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RESUMO

A quitosana (QTS) ¢ um biopolimero derivado da desacetilacdo da quitina, que nos tltimos
anos vem despertando grande interesse na industria farmacéutica, devido suas propriedades
antibacteriana, antifiingica, além de ser atoxica, biodegraddvel, bioadesiva e biocompativel.
Estudos ainda relatam uma discreta atividade anti-inflamatoria. A sinvastatina (SINV) é uma
estatina bastante utilizada para reducdo do colesterol, em decorréncia de sua agdo
hipolipémica e também tem demonstrado efeitos pleiotropicos como atividade anti-
inflamatoria, imunomoduladora, antitrombogénicas, antioxidante. Este estudo teve como
objetivo a avaliar a atividade anti-inflamatoria/cicatrizante de filmes poliméricos de quitosana
contendo sinvastatina de uso topico em lesdes cutaneas. Neste estudo foram testados 3 filmes:
filme branco (FB-sem sinvastatina), filme com 10mg de sinvastatina, filme com 20mg de
sinvastatina e o grupo controle (solucdo salina 0,9%). Para o método da lesdo cutanea, foi
feita uma ferida com punch de lcm de didmetro na pele do dorso de camundongos deixando-
se exposto o panniculus carnosus. Os filmes foram aplicados imediatamente apods a lesdo e
trocados a cada 2 dias até o sacrificio dos animais, que ocorreram aos 4, 8 ¢ 12 dias apds a
realizagdo da ferida. As feridas foram avaliadas através da mensuracdo da sua area, e apos a
eutandsia foi feita contagem leucocitdria no sangue dos animais. Os resultados mostraram
significativo efeito anti-inflamatorio/cicatrizante do filme de quitosana com 20 mg de
sinvastatina aos 8 dias do inicio da lesdo cutanea, observado através da redu¢ao do tamanho
da ferida quando comparado aos animais tratados com salina ou o filme branco. O filme de
quitosana com 10 mg de sinvastatina apresentou um menor efeito anti-
inflamatorio/cicatrizante quando comparado com o filme de quitosana com 20 mg de
sinvastatina, o mesmo apresentou um satisfatorio efeito anti-inflamatério/cicatrizante quando
equiparado com o grupo salina ou o filme branco, avaliados através da redug@o no tamanho da
lesdao. Também observou-se aumento no numero de leucocitos totais no sangue destes
camundongos em dias proximos a realizacdo da lesdo. A aplicagdo local sobre as feridas do
filme contendo 20 mg de sinvastatina foi eficiente na redu¢do deste niimero em todos os
momentos da lesdo avaliados. Em conjunto, os resultados deste estudo apontaram importantes

atividades anti-inflamatoria/cicatrizante de filmes de quitosana contendo sinvastatina.

Palavras-chave: Inflamacéo; Sinvastatina; Quitosana; Filme Polimérico.



ABSTRACT

Chitosan is a biopolymer derived from the deacetylation of chitin. It has recently received a
great attention from pharmaceutical industry because of its antifungal and antibacterial
properties, and because some other characteristics as its biodegradability, no toxicity,
bioadhesiveness and biocompatibility. Studies also report a slight anti-inflammatory action.
Simvastatin is a statin widely used for lowering cholesterol due to its hypolipemic action and
it has also demonstrated pleiotropic effects as anti-inflammatory, immunomodulatory,
antithrombogenic and antioxidant activity. This study aimed to evaluate anti-
inflammatory/healing activities of Polymeric Chitosan films containing sinvastatin of topic
use in skin lesions. This study tested three films: white film (FB without simvastatin), a film
with 20mg of simvastatin, a film with 10mg of simvastatin and a control group (saline
solution). A wound was made in the mouse’s dorsal skin with a lem diameter punch to
produce the panniculuscarnosus exposure. Biofilms were applied immediately after the injury
and changed every two days until to sacrifice the mice. Sacrifices were conducted at 4, 8 and
12 days after the wound. The wounds were evaluated by measuring their area, and after
mice’s euthanasia, a count of their white blood cell was performed. The results of this study
show a significant anti-inflammatory and healing effect of chitosan biofilm of 20mg with
simvastatin over the first 8 days after skin lesions. A more expressive reduction of wound size
was observed than that for mice treated with saline or white biofilm. Chitosan film with 10mg
of simvastatin demonstrated a lower anti- inflammatory/healing effect when compared to
chitosan film with 20 mg of simvastatin. It also presented a satisfactory anti-
inflammatory/healing effect when compared with saline group or white film, evaluated
through lesion size reduction. An increase in the number of total leukocytes in blood’s mice
treated with chitosan biofilm of 20mg with simvastatin was also perceived. Local application
of biofilms containing simvastatin on wounds was efficient in reducing the number of
leukocytes on all times of this injury tested in this study. In conclusion, these results show a

significant anti-inflammatory and healing activity of chitosan films containing simvastatin.

Keywords: Inflammation; Sinvastatim; Chitosan; Polymer film.
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1 INTRODUCAO

A pele desempenha funcdo principal de barreira aos ataques externos de diversos
microrganismos, além de ser o principal responsavel pela regulagao da temperatura corporal,
excretar impurezas e sintetizar a vitamina D (essencial para o crescimento) (DALLAN, 2005).
Quando lesionada, a mesma encontra-se suscetivel ao contato de corpos estranhos. Estes
quando em contato com a lesdo provocam a inflamacdo, desencadeando respostas
inflamatorias, ocasionando um retardo na cicatrizagdo e as vezes a formacdo de abcessos
(BOATENG et al., 2008).

Os eventos que desencadeiam a cicatrizagdo sdo intercedidos por mediadores
bioquimicos, descritos em diferentes fases, que correspondem aos principais episodios
observados em determinado periodo de tempo (LIMA et al., 2012). Para toda e qualquer
cicatrizacao de lesdo, torna-se necessario desencadear o processo de reparacgao tecidual, onde
este ¢ composto por diversas fases como a hemostasia, fase inflamatoria, formagao do tecido
de granulacdo e remodelacao (SHIMIZU, 2005).

A importdncia na pesquisa por medicamentos curativos que apresentem uma
cicatrizagdo mais rapida, através de sua interagdo com a lesdo, s6 tem aumentado em virtude
dos custos nos tratamentos relacionados a deficiéncia cicatricial.

Sinvastatina (SINV) é uma das estatinas de maior uso da populagio. E bastante
utilizada para reduzir o nivel de colesterol no plasma, através da inibigdo competitiva da
hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA). Porém, varios estudos ja relataram possuir
efeitos pleiotropicos como atividade anti-inflamatoria, agdes imunomoduladoras,
antitrombogénica, antioxidante, incluindo uma redugdo nos mediadores inflamatorios como
interleucina- 6 (IL-6), proteina C-reativa, fator de necrose tumoral-a (TNF-a), monocitos
preteina-1 (MCP-1). (DOBRIC, 2009). Alguns autores ja relataram que o uso topico ou
sistémico de estatinas ¢ eficaz no tratamento de doengas dermatologicas inflamatorias como
psoriase, vitiligo, eritema multiforme e necrélise epidémica toxica (NAMAZI, 2004).

Este farmaco esta disponibilizado no mercado apenas na sua forma solida (capsulas e
comprimidos) o que restringe seu uso local para atividade anti-inflamatoria, ja relatada na
literatura (OTUKI; PIETROVSKI; CABRINI, 2006; CHOPRA et al., 2007; KIM, et al., 2007,
MIRANDA et al., 2011; ADAMI et al., 2012).
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Portanto, neste estudo objetivou-se avaliar a atividade anti-inflamatoria/cicatrizante
da sinvastatina através de filmes poliméricos de quitosana contendo este fairmaco, em lesdes

cutaneas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Cicatrizacao de Feridas

O corpo humano ¢ coberto por aproximadamente dois metros quadrados de pele, esta ¢
tida como a primeira barreira de protegao do organismo contra agentes externos € por isso esta
sujeita a constantes agressoes, o que torna sua capacidade de reparacdo importante para a
sobrevivéncia (NOGUEIRA et al., 2005).

A inflamagdo ¢ caracterizada como uma resposta de defesa do organismo diante de
uma lesdo, queimadura ou um agente agressor. Quando corpos estranhos adentram na ferida,
levam a respostas inflamatoérias podendo acarretar na formacdo de abcessos e atrasando o
processo de cura (BOATENG et al., 2008).

Mesmo a nivel sistémico o processo cicatricial de lesdes ¢ o0 mesmo independente do
agente que o acarrete, sendo composto por trés fases: a fase inflamatoria, proliferativa e de
remodelagem. A fase inflamatoria é onde o plasma e outros elementos celulares sdo
extravasados, ocupando o local da injaria. A fase proliferativa ¢ onde ocorre a producao do
tecido granuloso, que leva ao fechamento da lesdo, esta fase ¢ a responsavel pelos eventos de
reepitelizacdo, fibroplasia e angiogénese. Na fase de remodelagem, o tecido normal tenta
retornar ao local da lesio (MENDONCA et al., 2009; LADEIRA et al., 2011; MARTIN et
al.,2005).

Os tratamentos existentes para interagir com o tecido lesado, auxiliando na
cicatrizagdo de lesdes apresentam um alto custo, o que impossibilita o uso destes por boa
parte da populagdo. Por isso os estudos em busca de novos medicamentos que acelerem o
processo cicatricial tem aumentado.

No passado, os curativos disponiveis apresentavam como fun¢do primaria a
evaporagao de exudatos e preveniam que bactérias adentrassem nas lesdes. Os curativos atuais
procuram criar um ambiente com circulacdo de oxigénio e umido ao redor da ferida, para
auxiliar na motilidade e regeneracdo das células do tecido, reduzindo a quantidade de
bactérias e promovendo o fechamento da ferida (BOATENG et al., 2008).

Algumas propriedades sdo fundamentais na escolha dos curativos como as dimensdes
do curativo e a macroestrutura, a aderéncia a ferida, a porosidade, sua taxa de biodegradacdo e
a auséncia de antigenos (RATNER et al., 2004).
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Dentre os polimeros naturais mais estudados para a regeneracdo da pele estd a
quitosana, em decorréncia de suas inimeras e vantajosas propriedades, onde a mesma tem se
revelado como um excelente material no tratamento de feridas, podendo ser usada na

formagao de géis, membrana ou em sistema de liberagdo transdérmica (SILVA et al., 2008).

2.2 Novas Formas Farmacéuticas

A cada dia tem aumentado o interesse e as pesquisas voltadas para o desenvolvimento
de novas tecnologias com a finalidade de otimizar a liberacdo de farmacos em uma
determinada taxa e sitio especifico. Nesta perspectiva, as pesquisas tem sido intensas afim de
novos métodos para a liberagdo de farmacos em escalas nano e micrométrica. Além de
envolver o sistema de liberagdo na producdo destas formulagdes, uma forma correta de
administracdo também estd envolvida na mesma, afim de evitar erros de administracdo que
ainda hoje ¢ bastante comum (SILVA et al., 2010).

O controle de liberagdo do farmaco, bem como seu direcionamento sdo fatores
indispensaveis para um sistema de liberacdo de farmaco, a fim de reduzir efeitos colaterais e
garantir seu efeito farmacoldgico durante o tempo determinado. O desenvolvimento de novas
tecnologias como filmes, microemulsodes, lipossomas e sistemas transdérmicos, deu-se a partir
de avangos nesta area de pesquisa. O sistema de liberagdo transdérmico tem como finalidade

regular a quantidade de farmaco que permeia a pele e a que atinge a corrente sanguinea
(THASSU et al., 2007; ANSEL et al., 2007).

2.3 Filmes Poliméricos de Quitosana (FPQ)

Filmes de QTS tem sido avaliados ha algum tempo, onde caracteristicas como suas
dimensoes e a presenca ou ndo de poros se tornam fatores indispensaveis na determinagdo de
sua aplicagdo. Os micro e macroporos exercem uma relagdo “tamanho-exclusdo”, onde esta
fundamental para a determinacgao de seu uso (ASSIS et al., 2002; SPENCER, WANG, 1998).
Estes filmes apresentam nanoporos em sua estrutura, que permite sua aplicacdo em diversos

processos, dentre eles o de liberacdo de farmacos por meio do controle de troca gasosa
(ALVES, MACH, 2002).
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Ainda nos dias atuais ¢ dificil estabelecer um processamento padrdo para a obtengdo
dos filmes de QTS, devido a auséncia de um procedimento comum de desacetilacdo
industrial, bem como as intimeras procedéncias de QTS disponiveis atualmente, o que fornece
produtos industrializados distintos entre si, pois os mesmos apresentam densidade molar e

graus de pureza diferentes (ALVES, MACH, 2002).

24 Estatinas

Estatinas sao farmacos bastante conhecidos por exercerem sua atividade hipolipémica,
através da inibicdo da hidroxi-metil-glutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA redutase). As
primeiras estatinas foram desenvolvidas em 1971, com a obtengdo da lovastatina e
mevastatina (MACH; VEILLARD, 2002). Outros estudos relatam beneficios clinicos
associados a terapia com as estatinas que sdo independentes da redugdo de colesterol,
denominados efeitos pleiotropicos (CHOPRA et al., 2007; CHEN et al., 2013).

Apesar de compor a mesma classe farmacologica, as estatinas diferem entre si quanto
a sua solubilidade. Por exemplo, a sinvastatina difunde passivamente a membrana plasmatica,
em decorréncia de sua propriedade lipofilica, ja a provastatina por ser hidrofilica nao
consegue permear a membrana facilmente (MACH; VEILLARD, 2002). Quando utilizadas
por via topica ou sistémica, as estatinas se mostraram eficientes no tratamento de diversas
doengas dermatologicas, dentre elas a psoriase, vitiligo e eritema multiforme (NAMAZI,
2004).

Quando ingeridas, as estatinas promovem duas respostas no organismo, sendo uma a
reducdo de forma direta no colesterol plasmatico através da inibi¢do da enzima hidroxi-metil-
glutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), como também acarreta um aumento no
numero de receptores hepaticos para LDL, que por sua vez levam a uma drastica reducao nos
niveis de colesterol, visto que através dos receptores o figado € responsavel pela remocao de
LDL plasmatico, e em decorréncia do aumento destes receptores, se justifica esta discrepante
reducdo nos niveis de colesterol (MACH; VEILLARD, 2002).

Também apresentam efeitos pleiotropicos, como a atividade anti-inflamatoria que tem
sido uma das mais relatadas nos ultimos anos, porém ainda nao esta totalmente esclarecido o

mecanismo de acdo que lhe confere esta atividade. Sabe-se que a inibicdo da HMG-CoA
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redutase impede a formagdo dos isoprendides que estimulam a inflamagdo via segundos
mensageiros intracelulares (NAMAZI, 2004).

Foi relatado em diversos estudos a inibicdo da migrag¢do leucocitaria ocasionada por
estatinas. Estas se ligam diretamente ao antigeno acoplado ao linfocito-1 (LFA-1), levando a
um impedimento na adesdo da célula T, bem como sua ativacao (EGESI et al., 2010; KWAK
et al., 2000).

A Proteina C-Reativa (PCR) que ¢ produzida no figado através da estimulagdo das
citocinas (interleucinas 1 ¢ 6 - IL-1 e IL-6) ¢ um dos diversos reagentes produzidos que
apresentam alteracdes com o uso das estatinas em ratos transgénicos nao escleroticos, pois 0s
niveis basais de IL-1 diminuem quando ¢ feito uso de estatinas, independente de reducdo no
nivel de colesterol. (DAMASCENO et al., 2007).

2.5 Sinvastatina (SINV)

Dentre os diversos farmacos pertencentes a classe das estatinas, destaca-se a SINV,
por ser uma das estatinas mais usadas pela populacdo, sendo esta a droga de escolha para a
realizacdo deste estudo. Como os demais farmacos pertencentes a esta classe, ela ¢ bastante
usada para reduzir o nivel de colesterol no plasma, através da inibicdo competitiva da
hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA). Porém, diversos estudos relataram seus efeitos
pleiotropicos, dentre eles sua atividade anti-inflamatéria, acarretando uma reducdo nos
mediadores inflamatoérios como interleucina-6 (IL-6), proteina C-reativa, fator de necrose
tumoral-a e a interagdo leucocito-endotélio (TNF-a) (NEZIC et al 2009).

A SINV ¢ a segunda estatina mais potente, ¢ muito prescrita em nosso pais, €
caracterizada como um po branco, cristalino, ndo higroscopico, apresenta ponto de fusdo na
faixa de 135 a 138 °C, insoluvel em éagua (0,03 g/L) e soluvel em cloroformio (610 g/L),
metanol (200 g/L) e etanol (160 g/L). Possui coeficiente de particdo (octanol/agua), log P,
igual a 4,68, maximos de absor¢dao na regido do ultravioleta (UVmax, em acetonitrila) em
comprimento de onda (O) de 231, 238 e 247 nm (BUDAVARI, 2006 USP, 2008;
EUROPEAN, 2009) e pKa de 4,18, estando a molécula quase completamente dissociada em
pH 6,8 (YOSHINARI et al, 2007).

Possui pouca solubilidade em meio aquoso e, em virtude desta caracteristica, sua
absorcdo ¢ limitada a velocidade de dissolugdo. Apresenta extenso metabolismo de primeira

passagem (quando administrada por via oral) e sua dissolucdo no trato gastro-intestinal ¢
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muito lenta, além de ser bastante excretada nas fezes, cerca de 95% de sua dose oral
(TIWARI, PATHAK, 2011), ainda apresenta tempo de meia vida curto (2 horas por via oral),
0 que torna este firmaco bastante promissor para uso topico.

Foi demonstrado em estudo que a aplicagdo topica de microemulsdo a base de
sinvastatina, quando utilizada em lesdes de tecido infectados, minimizou a reagdo
inflamatoria, acelerando o processo de cicatrizacdo (DAMASCENO et al., 2007).

Este resultado pode ser explicado através das fortes evidéncias apresentadas em
diversos estudos como no estudo de PRUEFFER et al., 2002 que mostrou um efeito protetor
da sinvastatina através de uma interacdo maior entre o endotélio e os leucdcitos quando
administrado a microemulsdo contendo exotoxina de Staphylococcus Aureus, que acarretou
em uma inflamagao aguda. (PRUEFFER et al., 2002). Sua agdo anti-inflamatoria através de
uso topico também foi mostrada em um estudo realizado em uma inflamacao aguda de pele
induzida por 6leo de croton, onde ocorreu inibigdo do edema (CABRINI, et al., 2006).

As estatinas se ligam diretamente ao antigeno associado ao linfocito-1 (LFA-1) e
previne a ligagdo na molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1), impedindo a adesdo e
ativacdo da célula T (EGESI et al., 2010; KWAK et al., 2000). Outra forma de inibir a
migracdo ¢ através da reducdo na atividade da enzima de matriz metaloproteinase-9 (MMP-
9), enzima secretada para ativar as células mononucleares que facilitam a transmigracdo
leucocitaria pela barreira hematoencefalica (EGESI et al., 2010; TURNER et al., 2005).

Foi demonstrado em estudo por Leung et al. (2003) que o tratamento de camundongos com
sinvastatina foi capaz de reverter a artrite inflamatdria nos animais e kanda et al. (2007) fizeram um
estudo com um grupo de pacientes diagnosticados com artrite reumatoide, os quais foram tratados
durante 12 semanas com sinvastatina e apresentaram melhora nos sintomas clinicos, com redugao
de proteina C reativa (PCR), sedimentacgdo eritrocitaria, e as razBes Th1/Th2 e CD4/CDS8. Esses
resultados sugerem que outras condi¢Bes inflamatdrias com aumento na razdo Th1/Th2 podem ser
tratadas com baixas doses de estatinas (KANDA et al., 2003; LEUNG et al. 2003).

As estatinas inibem também a captagdo, processamento e apresentagao dos antigenos em
lifécitos B e células dendriticas. Isso porque as proteinas G requerem mevalonato para fazer a
prenilacdo na membrana plasmatica, e com a inibicdo do mevalonato pelas estatinas, esse processo

nao ocorre (EGESI et al., 2010; GHITTONI et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Avaliar in vivo a atividade anti-inflamatoria/cicatrizante de FPQ contendo sinvastatina de uso

topico em inflamacdes cutaneas.

3.2  Objetivos Especificos

« Avaliar /n vivo a atividade anti-inflamatoéria/cicatrizante dos FPQ através da

mensurac¢ao residual da lesdo apos o tratamento nos camundongos.

#+ Avaliagdo da acdo anti-inflamatodria/cicatrizante dos FPQ por meio de contagem

leucocitaria.
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4 MATERIAL E METODOS
41 Materiais

Quitosana (Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA), contendo sinvastatina (Viafarma®,
Santa Catarina, Brasil), alcool etilico absoluto, acido acético e¢ hidroxido de sddio com grau
analitico, anestésicos: xilazina (Dopaser - e Hertape S.A, Minas Gerais, Brasil) e ketamina
(Dopalen®, Sao Paulo, Brasil).

4.2 Meétodos

4.2.1 Animais

Camundongos Swiss (Mus musculus) do sexo masculino, com 7-8 semanas,
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) do Centro de
Ensino Superior ¢ Desenvolvimento (CESED) nos experimentos. Os animais foram mantidos
a temperatura de 22°C, sob ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a ragao Purina®

tipo pellets e a dgua.

O referido estudo foi realizado mediante aprovagdo prévia, por escrito, da Comissao
de Etica no Uso de Animais — CEUA/CESED — PB (Protocolo: 5002042015) seguindo as
normas da Lei Arouca, que regulamenta os procedimentos para o uso cientifico de animas

(Lei nimero 11.794, de outubro de 2008), em anexo 1.

4.2.2 Modelo de Feridas Cutaneas

Os animais foram anestesiados por meio da injecdo intraperitoneal de ketamina 100
mg/kg e xilazina 0.05 mg/kg. Efetuou-se a tricotomia da regido dorsal e apds antissepsia local
com clorexidina 4% foi feita uma excisdo circular de pele com punch para biopsia de 1,0 cm

de diametro, deixando-se exposto o panniculus carnosus.
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4.2.3 Tratamentos

Os camundongos foram divididos de modo aleatério em quatro grupos experimentais
correspondentes aos tratamentos (Tabela 1). Cada grupo era composto por 9 animais € nos
dias 4, 8 e 12 apds a realizacdo das feridas 3 animais foram sacrificados através de

deslocamento cervical, em cada um destes tempos.

Os FPQ foram cortados utilizando-se 0 mesmo punch de 1 cm de didmetro usado para
fazer as lesdes, resultando em uma dose de 3,63 mg de sinvastatina por filme de 20 mg e 1,82
mg para filme de 10 mg. Os FPQ foram aplicados sobre a ferida imediatamente apos a
realizagcdo destas e nas trocas dos FPQ que ocorreram de 2 em 2 dias (pois a liberagdo do
farmaco foi avaliado durante 48 horas) até o sacrificio dos animais. Nestas trocas, os FPQ
tiveram seus tamanhos ajustados a area das feridas. Diariamente, as feridas dos animais de
todos os grupos foram hidratadas com 2 gotas de solugdo salina 0,9% e limpas de possiveis

fragmentos de sujidades.

Os animais foram eutanasiados nos dias 4, 8 ou 12 ap6s a lesdo segundo metodologia
proposta para roedores e outros pequenos mamiferos, contida no Anexo I da Resolugdo N°
1000, de 11 de Maio de 2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, e tiveram o

sangue e um fragmento de pele da regido da lesdo coletados.

4.2.4 Avaliacao da Atividade Anti-Inflamatdria/Cicatrizante

4.2.4.1 Fotodocumentacgao

Com o auxilio de uma camera fotografica SONY® modelo DSC-HX100V foi feita a
aquisicao de fotos das feridas nos dias 0, 4, 8 e 12 apés a realizagdo da ferida cutidnea. As
fotos das feridas foram obtidas juntamente com a imagem de uma escala graduada colocadas

ao lado do animal, mantendo-se uma distancia constante entre este € a camera.

4.2.4.2 Medida da Area das Feridas Cutaneas
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Para tanto, a imagem da ferida juntamente com a escala graduada foi importada
usando-se o software ImajeJ® 1.49 (disponivel gratuitamente em: http://imagej.nih.gov/ ij/) e

as bordas da ferida contornada para ter sua area determinada;

4.24.3 Area Residual da Ferida Cutianea (ARFC)

ApoOs a obtencdo das areas, o valor residual de cada ferida foi obtido usando-se a

seguinte Equagao:

ARFC = Area atual da ferida/area inicial ferida X 100 (Equagdo 1)

424.4 Contagem Leucocitaria

Ao final do tempo de cada grupo (4, 8 ou 12 dias) os animais foram sacrificados e
aproximadamente 0,8 ml de sangue foram coletados por puncao cardiaca e mantido em tubos
a vacuo com anticoagulante (EDTA). Apods centrifugacdo (3000 rpm por 5 minutos) o plasma

foi obtido e efetuou-se a contagem de leucécitos totais em camara de Neubauer;

4.2.45 Analise Estatistica

Os dados obtidos estdo expressos como a média £+ EPM (Erro Padrdo Médio) e as
diferencas entre os grupos foram averiguadas através da andlise de variancia de uma via
(ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Keuls, utilizando-se o software GraphPad Prism
versao 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

Tabela 1 — Divisdo dos grupos de animais
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GRUPO DE ANIMAIS (N=9) TRATAMENTO
Grupo (1) controle negativo Salina
Grupo teste 1 FB
Grupo teste 2 F10
F20

Grupo teste 3

Legenda: FB — Filme Branco
F10 — Filme com 10 mg de sinvastatina

F20 — Filme com 20 mg de sinvastatina
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Area Residual das Feridas Cutaneas

Oito dias apos a lesdo, a area residual das feridas dos animais do grupo F20 apresentou
diferenca estatistica significativa (p<0,05, ANOVA de uma via, seguida pelo teste de
Neuman-Keuls) daquela dos animais do grupo SALINA e do grupo FB (Figura 1). A Figura 2
contém imagens ilustrativas das feridas no tempo 0, 8 dias (grupos SALINA, FB, F10 ¢ F20)
e 12 dias (grupo F20).

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os diversos tratamentos nos

demais tempos avaliados (Figura 1).

Figura 1 - Area residual das feridas cutaneas (area atual da ferida/ area inicial da ferida x 100).
*p < 0,05, grupo F20 diferente dos grupos SALINA e FB (Anova de uma via seguida pelo teste
de Neuman - Keuls).

s 1007 -+ SALINA
E 80 - FB
: - F10
= O = F20
S
§ 4o0-
o
E 20-
< - -
0 2 a 6 8 10

Dias apos a realizacdo da ferida

Figura 2 — Imagens representativas das lesées no dia 0, no 8° dia (grupos SALINA, FB, F10, F20), e no 12°
dia (F20) apds a lesao.
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dia 0 dia 12 (F20)

5.2 Contagem Leucocitaria

Quatro dias ap6s a lesdo cutdnea, a contagem de leucdcitos totais foi
significativamente menor nos grupos F10 (p < 0,05) e F20 (p < 0,01) que aquela do grupo
SALINA. Da mesma forma, a contagem leucocitaria do grupo F20 também apresentou
reducdo significativa comparado com o grupo FB (p < 0,05). O grupo FB apresentou discreta
diminuicao no niimero de leucocitos totais, sem diferencga estatistica significativa, comparado

ao grupo SALINA (Figura 3).

Nosso estudo também mostra que o niimero de leucdcitos totais estd aumentado no
sangue de camundongos com ferida cutinea, corroborando achados anteriores (SITUM et al.,
2007), sendo este aumento tanto maior quanto a proximidade do inicio da lesao. Além disso, a
aplicacdo local sobre as feridas dos filmes contendo sinvastatina foram eficientes em reduzir
este nimero em todos os momentos da lesdo cutanea estudados. Esta mudanca hematologica
sistémica que observamos parece refletir a intensa infiltragdo celular que ocorre no local da
ferida (KIM et al., 2007; CHU et al., 2012), o que vai diminuindo conforme a lesdo vai se

resolvendo com o decorrer do tempo

Figura 3 — Numero de leucécitos totais 4 dias apds a lesao.
*p<0,05, **p<0,01, diferente do grupo SALINA; +p<0,05 diferente do grupo FB (Anova de
uma via seguida pelo teste de Neuman-Keuls).
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Oito dias ap6s a lesdo cutinea, a contagem de leucocitos totais dos grupos F10 e F20
foi significativamente menor que aquela do grupo SALINA (p < 0,01) e do grupo FB (p <
0,05). Da mesma forma, o grupo FB apresentou contagem leucocitdria significativamente

inferior que a do grupo SALINA (p < 0,05) (Figura 4).

Os resultados aqui apresentados mostram  significativo  efeito  anti-
inflamatorio/cicatrizante do filme de quitosana de 20mg (3,63mg/cm?2) aos § dias do inicio da
lesdo cutanea (trocados de 2 em 2 dias), observado através da redugdo do tamanho da ferida
quando comparado aos animais tratados com salina ou o filme branco. O tratamento com o
filme de quitosana de 10mg apresentou discreta redugdo também aos 8 dias ap6s a lesdo mas

sem diferenca estatistica significativa.

Figura 4 — Numero de leucocitos totais 8 dias apds a lesao.
*p<0,05, **p<0,01, diferente do grupo SALINA; +p<0,05 diferente do grupo FB
(Anova de uma via seguida pelo teste de Neuman Keuls).
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Doze dias apods a lesdo cutanea, os grupos F10, F20 e FB apresentaram significativa
reducdo no niimero de leucocitos totais comparado com o grupo SALINA (p<0,001). Da
mesma forma, as contagens leucocitarias dos grupos F10 e F20 apresentaram significativa

reducdo (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) comparadas com aquela do grupo FB (Figura 5).

Ha de se notar, que o filme branco, composto apenas por quitosana, também
apresentou significativo efeito redutor do nimero de leucécitos totais nos tempos 8§ e 12 dias
apos a lesdo. Pensamos que tal atividade reflita uma acdo anti-inflamatoria da quitosana ja
relatada em trabalhos anteriores (OLIVEIRA et al., 2012; FRIEDMAN et al., 2013), e que,
neste caso, pode representar importante acdo anti-inflamatoria complementar aquela da

sinvastatina.

Figura 5 — Numero de leucécitos totais 12 dias apds a les@o.
***p<0,001 diferente do grupo SALINA; +p<0,05, ++p<0,01 diferente do grupo FB (Anova
de uma via sequida pelo teste de Neuman — Keuls).
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Avaliados em conjunto, a contagem de leucocitos totais mostra reducdo continua em
todos os grupos conforme se aumenta o tempo apods a lesdo. Os dados mostram que 12 dias
apos a lesdo hd reducdo significativa na contagem leucocitaria em todos os tratamentos,
comparado com os animais sacrificados 4 dias ap6s a lesao (p<0,05), e nos grupos FB, F10 e
F20 quando comparado com os animais sacrificados 8 dias apds a lesdo (p<0,05). Estes
animais que foram sacrificados 8 dias apos a lesdo também apresentam reducgao significativa
no numero de leucocitos totais comparados com aqueles sacrificados aos 4 dias, para os
grupos SALINA, FB e F10 (p<0,05), (Figura 6).

Figura 6 — Numero de leucdcitos totais 4, 8 e 12 dias apos a lesao.
*p<0,05 diferente do grupo SALINA; +p<0,05 diferente do grupo FB (Anova de uma via
seguida pelo teste de Neuman — Keuls).
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6 CONCLUSAO

Desta forma, os resultados aqui apresentados mostraram-se satisfatorios, visto que os
mesmos apontam uma importante atividade anti-inflamatoria nos filmes de quitosana com
sinvastatina por meio de contagem leucocitaria, bem como a reducdo no tamanho das feridas.
Este sistema, apresentado neste estudo de forma inédita, pode representar importante avanco
no que diz respeito a utilizacdo das propriedades anti-inflamatoérias da sinvastatina e da

quitosana para aplicagdo topica na terapéutica das feridas cutaneas.
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NUMERO DO PROJETO/ PROTOCOLO : 5002042015

CIAEP/CONCEA N°: 01.001.2012

DATA DO PARECER: 02/04/2015
1. Pesquisador Responsével: Bolivar Ponciano Goulard de Lima Damasceno

Titulo do Projeto:. FILME DE SINVASTATINA A BASE DE QUITOSANA PARA

USO TOPICO.

2. Consideragdes: Este projeto envolve a produgiio, manutengio e/ou utilizagiio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com 0s preceitos da lei n° 11.794 de 08 de outubro
de 2008, do decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA, e foi APROVADO pela Comissiio de
Etica no Uso de Animais (CEUA) do CESED, em reunifode 02__/_04_/_2015__.

Vigéncia do Projeto | 06/04/2015 & 20/04/2015
Espécie / linhagem | Mus musculus / Swiss
N° de animais 45

Peso / idade 35 g/ 8 a 12 semanas
Sexo Masculino

Origem Biotério FCM

3. Parecer Final: APROV.

Av. Senador Argemiro de Figusiredo, 1901 - Htarart

CEP 58411-020 | Campina Grando - PB | (83) 2101.8800
www casad be | faclsa@ensad br | fem@racad be | peanmeocad M




