma condição fundamental para a 

sobrevida e função tecidual. Em outras condições patológicas como em 

neoplasias, retinopatia diabética, arterosclerose, etc., a angiogênese é um fator 

complicante e contribui para a manutenção e agravamento destas patologias 

(FOLKMAN & SHING, 1992; FOLKMAN, 1995). 
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1.3 - Angiogênese e inflamação 

 

 

 Durante uma resposta inflamatória, se há a permanência do estímulo 

lesivo, ocorre a cronificação do processo inflamatório, que por sua vez é 

caracterizado por um aumento de macrófagos no local, proliferação de 

fibroblastos o que aumenta a síntese de matriz, a angiogênese e a lesão 

tecidual. Esse aumento na angiogênese propicia um aumento do infiltrado 

inflamatório, o qual libera substâncias pró-angiogênicas, e assim, cria-se um 

clico vicioso (JACKSON et al., 1997). 

 A inflamação e a angiogênese são, assim, dois processos que se 

juntam. A hipóxia é um estímulo comum aos dois processos, resultando na 

acumulação de macrófagos e outras células imunes, bem como, no aumento 

da produção de fatores de crescimento (MURDOCK et al., 2005; CARMELIET, 

2005; CARMELIET & JAIN, 2000). 

 A angiogênese sustenta a inflamação através do fornecimento de 

oxigênio e nutrientes para as necessidades metabólicas das células presentes 

no sítio inflamatório. Isto é realizado, em primeiro lugar, pela produção de NO, 

um agente inflamatório produzido pela ativação da NO sintase induzível (iNOS) 

em células inflamatórias. O NO estimula a vasodilatação e o aumento da 

permeabilidade, uma característica necessária para o extravasamento celular 

(CHARO & TAUBMAN, 2004). Mas muitas outras citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias liberadas durante a inflamação são potentes ativadores das 

células endoteliais vizinhas, aumentando nestas, a expressão de moléculas de 

adesão importantes para o processo de rolagem, ativação, adesão e 

transmigração das células inflamatórias sanguíneas para a área de lesão (LEY, 

2001). Os mediadores inflamatórios produzidos pelas células imunes atuam 

sobre fibroblastos e células endoteliais a liberar fatores angiogênicos, 

favorecendo estímulo indireto para que a angiogênese ocorra. As células 

inflamatórias podem, ainda, elas mesmas liberar diretamente fatores 

angiogênicos como VEGF, angiopoietina, b-FGF, HGF, PDGF, TGF-β, TNF-α, 

dentre muitos outros, os quais irão exercer efeitos mitogênicos e migratórios 

sobre o endotélio (BENELLI et al., 2006; NALDINI & CARRARO, 2005). 
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Existem muitas doenças inflamatórias crônicas com distintas 

etiopatogenias, que levam a mecanismos moleculares idênticos e que 

promovem a inflamação e a angiogênese ao mesmo tempo, incluindo psoríase, 

artrite reumatóide, doença de Crohn’s, diabetes e câncer. Este conhecimento 

emergente levou a busca por agentes terapêuticos que agissem diretamente 

sobre ambos os processos (angiogênese e inflamação). Assim, agentes que 

atuassem sobre a formação de novos vasos sanguíneos diminuiriam o influxo 

de células inflamatórias, reduziriam a produção de mediadores inflamatórios e 

proteolíticos, e preveniriam o suprimento de nutrientes para um processo 

inflamatório ativo. Enquanto que, agentes que atuassem sobre a resposta 

inflamatória iriam afetar negativamente a formação de novos vasos sanguíneos 

(COSTA et al., 2007). 

 

 

1.4 – Reparo tecidual 

 

 

 A capacidade de reparar danos causados por agentes tóxicos ou 

inflamatórios é crítica para a sobrevivência de um organismo. A resposta 

inflamatória não serve somente para eliminar estes agentes lesivos, mas 

também para estimular os processos de reparo (KUMAR et al., 2008). 

 Reparo refere-se a um processo complexo e dinâmico que resulta na 

restauração da arquitetura tecidual e da função após a lesão (LAZARUS et al, 

1994). Existem quatro respostas básicas que podem ocorrer após uma lesão: 

1) a regeneração, um processo que ocorre quando há perda da estrutura e 

função, mas o organismo tem capacidade de restabelecer a estrutura do tecido 

exatamente ao que era antes da lesão; 2) cicatrização deficiente, quando há 

deposição insuficiente de tecido conectivo e matriz enfraquecida; 3) a 

cicatrização excessiva, quando ocorre deposição excessiva de tecido conectivo 

que resulta em alteração da estrutura tecidual e, assim, perda da função (como 

as fibroses e aderências); 4) o reparo normal, quando há restabelecimento do 

equilíbrio entre a formação da cicatriz e o remodelamento da cicatriz (VAN 

ZUIJLEN et al., 2002; BOCK & MROWIETZ, 2002; RAHBAN & GARNER, 2003; 

KRUMMEL et al., 1987). 
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 A cascata de cicatrização começa imediatamente após a lesão, de forma 

eficiente e organizada, caracterizada por quatro fases distintas, mas 

sobrepostas: hemostasia, inflamação, proliferação e remodelamento. A 

hemostasia é ativada pelo contado de componentes do sangue e das plaquetas 

com o colágeno, ativando assim, a cascata de coagulação. As plaquetas 

também liberam citocinas e fatores de crescimento como PDGF e TGF-β que 

promovem quimiotaxia de leucócitos, migração e proliferação celular, e 

ativação de mais células inflamatórias. A inflamação, conforme descrita 

anteriormente apresenta uma fase inicial caracterizada pela liberação de 

mediadores inflamatórios, alterações vasculares e pelo infiltrado predominante 

de neutrófilos nas primeiras 24 horas e por uma fase tardia em que após 

aproximadamente 48 horas do início da lesão ocorre predominância de 

macrófagos no sítio lesivo. A presença de macrófagos é um sinal que a fase 

inflamatória está próxima de acabar e que a fase proliferativa está iniciando 

(DIEGELMANN & EVANS, 2004). 

Os fibroblastos são as células predominantes na fase proliferativa. Esta 

célula de origem mesenquimal é responsável por produzir a nova matriz 

necessária para restaurar a estrutura e função do tecido lesado. A liberação de 

interleucinas, FGF, TNF-α e TGF-β por plaquetas e células inflamatórias 

(macrófagos e linfócitos T) é muito importante para a fase proliferativa, no 

entanto, o TGF-β tem um papel central nesta fase pois é considerado o 

principal regulador das funções dos fibroblastos (ROBERTS & SPORN, 1993).  

O TGF-β aumenta a transcrição de genes para colágeno, proteoglicanos e 

fibronectinha e assim, aumenta a produção de proteínas de matriz. Ao mesmo 

tempo o TGF-β diminui a secreção de proteases responsáveis pela degradação 

da matriz e também estimula o inibidor de protease, inibidor tecidual de 

metaloprotease (TIMP) (HALL et al., 2003). 

A matriz extracelular, inicialmente, é composta, principalmente, de fibrina 

e fibronectina, posteriormente os fibroblastos sintetizam glicosaminoglicanos, 

proteoglicanos, colágeno e outras proteínas formando o tecido de granulação 

(REGAN et al., 1991; EHRLICH & KRUMMEL, 1996; CLARK, 2001). Após o 

pico da atividade proliferativa os fibroblastos se diferenciam em um fenótipo 

contrátil, o miofibroblasto (TOMASEK et al., 2002; HINZ, 2007) que continuam 

proliferando e sintetizando colágeno (CLARK, 2001). O colágeno depositado 
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inicialmente é mais fino que o colágeno de um tecido sem lesão e está 

orientado paralelamente à pele. Com o passar do tempo, o colágeno inicial é 

reabsorvido e um colágeno mais grosso é depositado e organizado 

paralelamente às linhas de tensão. Estas alterações são acompanhadas 

também com um aumento da força tensora da ferida indicando uma correlação 

positiva com a espessura/orientação do colágeno e força tensora e determinam 

a fase de remodelamento (WITTE & BARBUL, 1997; DIEGELMANN, 2003). 

À medida que o tecido de granulação preenche a área lesada, o número 

de células inflamatórias diminui e os fibroblastos e as células endoteliais 

continuam a sintetizar fatores de crescimento da matriz extracelular. Os 

macrófagos desempenham um papel central neste processo. Estas células 

englobam células apoptóticas de forma rápida e eficiente, intermedeiam a 

morte de células do estroma, parênquima e células imunológicas, engajando-se 

no programa de morte celular que resulta em apoptose (DESMOULIERE et al., 

1995; DUFFIELD, 2003). Devido à alta atividade metabólica no sítio lesivo, há 

um aumento da demanda por oxigênio e nutrientes. Fatores locais no 

microambiente da lesão como pH reduzido, redução da tensão de oxigênio e 

aumento de lactato, atuam sobre as células epidérmicas, fibroblastos, 

macrófagos e células endoteliais vasculares, promovendo a liberação de 

fatores como VEGF, bFGF e TGF-β necessários para induzir a angiogênese 

(HUNT et al., 1984; LAVAN & HUNT, 1990, TONNESEN et al., 2000). A 

resposta angiogênica é essencial para uma reparação tecidual normal, pois 

além de fornecer nutrientes e células inflamatórias para o tecido lesado, os 

novos vasos sanguíneos facilitam a remoção do material residual e auxiliam no 

desenvolvimento do tecido de granulação (NISSEN et al., 1998). Em condições 

inflamatórias crônicas, as células endoteliais ativadas por citocinas e fatores de 

crescimento, recrutam ativamente células imunes da circulação para o tecido e 

participam da angiogênese para dar suporte à contínua demanda de oxigênio e 

nutrientes pelas células inflamatórias. 
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1.5 - Fibrose 
 

 

Como citado até aqui, o processo de reparo tecidual segue uma série de 

eventos que incluem a regulação da célula, através de seu recrutamento e 

replicação assim como da síntese e degradação da matriz. Esses eventos são 

controlados por mediadores derivados das células residentes e inflamatórias 

bem como do sangue. Forças mecânicas as quais a lesão é submetida durante 

a contração da ferida também podem influenciar o processo de reparo. Além 

disso, é provável que haja um feedback exercido pelas moléculas sintetizadas 

e degradadas durante o processo de inflamação, formação do tecido de 

granulação, e maturação da cicatriz (MUTSAERS et al., 1997). 

A fibrose pode ser definida como uma deposição excessiva de 

componentes da matriz que resulta em alteração da arquitetura normal do 

tecido e comprometimento da função tecidual. O desenvolvimento da fibrose 

parece seguir uma via similar àquela da cicatrização normal de feridas. 

Contudo, em muitos casos há uma progressão crônica, a qual resulta em 

deposição excessiva de componentes da matriz extracelular sem resolução. A 

fibrose geralmente desenvolve após uma agressão tal que leva à lesão e morte 

celular com consequente deposição de matriz extracelular e eventualmente 

levando à disfunção e morte celular (MUTSAERS et al., 1997). 

Portanto, a resposta fibrótica parece ser determinada por três fatores: 1) 

um estímulo ou insulto contínuo, sugerindo que o processo fibrótico é um 

evento em curso com perda de controle homeostático da resposta; 2) síntese 

excessiva de colágeno e outros componentes da matriz extracelular; e 3) 

ausência da resolução devido à desregulação das enzimas degradativas 

envolvidas na remoção do tecido cicatricial. Agentes ambientais como amianto, 

sílica, infecções bacterianas e virais e insultos físicos, também podem estimular 

o desenvolvimento de fibrose em vários órgãos (MUTSAERS et al., 1997). 

 Apesar de apresentar diferentes etiologias e manifestações clínicas, 

muitas desordens fibróticas crônicas têm em comum um irritante persistente 

que sustenta a produção de fatores de crescimento, enzimas proteolíticas, 

fatores angiogênicos e citocinas fibrogênicas, as quais estimulam a deposição 
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de elementos conectivos que progressivamente remodelam e alteram a 

arquitetura normal do tecido (WYNN, 2008). 

 Muitos problemas clínicos estão associados à formação excessiva de 

cicatriz como quelóides, cicatrizes hipertróficas, bloqueio de transmissão após 

lesão de nervo, esclerodermia, estenoses esofágicas, estenose uretral, cirrose 

hepática, aterosclerose, doença de Crohn’s, cápsulas ao redor de implantes 

mamários e aderências (DIEGELMANN & EVANS, 2004). Portanto, compostos 

que exibem propriedades anti-inflamatórias, anti-angiogênicas e/ou anti-

fibrogênicas apresentam potencial valor terapêutico para prevenir e/ou atenuar 

o processo. 

 

 

1.6 – Estatinas 

 

 

 As estatinas são os fármacos mais prescritos para tratamento das 

hiperlipidemias em prevenção primária e secundária, com o propósito de 

diminuir os níveis de lipoproteínas plasmáticas ricas em colesterol e reduzir os 

riscos de doença arterial coronariana. Sua ação é proveniente da inibição da 

enzima 3-hidroxil-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), 

etapa limitante da biossíntese do colesterol. Essa inibição reduz a secreção de 

lipoproteínas contendo apolipoproteína B (apo-B) e aumenta a síntese do 

receptor de LDL diminuindo os seus níveis plasmáticos (ENDO, 1992). 

A mevastatina (ou compactina) foi o primeiro inibidor de HMG-CoA 

redutase descoberto em 1976. Embora tenha sido descoberta em uma triagem 

de compostos antimicrobianos, logo foi confirmado que esta molécula era 

desprovida de propriedades antibióticas e que, em vez disso, exercia potente 

efeito redutor de colesterol em diversas espécies de animais como coelhos, 

macacos e cães (WATANABE et al., 1981; KURODA et al., 1979; TSUJITA, et 

al., 1979). Logo após a descoberta de compactina, um segundo HMG-CoA 

redutase de origem natural, inicialmente denominado mevinolina e mais tarde 

lovastatina, foi identificado (ALBERTS et al., 1980). Os ensaios clínicos com 

compactina foram interrompidos em 1980, por toxicidade em animais. Este fato 

gerou desconfiança sobre a segurança do uso de lovastatina em pacientes, 
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especialmente se aplicada como um tratamento crônico, e atrasou o início da 

lovatatina ensaios clínicos. No entanto, estudos de segurança de animais e 

estudos de curto prazo em humanos não revelaram sinais de toxicidade com a 

lovastatina, e os estudos clínicos de fase II em pacientes com 

hipercolesterolemia familiar e pacientes de alto risco sem hipercolesterolemia 

familiar começou em 1984. A lovastatina foi aprovada pelo FDA (Food and 

Drug Administration) dos Estados Unidos em 1987, representando a primeira 

HMG-CoA redutase a entrar para o uso clínico. A introdução de novos 

derivados sintéticos da classe das estatinas ocorreu em 1996 e 1997, com a 

atorvastatina (Pfizer) e a cerivastatina (Bayer), respectivamente. No entanto, 

em agosto de 2001, a Bayer retirou a cerivastatina do mercado devido à 

incidência de mais de 100 casos de rabdomiólise fatal, relacionados a dano 

severo da musculatura esquelética com alteração das células musculares, 

liberação de mioglobina e, freqüentemente, acompanhado de problemas renais 

(WIERZBICKI et al., 2003a). A maioria dos casos foi observada em tratamentos 

com doses excessivas de cerivastatina ou em doses normais associadas ao 

uso de genfibrosil, fármaco da classe dos fibratos empregados no tratamento 

das hipertrigliceridemias (BAKRI et al., 2003).  

Sete estatinas estão atualmente disponíveis para a aplicação clínica, 

que podem ser classificadas, de acordo com as suas origens, em dois grupos 

principais. As estatinas naturais, que são de origem fúngica, incluem a 

lovastatina, a pravastatina e a simvastatina. Especificamente, a lovastatina é 

um produto natural, enquanto a sinvastatina e a pravastatina são análogos 

semi-sintéticos (IGEL et al., 2002). As estatinas mais recentes (fluvastatina, 

atorvastatina, rosuvastatina e pitavastatina) são compostos sintéticos 

(WIERZBICKI et al., 2003b). As estatinas naturais são bastante semelhantes 

com relação à estrutura química, embora a sinvastatina seja de 

aproximadamente duas vezes mais potente que a lovastatina ou a pravastatina 

(VEILLARD & MACH, 2002).  

As estatinas diferem quanto à permeabilidade tecidual e metabolismo. 

Os compostos mais lipofílicos são a sinvastatina e a lovastatina enquanto a 

pravastatina e a rosuvastatina são os mais hidrofílicos.  Todas as estatinas, 

exceto a atorvastatina (14 h) e a rosuvastatina (22 h) têm meia-vida plasmática 

curta. As estatinas apresentam diversas vias de excreção. A pravastatina é 
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excretada de forma significativa pelos rins, enquanto que as outras são 

metabolizadas pelo fígado em seus ácidos hidroxi ativos e excretadas na bile. 

A rosuvastatina é glicuronizada para excreção, enquanto a sinvastatina, a 

lovastatina e a atorvastatina são metabolizadas pela citocromo P450 3A4. A 

cerivastatina é metabolizada pela P450 3A4 e 2C8, e a fluvastatina é 

metabolizada pela 2C9 (WIERZBICKI et al., 2003b). São bem toleradas com 

boa margem de segurança durante a utilização prolongada. Os efeitos 

colaterais não são freqüentes, mas um dos mais sérios está relacionado à ação 

hepatotóxica, com possível aumento das enzimas aspartato e alanina 

transaminases. Miopatias, com evolução a rabdomiólises e insuficiência renal, 

são raras, mas são efeitos graves associados ao uso de estatinas. Parece que 

o uso concomitante de estatinas com eritromicina, ciclosporina, niacina e 

fibratos aumenta o risco de miopatias em 10-30% dos pacientes 

(PRUEKSARITANONT et al., 2005 e 2003; WIERZBICKI et al., 2003a e b). 

 

 

1.6.1 – Mecanismo de ação das estatinas 

 

 

A inibição da HMG-CoA mediada pelas estatinas é devida à sua 

similaridade estrutural ao substrato da enzima. Todas as estatinas possuem 

uma molécula semelhante à HMG, em alguns compostos, ela aparece na forma 

de lactona inativa, a qual é enzimaticamente hidrolisada in vivo para a forma 

ativa do ácido hidroxi (CORSINI et al., 1995). Esta molécula ocupa metade do 

sítio de ligação ativo da enzima HMG-Coa redutase, criando um grande 

número de ligações de hidrogênio emparelhadas resultando em uma ligação 

forte, porém reversível (ISTVAN & DEISENHOFER, 2001).  

Como inibidores competitivos da HMG-CoA redutase, as estatinas 

causam a diminuição do mevalonato (metabólito da síntese do colesterol) e 

consequentemente de outros compostos isoprenóides como o 

farnesilpirofosfato (FPP) e geranilgeranilpirofosfato (GGPP). A redução 

hepática do colesterol ativa a família dos fatores de transcrição denominados 

Proteínas ligantes do elemento regulador de esterol (SREBPs), causando um 

aumento na transcrição do gene que codifica o receptor de LDL hepático. O 
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aumento no número de receptores para LDL causa aumento no clearance de 

LDL circulante, este é o principal mecanismo pelo qual as estatinas reduzem o 

colesterol LDL do plasma (BROWN & GOLDSTEIN, 1997; HORTON & 

SHIMOMURA, 1999). Por outro lado, a inibição da síntese do mevalonato 

também reduz a formação de FPP e GGPP. Estas proteínas atuam na 

isoprenilação pós-tradução de proteínas, como os membros da família da 

GTPase, Ras, RhoA e Rac. A isoprenilação é um passo fundamental para a 

associação destas pequenas proteínas à membrana plasmática e é essencial 

para que estas apresentem atividade biológica (LIAO, 2002; LANDSBERGER 

et al., 2005). A geranilgeranilação é de particular interesse, pois afeta a 

ativação dependente de proteína G e várias vias de sinalização celular. A 

redução da isoprenilação é o mecanismo molecular mais provável para os 

efeitos independentes da redução de lipídeos das estatinas, coletivamente 

chamados de efeitos pleiotróficos (TAKEMOTO & LIAO, 2001). 

 

 

1.7 - Angiogênese, Inflamação, Fibrose e Estatinas 

 

 

As estatinas são muito eficientes no tratamento da hipercolesterolemia e 

em desordens cardiovasculares. Nestas condições, estes compostos exercem 

possíveis efeitos protetores na bioatividade do óxido nítrico produzido pelas 

células endoteliais e na estabilização de placas ateroscleróticas (VAUGHAN et 

al. 2000; KOH, 2000). 

O efeito benéfico das estatinas pode estender além dos mecanismos de 

redução do colesterol. Investigações recentes têm mostrado diversos efeitos 

importantes das estatinas, como ação antineoplásica (JAKOBISIAK & GOLAB, 

2003), inibição da reabsorção óssea (STAAL et al., 2003), aumento da 

disponibilidade de óxido nítrico endotelial (KALINOWSKI et al., 2002), 

relaxamento do músculo liso vascular (MUKAI et al., 2003), atenuação da 

hipertrofia do miócito cardíaco (NISHIKIMI et al., 2002), inibição da proliferação 

de células endoteliais induzidas por fatores angiogênicos (VINCENT et al., 

2002), diminuição dos níveis de citocina pró-inflamatória IL-6, liberada pelo 

tecido adiposo (LIAO & LAUFS, 2005; VAN HARMELEN et al, 2003).  
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Dentre os efeitos já catalogados das estatinas destacam-se suas 

atividades na neoformação vascular (angiogênese) os quais são amplamente 

contraditórios. Vários estudos clínicos mostram efeitos endotélio-dependente 

das estatinas (PACKARD, 1998; RAUCH et al., 2000; SACKS et al., 1996; 

SCHWARTZ et al., 2001). Tem sido reportado que as estatinas apresentam 

atividades pró e anti-angiogênicas, o chamado efeito bifásico. Parece que 

baixas concentrações de estatinas induzem efeitos pró-angiogênicos através 

da ativação da fosfatidilinositol quinase-3/ serina/treonina quinase (PI3 

kinase/Akt), sinalização que leva a fosforilação da óxido nítrico sintase 

endotelial (eNOS) e produção NO. Em contraste, altas concentrações de 

estatinas inibem a síntese do mevalonato, levando à diminuição na prenilação 

da proteína, inibição do crescimento celular ou apoptose (II & LOSORDO, 

2007).  

Existem relatos de que as estatinas reduzem a migração e proliferação 

de células endoteliais (DULAK & JÓZKOWICZ, 2005) e potenciam o efeito anti-

tumoral do TNF-α (NÜBEL et al. 2004). Outros estudos têm mostrado efeitos 

pró-angiogênicos destes compostos (KUREISHI et al. 2000; WEIS, et al., 

2002). Estes resultados discrepantes são atribuídos a fatores como, tipos 

celulares, doses e regimes de tratamento e ensaios utilizados. Weis e 

colaboradores (2002) mostraram que as atividades pró- ou anti-angiogênica in 

vivo e in vitro dependem das concentrações e compostos utilizados. Assim, 

estes autores sugeriram que concentrações nanomolares de estatinas 

estimulam a angiogênese, efeito considerado benéfico para o tratamento de 

doenças cardiovasculares (isquemias), e que a atividade anti-angiogênica é 

observada em concentrações micromolares de estatinas, o que pode ser de 

especial significância na terapia do câncer e doenças inflamatórias. Esses 

efeitos são causados pela inibição da proliferação e migração e indução de 

apoptose nas células endoteliais (DULAK & JÓZKOWICZ, 2005).  

Tem sido proposto, ainda, que as estatinas apresentam efeito anti-

inflamatório. Estudos recentes sugerem que este efeito é devido à capacidade 

de reduzirem o recrutamento de células inflamatórias em placas 

ateroscleróticas (VAUGHAN et al., 2000). Os mecanismos envolvidos estão 

relacionados à inibição da adesão de moléculas, tais como moléculas de 

adesão intercelular (ICAM-1), as quais estão ligadas ao recrutamento de 
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células inflamatórias. Adicionalmente, as estatinas atenuam a expressão de P-

selectinas e a adesão de leucócitos pelo aumento da produção de óxido nítrico 

endotelial, também inibem a expressão da quimiocina proteína quimiotática 

para monócito - 1 (CCL2/MCP-1/JE) e interferem na expressão de citocinas 

como as interleucinas 1 e 6. Estes efeitos independem da biossíntese celular 

de colesterol (ALEGRET & SILVESTRE, 2007). 

 Alguns estudos também têm mostrado que as estatinas apresentam 

efeito inibidor da fibrose. Em um modelo de nefropatia em ratos, a lovastatina 

reduziu a expressão do fator de crescimento transformante-beta (TGF-β) nas 

células mesangiais (KIM et al., 2000). As estatinas também causam potente 

redução dos níveis de fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) em 

cultura de fibroblastos de vários tecidos (GOPPELT-STRUEBE et al., 2001; 

HEUSINGER-RIBEIRO et al., 2004; WATTS et al., 2005) e na produção de 

colágeno (LOUNEVA et al., 2006). Estudos in vitro e in vivo também têm 

mostrado que as estatinas podem ser eficazes em prevenir aderências e 

fibrose, por serem capazes de estimular a atividade fibrinolítica nas células 

mesoteliais tanto em condições normais como inflamatórias. Estes efeitos 

estão associados à inibição dos intermediários isoprenóides da via de 

biossíntese do colesterol, como FPP e GGPP, que regulam as modificações 

postranlacionais de várias proteínas, incluindo pequenas proteínas GTPases-

ligantes como Rho. A inibição de Rho tem sido implicada na modificação da 

transdução de sinal e regulação de vários processos celulares como 

crescimento, diferenciação e sobrevivência celular (AARONS, et al., 2007; 

RUPÉREZ, et al., 2007; YILMAZ et al., 2009; HASLINGER et al, 2002 e 2003). 

Além dos efeitos acima mencionados, as estatinas modulam a 

expressão das enzimas sintases do óxido nítrico e sua produção. O efeito das 

estatinas na expressão da NOS foi demonstrado pela primeira vez por Laufs e 

colaboradores, em 1997, em que as estatinas podem prevenir a inibição da 

eNOS desencadeada pela hipóxia em células endoteliais, levando assim, a 

aumento na produção de NO por estas células. As estatinas também podem 

inibir a síntese de Rho quinases, proteínas que regulam negativamente a 

expressão de eNOS, através da inibição da síntese de intermediários 

isoprenóides da via do mevalonato, como GGPP (LAUFS & LIAO, 2000; 

KUREISHI et al., 2000). As estatinas também podem aumentar a produção de 
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NO por diminuir a expressão celular de caveolina-1, a qual atua como um 

inibidor da ativação de eNOS por formar um heterocomplexo com esta enzima 

(FERON et al., 2001). O interessante é que o efeito inibidor na abundância de 

caveolina-1 foi observado em baixas concentrações (0,01 µM) enquanto que 

alterações na expressão da eNOS só foram observadas em altas doses da 

atorvastatina (10 µM) (FERON et al., 2001). A eNOS também é regulada por 

uma serina-treonina quinase Akt. A ativação de Akt aumenta a atividade da 

eNOS. As estatinas ativam Akt e assim aumentam a produção de óxido nítrico 

(KUREISHI et al., 2000). As estatinas não apenas aumentam a produção de 

NO nas células endoteliais como também podem aumentar a forma induzida da 

óxido nítrico sintase em células do músculo liso vascular (MUNIYAPPA et al., 

2000). Embora mais atenção tenha sido dada à eNOS, o efeito das estatinas 

na expressão iNOS e o entendimento de seus mecanismos de ação ainda são 

controversos e parecem depender dos tipos de células. Em astrócitos, 

micróglia e macrófagos, a lovastatina apresentou bloqueio na indução de iNOS 

por lipopolissacarídeos (LPS) através da inibição da farnesilação (intermediário  

da via do mevalonato) (PAHAN et al., 1997). Por outro lado, estudos 

demonstraram que as estatinas podem aumetar a expressão de iNOS através 

das pequenas proteínas G da família Rho em células musculares lisas 

vasculares (CHEN et al., 2000; MUNIYAPPA et al., 2000), células epiteliais das 

vias aéreas (KREISELMEIER et al., 2003; HAUSDING et al., 2000), fibroblastos 

(HAUSDING et al., 2000) e miócitos cardíacos (IKEDA et al., 2001).  

 Apesar da angiogênese, inflamação e fibrose serem processos que 

ocorrem concomitante e sinergicamente na grande maioria das doenças 

inflamatórias crônicas, os estudos com estatinas tem avaliado estes processos 

separadamente. Além do mais, existem discrepâncias quanto aos seus efeitos 

que têm sido atribuídas às variações dos parâmetros de avaliação que incluem: 

doses, tipos celulares, regimes de tratamento e ensaios utilizados.  
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1.8 – Modelo de implante de esponjas 

 

 

 A implantação cirúrgica de matrizes sintéticas no espaço subcutâneo e 

na cavidade abdominal de roedores tem possibilitado o estudo de vários 

processos associados ao reparo tecidual. Este modelo de implantação 

subcutânea de matrizes esponjosas em animais foi descrito inicialmente por 

Grindlay & Waugh (1951) e modificado por Andrade e colaboradores, em 1987. 

Neste estudo, esponjas de poliéster canuladas centralmente com tubos de 

polietileno eram utilizadas como matriz para o crescimento dos vasos 

sanguíneos e a avaliação da neovascularização era feita utilizando-se a técnica 

do clearance do xenônio radioativo (133Xe) aplicado localmente. O modelo de 

implantes também já foi utilizado para alojar células tumorais para o estudo da 

angiogênese tumoral (ANDRADE et al. 1992). A implantação da matriz 

esponjosa na cavidade abdominal foi realizada por Mendes e colaboradores 

(2007) para avaliação da resposta inflamatória, angiogênica e formação de 

aderências intraperitoneais. Este estudo também comparou a intensidade da 

resposta quando o mesmo tipo de implante foi colocado em dois 

compartimentos anatômicos distintos. Os resultados mostraram que a 

intensidade da resposta angiogênica e inflamatória era maior nos implantes da 

cavidade abdominal.   

A matriz implantada induz uma reação inflamatória tipo corpo estranho, 

com a formação de tecido de granulação rico em células inflamatórias, novos 

vasos sanguíneos e matriz extracelular, sendo envolvido por uma cápsula 

fibrosa (MENDES, et al., 2007, GRINDLAY & WAUGH, 1951). A utilização de 

implantes de esponjas permite o estudo do infiltrado inflamatório, da 

angiogênese e da deposição da matriz extracelular; permite também a análise 

bioquímica dos fluidos coletados, bem como o efeito de drogas sobre o 

processo (MENDES, et al., 2007 e 2009; BAILEY, 1988; ANDRADE et al., 

1997). 

 Esses modelos de implantes têm sido utilizados por serem facilmente 

reprodutíveis e possibilitarem objetividade na avaliação da angiogênese, 

inflamação e fibrose, bem como o monitoramento contínuo destes processos, 
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além de permitir a investigação de várias características morfofuncionais tanto 

em condições normais como em patológicas. 

Apesar de vários trabalhos mencionados evidenciarem o efeito das 

estatinas na modulação da angiogênese, inflamação e fibrose, nenhum estudo 

avaliou estes processos concomitantemente no mesmo modelo em sítios 

anatômicos distintos. Sendo assim, este trabalho teve como foco principal, 

investigar os efeitos de duas estatinas (atorvastatina e fluvastatina) sobre estes 

componentes do tecido fibrovascular induzido pela implantação cirúrgica de 

matriz sintética no espaço subcutâneo e abdominal. 
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2 – OBJETIVOS 

 

 

2.1 – Objetivo Geral 

 

 

• Avaliar os efeitos da atorvastatina e fluvastatina na angiogênese 

inflamatória induzida por implantes de esponja alojados no 

espaço subcutâneo e cavidade abdominal. 

 

 

2.2 – Objetivos específicos 

         

 

• Estabelecer regimes de tratamentos que apresentem eficácia na 

modulação da angiogênese inflamatória; 

 

• Avaliar através de parâmetros bioquímicos o efeito destas 

estatinas nos processos inflamatório e angiogênico do tecido 

fibrovascular; 

 

• Determinar a influência destes compostos na produção de óxido 

nítrico (NO) e de citocinas pró-angiogênicas, pró-inflamatórias e 

pró-fibrogênicas (VEGF, TNF-α, TGF-β1 e MCP-1); 

 

• Avaliar histologicamente a influência destes compostos nos 

componentes celulares do tecido fibrovascular induzido por 

implantes de esponjas. 
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3 – MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 - Animais 

 

 

 Foram utilizados camundongos Swiss machos, sadios, 8-10 semanas; 

30 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais. 

 Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais. Protocolo nº 

279/08. 

 

 

3.2 – Drogas 

 

 

 Foram utilizadas as estatinas: Atorvastatina (Liptor - Pfizer) (Figura 3A) e 

a Fluvastatina (Lescol – Novartis) (Figura 3B) como inibidoras da HMG-CoA 

redutase, para avaliação de seus efeitos anti-angiogênicos, anti-inflamatórios e 

anti-fibrogênico no modelo de implante de esponja subcutâneo e abdominal. 

 

Figura 3: A - Molécula da Atorvastatina Cálcio Triidratada (Pfizer), Fórmula: 
C33H35FN2O5. B – Molécula da Fluvastatina Sódio (Novartis), Fórmula: 
C24H26FNO4 

A B 



 49 

3.3 – Técnica de implantação 

 

 

Discos de esponjas (poliéster poliuretano) de 8 mm de diâmetro e 4 mm 

de espessura foram mantidos em álcool 70% v/v durante pelo menos 24 horas 

anteriores à implantação e, posteriormente, fervidos em água destilada por 30 

minutos. Estes implantes foram utilizados para induzir a inflamação, 

angiogênese e fibrose subcutânea e intraperitoneal (MENDES et al., 2007; 

ANDRADE et al., 1987).  

 Implantação subcutânea: Os animais foram previamente anestesiados 

intraperitonealmente, com xilazina/cetamina (8 mg/kg e 60 mg/kg, 

respectivamente), e submetidos à tricotomia e assepsia da região dorsal com 

álcool 70% v/v. Os animais foram dispostos em mesa cirúrgica e foi realizada 

uma incisão mediana dorsal de aproximadamente 1 cm em direção caudal. 

Posteriormente, foi realizada a divulsão do subcutâneo interescapular pela 

incisão mediana. O disco de esponja foi introduzido e posicionado 

aproximadamente 0,5 cm da região interescapular. A sutura da incisão foi feita 

com fio de nylon 3,0 usando ponto Donati. Após recuperação da anestesia os 

animais ficaram dispostos em gaiolas individuais com água e ração “ad libitum” 

(ANDRADE et al., 1987). 

 Implantação abdominal: Após anestesia conforme descrito 

anteriormente, os animais foram submetidos à tricotomia e assepsia da região 

ventral com álcool 70% v/v, dispostos em mesa cirúrgica e realizada uma 

incisão mediana ventral de aproximadamente 1 cm em direção caudal. O disco 

de esponja foi introduzido do lado esquerdo da cavidade abdominal. A sutura 

da incisão foi feita com fio de nylon 3.0 usando ponto Donati. Após recuperação 

da anestesia os animais ficaram dispostos em gaiolas individuais com água e 

ração “ad libitum” (MENDES et al, 2007). 
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3.4 - Protocolos experimentais 

 

 

3.4.1 - Atorvastatina 

 

Avaliação da angiogênese inflamatória em implantes subcutâneos:  

 

Regime de tratamento: os animais foram divididos em três grupos (1 

controle e 2 tratados – doses 0,6 e 3,0 mg/kg/dia) de 10 animais cada.  

Os grupos tratados receberam atorvastatina na água de beber a partir do 

dia da implantação, trocada todos os dias, durante todo o período do 

experimento (9 dias). 

 

Avaliação da angiogênese inflamatória em implantes abdominais: 

 

Foram realizados quatro protocolos: 

 

1º protocolo – Tratamento sistêmico por 9 dias 

Os animais foram divididos em três grupos (1 controle e 2 tratados – 

doses 0,6 e 6,0 mg/kg/dia).  

Os grupos tratados receberam atorvastatina na água de beber a partir do 

dia da implantação, trocada todos os dias, durante todo o período do 

experimento (9 dias). 

Posteriormente, outro experimento foi realizado utilizando esse mesmo 

protocolo, porém com a dose de 30mg/kg/dia. 

 

2º protocolo – Tratamento intraperitoneal por 9 dias 

Os animais foram divididos em três grupos (1 controle e 2 tratados – 

doses 0,6 e 6,0 mg/kg/dia).  

Os grupos tratados receberam atorvastatina via intraperitoneal, 

dissolvida em solução salina estéril, a partir do dia da implantação, por todos os 

dias, durante todo o período do experimento (9 dias). O grupo controle recebeu 

injeções de salina estéril via intraperitoneal. 
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3º protocolo – Pré-Tratamento sistêmico 

Os animais foram divididos em dois grupos (1 controle e 1 tratado – dose 

6,0 mg/kg/dia).  

O grupo tratado recebeu atorvastatina na água de beber, trocada todos 

os dias, a partir de 7 dias antes da implantação, e por todo período do 

experimento pós-implantação (9dias),  

 

4º protocolo – Tratamento sistêmico por 4 dias 

Os animais foram divididos em dois grupos (1 controle e 1 tratado – dose 

6,0 mg/kg/dia).  

O grupo tratado recebeu atorvastatina na água de beber, trocada todos 

os dias, a partir do dia da implantação, e por todo período do experimento 

(9dias). 

 

 

3.4.2 - Fluvastatina 

 

 

Avaliação da angiogênese inflamatória em implantes subcutâneos:  

 

Regime de tratamento: os animais foram divididos em três grupos (1 

controle e 2 tratados – doses 0,6 e 6,0 mg/kg/dia) de 10 animais cada.  

Os grupos tratados receberam fluvastatina na água de beber a partir do 

dia da implantação, trocada todos os dias, durante todo o período do 

experimento (9 dias). 

 

Avaliação da angiogênese inflamatória em implantes abdominais: 

 

Os animais foram divididos em três grupos (1 controle e 2 tratados – 

doses 0,6 e 6,0 mg/kg/dia).  

Os grupos tratados receberam fluvastatina na água de beber a partir do 

dia da implantação, trocada todos os dias, durante todo o período do 

experimento (9 dias). 
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Para todos os protocolos, foram realizadas dosagens sanguíneas de 

lipídeos circulantes, portanto, os animais ficaram em jejum doze horas antes da 

eutanásia. 

Ao nono dia após implantação, os animais foram anestesiados e 

eutanasiados, por exsanguinação, os implantes retirados, pesados e 

armazenados a -20ºC para processamento posterior e avaliações bioquímicas. 

 

 

3.5 – Remoção dos implantes e coleta de sangue 

 

 

 No 9º dia pós-implantação os animais foram anestesiados com 

xilazina/cetamina (8mg/kg e 60mg/kg, respectivamente) e exsanguinados 

através de punção cardíaca ou do plexo braquial. O sangue coletado foi 

centrifugado e o soro separado para posterior dosagem de lipídeos. Após 

eutanásia, os discos de esponja foram retirados através de incisão mediana na 

região dorsal ou ventral, em seguida, dissecados, pesados e processados para 

estudos bioquímicos e histológicos. 

 

 

3.6 – Avaliação sérica de lipídeos 

 

 

Foram realizadas dosagens de triglicerídeos, colesterol total e colesterol 

HDL no soro coletado dos animais, utilizando o protocolo do kit enzimático da 

LABTEST. 

 

 

3.7 – Histologia 

 

 

 Os implantes destinados à avaliação histológica foram colhidos e 

imediatamente fixados em solução de formol/salina 1:3 durante 24 horas e 

colocados em álcool 70º GL até o processamento histológico que inclui 
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desidratação, diafanização, banho e inclusão em parafina. Em seguida, foram 

realizados cortes em micrótomo e as lâminas foram, então, coradas pelo 

método de hematoxilina-eosina (HE). 

 Os cortes histológicos dos implantes foram examinados ao microscópio 

óptico, usando-se ocular de 10x e objetivas de 10x, 20x e 40x, e fotografados. 

 

 

3.8 – Avaliação da angiogênese e da infiltração tecidual 

  

 

3.8.1 – Dosagem de Hemoglobina 

 

 

A dosagem do conteúdo de hemoglobina intraimplante foi feita 

utilizando-se o método do reagente de Drabkin desenvolvido em 1932 e 

adaptado como índice de vascularização por Plunkett et al. (1990) e Hu et al. 

(1995). 

 As mostras que apresentaram hemorragia ou infecção à análise 

macroscópica foram excluídas do ensaio. Em seguida, cada implante foi 

homogeneizado (Tekmar TR-10, Ohio, USA) em 2,0 mL de um reagente 

cromogênico específico para hemoglobina (reagente de Drabkin-kit de 

Dosagem de Hemoglobina Labtest) e adicionados em microtubos (ependorff) 

de 2,0 mL. As amostras foram centrifugadas a 4ºC por 30 minutos a 12000 rpm 

e os homogenatos filtrados em filtros de 0,22µm (Millipore). Posteriormente, foi 

realizada leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de 540 nm 

(Leitor de Elisa), utilizando-se uma placa de 96 poços. A concentração de 

hemoglobina de cada amostra foi calculada a partir de uma curva padrão 

conhecida (Labtest) e os resultados expressos em concentração de 

hemoglobina (microgramas) por miligrama de peso úmido de implante. 

Após a dosagem de hemoglobina, o sobrenadante foi armazenado em 

freezer a -20ºC para posteriores dosagens de citocinas, e o precipitado 

(esponja) dividido e pesado para determinação de mieloperoxidase (MPO) e N-

acetilglicosaminidase (NAG). 
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 3.8.2 – Avaliação da atividade da mieloperoxidase (MPO) 

 

 

 Uma das características marcantes do processo inflamatório é a 

presença de neutrófilos e macrófagos no sítio inflamatório. O acúmulo de 

neutrófilos pode ser detectado utilizando a enzima mieloperoxidade como um 

marcador quantitativo de neutrófilos. Para avaliar a atividade da 

mieloperoxidade utilizamos a técnica de Bradley et al. de 1982. 

 Após a dosagem de hemoglobina, o precipitado (esponja) foi 

ressuspenso em 2,0mL de tampão fosfato de sódio, pH 5,4. As amostras foram 

homogeneizadas em vórtex por 30 segundos, foram transferidos 300µL desse 

homogenato para microtubos (eppendorf) de 1,5mL e acrescentados 600µL de 

HTAB (Brometo de Hexadeciltrimetilamônio – Sigma) 0,5% p/v diluído em 

tampão fosfato pH 5,4. Após nova homogeneização no vórtex as amostras 

foram congeladas para posterior dosagem. Após o congelamento, as amostras 

foram descongeladas e centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos a 4ºC e o 

sobrenadante utilizado no ensaio enzimático. 

 O ensaio enzimático foi realizado em microtubos (eppendorf) de 1,5mL, 

e a reação seguiu a seguinte ordem: 100µL de peróxido de hidrogênio 0,003%, 

adicionar 100 µL de TMB (3,3’, 5,5’- tetrametilbenzidine - Sigma) a 6,4 mM 

diluído em DMSO (dimetil sulfóxido – Merck); adicionar 200 µL do 

sobrenadante da amostra deixar reagir por 1 minuto cronometrado, parar a 

reação com a adição de 100 µL de H2SO4 (ácido sulfúrico – Merck) a 4 M. Em 

seguida, foram adicionados 200 µL à placa de 96 poços e a leitura 

espectrofotométrica feita em comprimento de onda de 450 nm. Os resultados 

foram expressos em índice de MPO (Absorbância em D.O./g de peso úmido do 

implante). 
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3.8.3 – Avaliação da atividade de N-acetil-β-D-glicosaminidase (NAG) 

 

 

 A n-acetil-β-D-glicosaminidase é uma enzima lisossômica produzida por 

macrófagos ativados. Essa enzima foi utilizada como um índice da infiltração 

destas células nos sítios inflamatórios através da técnica de Bailey, 1988. 

Após a utilização da esponja para dosagem de hemoglobina, o 

precipitado foi ressuspenso em 2,0mL de solução salina 0,9% com Triton X-100 

(Promega) a 0,1% (gelado). As amostras foram homogeneizadas em vórtex até 

obter uma suspensão homogênea e, posteriormente, centrifugadas em 3000 

rpm durante 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi utilizado para a realização 

do ensaio enzimático. 

 Para o ensaio, foram adicionados 100µL das amostras em duplicata a 

uma placa de 96 poços. Às amostras, foram adicionados 100µL do substrato 

(p-nitrofenil-n-acetil-β-D-glicosaminida – Sigma), diluído em tampão 

citrato/fosfato pH 4,5, em seguida, incubadas a 37ºC durante 30 minutos. Por 

último, foram adicionados 100µL de tampão glicina 0,2M, pH 10,6. A 

absorbância foi medida por espectrofotometria em leitor de Elisa, em 

comprimento de onda de 400nm. A atividade de NAG no implante foi calculada 

a partir de uma curva padrão de p-nitrofenol avaliada paralelamente. O p-

nitrofenol é o produto cromógeno da reação entre p-nitrofenol-n-acetil-β-D-

glicosamina com a n-acetil-β-D-glicosaminidase (NAG). Os resultados das 

leituras foram expressos em nmol.mL-1/mg de peso úmido do implante. 

 

 

3.9 – Avaliação da deposição de colágeno 

 

 

 A fibrose foi avaliada pela dosagem de colágeno presente nos implantes. 

A quantidade de colágeno solúvel total (tipos I-V) foi quantificada 

colorimetricamente baseada na reação do Picrossirius Red. Esta técnica foi 

desenvolvida por Phillips e colaboradores (2002) e adaptada para o modelo de 

implantes de esponja por Campos e colaboradores (2006) como um método de 
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ligação ao [GLY-X-Y]n das seqüências de tripla hélices de todos os colágenos 

nativos. Sucintamente, as amostras de esponja foram homogeneizadas com 

tampão (salina 0.1% Triton X-100) depois da homogeneização os debris foram 

removidos pela centrifugação. Cinquenta µl do reagente picrossirius red foram 

adicionados a 50 µl da amostra. Após 30 min. de incubação em temperatura 

ambiente o complexo colágeno- picrossirius red foi separado por centrifugação 

a 10,000 durante 15 minutos, em seguida lavado com etanol e o complexo 

colágeno-corante reconstituído em 1 ml de reagente alcalino (NaOH 0,5 M). A 

absorbância foi quantificada a 540 nm em um leitor de microplacas 

(Thermoplate). A quantidade de colágeno em cada amostra foi determinada 

através da comparação de uma curva padrão utilizando-se padrão de colágeno 

(Merk) e os resultados expressos em µg de colágeno por mg de implante. 

 

 

3.10 – Dosagem de citocinas 

 

 

 Foram dosadas citocinas pro-inflamatórias (TNF-α, CCL2 (MCP-1/JE)), 

pró-angiogênicas (VEGF) e pró-fibrogênicas (TGF-β). 

 Para a avaliação das citocinas, foi utilizada a reação imunoenzimática de 

ELISA (enzime-linked immunosorbent assay). 

 Após a dosagem de hemoglobina, o sobrenadante foi congelado em 

freezer a –20ºC para posterior dosagem de citocinas. 

 Placas de 96 poços foram sensibilizadas com 100µL/poço de solução de 

anticorpo monoclonal anti-camundongo para a citocina a ser analisada e 

incubadas a 4ºC overnight. Em seguida fez-se a lavagem da placa quatro 

vezes com 300µL/poço – Bio-tek Instruments, INC. de Tween 20 0,05% em 

PBS, pH 7,4; às placas foi adicionado o tampão de bloqueio (1% BSA ou 10% 

FBS em PBS, pH 7,4) seguido de encubação por 1 hora. Após nova etapa de 

lavagem, foram adicionados 100µL/poço dos padrões (15-1000 pg/mL) e das 

amostras diluídas em 0,1% BSA e 0,05% Tween 20 em PBS, pH 7,4 e em 

seguida as placas foram novamente incubadas a 4ºC overnight. Após nova 

lavagem das placas, foram adicionados 100µL/poço de solução de anticorpo 
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biotinilado anti-camundongo para a citocina em questão e as placas incubadas 

por 2 horas. Após lavagem, foram adicionados 100µL/poço de solução de 

estreptavidina-HRP às placas, e incubadas por 20 minutos. Após nova 

lavagem, foi realizada a reação cromogênica com o substrato o-

fenilenodiamina (OPD - Sigma), 100µL/poço diluído em tampão citrato 

(acrescido de H2O2 30 v/v), pH 5,0 e as placas incubadas, ao abrigo da luz, por 

30 minutos. A reação foi interrompida com a adição de 50µL/poço de H2SO4 

1M e as placas analisadas em O.D. 492nm. Todos os passos de incubação 

(exceto aqueles overnight) foram feitos a temperatura ambiente. A 

concentração da citocina de cada implante foi calculada a partir de uma curva 

padrão e os resultados expressos em concentração de proteína (pg/mL) por 

implante. 

 

 

3.11 – Avaliação da produção de óxido nítrico (NO) 

 

 

Para este conjunto de experimentos, três grupos diferentes de animais 

foram tratados sistemicamente com ou 0,06 ou 0,6 ou 6 mg/kg de Fluvastatina. 

A produção basal de NO nos implantes de esponjas foi medida no perfusato 

com microsensores de carbono usando uma membrana permeável ao NO 

(ISO-NOPF100, World Precision Instruments Inc., E.U.A.). Os microsensores 

de carbono ao NO foram estabilizados por 1h em solução tampão de Krebs 

(em mM: NaCl 110,8, KCl 5,9, 25,0 NaHCO3, 1,07 MgSO4, 2,49 CaCl2, 2,33 

NaH2PO4 e 11,51 glicose, pH 7,4). No dia 9 após a implantação, os animais 

foram sacrificados, os implantes cuidadosamente retirados, pesados e 

colocados em 50mL de tampão de Krebs por 5 minutos. Em seguida, foram 

colocados em 1,5 mL de solução de Krebs gaseada (95% O2 e 5% CO2), a 

37ºC. Os microsensores de carbono foram conectados a um amplificador-

recorder (TBR - 4100 Free Radical Analyzer; World Precision Instruments, Inc., 

E.U.A.) e a um computador pessoal equipado com uma placa de aquisição de 

dados (Lab-Trax-4/16; World Precision Instruments Inc., E.U.A.), usando o 

software Lab-Trax (Mundo Precision Instruments Inc., E.U.A.). As correntes 
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(nA) foram medidas pelos microsensores continuamente (30 minutos) e as 

concentrações de NO determinadas por curvas de calibração de concentrações 

conhecidas de SNAP (0,2 a 500nM). 

 

 

3.12 – Análise estatística 

 

 

Os resultados foram apresentados pelas médias ± e.p.m. dos dados. A 

comparação entre os dois grupos foi feita utilizando-se o teste t de Student, 

quando os dados consistiram de mais de dois grupos foi feita a análise de 

variância (ANOVA), seguido do subteste Newman-keuls. Os resultados foram 

considerados significativos para P<0.05. Para realização da análise e 

construção de gráficos foi utilizado o programa estatístico GraphPad Prism 4.0. 
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4 – RESULTADOS  

 

 

4.1 – Efeito da atorvastatina na inflamação, angiogênese e deposição de 

colágeno subcutâneo 

 

 

 A administração sistêmica de atorvastatina (0,6 e 3mg/kg) durante 8 dias 

não apresentou alterações visíveis no comportamento dos animais. O 

procedimento cirúrgico, a matriz de esponja, e o tratamento foram bem 

tolerados por todos os animais. Ambas as doses de atorvastatina (0,6 e 

3mg/kg) não causaram redução significativa nos níveis séricos do colesterol 

total (controle 127 + 5 vs atorvastatina 0,6mg 126 + 18 vs atorvastatina 3mg 

143 + 12 mg/dl), triglicerídeos (42,4 ± 8 vs. 52 ± 9 vs. 38 ± 7), HDL (23 ± 2 vs. 

21 ± 2 vs. 23 ± 1) e LDL (36 ± 10 vs. 39 ± 6 vs. 35 ± 5). 

 

 

4.1.1 – Avaliação histológica 

 

 

 Não foram observados sinais visíveis de infecção ou rejeição nos 

implantes durante o período de 9 dias do experimento. A implantação 

subcutânea de discos de esponja em camundongos induziu uma resposta de 

angiogênese inflamatória levando ao preenchimento da matriz sintética com 

tecido fibrovascular. Esse tecido apresentou-se vascularizado contendo células 

inflamatórias, células gigantes multinucleadas e células semelhantes a 

fibroblastos intercalados na matriz do implante. O tratamento com atorvastatina 

(0,6 e 3,0 mg/kg) inibiu a formação do tecido fibrovascular e os componentes 

celulares nos implantes (Figura 4). 
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Figura 4: Cortes histológicos (5 µm, corados com H&E) do tecido fibrovascular que infiltra os 
poros do implante de esponjas subcutâneo. O tecido recém formado é composto de vasos 
sanguíneos, células inflamatórias e fibroblastos. Em (A) o tecido fibrovascular do controle é 
mais denso e vascularizado comparado com os grupos tratados com atorvastatina nas doses 
de 0,6 (B) e 3,0 (C) mg/kg. M – Matriz; V – vasos sanguíneos; Barra - 100 µm. 

 

A 

B 

C 
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4.1.2 – Avaliação da Angiogênese 

 

 

 As doses de atorvastatina (0,6 e 3,0 mg/kg) dadas diariamente via oral 

aos diferentes grupos de camundongos durante 8 dias reduziu a 

neovascularização dos implantes como observado pelas alterações no 

conteúdo de hemoglobina (Gráfico 1A) e níveis de VEGF dos implantes (um 

marcador da angiogênese) (Gráfico 1B). Os níveis de hemoglobina nos 

implantes foram 1,0 + 0,15 µg Hb/mg de peso úmido (controle, n=10); versus 

0,5 + 0,07 (0,6 mg/kg; n=10) versus 0.42 ± 0.07 (3 mg/kg; n=10). A avaliação 

do VEGF nos implantes mostrou que o tratamento com atorvastatina diminuiu 

os níveis desta citocina 0,26 + 0,06 (0,6 mg/kg; n=10) e 0,31 + 0,06 (3,0 mg/kg; 

n=10) nos implantes tratados comparados ao controle 0,57 + 0,09; n=10. 
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Gráfico 1: Efeitos da atorvastatina na angiogênese induzida por implantes de esponja no 
tecido subcutâneo. Em A o conteúdo de hemoglobina do tecido diminuiu após o tratamento 
com as doses de 0,6 e 3,0 mg/kg de atorvastatina. Em B é observada a redução dos níveis de 
VEGF pelo tratamento com atorvastatina. CT – Controle. Os valores representam as médias (+ 
e.p.m) dos grupos de 10 animais. * p<0,05 comparado ao grupo controle. 
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4.1.3 – Avaliação da inflamação 

 

 

 Os componentes inflamatórios do tecido fibrovascular induzido pela 

esponja foram determinados pela estimativa do número de leucócitos 

presentes no implante avaliados pelas atividades de enzimas e níveis de 

citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e CCL2(MCP-1/JE)). O número de 

neutrófilos (como atividade de MPO) não foi afetado pelo tratamento com 

atorvastatina 2,97 + 0,31 (controle; n=10) versus 2,50 + 0,30 (0,6 mg/kg; n=9) e 

2,94 + 0,18 (3,0 mg/kg; n=10) (Gráfico 2A). No entanto, o composto em ambas 

as doses (0,6 e 3,0 mg/kg) diminuiu a atividade de NAG (número de 

macrófagos) 4,40 + 0,65 (controle; n=10) versus 0,91 + 0,13 (0,6 mg/kg; n=10) 

e 0,74 + 0,12 (3,0 mg/kg; n=10) (Gráfico 2B). Também foi observada 

diminuição nos níveis intra-implante de TNF- α 0,09 + 0,01 (controle; n=10) 

versus 0,04 + 0,007 (0,6 mg/kg; n=10) e 0,04 + 0,005 (3,0 mg/kg; n=10) 

(Gráfico 3A) e CCL2(MCP-1/JE) 1,77 + 0,12 (controle; n=10) versus 1,35 + 

0,05 (0,6 mg/kg; n=10) e 1,57 + 0,07 (3,0 mg/kg; n=10) nos implantes (gráfico 

GB). 
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Gráfico 2: Efeitos da atorvastatina (0,6 e 3,0mg/kg) no infiltrado de células inflamatórias do 
tecido subcutâneo. A (acúmulo de neutrófilos), B (acúmulo de macrófagos), no tecido 
fibrovascular dos implantes subcutâneos. O tratamento não interferiu no infiltrado de neutrófilos 
(atividade de MPO), mas diminuiu significativamente o infiltrado de macrófagos (atividade de 
NAG). CT – controle. Os valores representam a média (+ e.p.m) dos grupos de 9 a 10 animais. 
*** p<0,001 comparado ao grupo controle. 
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Gráfico 3: Efeitos da atorvastatina (0,6 e 3,0mg/kg) na produção de citocinas inflamatórias do 
tecido fibrovascular de implantes subcutâneos. O tratamento diminuiu significativamente os 
níveis da citocina inflamatória TNF-α (A) e os níveis da quimiocina para macrófagos 
CCL2/MCP-1/JE (B). CT – controle. Os valores representam a média (+ e.p.m) dos grupos de 8 
a 10 animais. * p<0,05 e ** p<0,01 comparado ao grupo controle. 
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4.1.4 – Avaliação da deposição de colágeno e TGF-β1 

 

 

 A deposição de colágeno e os níveis de TGF-β1 (citocina pró-

fibrogênica) foram avaliados para determinar o efeito da atorvastatina nestes 

componentes do tecido fibrovascular. Ambas as doses de atorvastatina (0,6 e 

3,0 mg/kg) foram eficazes em diminuir a quantidade de colágeno e os níveis da 

citocina intra-implante. Os níveis de TGF-β1 no sobrenadante dos implantes foi 

de 1,90 + 0,23 (controle; n=10) versus 1,65 + 0,27 (0,6 mg/kg; n=10) e 1,18 + 

0,16 (3,0 mg/kg; n=10) e a deposição do colágeno intra implante de 0,76 + 0,08 

(controle; n=10) versus 0,54 + 0,06 (0,6 mg/kg; n=10) e 0,40 + 0,06 (3,0 mg/kg; 

n=10). (Gráfico 4A e B). 
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Gráfico 4: Efeitos da atorvastatina nos níveis de TGF-β1 (A) e na deposição de colágeno (B) 
no implante de esponja subcutâneo. Foi observada uma completa diminuição dos parâmetros 
após o tratamento sistêmico com ambas as doses (0,6 e 3,0 mg/kg) de atorvastatina. CT – 
controle. Os valores representam a média (+ e.p.m) dos grupos de 8 a 10 animais. * p<0,05 e 
**p<0,01 comparado ao grupo controle. 
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4.2 – Efeito da atorvastatina cavidade abdominal 

 

 

 Os efeitos da atorvastatina foram avaliados também nos componentes 

inflamatório, angiogênico e fibrogênico de implantes alojados na cavidade 

abdominal. Neste sítio anatômico as respostas angiogênica e inflamatória do 

hospedeiro diferem quanto à intensidade daquela observada em implantes 

subcutâneos (BARROS et al., 2007). Para esta série de experimentos a maior 

dose utilizada foi de 6mg/kg (2 vezes) a dose que promoveu efeitos máximos 

inibitórios na angiogênese inflamatória de implantes subcutâneos. 

 Os gráficos 5 e 6 mostram que o conteúdo de hemoglobina é cerca de 4 

vezes maior nos implantes abdominais em relação aos subcutâneos e que o 

recrutamento de macrófagos (atividade de NAG) é aproximadamente 2 vezes 

maior nos implantes abdominais. O conteúdo de hemoglobina dos implantes 

subcutâneos foi 1,033 + 0,15 versus 4,452 + 0,31 dos implantes abdominais 

(Gráfico 5). A atividade da NAG entre os implantes subcutâneos foi 4,400 + 

0,65 versus 7,768 + 0,30 nos implantes abdominais (Gráfico 6).  
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Gráfico 5: Comparação entre os conteúdos de hemoglobina dos implantes subcutâneos e 
abdominais de grupos controle. Os valores representam a média (+ e.p.m) dos grupos de 8 a 
10 animais. **** p<0,0001 comparado ao grupo subcutâneo. SC – subcutâneo, ABD – 
abdominal. 
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Gráfico 6: Comparação entre a atividade da enzima n-acetil-β-D-glicosaminidase (NAG) dos 
implantes subcutâneos e abdominais de grupos controle. Os valores representam a média (+ 
e.p.m) dos grupos de 8 a 10 animais. **** p<0,0001 comparado ao grupo subcutâneo. SC – 
subcutâneo, ABD – abdominal. 
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4.2.1 – Protocolo 1 – Administração sistêmica da atorvastatina 

 

 

 Neste 1º protocolo, a administração oral de atorvastatina foi semelhante 

ao protocolo que identificou as atividades anti-angiogênica, anti-inflamatória e 

anti-fibrogênica deste composto em implantes subcutâneos. No entanto, 

quando avaliados seus efeitos na cavidade abdominal, a atorvastatina não foi 

capaz, nas doses estudadas, de alterar qualquer parâmetro. Os resultados 

destes experimentos são mostrados nos gráficos 7 (atividade angiogênica); 

gráficos 8 A e B (atividade inflamatória); gráficos 9 A e B (citocinas pró-

inflamatórias) e gráficos 10 A e B (atividade fibrogênica). 
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Gráfico 7: Efeito da atorvastatina, por administração oral, na angiogênese induzida por 
implantes de esponja na cavidade abdominal. O conteúdo de hemoglobina do tecido não 
alterou após o tratamento em nenhuma das doses avaliadas. CT – controle. Os valores 
representam as médias (+ e.p.m) dos grupos de 7a 8 animais.  

 



 73 

CT 0,6 6,0
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

A

Atorvastatina (mg/Kg)

A
tiv

id
a
d
e
 d

e
 M

P
O

(O
D

/g
 d

e
 p

e
s
o
 ú

m
id

o
)

 

CT 0,6 6,0
0

10

20 B

Atorvastatina (mg/Kg)

A
tiv

id
a
d
e
 d

e
 N

A
G

(n
m

o
l/m

g
 d

e
 p

e
s
o
 ú

m
id

o
)

 

Gráfico 8: Efeitos da atorvastatina (0,6 e 6,0 mg/kg) no infiltrado de células inflamatórias do 
implante abdominal com tratamento via oral. Acúmulo de neutrófilos (A), acúmulo de 
macrófagos (B), nos implantes de esponja. O tratamento não interferiu o infiltrado de neutrófilos 
(atividade de MPO), nem no infiltrado de macrófagos (atividade de NAG). CT – controle. Os 
valores representam a média (+ e.p.m) dos grupos de 6 a 8 animais. 
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Gráfico 9: Efeitos da atorvastatina (0,6 e 3,0 mg/kg) nas citocinas inflamatórias. O tratamento 
não alterou os níveis da citocina inflamatória TNF-α (A) nem os níveis da quimiocina para 
macrófagos CCL2/MCP-1/JE (B). CT – controle. Os valores representam a média (+ e.p.m) dos 
grupos de 7 a 8 animais.  
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Gráfico 10: Efeitos da atorvastatina nos níveis de TGF-β1 (A) e na deposição de colágeno (B) 
no implante de esponja abdominal com tratamento via oral. O tratamento não alterou os níveis 
de TGF- β1 nem a deposição de colágeno nos implantes em nenhuma das doses estudadas. 
CT – controle. Os valores representam a média (+ e.p.m) dos grupos de 8 a 10 animais. 
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 Tendo em vista que a atorvastatina foi ineficaz em produzir qualquer 

efeito na angiogênese inflamatória dos implantes abdominais nas doses e 

protocolos mencionados, outras doses e regimes de tratamento foram feitos.  

 Ainda utilizando o protocolo 1, aumentamos a dose de atorvastatina para 

30 mg/kg/dia. Mesmo com uma dose 5 vezes maior não observamos qualquer 

nos parâmetros avaliados (Quadro 1). 

 

 

 Hb MPO NAG Colágeno 

CT 
3,749 

± 0,4286 

N = 8 

4,728 

± 0,7470 

N = 8 

19,470 

± 2,152 

N = 8 

0,240 

± 0,01918 

N = 8 
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30 
4,391 

± 0,7298 

N = 8 

3,879 

± 0,8448 

N = 8 

18,090 

± 2,160 

N = 8 

0,240 

± 0,0,02809 

N = 8 

 
Quadro 1: Efeito da atorvastatina administrada sistemicamente com a dose de 30 mg/kg/dia no 
implante de esponja da cavidade abdominal. Não houve alteração em qualquer parâmetro 
avaliado. Resultados apresentados pela média, ± e.p.m e N = nº de animais. 

 

 

4.2.2 – Protocolo 2 – Administração intraperitoneal da atorvastatina 

 

 

 A atorvastatina administrada na cavidade abdominal (i.p. nas doses de 

0,6; 3,0 e 6,0 mg/Kg/dia) não alterou os componentes angiogênico (conteúdo 

de hemoglobina), inflamatório (atividade de MPO e NAG) e fibrogênico 

(deposição de colágeno) do implante na cavidade abdominal (Quadro 2). 
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 Hb MPO NAG Colágeno 

CT 
4,711 

± 0,4896 

N = 8 

3,629 

± 0,7058 

N = 8 

8,455 

± 0,3760 

N = 8 

0,474 

± 0,02762 

N = 9 

0,6 
5,897 

± 1,231 

N = 6 

3,587 

± 1,311 

N = 6 

8,378 

± 0,9178 

N = 6 

0,431 

± 0,02983 

N = 8 

3 
4,990 

± 1,081 

N = 7 

4,444 

± 1,251 

N = 7 

10,110 

± 1,278 

N = 7 

0,428 

± 0,03241 

N = 9 
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6 
5,561 

± 0,6899 

N = 8 

4,653 

± 1,153 

N = 8 

9,989 

± 0,6380 

N = 8 

0,452 

± 0,03600 

N = 10 

 

Quadro 2: Efeito da atorvastatina administrada via intraperitoneal (i.p.) no implante de esponja 
da cavidade abdominal. Não houve alteração em qualquer parâmetro avaliado. Resultados 
apresentados pela média, ± e.p.m e N = nº de animais. 

 

 

4.2.3 – Protocolo 3 – Pré-tratamento sistêmico da atorvastatina 

 

 

 A atorvastatina administrada por 7 dias antes da implantação e por 8 

dias pós implantação (6,0 mg/Kg/dia) também não alterou os componentes 

angiogênico (conteúdo de hemoglobina), inflamatório (atividade de MPO e 

NAG) e fibrogênico (deposição de colágeno) do implante na cavidade 

abdominal (Quadro 3). 

 

 Hb MPO NAG Colágeno 

CT 
3,749 

± 0,4286 

N = 8 

4,728 

± 0,7470 

N = 8 

19,470 

± 2,152 

N = 8 

0,240 

± 0,01918 

N = 8 
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6 
3,870 

± 0,6351 

N = 8 

5,061 

± 0,7261 

N = 8 

21,640 

± 3,219 

N = 8 

0,266 

± 0,02267 

N = 8 

 

Quadro 3: Efeito do pré-tratamento de atorvastatina administrada sistemicamente no implante 
de esponja da cavidade abdominal. Não houve alteração em qualquer parâmetro avaliado. 
Resultados apresentados pela média, ± e.p.m e N = nº de animais. 
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4.2.4 – Protocolo 4 –Tratamento sistêmico da atorvastatina por 4 dias 

 

 

 A diminuição do tempo de experimento de 9 para 4 dias teve como 

objetivo diminuir a intensidade da angiogênese inflamatória induzida pelo 

implante para observar se o tratamento com a atorvastatina apresentaria efeito 

em algum dos componentes avaliados. Nesse protocolo a atorvastatina (6,0 e 

30 mg/Kg/dia) novamente não alterou os componentes angiogênico (conteúdo 

de hemoglobina), inflamatório (atividade de MPO e NAG) e fibrogênico 

(deposição de colágeno) do implante na cavidade abdominal (Quadro 4). 

 

 Hb MPO NAG Colágeno 

CT 
2,066 

± 0,5496 

N = 5 

5,228 

± 1,030 

N = 5 

23,080 

± 3,008 

N = 4 

0,2088 

± 0,01223 

N = 4 

6 
2,718 

± 0,5715 

N = 4 

5,596 

± 1,294 

N = 5 

24,690 

± 2,199 

N = 6 

0,2612 

± 0,01554 

N = 6 
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30 
3,050 

± 0,5084 

N = 3 

4,804 

± 0,5589 

N = 5 

19,860 

± 3,172 

N = 5 

0,2558 

± 0,02337 

N = 4 

 

Quadro 4: Efeito da atorvastatina administrada sistemicamente por 4 dias no implante de 
esponja da cavidade abdominal. Não houve alteração em qualquer parâmetro avaliado.  
Resultados apresentados pela média, ± e.p.m e N = nº de animais. 
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4.3 – Efeito da fluvastatina na angiogênese inflamatória em implantes 

subcutâneos 

 

  

Os efeitos de outra estatina (fluvastatina) foram avaliados em ambos os 

implantes (subcutâneo e abdominal) para verificar possíveis ações diferenciais 

entre as duas estatinas. Seus efeitos foram avaliados para os níveis séricos de 

colesterol e frações, inflamação, angiogênese e citocinas. 

Os resultados apresentados mostram que a administração sistêmica de 

fluvastatina (0,6 e 6 mg/kg) durante 8 dias não apresentou alterações visíveis 

no comportamento dos animais. O procedimento cirúrgico, a matriz de esponja, 

e o tratamento foram bem tolerados por todos os animais. Ambas as doses de 

fluvastatina (0,6 e 6 mg/kg) não causaram redução significativa nos níveis 

séricos do colesterol total (controle 139+13 vs fluvastatina 0,6 mg 155+16 vs 

fluvastatina 6 mg 158+19 mg/dl), triglicerídeos (96±5 vs. 113±23 vs. 103±18), 

HDL (58±6 vs. 56±3 vs. 42±2) e LDL (67±9 vs. 76±10 vs. 73±17). 

 

 

4.3.1 – Avaliação histológica 

 

 

 Não foram observados sinais visíveis de infecção ou rejeição nos 

implantes durante o período de 9 dias do experimento. A implantação 

subcutânea de discos de esponja em camundongos induziu uma resposta de 

angiogênese inflamatória causando um preenchimento com tecido fibrovascular 

na matriz sintética. Esse tecido estava vascularizado contendo células 

inflamatórias, células gigantes multinucleadas e células semelhantes a 

fibroblastos intercalados com a matriz do implante. O tratamento com 

fluvastatina (0,6 e 6,0 mg/kg) inibiu claramente o tecido fibrovascular e os 

componentes celulares nos implantes (Figura 5). 

 

 

 

 



 80 

 

 

 

 

 

Figura 5: Cortes histológicos (5 µm, corados com H&E) do tecido fibrovascular que infiltra os 
poros do implante de esponjas subcutâneo. O tecido recém formado é composto de vasos 
sanguíneos, células inflamatórias e fibroblastos. Em (A) o tecido fibrovascular do controle é 
mais denso e vascularizado comparado com os grupos tratados com fluvastatina nas doses de 
0,6 (B) e 6,0 (C) mg/kg. M – Matriz; Barra - 100 µm. 
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4.3,2 – Avaliação da angiogênese 

 

 

 As doses de fluvastatina (0,6 e 6,0 mg/kg) administradas diariamente via 

oral aos diferentes grupos de camundongos durante 8 dias reduziu a 

neovascularização dos implantes do tecido subcutâneo como observado pelas 

alterações nos conteúdos de hemoglobina (gráfico 11A) e níveis de VEGF dos 

implantes (um marcador da angiogênese) (gráfico 11B). Os níveis de 

hemoglobina nos implantes foram 0,953 + 0,13 µg Hb/mg de peso úmido 

(controle, n = 5); versus 0,5+0,12 (0,6 mg/kg; n = 5) versus 0.43±0.12 (6 mg/kg; 

n = 5). A avaliação do VEGF nos implantes mostrou que o tratamento com 

atorvastatina diminuiu os níveis desta citocina 0,14 +0,03 (0,6 mg/kg; n = 6) e 

0,06 +0,007 (6,0 mg/kg; n = 5) nos implantes tratados comparados ao controle 

0,21+0,05; n = 5. 
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Gráfico 11: Efeitos da fluvastatina na angiogênese induzida por implantes de esponja no tecido 
subcutâneo. Em A o conteúdo de hemoglobina do tecido diminuiu após o tratamento com as 
doses de 0,6 e 6,0 mg/kg de fluvastatina. Em B redução dos níveis de VEGF pelo tratamento 
com fluvastatina. CT – controle. Os valores representam as médias (+ e.p.m) dos grupos de 5 a 
6 animais. * p<0,05 comparado ao grupo controle. 
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4.3.3 – Avaliação da inflamação 

 

 

 Os componentes inflamatórios da inflamação induzida pela esponja no 

tecido subcutâneo foram determinados pela estimativa do número de leucócitos 

presentes no implante pela avaliação da atividade de enzimas e níveis de 

citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e CCL2(MCP-1/JE)). O número de 

neutrófilos (como atividade de MPO) não foi afetado pelo tratamento com 

fluvastatina 4,903 + 0,73 (controle; n = 6) versus 5,436 + 0,69 (0,6 mg/kg; n = 

8) e 3,965 + 0,47 (6,0 mg/kg; n = 6) (gráfico 12A). No entanto, o composto em 

ambas as doses (0,6 e 6,0 mg/kg) diminuiu a atividade de NAG (número de 

macrófagos) 1,232 + 0,12 (controle; n = 6) versus 0,930  + 0,09 (0,6 mg/kg; n = 

7) e 0,72 + 0,17 (6,0 mg/kg; n = 4) (gráfico 12B) e os níveis de TNF- α 0,318 + 

0,07 (controle; n = 5) versus 0,079 + 0,019 (0,6 mg/kg; n = 4) e 0,132 + 0,023 

(6,0 mg/kg; n = 4) (gráfico 13A); mas não alterou os níveis de CCL2(MCP-1/JE) 

1,904 + 0,21 (controle, n = 7) versus 1,993 + 0,17 (0,6 mg/kg; n = 6) e 1,885 + 

0,22 (6,0 mg/kg, n = 6) nos implantes (gráfico 13B). 
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Gráfico 12: Efeitos da fluvastatina (0,6 e 6,0 mg/kg) no infiltrado de células inflamatórias. 
Acúmulo de neutrófilos (A), acúmulo de macrófagos (B), nos implantes de esponja do tecido 
subcutâneo. O tratamento não interferiu o infiltrado de neutrófilos (atividade de MPO), mas 
diminuiu significativamente o infiltrado de macrófagos (atividade de NAG). CT – controle. Os 
valores representam a média (+ e.p.m) dos grupos de 4 a 8 animais. * p<0,05 comparado ao 
grupo controle. 
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Gráfico 13: Efeitos da fluvastatina (0,6 e 6,0 mg/kg) nas citocinas inflamatórias. O tratamento 
diminuiu significativamente os níveis da citocina inflamatória TNF-α (A) mas não interferiu nos  
níveis da quimiocina para macrófagos CCL2/MCP-1/JE (B). CT – controle. Os valores 
representam a média (+ e.p.m) dos grupos de 4  a 7 animais. 
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4.3.4 – Avaliação da deposição de colágeno 

 

 

 A fibrose foi determinada pelo conteúdo de colágeno nos implantes 

tratados com fluvastatina. O componente fibrogênico não foi alterado pelo 

tratamento (gráfico 14) em ambas as doses (0,6 e 6,0 mg/kg). A deposição do 

colágeno intra implante foi de 0,674 + 0,05 (controle; n = 7) versus 0,724 + 0,02 

(0,6 mg/kg; n = 8) e 0,607 + 0,02 (6,0 mg/kg; n = 6). 

 

 

CT 0,6 6,0
0.00

0.25

0.50

0.75

Fluvastatina (mg/Kg)

C
o
lá

g
e
n
o

( µ
g
/m

g
 d

e
 p

e
so

 ú
m

id
o
)

 

Gráfico 14: Efeitos da fluvastatina na deposição de colágeno no implante de esponja 
subcutâneo. Não houve diminuição na deposição de colágeno em nenhuma das doses (0,6 e 
6,0 mg/kg) de fluvastatina. CT - controle. Os valores representam a média (+ e.p.m) dos grupos 
de 6 a 7 animais. 
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4.3.5 – Avaliação da produção de óxido nítrico (NO) 

 

 

 A produção de NO foi determinada pela produção direta no implante de 

esponja e expressa pela média dos grupos a cada minuto (gráfico 15A) e 

através área sobre a curva de cada grupo (gráfico 15B). A fluvastatina reduziu 

a produção de NO no implante subcutâneo nos três grupos tratados, quando 

avaliada a área sobre a curva, porém significativamente diferente apenas na 

dose de 0,06 mg/kg (1531 ± 172,2 N=5); nas doses de 0,6 e 6,0 mg/kg (1691 ± 

146,3 N=5 e 1602 ± 302,8 N=3) comparados ao controle (2585 ± 387.3 N=5). 
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Gráfico 15: Efeitos da fluvastatina na produção de NO no implante de esponja subcutâneo. Em 
(A) produção de NO expressa ao longo de 30 minutos, em (B) área sob a curva. CT – controle. 
Os valores representam a média (+ e.p.m) dos grupos de 3 a 6 animais. * p < 0,05 **p < 0,01 
para a dose de 0,06 mg/kg; # p < 0,05 para a dose de 0,6 mg/kg, comparados ao grupo 
controle. 
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4.4 – Efeito da fluvastatina na angiogênese inflamatória em implantes 

abdominais 

 

 

4.4.1 – Avaliação histológica 

 

 

 Não foram observados sinais visíveis de infecção ou rejeição nos 

implantes durante o período de 9 dias do experimento. A implantação 

abdominal de discos de esponja em camundongos induziu uma resposta de 

angiogênese inflamatória causando um preenchimento com tecido fibrovascular 

na matriz sintética. Esse tecido estava vascularizado contendo células 

inflamatórias, células gigantes multinucleadas e células semelhantes a 

fibroblastos intercalados com a matriz do implante. O tratamento com a 

fluvastatina (0,6 e 6,0 mg/kg) inibiu claramente o tecido fibrovascular e os 

componentes celulares nos implantes (Figura 6). 
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Figura 6: Cortes histológicos (5 µm, corados com H&E) do tecido fibrovascular que infiltra os 
poros do implante de esponjas abdominal. O tecido recém formado é composto de vasos 
sanguíneos, células inflamatórias e fibroblastos. Em (A) o tecido fibrovascular do controle é 
mais denso e vascularizado comparado com os grupos tratados com fluvastatina nas doses de 
0,6 (B) e 6,0 (C) mg/kg. M – Matriz; Barra - 100 µm. 
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4.4,2 – Avaliação da angiogênese 

 

 

 As doses de fluvastatina (0,6 e 6,0 mg/kg) dadas diariamente via oral 

aos diferentes grupos de camundongos durante 8 dias reduziu a 

neovascularização dos implantes do tecido abdominal como observado pelas 

alterações nos conteúdos de hemoglobina (gráfico 16A) mas não interferiu nos 

níveis de VEGF dos implantes (gráfico 16B). Os níveis de hemoglobina nos 

implantes foram 2,794 + 0,23 (controle, n = 7); versus 2,160 + 0,20 (0,6 mg/kg; 

n = 6) versus 1,802 ± 0,23 (6 mg/kg; n = 6). Os níveis de VEGF nos implantes 

foram de 0,122 + 0,02 (controle; n = 5); versus 0,083 + 0,026 (0,6 mg/kg; n = 5) 

e 0,087 + 0,04 (6,0 mg/kg; n = 3). 
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Gráfico 16: Efeitos da fluvastatina na angiogênese induzida por implantes de esponja na 
cavidade abdominal. Em A o conteúdo de hemoglobina do tecido diminuiu após o tratamento 
com a dose de 6,0 mg/kg de fluvastatina. Em B níveis de VEGF no implante. CT – controle. Os 
valores representam as médias (+ e.p.m) dos grupos de 3 a 7 animais.  
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4.4.3 – Avaliação da inflamação 

 

 

 O componente inflamatório do tecido fibrovascular dos implantes 

abdominais foi determinado pela estimativa do número de leucócitos pela 

avaliação da atividade de enzimas e níveis de citocinas pró-inflamatórias (TNF-

α e CCL2(MCP-1/JE)). A fluvastatina reduziu o componente inflamatório destes 

implantes em todos os parâmetros avaliados. O número de neutrófilos (como 

atividade de MPO) foi de 6,746 + 1,104 (controle; n = 7) versus 5,494 + 1,315 

(0,6 mg/kg; n = 8) e 2,500 + 0,41 (6,0 mg/kg; n = 6) (gráfico 17A). A redução da 

atividade de NAG (número de macrófagos) foi de 2,833 + 0,44 (controle; n = 6) 

versus 1,801 + 0,09 (0,6 mg/kg; n = 8) e 1,184 + 0,19 (6,0 mg/kg; n = 7) (gráfico 

17B). A fluvastatina também reduziu os níveis das citocinas pró-inflamatórias. 

Os níveis de TNF- α foram 0,078 + 0,008 (controle; n = 5) versus 0,063 + 0,014 

(0,6 mg/kg; n = 6) e 0,023 + 0,004 (6,0 mg/kg; n = 4) (gráfico 18A); e os níveis 

de CCL2(MCP-1/JE) foram 1,127 + 0,09 (controle, n = 6) versus 0,732 + 0,09 

(0,6 mg/kg; n = 6) e 0,692 + 0,11 (6,0 mg/kg, n = 6) nos implantes (gráfico 

18B). 
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Gráfico 17: Efeitos da fluvastatina (0,6 e 6,0 mg/kg) no infiltrado de células inflamatórias no 
tecido abdominal. A fluvastatina reduziu o infiltrado de neutrófilos (A), e de macrófagos (B). CT 
– controle. Os valores representam a média (+ e.p.m) dos grupos de 6 a 8 animais. * p<0,05; ** 
p<0,01 e *** p<0,001 comparado ao grupo controle. 
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Gráfico 18: Efeitos da fluvastatina (0,6 e 6,0 mg/kg) nas citocinas inflamatórias. O tratamento 
diminuiu significativamente os níveis das citocina inflamatórias TNF-α (A) e da quimiocina para 
macrófagos CCL2/MCP-1/JE (B). CT – controle. Os valores representam a média (+ e.p.m) dos 
grupos de 4  a 6 animais. 
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4.4.4 – Avaliação da deposição de colágeno 

 

 

 O componente fibrogênico foi determinado pelo conteúdo de colágeno 

nos implantes abdominais tratados com fluvastatina. A deposição de colágeno 

não foi alterada pelo tratamento (gráfico 19) em ambas as doses (0,6 e 6,0 

mg/kg), 0,187 + 0,01 (controle; n = 7) versus 0,179 + 0,009 (0,6 mg/kg; n = 8) e 

0,185 + 0,01 (6,0 mg/kg; n = 8). 
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Gráfico 19: Efeitos da fluvastatina na deposição de colágeno no implante de esponja 
abdominal. Não houve diminuição na deposição de colágeno em nenhuma das doses (0,6 e 6,0 
mg/kg) de fluvastatina. CT – controle. Os valores representam a média (+ e.p.m) dos grupos de 
7 a 8 animais. 
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4.4.5 – Avaliação da produção de óxido nítrico (NO) 

 

 

 A produção de NO foi determinada pela diretamente no implante de 

esponja e expressa pela média dos grupos a cada minuto (gráfico 20A) e 

através da área sob a curva de cada grupo (gráfico 20B). A fluvastatina 

aumentou a produção de NO no implante abdominal, quando observada a área 

sobre a curva, na dose de 6,0 mg/kg (2274 ±273 N=4) e as doses de 0,06 e 0,6 

mg/kg não alteraram significativamente a produção de NO (1133 ±69 N=5 e 

1671 ±178 N=7) comparadas ao controle (1330 ± 241,3 N=6). 
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Gráfico 20: Efeitos da fluvastatina na produção de NO no implante abdominal. Em (A) 
produção de NO expressa ao longo de 30 minutos, em (B) área sob a curva. CT – controle. Os 
valores representam a média (+ e.p.m) dos grupos de 4 a 7 animais. * p < 0,05 **p < 0,01 para 
a dose 0,06 mg/kg comparada ao grupo controle. 
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4.5 – Resumo dos Resultados 

 

 

 

Atorvastatina Fluvastatina 
 

Subcutâneo Abdominal Subcutâneo Abdominal 

Dose 

(mg/kg) 
0,6 3,0 0,6 3,0 6,0 30 0,06 0,6 6,0 0,06 0,6 6,0 

Hb ↓ ↓ N N N N - ↓ ↓ - N ↓ 

VEGF ↓ ↓ N N N N - N ↓ - N N 

NO - - - - - - ↓ ↓ ↓ N N ↑ 

MPO N N N N N N - N N - N ↓ 

NAG ↓ ↓ N N N N - ↓ ↓ - ↓ ↓ 

TNF-α ↓ ↓ N N N N - ↓ ↓ - N ↓ 

MCP-1 ↓ N N N N N - N N - ↓ ↓ 

Colágeno ↓ ↓ N N N N - N N - N N 

TGF-β1 ↓ ↓ N N N N - - - - - - 

 

Quadro 5: Resumo dos efeitos das estatinas em implantes subcutâneos e abdominais. N Não 
teve efeito; ↑ estimulou; ↓ inibiu; – não foi avaliado. 
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5- DISCUSSÃO 

 

 

 Nesse estudo utilizamos um modelo murino de angiogênese inflamatória 

para avaliar os efeitos das estatinas (atorvastatina e fluvastatina) em 

componentes chave (angiogênese, inflamação e fibrose) do tecido fibrovascular 

induzido por implantes sintéticos. Neste modelo, o recrutamento de células 

inflamatórias, a angiogênese e a deposição de matriz extracelular podem ser 

modulados por uma série de compostos com potenciais terapêuticos (BELO et 

al., 2004; ROCHA et al., 2006; FERREIRA et al., 2007). 

 As estatinas são inibidores competitivos para a HMG-CoA redutase, 

enzima que catalisa um passo limitante da síntese de colesterol que é a 

redução de HMG-CoA em mevalonato (DULAK & JÓZKOWICZ, 2005). A 

inibição dessa enzima leva a redução dos níveis plasmáticos de colesterol total, 

colesterol LDL e triglicerídeos (BROWN & GOLDSTEIN, 1997; HUFF & 

BURNETT, 1997; SCHOONJANS et al., 1999), podendo ser utilizada no 

tratamento de desordens ateroscleróticas e dislipidêmicas. Além da redução na 

biossíntese do colesterol, a inibição de mevalonato pelas estatinas também 

leva a redução na síntese de importantes intermediários, como os isoprenóides 

FPP e GGPP (GOLDSTEIN & BROWN, 1990). Esses intermediários estão 

envolvidos na prenilação pós-translacional de várias proteínas, como Ras e 

Rho, que modulam uma variedade de processos intracelulares incluindo 

sinalização, diferenciação e proliferação celular (TAKEMOTO & LIAO, 2001; 

BELLOSTA et al., 2000). Estas proteínas isopreniladas desempenham um 

papel central na função endotelial, na estabilidade de placas ateroscleróticas, 

na atividade de plaquetas, na coagulação, na oxidação e nas respostas imunes 

e inflamatórias (ALEGRET & SILVESTRE, 2007). Deste modo, as estatinas 

podem exercer múltiplos efeitos benéficos em várias desordens, independente 

de suas ações clássicas sobre a redução do colesterol (McFARLANE et al., 

2002). 

Nos experimentos que avaliaram o efeito da atorvastatina em implantes 

subcutâneos, houve predomínio da atividade inibitória na inflamação, na 

angiogênese e na fibrogênese do tecido neoformado nas duas doses utilizadas  

(0,6 e 3,0 mg/kg/dia). Além disso, nosso estudo revelou efeitos inibitórios dessa 
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estatina em citocinas pró-inflamatórias, pró-angiogênicas e pró-fibrogênicas 

presentes no implante de esponja. A avaliação histológica dos implantes de 

esponja confirmou a eficácia do tratamento na inibição do infiltrado do tecido 

fibrovascular induzido pela matriz esponjosa em ambas as doses.  

Em nossos resultados, o efeito anti-angiogênico foi avaliado pela 

redução de 54% do conteúdo de hemoglobina e 50% nos níveis de VEGF intra-

implante. A angiogênese, formação de novos vasos a partir de vasos pré-

existentes, é um processo complexo que depende da interação de várias 

moléculas pró e anti-angiogênicas para a formação de vasos funcionais. O 

VEGF, apesar de ser apenas um componente da complexa resposta 

angiogênica, é considerado um dos fatores chave envolvidos na angiogênese 

(YANCOPOULOS et al., 2000). Tem sido reportado que as estatinas podem 

exercer efeitos diretos na angiogênese, independente de seus efeitos sobre a 

redução de lipídeos (II & LOSORDO, 2007). O efeito das estatinas na 

angiogênese é considerado bifásico e dose-dependente; tendo, portanto, 

atividades pró e anti-angiogênicas (WEIS et al., 2002; URBICK et al., 2002). Há 

evidências de que baixas doses induzem efeitos pró-angiogênicos através da 

ativação de Akt, levando à fosforilação da óxido nítrico sintase endotelial e 

produção de óxido nítrico (GOLIGORSKY et al., 1999; KUREISHI et al., 2000; 

WEIS et al., 2002). O óxido nítrico, por sua vez é conhecido por induzir a 

angiogênese em vários modelos in vitro e in vivo (MENDOZA et al., 2007; 

FUKUMURA et al., 2006). Por outro lado, altas doses de estatinas irão inibir a 

síntese de produtos não esteróides do mevalonato, resultando em diminuição 

na prenilação e na inibição do crescimento celular (WEIS et al., 2002). Além 

disso, altas doses de estatinas reduzem GGPP, o qual inibe a angiogênese 

(EDWARDS & ERICSSON, 1999). O GGPP é necessário para a localização na 

membrana de pequenas proteínas GTP-ligantes como os membros da família 

Rho (EDWARDS & ERICSSON, 1999). Outros efeitos anti-angiogênicos das 

estatinas incluem inibição da expressão ou atividade de várias proteínas, por 

exemplo, CCL2 (MCP-1/JE), metalloproteinase, angiotensina-II, 

preproendotelina-1 e diminuição da formação de moléculas de adesão 

(AEPFELBACHER et al., 1997; NICKENIG et al., 1999; HERNANDEZ-PERERA 

et al., 2000; IKEDA et al., 2000; ROMANO et al., 2000). 
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Urbich e colaboradores (2002) avaliaram o efeito dose-dependente da 

atorvastatina na migração de células endoteliais e na angiogênese. Seus 

resultados mostram que baixas doses de atorvastatina (0,01-0,1 µmol/L), as 

quais se assemelham às concentrações plasmáticas de pacientes em terapia 

crônica com baixas doses de estatinas, promovem aumento da angiogênese 

em células endoteliais. Em contraste, altas concentrações de atorvastatina (> 

0,1 µmol/L) exercem efeito anti-angiogênico por induzir apoptose das células 

endoteliais. Contudo, Weis e colaboradores (2002) mostraram que os efeitos 

pró-angiogênicos da atorvastatina ocorreram em concentrações entre 0,005 e 

0,01 µmol/L (referente às concentrações de baixas a médias doses em 

humanos), enquanto que os efeitos anti-angiogênicos foram observados em 

concentrações entre 0,05 e 1 µmol/L (referente às concentrações de altas 

doses em humanos). Este mesmo grupo de pesquisadores também avaliou o 

efeito da atorvastatina in vivo, observando o mesmo efeito bifásico em que 

doses consideradas baixas (0,5 mg/kg) aumentou a angiogênese e aquelas 

consideradas altas (2,5 mg/kg) inibiram a angiogênese. Em nossos resultados 

não observamos o efeito bifásico nas doses usadas, pelo menos, em parte, a 

discrepância observada entre nossos resultados e dos demais pesquisadores, 

pode ser atribuída a uma série de diferentes fatores, tais como modelos 

animais, de espécies, via de administração, posologia e duração do tratamento 

e do experimento. 

Os níveis de VEGF no implante após o tratamento com as duas doses 

de atorvastatina também confirmam os efeitos anti-angiogênicos deste 

composto, uma vez que esta citocina tem sido apresentada como um mediador 

essencial da neovascularização, induzindo o crescimento de novos vasos de 

forma dose-dependente (DVORAK, 2002). A influência da atorvastatina na 

produção de VEGF pode ser atribuída a efeitos diretos e indiretos das 

estatinas. Já foi demonstrado que o LDL oxidado intensifica a expressão e 

produção de VEGF nas células do músculo liso vascular (DULAK et al., 2001a 

e b). Por consequência, a hipercolesterolemia pode induzir a produção de 

VEGF em diferentes células incluindo células do músculo liso (DULAK et al., 

2001a), macrófagos (RAMOS et al., 1998) ou células endoteliais (INOUE et al., 

2001). O tratamento com estatinas, por diminuir os níveis de colesterol, 

provavelmente interfere na expressão do VEGF dependente de lipídeo. Em 
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nossos resultados esse mecanismo não parece estar envolvido, pois não 

observamos alterações nos níveis de colesterol entre os grupos tratados e 

controle. Assim, o efeito inibidor da atorvastatina sobre a produção de VEGF foi 

independente de sua atividade na redução de lipídeos. A diminuição da síntese 

de VEGF pelas estatinas tem sido demonstrada em diferentes tipos celulares, 

incluindo células tumorais (FELESZKO et al., 1999), células endoteliais 

(JONES et al., 1999) e células do músculo liso vascular (FRICK et al., 2003; 

ALBER et al., 2002; DULAK et al., 2001a). Alber e colaboradores (2002) 

mostraram redução nos níveis de VEGF em pacientes com doença arterial 

coronariana que receberam tratamento com atorvastatina. Mais recentemente, 

o tratamento com atorvastatina que resultou em inibição da neovascularização 

induzida por laser na coróide foi atribuído a baixa produção de VEGF 

(YAMADA et al., 2007). In vitro, os efeitos anti-angiogênicos da atorvastatina 

foram associados com a diminuição da liberação endotelial de VEGF (WEIS et 

al., 2002; ALBER et al., 2002). Além de influenciar a síntese de VEGF, a 

atorvastatina pode interferir em outros mediadores angiogênicos.  Dulak e 

colaboradores (2005) mostraram que a atorvastatina diminui a síntese de uPA 

e a produção de interleucina-8. A atividade de uPA é necessária para a 

angiogênese induzida pelo VEGF (HEYMANS et al., 1999) e a IL-8, uma 

quimiocina gerada em quantidades significativas pelas células endoteliais, é um 

fator pró-angiogênico e pró-inflamatório, cujos efeitos estão relacionados à sua 

capacidade quimiotática para células polimorfonucleares (JOZKOWICZ et al., 

2001). Portanto, uma possível diminuição desses mediadores pela 

atorvastatina pode ter contribuído para a atividade anti-angiogênica da 

atorvastatina observada em nossos resultados. 

O componente inflamatório do implante foi avaliado tanto pela atividade 

de enzimas inflamatórias presentes no implante quanto pelas citocinas TNF-α e 

CCL2 (MCP-1/JE). A atividade de MPO (representando neutrófilos ativados) 

não foi afetada pelo tratamento, mostrando ausência de efeito deste composto 

nesta população de células inflamatórias. No entanto, a atividade de NAG 

(representando monócitos/macrófagos ativados) foi significativamente 

diminuída pelo tratamento, uma redução de aproximadamente 80% para as 

duas doses avaliadas, sugerindo um grau de seletividade da atorvastatina para 

esta população de células. Como esperado, os níveis de TNF-α e CCL2 (MCP-
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1/JE) foram diminuídos (55% e 23% respectivamente) nos grupos tratados com 

atorvastatina. O efeito das estatinas sobre a resposta inflamatória é bem 

relatado. É sabido que as estatinas reduzem o risco de eventos coronarianos e 

podem promover a estabilização de placas ateroscleróticas através de seus 

efeitos antiinflamatórios (YANG et al., 2006). As estatinas podem influenciar 

diretamente as funções inflamatórias de células vasculares, imunes, 

hepatócitos e adipócitos através da ativação de certos mediadores 

intracelulares ou pela inibição da fosforilação de proteínas quinase das 

cascatas de segundo-mensageiros intracelular (MONTECUCCO & MACH, 

2009). Enomoto e colaboradores (2009) mostraram o efeito inibidor da 

rosuvastatina no infiltrado de macrófagos em lesões ateroscleróticas. Além 

disso, a inibição da HMG-CoA redutase reduz a expressão do receptor da 

quimiocina CCL2 de monócitos e o recrutamento de monócitos in vivo (HAN et 

al., 2005) e a produção de CCL2 (MCP-1/JE) em modelo de inflamação local 

induzida por bolsa de ar em ratos (ROMANO et al., 2000), resultados que 

evidenciam o efeito antiinflamatório das estatinas. As estatinas podem diminuir 

a inflamação tanto por redução das vias moleculares da resposta pró-

inflamatória como pelo aumento daquelas antiinflamatórias (MONTECUCCO & 

MARCH, 2009). As funções das células imunes (incluindo quimiotaxia, 

secreção de citocinas e metabolismo oxidativo) são reguladas pela via do 

mevalonato, principalmente, nas células endoteliais e do músculo liso 

(BUHAESCU & IZZEDINE, 2007). As pequenas proteínas GTP-ligantes, as 

quais incluem a superfamília Ras, Rab, Ran e Rho, são moduladas diretamente 

pela via do mevalonato. Essas proteínas atuam como interruptores “on-off” 

regulando mudanças do citoesqueleto na adesão, migração e contração celular 

(NARUMIYA et al., 1997). As estatinas atuam em particular, pela inibição de 

intermediários isoprenóides da via do mevalonato e Rho (MONTECUCCO & 

MARCH, 2009). Dentre os estudos que investigaram os efeitos da atorvastatina 

em doenças inflamatórias, seu uso para inibir a aterosclerose representa o 

campo mais estudado. Já foi mostrado que a atorvastatina inibe iNOS, 

quimiocinas, citocinas e expressão de trombospondina-1 em células endoteliais 

(WAGNER et al., 2002; ZINEH et al., 2006; MARTINEZ-SALES et al., 2007), 

inibe produção de proteína C reativa (CRP) (ARNAUD et al., 2005) e a 

expressão de CCL2 (MCP-1/JE) em macrófagos (MONTECUCCO et al., 2009; 
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TANIMOTO et al., 2008; XU et al., 2003). Yamada e colaboradores (2007) 

mostraram que a atorvastatina administrada por gavagem nas doses de 10 ou 

20 mg/kg/dia, por duas semanas, reduziu o infiltrado de macrófagos e a 

expressão de CCL2 (MCP-1/JE) em animais com lesão na coróide induzida por 

laser. O recente trabalho de Furuya e colaboradores (2009) mostrou o efeito 

antiinflamatório da atorvastatina em camundongos obesos os quais tiveram 

redução dos níveis plasmáticos de TNF-α, IL-6 e redução do infiltrado de 

macrófagos no tecido adiposo desses animais. Os efeitos antiinflamatórios da 

atorvastatina também foram observados na clínica em pacientes com 

cardiomiopatia dilatada, os quais após tratamento com 40 mg/dia por 2 

semanas e 10 mg/dia por mais 4 meses, tiveram redução significativa de 

mediadores inflamatórios como TNF-α e IL-6 (BIELECKA-DABROWA et al., 

2009). 

A diminuição da deposição de colágeno nos grupos tratados e a redução 

do nível da citocina pró-fibrogênica TGF-β1 ocorreu de forma dose-dependente 

com redução de 29% (0,6mg/kg) e 47% (3,0mg/kg) para o colágeno e 13% 

(0,6mg/kg)   e 38% (3,0mg/kg)  para o TGF-β1, e foram sinais adicionais do 

efeito inibidor da atorvastatina. O modelo de implantação matriz esponjosa 

desencadeia uma resposta inflamatória crônica conhecida como reação do tipo 

corpo estranho, onde um microambiente dinâmico e espacialmente bem 

organizado é formado. Essa reação é regulada por mediadores solúveis como 

citocinas, quimiocinas e metaloproteinases. Esses mediadores promovem 

ativação celular, angiogênese, extravasamento, migração, fagocitose e 

finalmente, fibrose (LUTTIKHUIZEN et al., 2006). No início da resposta 

inflamatória, plaquetas liberam TGF-β e mais tardiamente, esta citocina é 

produzida por macrófagos. O TGF-β é um potente ativador e quimiotático de 

macrófagos, fibroblastos e polimorfonucleares, além de promover a produção e 

secreção de componentes da matriz extracelular (CROWE et al., 2000). Nessa 

reação inflamatória crônica, ocorre uma produção abundante de TGF-β, o qual 

estimula células semelhantes aos fibroblastos a se diferenciarem em 

miofibroblastos, levando assim, à produção excessiva de colágeno, fibronectina 

e proteoglicanos no implante (TANG & EATON, 1999). O efeito das estatinas 

sobre a estimulação de fibroblastos e consequente deposição de colágeno tem 

sido mostrado tanto in vitro quanto in vivo. Kim e colaboradores (2000) 
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mostraram que a lovastatina reduziu a expressão de TGF-β1 pelas células 

mesangiais renais de ratos diabéticos. Além disso, as estatinas causam 

redução do CTGF, um importante intermediário na produção de colágeno e 

indutor de proteínas da matriz extracelular, em células mesangiais de humanos 

e ratos normais, bem como de linhagem de fibroblastos renal e pulmonar de 

pacientes com fibrose. Esses efeitos foram relacionados à redução da 

geranilgeranil prenilação de Rho (HEUSINGER-RIBEIRO et al., 2004; WATTS 

et al., 2005; CICHA et al., 2008). Também foi demonstrado que as estatinas 

diminuíram a celularidade no processo fibrótico por diminuir a mitose e 

aumentar a apoptose, bem como diminuir os componentes da matriz 

extracelular (DANESH et al., 2002; TAN et al, 1999; ROMBOUTS et al., 2003). 

Louneva e colaboradores (2006) mostraram que a sinvastatina inibe a 

produção de colágeno e reduz a expressão gênica do colágeno em 

fibroblastos. Estes resultados sugerem que as estatinas têm efeito benéfico em 

várias desordens fibroproliferativas. Já foi relatado que a atorvastatina reduz o 

infiltrado de células inflamatórias e a expressão de TGF-β em um modelo 

murino de transplante cardíaco (SHIRAKAWA et al. 2007) e em modelo de 

disfunção renal provocada por hipertensão (ZHOU, et al., 2008), diminui a 

produção de CTGF e a produção de colágeno (RUPÉREZ et al., 2007; MARTIN 

et al., 2005) assim nossos resultados estão de acordo com dados já descritos 

na literatura. 

 Os efeitos da atorvastatina nos principais componentes da angiogênese 

inflamatória em implantes subcutâneos foram independentes da atividade de 

redução do colesterol, uma vez que não houve alterações significativas nos 

níveis séricos de colesterol total, HDL, LDL e triglicelídeos. 

 Os efeitos da atorvastatina também foram avaliados em implantes 

alojados na cavidade abdominal. Ao contrário dos resultados observados na 

angiogênese inflamatória induzida pelo implante no espaço subcutâneo, a 

atorvastatina, nas doses usadas (0,6 e 6,0 mg/kg/dia), não apresentou 

qualquer alteração nos componentes avaliados no modelo abdominal. De 

acordo com um trabalho previamente realizado em nosso laboratório, a 

resposta induzida nesse sítio anatômico acontece de maneira mais intensa que 

aquela observada no sítio subcutâneo (MENDES et al., 2007). Sendo assim, 

atribuímos a ausência de efeito da atorvastatina sobre a angiogênese 
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inflamatória nos implantes abdominais às doses utilizadas. No entanto, mesmo 

uma dose 5 vezes maior (30 mg/kg/dia) foi ineficaz. Estes resultados se 

repetiram quando alteramos a via de administração da droga (intraperitoneal) e 

com o pré-tratamento, mostrando que nesse modelo, com essas doses, 

duração do tratamento e vias de administração, a atorvastatina não 

desempenha qualquer efeito sobre os componentes da angiogênese 

inflamatória neste sítio anatômico. Isso pode ser explicado, pelo menos em 

parte, pelos controversos efeitos das estatinas que têm sido mostrados na 

literatura nos quais, estas drogas apresentam diferentes efeitos de acordo com 

o tecido e ou célula avaliados, dose utilizada, duração de tratamento, ambiente 

e tipo de estatinas estudados (DULAK & JÓZKOWICZ, 2005). Recentemente 

Qi e colaboradores (2009) mostraram que a fluvastatina, mas não a 

atorvastatina e a sinvastatina (estatinas da mesma família lipofílica), 

apresentou efeito inibidor sobre a resposta inflamatória. Sendo assim, partindo 

da idéia de que membros individuais de uma mesma família de estatinas 

podem influenciar de forma diferente as vias de sinalização da resposta 

inflamatória dependendo do tipo de órgão, célula, e estímulo, testamos outra 

estatina (fluvastatina) utilizando o mesmo protocolo inicial da atorvastatina nos 

espaços subcutâneo e abdominal.  

 Nossos resultados sobre os efeitos da fluvastatina na angiogênese 

inflamatória induzida por implantes nos espaços subcutâneo e abdominal, 

mostraram que esta droga, diferentemente da atorvastatina, apresentou efeito 

inibidor, sobre os componentes estudados, nos dois sítios avaliados.  

 A avaliação da fluvastatina em implante subcutâneo e abdominal 

mostrou que esse composto foi capaz de reduzir a angiogênese e a 

inflamação, mas não alterou a deposição de colágeno no tecido fibrovascular 

induzido pelo implante. A angiogênese avaliada através das dosagens de 

hemoglobina e da citocina VEGF, mostra que a fluvastatina, de modo 

semelhante à atorvastatina, inibiu a resposta angiogênica nos implantes 

subcutâneos, pois foi capaz de reduzir de forma significativa em 48% (0,6 

mg/kg) e 54% (6,0 mg/kg) o conteúdo de hemoglobina; além de reduzir os 

níveis de VEGF de forma significativa na maior dose (6,0 mg/kg), uma redução 

de 71%. E, apesar da menor dose (0,6 mg/kg) não ter apresentado um efeito 

significativo, a redução foi de 33% nos níveis desta citocina. Esse efeito inibidor 
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da fluvastatina na angiogênese também foi observado em implantes 

abdominais. 

A resposta inflamatória também foi diminuída por este composto tanto 

quando avaliamos macrófagos (através da atividade enzimática de NAG) 

quanto pela redução nos níveis da citocina TNF-α, essa redução foi menos 

significativa que aquela observada pela atorvastatina. Do mesmo modo que a 

atorvastatina, o número de neutrófilos (avaliados pela atividade de MPO) não 

foi alterado pela fluvastatina. No entanto, diferentemente da atorvastatina, a 

fluvastatina não alterou os níveis de CCL2 (MCP-1/JE). Esses resultados 

sugerem que no nosso modelo, as estatinas apresentam efeito seletivo para a 

resposta inflamatória e que a atorvastatina parece ter efeito mais potente nesse 

sítio inflamatório quando comparada à fluvastatina. Vários estudos mostram o 

efeito da fluvastatina na redução da função e ativação de células inflamatórias. 

Estudos in vitro mostram os efeitos antiinflamatórios da fluvastatina sobre 

citocinas inflamatórias como TNF-α (WANG et al., 2005), interlerucina-1β e 

interleucina-6 (INOUE et al., 2000; ITO et al., 2002), diminuição da ativação do 

fator nuclear kappaB (NF-kB),  importante fator de transcrição envolvido na 

ativação de genes inflamatórios (WANG et al., 2005; HILGENDORFF et al., 

2003), além de inibir moléculas de adesão e receptores de membrana em 

leucócitos e células endoteliais (ROBINSON et al., 2009; HILLYARD et al., 

2004 e 2002; NIWA et al., 1996). Estudos in vivo mostraram que a fluvastatina 

reduziu o infiltrado de polimorfonucleares (PMN) em resposta a inflamação 

aguda mediada pelo sistema complemento no peritônio de camundogos 

(FISCHETTI et al., 2004), diminuiu citocinas pró-inflamatórias como TNF-α  em 

camundongos submetidos a cardiotoxicidade induzida por doxorubicin  (RIAD 

et al., 2009) e em ratos com colite induzida por ácido sulfônico trinitrobenzeno 

mas não alterou os níveis de MPO (JAHOVIC et al., 2006), resultados também 

observados em nossos experimentos. Os efeitos antiinflamatórios da 

fluvastatina também são observados em humanos; pacientes com síndrome 

coronariana aguda após tratamento de uma semana com 40 e 80mg/dia 

apresentaram níveis reduzidos de TNF-α e proteína C reativa (YANG et al, 

2006), pacientes submetidos a hemodiálise que receberam tratamento de 

fluvastatina 40mg/dia por 4 semanas tiveram níveis de IL-6 e IL-10 diminuídos 

e aumento no número de receptores para IL-6 (TSIRPANLIS et al., 2004) e 
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ainda pacientes com doença arterial coronariana pré-tratados com 80mg/dia 

por três semanas antes de serem submetidos à cirurgia de neovascularização 

do miocárdio tiveram níveis de P-selectina séricos diminuídos (BERKAN et al., 

2009).  

A avaliação da deposição de colágeno nos implantes subcutâneo e 

abdominal dos animais tratados com fluvastatina não mostrou qualquer 

alteração desse componente, em contraste com o efeito da atorvastatina que 

reduziu significativamente a deposição de colágeno e os níveis de TGF-β1 em 

implantes subcutâneos. Os diferentes efeitos das estatinas sobre os mesmos 

tipos de células foram demonstrados na literatura no trabalho de Nègre-Aminou 

e colaboradores, 1997, porém in vitro. Neste trabalho, foram estudadas 

diferentes estatinas, em diferentes tipos celulares, e eles observaram que estes 

compostos podem apresentar diferentes efeitos tanto no que se diz respeito às 

doses, como no tipo de célula e ainda entre as próprias estatinas.  

Um componente importante da resposta angiogênica e inflamatória é o 

óxido nítrico. Este gás solúvel é produzido não somente pelas células 

endoteliais como também por macrófagos e neurônios específicos no cérebro 

(GARCIA & STEIN, 2006). É um importante mediador biológico em vários 

tecidos promovendo vasodilatação, inibição da agregação plaquetária, 

regulação da neurotransmissão e defesa natural do sistema imune (ZICHE & 

MORBIDELLI, 2000). A síntese de NO é realizada pela óxido nítrico sintase 

(NOS). Existem três diferentes tipos de NOS: a endotelial (eNOS), a neuronal 

(nNOS) e a induzida por citocinas (iNOS). A eNOS e nNOS são expressadas 

constitutivamente em baixos níveis e são rapidamente ativadas pelo aumento 

de cálcio citoplasmático na presença de calmodulina. Por outro lado, a iNOS é 

induzida quando macrófagos são ativados por citocinas e outros agentes e 

independe do aumento de cálcio intracelular. A ativação de iNOS resulta em 

uma capacidade de formar maior quantidade de NO que a ativação das NOS 

constitutivas (GARCIA & STEIN, 2006). Os mecanismos de produção de NO 

vem sendo amplamente estudados tanto para estimulação como inibição da 

expressão das NOS. Dentre as drogas que exercem efeitos diferenciados 

sobre essas enzimas, encontram-se as estatinas.  

Nossos resultados mostraram efeitos opostos na produção desta 

substância nos diferentes sítios estudados. Houve uma redução na produção 
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de NO nos implantes subcutâneos, e aumento nos implantes abdominais. 

Como o modelo utilizado gera uma resposta inflamatória do tipo corpo 

estranho, é de esperar que no implante de esponja tenha predominância da 

óxido nítrico sintase induzida (iNOS). Em 1993, Buttery e colaboradores 

utilizaram o modelo de implantes para avaliar a expressão das NOS em 

tumores inoculados no implante e observaram que a produção de óxido nítrico 

não apenas no tumor, mas também no implante sem tumor, era devida a 

ativação predominante de iNOS. Uma possível explicação para nossos 

resultados são as diferenças na intensidade do estímulo gerado pelo implante 

nos espaços subcutâneo e abdominal, o que pode ser observado quando 

comparamos o número de macrófagos dos grupos controle dos dois sítios: nos 

implantes subcutâneos a atividade de NAG para o grupo controle foi de 1,32 ± 

0,12; enquanto que nos implantes abdominais foi de 2,83 ± 0,44; 

representando um aumento de mais de 100% no infiltrado destas células para 

o implante abdominal. Desse modo, é possível que as doses de fluvastatina 

utilizadas no modelo subcutâneo de implantes de esponja, tenham sido 

suficientes para exercer seus efeitos inibidores sobre a iNOS, mas não o 

bastante para fazê-lo no abdominal. Além do mais, os implantes contidos na 

cavidade abdominal sofrem infiltração e interferência de diversos tipos 

celulares deste espaço, além de gerar uma resposta angiogênica mais intensa. 

O que nos leva a inferir que a produção de NO nesse espaço pode não 

necessariamente estar vinculada de forma predominante pela iNOS, mas sim 

pela eNOS, isso explicaria o aumento na produção de NO nesses implantes. 

No presente trabalho, mostramos que a atorvastatina e a fluvastatina 

apresentam potencial inibidor na angiogênese, inflamação e/ou fibrogênese 

induzida por implante de esponja em camundongos. Estes efeitos são 

independentes da diminuição sérica de colesterol destas drogas e estão 

relacionados, principalmente, com a redução dos intermediários isoprenóides 

da via do mevalonato inibida por estes compostos, com ações diretas e/ou 

indiretas dos compostos sobre componentes chaves da angiogênese 

inflamatória como citocinas e óxido nítrico. O principal mérito deste trabalho foi 

mostrar, pela primeira vez, o efeito destes compostos na angiogênese, 

inflamação e fibrogênese, de forma concomitante e in vivo, utilizando-se doses, 

modelo animal e duração de tratamento similares. Existe na literatura uma 
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grande variação nas doses utilizadas, duração do tratamento e dos efeitos das 

estatinas em diferentes tipos celulares, além das diferenças entre as drogas. 

Grande parte dos trabalhos avaliou estes componentes de forma isolada e em 

sua maioria in vitro. Estudos in vitro têm usado altas concentrações de 

estatinas, embora doses micromolares possam exercer efeitos significativos 

nas células estudadas (FRICK et al., 2003; URBICK et al., 2002; WEIS et al., 

2002). Outro fator importante é que as concentrações plasmáticas de estatinas 

em pacientes tratados com estas drogas são de alcances picomolares e 

nanomolares (DESAGER & HORSMANS, 1996), embora outros estudos 

tenham demonstrado altas concentrações (WONG et al., 2002). Os diferentes 

resultados das atividades das estatinas também parecem ser dependentes do 

tipo e localização da célula (NÈGRE-AMINOU et al., 1997; FRICK et al., 2003; 

SATA et al., 2004).  

Nossos resultados evidenciaram os efeitos, antiinflamatório e anti-

angiogênico, da atorvastatina e fluvastatina em processos proliferativos 

induzidos pelo mesmo estímulo inflamatório em compartimentos anatômicos 

distintos. Além disso, este estudo mostrou que as estatinas utilizadas exercem 

efeitos diferenciais na modulação da produção de citocinas e do óxido nítrico. 

Estes resultados ajudam a entender melhor os diferentes efeitos destes 

compostos apresentados na literatura e confirmam seus efeitos podem ser 

benéficos na terapia de diversas patologias que envolvem um ou mais dos 

componentes aqui avaliados como as desordens cardiovasculares, doenças 

inflamatórias crônicas, fibroses e câncer. 
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6 – CONCLUSÕES 

 

 

Neste trabalho, utilizamos o modelo de implante de esponjas em camundongos para 

induzir o tecido fibrovascular no espaço subcutâneo e na cavidade abdominal e 

testar a hipótese de que estatinas poderiam prevenir/atenuar componentes do tecido 

neoformado.          

 

A atorvastatina e a fluvastatina inibem vários componentes do tecido fibrovascular 

(recrutamento e ativação de células inflamatórias, neovascularização e deposição de 

colágeno) induzido por implantes de esponja alojados nos dois compartimentos 

anatômicos. Os efeitos inibitórios são independentes de suas atividades anti-

lipidêmicas.   

 

Os tratamentos utilizados são eficazes em mostrar efeitos diferenciais entre os 

compostos em componentes da angiogênese inflamatória de implantes sintéticos 

nos diferentes sítios estudados. 

 

O mecanismo de ação das estatinas na inibição da inflamação e angiogênese é, 

pelo menos em parte, mediado pelas citocinas VEGF, TNF-α, MCP-1 e óxido nítrico 

(NO).     

 

Efeitos opostos da fluvastatina são observados quanto à produção de óxido nítrico 

(NO) nos implantes subcutâneos e abdominais. Interessantemente, a diminuição do 

NO em implantes subcutâneos e seu aumento em implantes abdominais resultam 

em inibição da angiogênese inflamatória.  

 

A diminuição de forma dose-dependente da deposição de colágeno e TGF-β1 pela 

atorvastatina, mas não pela fluvastatina sugere a seletividade do composto na 

atividade fibrogênica.  

 



 115

Os tecidos proliferativos apresentam sensibilidade diferencial às estatinas e estas 

exercem efeitos seletivos dependendo do compartimento anatômico onde o 

processo patológico se instala. 

As funções das estatinas nos múltiplos parâmetros dos componentes da 

angiogênese inflamatória reveladas neste estudo provêem evidências adicionais do 

potencial terapêutico destes compostos.  
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Atorvastatin inhibits inflammatory angiogenesis in mice through down regulation
of VEGF, TNF-a and TGF-b1

F.A. Araújo, M.A. Rocha, J.B. Mendes, S.P. Andrade *

Department of Physiology and Biophysics, Institute of Biological Sciences, Federal University of Minas Gerais-UFMG, Avenida Antônio Carlos,

6627, Cep: 31.270–901 Belo Horizonte, Brazil

1. Introduction

In a variety of pathological conditions such as rheumatoid
arthritis, psoriasis, atherosclerosis, inflammation and angiogenesis
are key processes acting simultaneously and synergistically for the
maintenance the diseases. Analysis of both processes has revealed
a number of molecules and cellular events as being essential for
activation of leukocytes and formation of new blood vessels. These
include vascular endothelial growth factor (VEGF), tumor necrosis
factor (TNF), transforming growth factor (TGF). Equally, a wide
range of compounds with anti-angiogenic/anti-inflammatory
activities has been described and many of these compounds have
primary biological activities totally different from their original
pharmacological purposes. A class of drugs used to lower blood
cholesterol, the statins, exerts other effects in addition to their
actions on serum lipid levels [1,2]. These compounds inhibit 3-
hydroxy-3methylglutaryl-coenzyme A reductase (HMG-CoA) that
suppresses the synthesis of mevalonic acid, a key intermediate in
the cellular production of cholesterol. A number of studies have
demonstrated that statins prevent atherosclerotic lesions, increase

expression of endothelial nitric oxide synthase, improve throm-
botic events, reduce inflammation through decreased expression
of cytokines, inhibit macrophage activities and endothelial and
smooth muscle cells migration and proliferation [2–5]. Several in
vivo studies are consistent with the notion that statins exert anti-
angiogenic activities. For example, cerivastatin inhibited angio-
genesis in vivo in matrigel and chick chorioallantoic membrane
models [6] and simvastatin has been shown to inhibit VEGF-
stimulated angiogenesis in the chorioallantoic membrane assay as
well as FGF-stimulated angiogenesis in the corneal pocket assay
[7]. Conversely, a number of studies in vivo have shown activation
of angiogenesis by low-dose statins [8–10]. This effect has been
attributed to the activation of PI3 kinase/Akt signalling pathway,
which results in endothelial nitric oxide synthase (eNOS)
phosphorilation/Nitric oxide (NO) production [8,11,12]. It has
been suggested that the above conflicting results are dose related,
being that low doses of statins promote angiogenesis whereas high
doses result in reduced angiogenesis [10,12,13].

Collectively, not only these reports expand the range of actions
of atorvastatin that may explain several clinical improvements not
associated with its cholesterol lowering action, but also pose
intriguing contradictory actions of the compound on angiogenesis.
In order to further characterize the actions of the statins on new
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blood vessel formation, our aim in the present study was to
assess the effects of atorvastatin in a murine sponge model of
inflammatory angiogenesis. This model of angiogenesis has been
extensively used to induce acute as well as chronic inflammatory
responses allowing the characterization of key components of
fibrovascular tissue (cell influx, blood vessels formation, extra-
cellular matrix deposition). The effects of various anti-inflamma-
tory/anti-angiogenic compounds have also been determined using
the implantation technique [14,15]. We monitored local inflam-
matory changes, angiogenesis index and fibrogenic response using
markers for these activities in groups of animals treated with
atorvastatin. Such measurements should allow for the identifica-
tion of the processes and mechanisms underlying the actions of
atorvastatin in modulating key components of the newly formed
proliferating tissue and for characterization of the therapeutic
potential of controlling inflammatory angiogenesis.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Male Swiss mice 7–8 weeks (30–35 g body weight) used in
these experiments were provided by the Central Animal Facility at
the Institute of Biological Sciences, Federal University of Minas
Gerais-Brazil. The animals were housed individually and provided
with chow pellets and water ad libitum. The light/dark cycle was
12:12 h with lights on at 7:00 a.m. and lights off at 7:00 pm. Efforts
were made to avoid all unnecessary distress to the animals.
Housing, anaesthesia and postoperative care concurred with the
guidelines established by our local Institutional Animal Welfare
Committee.

2.2. Preparation of sponge discs, implantation and treatment

Polyether-polyurethane sponge (Vitafoam Ltd., Manchester,
UK) was used as the implanted material. The implants were discs,
5 mm thick � 8 mm diameter and were soaked overnight in 70% v/
v ethanol and sterilized by boiling in distilled water for 15 minutes
before implantation. For that, the animals were anaesthetized with
2,2,2-tribromoethanol (1 mg kg�1; i.p. Aldrich, USA), the dorsal
hair shaved and the skin wiped with 70% ethanol. The sponge discs
were aseptically implanted into a subcutaneous pouch, which had
been made with curved artery forceps through a 1 cm long dorsal
mid-line incision. Postoperatively, the animals were monitored for
any signs of infection at the operative site, discomfort or distress;
any showing such signs were immediately humanely killed.
Atorvastatin (Pfizer/Brazil) was given orally in drinking water to
provide 0.6 and 3 mg/kg/day. The treatment started on the day of
the implantation and lasted for 9 days. The control group of mice
received vehicle (tap water) according to the same schedule. The
doses of the compound and the treatment regimen and doses were
chosen based on pilot experiments and on the range used in
experiments reported in the literature that exerted positive or
negative effects on angiogenesis in different animal models [8–10].
The treatment and sponge implants were well tolerated by the
mice over the experimental period.

2.3. Hemoglobin extraction

The extent of the vascularization of the sponge implants was
assessed by the amount of hemoglobin (Hb) detected in the tissue
using the Drabkin’s method [15,16]. Nine days postimplantation,
the animals were euthanized and the sponge implants carefully
removed, dissected from adherent tissue, weighed. Each implant
was homogenized (Tekmar TR-10, OH) in 2 ml of Drabkin reagent
(Labtest, São Paulo, Brazil), and centrifuged at 12,000 � g for

20 min. The supernatants were filtered through a 0.22-mm
millipore filter. The hemoglobin concentration of the samples
was determined spectrophotometrically by measuring absorbance
at 540 nm using an Elisa plate reader and was compared against a
standard curve of hemoglobin. The content of hemoglobin in the
implant was expressed as mg Hb per mg wet tissue.

2.4. Tissue extraction and determination of myeloperoxidase and N-

acetylglucosaminidase activities

The extent of neutrophil accumulation the in implants was
measured by assaying myeloperoxidase (MPO) activity as pre-
viously described [15,16]. After processing the supernatant of the
implants for the hemoglobin determination (see above), a part of
the corresponding pellet was weighed, homogenized in (2 ml)
pH 4.7 buffer (0.1 M NaCl, 0.02 M NaH2PO4, 0.015 M Na-EDTA) and
centrifuged at 12,000 � g for 10 min. The pellets were then
resuspended in 0.05 M Na2HPO4 buffer (pH 5.4) containing 0.5%
hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB). MPO activity in
the supernatant samples was assayed by measuring the change in
absorbance (optical density; OD) at 450 nm using tetramethyl-
benzidine (1.6 mM) and H2O2 (0.3 mM). The reaction was
terminated by the addition of 50 ml of H2SO4 (4 M). Results were
expressed as change in OD per gram of wet tissue.

The infiltration of mononuclear cells into the implants was
quantified by measuring the levels of the lysosomal enzyme N-
acetylglucosaminidase (NAG) which is present in high levels in
activated macrophages [15,16]. Part of the pellet that remained
after the hemoglobin measurement was kept for this assay. These
pellets were weighed, homogenized in NaCl solution (0.9% w/v)
containing 0.1% v/v Triton X-100 (Promega), and centrifuged
(3,000 � g; 10 min at 4 8C). Samples of the resulting supernatant
(100 ml) were incubated for 10 min with 100 ml of P-nitrophenyl-
N-acetyl-beta-D-glucosaminide (Sigma) prepared in citrate/phos-
phate buffer (0.1 M citric acid, 0.1 M Na2HPO4; pH 4.5) to yield a
final concentration of 2.24 mM. The reaction was stopped by the
addition of 100 ml of 0.2 M glycine buffer (pH 10.6). Hydrolysis of
the substrate was determined by measuring the absorption at
400 nm. The readings were interpolated on a standard curve
constructed with p-nitrophenol (0–500 nmol ml�1) (Sigma-
Aldrich). Data are reported as nanomole of products formed per
milligram of wet tissue (implant).

2.5. Measurement of VEGF, TNF-a, TGF-b1 and MCP-1 production in

the sponge implants

For this procedure, the implants were removed at day 9
postimplantation, homogenized in PBS pH 7.4 containing 0.05%
Tween 20 and centrifuged at 10,000 � g for 30 min. The cytokines
VEGF, TNF-a, TGF-b1 and MCP-1 in the supernatant from each
implant were measured in 50 ml of the supernatant using
Immunoassay Kits (R and D Systems, USA) following the
manufacturer’s protocol. Briefly, dilutions of cell-free supernatants
were added in duplicate to ELISA plates that were coated with a
specific murine monoclonal antibody against the cytokine. This
was followed by the addition of a second horseradish peroxidase-
conjugated polyclonal antibody against the cytokine. After
washing to remove any unbound antibody-enzyme reagent, a
substrate solution (50 mL of a 1:1 solution of hydrogen peroxide
and tetramethylbenzidine 10 mg/ml in DMSO) was added to the
wells. Color development was stopped, after 20 min of incubation,
with 2N sulphuric acid (50 mL) and the intensity of the color was
measured at 540 nm on a spectrophotometer (Emax – molecular
devices). Standards were 0.5-log10 dilutions of recombinant
murine cytokines from 7.5 pg ml-1 to 1000 pg ml-1 (100 ml). The
results were expressed as pico cytokine per milligram wet tissue.
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2.6. Collagen measurement

Total soluble collagen was measured in whole tissue homo-
genates by the Sirius Red reagent based-assay [16,17]. The
implants were homogenized in 1 ml of PBS and 50 ml of sample
were mixed with 50 ml of Sirius Red reagent. Samples were mixed
by gentle inversion. The collagen-dye complex was precipitated by
centrifugation at 5000 � g for 10 min. The supernatants were
drained off and discarded and the pellet washed with 500 ml of
ethanol (99% pure and methanol free). One millilitre of a
0.5 M NaOH solution was added to the remaining pellet of
collagen-bound dye. After solubilization, samples were transferred
to a 96-well plate and read at 540 nm. The calibration curve was set
up on the basis of a gelatin standard (Merck, USA). The results are
expressed as microgram collagen per milligram wet tissue.

2.7. Histological analysis and staining

The sponge implants from a separate group of mice were
excised carefully, dissected from of adherent tissue and fixed in
formalin (10% w/v in isotonic saline). Sections (5 mm) were stained
with hematoxylin and eosin (H & E) and processed for light-
microscopic studies.

2.8. Statistical Analysis

All data are expressed as mean � SEM. Comparisons were carried
out using one-way analysis of variance (Anova) followed by Newman-
Keuls correction factor for multiple comparisons as a post-test
(number of samples were stated in the figure legends; usually 8 to
10 animals). Differences between means were considered significant
when P value was < 0.05.

3. Results

Systemic administration of the atorvastatin (0.6 and 3 mg/kg)
during 8 days showed no signs of toxicity such as weight loss,
sedation, or alterations in motor activity of the animals. The
surgical procedure, the sponge matrix and, the treatment were
well tolerated by all animals. Atorvastatin at both doses (0.6 and
3 mg/kg) for the period of 8 days caused no significant reduction in
serum levels of total cholesterol (vehicle, 127 � 5 vs atorvastatin
0.6 mg, 126 � 18 vs atorvastatin 3 mg, 143 � 12 mg/dl), triglyceride
(42.4 � 8 vs 52 � 9 vs 38 � 7), HDL (23 � 2 vs 21 � 2 vs 23 � 1) and
LDL (36 � 10 vs 39 � 6 vs 35 � 5).

3.1. Histological assessments

No signs of infection or rejection were observed in the implant
compartment during the 9-day period of the experiment.
Subcutaneous implantation of sponge discs in mice induced an
inflammatory angiogenesis response causing the synthetic matrix
to be filled with fibrovascular stroma. This tissue was vascularized
containing inflammatory cells, multinucleated giant cells, spindle-
shaped fibroblast-like cells interspersed with the implant matrix.
The systemic treatment with atorvastatin (0.6 and 3 mg/kg) clearly
inhibited the fibrovascular tissue and the cellular components in
the implants (Fig. 1A–C).

3.2. Measurement of anti-angiogenic effects

Daily oral doses of atorvastatin (0.6 and 3 mg/kg) given to
different groups of mice during 8 days reduced neovascularisation
of the implants, as detected by changes in the hemoglobin content
and in the levels of VEGF of the implants (a marker for

angiogenesis) (Fig. 2A). In implants of vehicle-treated animals
the hemoglobin levels were 0.7 � 0.06 mg Hb/mg wet tissue
(n = 11); versus 0.5 � 0.07 (0.6 mg/kg; n = 10) versus 0.42 � 0.07
(3 mg/kg; n = 10). VEGF assayed in the implants showed that
atorvastatin treatment decreased the levels of this molecule in the
treated implants (Fig. 2B).

Fig. 1. Representative histological sections (5 mm, stained with H & E) of sponge

implants. The pores of the sponge matrix are filled with inflammatory cells, spindle-

shaped fibroblasts, blood vessels. In (A), the control fibrovascular tissue is denser

and more vascularized compared with the atorvastatin-treated groups at the doses

of 0.6 mg/kg (B) and 3 mg/kg (C). M: matrix; V: blood vessels; Bar: 100 mm.
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3.2.1. Measurement of leukocyte accumulation and the pro-

inflammatory cytokines

The inflammatory components of the sponge-induced inflam-
mation were determined by estimating the numbers of the
leukocytes in the implant by assaying inflammatory enzyme
activities and levels of pro-inflammatory cytokines (TNF-a and
CCL2 [MCP-1/JE]). Neutrophil numbers (as MPO activity) was not
affected by atorvastatin treatment (Fig. 3A). However, the
compound at both doses (0.6 and 3 mg/kg) was able to decrease
NAG activity (macrophages number), TNF-a and CCL2 (MCP-1/JE)
levels in the implants (Fig. 3B, C and D).

3.3. Measurement of TGF-b1 and collagen deposition

As shown in Fig. 4A and B, in the surpernatant of the implants
there was a clear decrease in the cytokine levels and in collagen
deposition intraimplant by atorvastatin treatment.

4. Discussion

We utilized an in vivo model of inflammatory angiogenesis to
evaluate the activity of atorvastatin because this compound has
been shown to possess other actions beyond its effects on lowering
cholesterol including antiproliferative, anti-inflammatory and
biphasic effects on angiogenesis depending on dosages, treatment
regimens, and experimental models [18,19,13]. It seemed there-
fore, relevant to assess atorvastatin in another animal model to
further advance our understanding on the angiogenic actions of the
compound. In this study, we used a murine model of inflammatory
angiogenesis to investigate the effects of atorvastatin on key
components (angiogenesis, inflammation and fibrosis) of the
fibrovascular tissue induced by synthetic implants. In this model,

Fig. 3. Effects of atorvastatin (0.6 and 3 mg/kg/day) on inflammatory parameters; neutrophil accumulation (A) macrophage accumulation (B), TNF-a levels (C) and CCL2/

MCP-1/JE (D) in sponge implants. Except for neutrophil number (MPO activity) significant decreases were attained by the treatment for NAG activity, TNF-a and CCL2/MCP-1/

JE levels. Values shown are the means (� SEM) from groups of 8–10 animals in each group. *p < 0.05 versus control group.

Fig. 2. Effects of atorvastatin on angiogenesis in sponge implants. In (A) the

hemoglobin content of the tissue decreased after the systemic treatment with both

doses of atorvastatin (0.6 or 3 mg/kg). The levels of VEGF were reduced by the

treatment (B). Values shown are the means (� SEM) from groups of 8–10 animals.

*p < 0.05 versus control group.
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inflammatory cell recruitment, angiogenesis and extracellular
matrix deposition have been shown to be modulated by a number
of potential therapeutic compounds [14,15]. By assessing atorvas-
tatin in the sponge model, we were able to identify its effects on
critical early steps of the formation of the fibrovascular tissue. Our
studies demonstrate an inhibitory activity of atorvastatin on the
inflammatory, angiogenic and fibrogenic components of the newly
formed tissue at both low and high doses (0.6 or 3 mg/kg). In
addition, our study revealed the effect of atorvastatin on inhibiting
pro-inflammatory, pro-angiogenic and profibrogenic cytokines
within the sponge implants. Our first set of results showed that the
treatment successfully inhibited fibrovascular tissue infiltration
depicted in the histological analysis. A more marked effect of
atorvastatin was in decreasing angiogenesis which was assessed
by hemoglobin content and by VEGF levels. Our results are in line
with previously published work that showed that cerivastatin
(another statin) inhibited angiogenesis in other in vivo model [6,7].
However, they are in contrast with the study by Weis et al. [10] in
which high doses of statins (cerivastatin and atorvastatin) reduced
tumor and inflammation-induced vascularization whereas low
doses enhanced angiogenesis. At least, in part, this discrepancy
may be attributed to a number of different factors, such as animal
models and species, via of administration, dosage and, duration of
treatments and experiments.

VEGF levels in the implant after treatment with the two doses of
atorvastatin were also reduced corroborating the anti-angiogenic
effect of the compound, since in many models this cytokine has
been shown to be an essential mediator of neovascularization,
inducing dose-related growth of new blood vessels [20]. In
addition, the importance of this cytokine in inflammation-
mediated angiogenesis has been shown by the treatment with
neutralizing antibody to rhVEGF in a murine chronic granuloma-
tous tissue air pouch model [21]. More recently, atorvastatin
treatment has been shown to inhibit laser-induced choroidal
neovascularization by VEGF downregulation [22]. In vitro, the

anti-angiogenic effects of high doses of atorvastatin were
associated with decreased endothelial release of VEGF [10].

The inflammatory components of the implants were assessed
by histology, pro-inflammatory enzymes and cytokines. Histolo-
gical examination showed a clearly decreased cellularity in the
atorvastatin-treated groups. In these groups MPO activity (repre-
senting activated neutrophils) was not affected by the treatment,
showing a lack of effect of the compound on this inflammatory cell
population. However, NAG activity (representing activated macro-
phages/monocytes) was significantly decreased in the treated
groups suggesting a degree of selectivity by atorvastatin. As
expected the levels of TNF-a and CCL2 (MCP-1/JE) were decreased
in the implants of atorvastatin-treated groups. Other recent
studies have reported the anti-inflammatory effect of statins.
Particularly, relevant in this context is the fact that rosuvastatin
(other statin) has been shown to decrease macrophage infiltration
into the atherosclerotic lesions as determined by anti-MOMA-2-
immunostaining [23]. In addition, the fact that HMG-CoA
reductase inhibition reduces monocyte CC chemokine receptor 2
expression and monocyte recruitment in vivo [24] and the
production of MCP-1/JE in the mouse air pouch model of local
inflammation [25] provides further confirmatory evidence for the
anti-inflammatory effect of statins.

The decreased collagen deposition in the treated groups and the
lower level of the pro-fibrogenic cytokine TGF-b1 were further
signs of low inflammation observed in our model. In accordance
with our findings, it has been reported that atorvastatin reduced
infiltration of inflammatory cells, expression of TGF-beta in a
murine model of cardiac transplantation [26] and that oral
pravastatin treatment decreased collagen deposition in infarcted
myocardium [27].

The effects of atorvastatin on the multiple parameters of main
components of inflammatory angiogenesis were independent of
cholesterol lowering activity, since no significant changes in serum
levels of total cholesterol, low and high-density lipoprotrein
cholesterol and triglyceride were detected. Because statins inhibit
the synthesis of important molecules involved in posttranslational
prenylation of Ras, Rho, Rac, which modulate cellular signaling,
differentiation and proliferation [28], it may be possible that the
inhibitory effect of atorvastatin observed in our angiogenesis
model may have occurred through similar mechanisms.

Altogether, our results confirm and extend previous findings of
the anti-inflammatory/antiangiogenic actions of atorvastatin but
have failed to show a biphasic/dual action of the compound on
these processes. Our data suggest that these inhibitory functions of
atorvastatin are associated with down regulation of angiogenic,
inflammatory and fibrogenic cytokines in the sponge implant
model.
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