
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 
FACULDADE DE MEDICINA 

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM FARMACOLOGIA 

 

 

  

  

  

  

CAROLINE ADDISON CARVALHO XAVIER DE MEDEIROS 
 

 

 

 

 

 

 

 

ESTUDO DO  EFEITO DA ATORVASTATINA NA 

MUCOSITE ORAL INDUZIDA POR 5-FLUOROURACIL 

EM HAMSTERS  

  

  

RENATA FERREIRA DE CARVALHO LEITÃO 
 

 

 

 

FORTALEZA 

2010

 



    

CAROLINE ADDISON CARVALHO XAVIER DE MEDEIROS 

  

  

  

  

 

 

Tese apresentada ao programa de Pós-Graduação em 

Farmacologia da Universidade Federal do Ceará como 

requisito parcial para a obtenção do título de Doutor em 

Farmacologia 

 

 

 

 

 

 

Orientador: Profa. Dra. Gerly Anne de Castro Brito  

                Universidade Federal do Ceará – UFC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FORTALEZA 

2010 

 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
M438e   Medeiros, Caroline Addison Carvalho Xavier 
 

 Estudo do efeito da atorvastatina na mucosite oral 
induzida por 5-fluorouracil em hamsters / Caroline Addison 
Carvalho Xavier Medeiros. –  Fortaleza, 2010. 

 163 f. : Il. 

        Orientador: Profa. Dra. Gerly Anne de Castro Brito 
    Tese (Doutorado) – Universidade Federal do Ceará. 

Programa de Pós-Graduação em Farmacologia, Fortaleza-
CE, 2010 

 
1. Estomatite 2. Fluorouracil 3. Inibidores de 

Hidroximetilglutaril-CoA Redutase  I. Brito, Gerly Anne 
de Castro (orient.) II. Título 

     
                   CDD: 616.31 



    

CAROLINE ADDISON CARVALHO XAVIER DE MEDEIROS 

 

  

 

ESTUDO DO  EFEITO DA ATORVASTATINA NA MUCOSITES ORAL INDUZIDA 
POR 5-FLUOROURACIL EM HAMSTERS   

..  

 

Tese submetida ao Programa de Pós-Graduação em Farmacologia da 
Universidade Federal do Ceará como requisito parcial para a obtenção do título de 
Doutor em Farmacologia. Área de concentração 

 

Aprovada em: 05/11/2010 

BANCA EXAMINADORA 

 

_________________________________ 

Profa. Dra. Gerly Anne de Castro Brito (orientadora)  

Universidade Federal do Ceará – UFC 

 

_________________________________ 

Profa. Dra. Nylane Maria Nunes de Alencar 

Universidade Federal do Ceará – UFC 

 

________________________________ 

Prof. Dr. Prof.Luiz Eurico Nasciutti 

Universidade Federal do Rio de Janeiro- UFRJ 

 

______________________________ 

Profa. Dra. Helena Lobo Borges 

Universidade Federal do Rio de Janeiro- UFRJ 

 

____________________________________ 

Profa. Dra. Nadia Accioly Pinto Nogueira 

Universidade Federal do Ceará - UFC 



    

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ao meu esposo, Martinho 

Meu maior incentivador 

Pelo seu amor e companheirismo em todas as horas 

Paciência e entusiasmo que me fizeram perseverar até o fim 

 

 

 

Ao meu filho, Tasso 

Pelo novo sentido que você deu a minha vida 

Pela paz, alegria e amor que me transmite 

 

 

 

 

Aos meus pais Addison e Fátima, 

as minhas irmães Maria do Carmo, Sara e Ana Carolina 

por vibrarem com as minhas conquistas 

 

 

 

 



    

 

AGRADECIMENTOS 
 

A Deus, por guiar todos os meus caminhos, por iluminar os meus passos, pela 
proteção nas inúmeras viagens e por tornar o percurso Mossoró-Fortaleza mais 
agradável. 

 

À professora Gerly Anne de Castro Brito, meu profundo reconhecimento pela 
orientação firme e competente. Agradeço pela forma sábia como conduziu o 
desenvolvimento do presente trabalho, interpretando as minhas dificuldades, 
necessidades e dando-me as ferramentas para seguir em frente e superar as 
adversidades. Sou profundamente grata pela confiança em mim depositada e, 
sobretudo, pela oportunidade de crescimento profissional e pessoal. 

 

À professora Renata Ferreira de Carvalho Leitão, pelo exemplo profissional e 
pessoal, pela amizade, gentileza, atenção e disponibilidade em todos os 
momentos. Sou eternamente grata pelas sugestões e colaboração na elaboração 
desse trabalho. 

 

Aos professores Ronaldo de Albuquerque Ribeiro e Marcellus Henrique Loiola 
Pontes de Souza pela convivência e ensinamentos 

 

À professora Mariana Vale pela amizade, atenção, disponibilidade e pelas 
indispensáveis imunohistoquímicas realizadas nesse trabalho 

 

À professora Nylane Maria Nunes de Alencar pela amizade, pelas contribuições 
nas análises bioquímicas, por me receber tão bem em seu laboratório e por 
compor a minha banca examinadora 

 

À professora Nadia Accioly Pinto Nogueira pela importante colaboração no estudo 
microbiológico e por prontamente aceitar o convite para compor a minha banca 
examinadora 

 

Ao professor Reinaldo Oriá pela atenção e valiosa contribuição na técnica de 
Western Blot 

 

À amiga Andressa Aby Faraj Linhares Maciel e ao seu esposo Leonardo Maciel, 
que inúmeras vezes me receberam tão bem, em sua residência em Fortaleza, 
Obrigada amiga, você foi uma grande incentivadora para que eu fizese a seleção 
do doutorado, sem a sua ajuda eu não teria dado os primeiros passos, em busca 
do meu objetivo. 

  



    

A todos os professores da Pós-Graduação em Farmacologia que contribuíram 
para minha formação nesse curso 

 

À amiga Jozi Godoy pela decisiva colaboração durante os experimentos 
bioquímicos. Alguém que convivi pouco mais de um ano e aprendi a adimirar 
como pessoa e profissional. Obrigada por dividir comigo não apenas o 
apartamento, mas também os meus sonhos, medos e alegrias.  

 

Ao amigo Flávio Bitencourt, pessoa extremamente amável, que sempre me 
transmitiu paz e confiança, e pelas fundamentais análises bioquímicas. 

  

Aos estudantes de iniciação científica, Rafael Macedo, Alana Lira, Daniela Rosa, 
Carla Antoniana, não tenho palavras para expressar a minha gratidão e 
reconhecimento. Suas participações foram decisivas, fundamentais e 
indispensáveis. Vocês foram profissionais dedicados. Obrigada por todas as 
contribuições, momentos de amizade e descontrações. Meu agradecimento 
especial. 

 

À estudante de iniciação científica, Mirlayne Olga, pelas indispensáveis análises 
microbiológicas realizadas nesse trabalho. 

 

À Ana Paula Macedo, Deysi Viviana, Roberto César e Patrícia Lobo amigos 
prestativos e presentes.  

 

À todos os amigos do LAFICA, especialmente Roberta Dalcico, Denusa, 
Rosemayre Freire, Larisse Lucite, Pedro Soares, Antoniella Souza, Renata Bessa, 
Jand-Venes, André Luis e tantos outros, pela convivência agradável e amizade. 

 

À Vandinha, por sua presteza em ajudar e gentileza. Sempre atendendo as 
minhas necessidades com zelo e dedidação. Obrigada pela sua amizade. 

 

À Ivan, e a Socorro, pela boa vontade e dedicação na confecção das lâminas. 

 

À Aura Rhanes pela convivência, amizade e ajuda nas questões burocráticas 

 

Aos funcionários do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, em especial ao 
Haroldo, Seu Bento, Jucier e Chiquinho. 

 

Ao CNPq, pelo apoio financeiro. 

 



    

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Entrega teu caminho ao senhor,  

confia nele e o mais ele fará. 

 
 
 

Sl 37:5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



    

RESUMO 
 

Estudo do   efeito da atorvastatina na mucosites oral induzida por 5-fluorouracil 
em hamsters. Tese submetida como parte dos requisit os necessários à 
obtenção do grau de Doutor em Farmacologia do Progr ama de Pós-Graduação 
do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Facul dade de Medicina, 
Universidade Federal do Ceará, Brasil. Caroline Add ison Carvalho Xavier de 
Medeiros; Orientadora: Dra. Gerly Anne de Castro Br ito.   

 
 

A mucosite oral (MO) é um efeito colateral freqüente e dose limitante da 
terapia do câncer, caracterizada por intensa reação inflamatória na mucosa e 
formação de úlceras na cavidade orofaríngea. O objetivo deste trabalho foi avaliar o 
efeito da atorvastatina (ATV), droga utilizada para reduzir os níveis séricos de 
colesterol e que tem atividade antiinflamatória, na mucosite oral induzida por 5-
fluorouracil (5-FU) em hamsters Golden Sirian. A mucosite oral foi induzida pela 
administração intraperitoneal (i.p.) de 5-FU no 1º e 2º dias do experimento (60 e 40 
mg/kg, respectivamente), com subseqüentes escoriações na mucosa jugal, no 
quarto dia. Os animais foram tratados intraperitonealmente (i.p.) com ATV 1, 5 ou 10 
mg/kg ou salina ou salina/etanol 5% vol/vol 30 minutos antes de cada injeção do 5-
FU e diariamente por 5 ou 10 dias. Os animais foram sacrificados no 5º ou 10º dia e 
amostras de mucosa jugal e dos principais órgãos vitais foram coletados para 
análise histopatológica. A determinação dos níveis de TNF-α, IL-1β, nitrito, grupos 
sulfidrilas não proteicos (NP-SH), ensaio da mieloperoxidase (MPO), 
imunohistoquímica para TNF-α, óxido nítrico sintase induzida (iNOS), NF-KB-p50, 
NF-kB-p50 NLS (sequência de localização nuclear) e a expressão do NF-kB-p50 por 
Western Blot foram outros parâmetros avaliados em amostras coletadas da mucosa 
jugal dos animais. O sangue foi coletado para leucograma, análise dos parâmetros 
bioquímicos e análise da bacteremia. Atorvastatina nas doses de 1 e 5 mg/kg 
reduziu o dano na mucosa e a inflamação, bem como os níveis de citocinas, nitrito e 
a atividade da MPO no 5º e 10º dia da MO. Ademais, atorvastatina 1 e 5 mg/Kg 
diminuiu a marcação imunohistoquímica para TNF-α, NOSi, NF-kB-p50, NF-kB-p50 
NLS, bem como a expressão do NF-kB-p50 na mucosa jugal dos hamsters 
submetidos a MO, no 5º dia. ATV 1 mg/Kg aumentou os níveis de NP-SH na mucosa 
jugal dos animais, quando comparado com os grupos 5-FU no 10º dia da MO. A 
associação de ATV 5 mg/Kg e 5-FU diminuiu a taxa de sobrevida, amplificou a 
leucopenia dos animais, aumentou os níveis séricos de transaminases e causou 
lesão hepática. Nós também detectamos a presença de bacilos Gram negativos no 
sangue de 100% dos animais tratados com ATV 5mg/Kg + 5-FU. Esses resultados 
sugerem que a atorvastatina previne o dano na mucosa oral e a inflamação 
associada com MO induzida por 5-FU, entretanto a combinação de altas doses de 
ATV com 5-FU induz hepatotoxicidade, amplificação da leucopenia e bacteremia, 
que merecem atenção e futuros estudos em humanos. 
 
Palavras-chaves: Mucosite oral, 5-fluorouracil, atorvastatina, estatinas 
 

 
 

 
 



    

ABSTRACT 
 

Study of the effect of atorvastatin on 5-fluorourac il-induced oral mucositis in 
hamsters. Thesis submitted in parcial fulfillment t o obtain Doctors Degree in 
Biological Sciences (Pharmacology) to the Post-Grad uate Department of 
Physiology and Pharmacology, Faculty of Medicine, F ederal University of 
Ceará, Brazil. Caroline Addison Carvalho Xavier de Medeiros; Principal guide: 
Dra. Gerly Anne de Castro Brito. 

 
 Oral mucositis (OM) is a frequent side effect and dose-limiting of cancer 
therapy, characterized by intense inflammatory mucosal reaction and formation of 
ulcers in oropharyngeal cavity. The aim of this study was to evaluate the effect of 
atorvastatin (ATV) – cholesterol lowering drug with anti-inflammatory activity - in oral 
mucositis induced by 5-fluorouracil (5-FU) in Golden Sirian hamsters. Oral mucositis 
was induced by intraperitoneal (i.p.) administration of 5-FU in the first and second 
days of experiment (60 and 40 mg/kg i.p., respectively), with subsequent excoriations 
of the cheek pouch mucosa on the fourth day. The animals were treated by 
intraperitoneal route (i.p.) with ATV 1, 5 or 10 mg/kg or saline or saline and 5% 
vol/vol ethanol 30 min before 5-FU injection and daily for 5 or 10 days. The animals 
were sacrificed on the 5th or 10th day and samples of cheek pouches and major vital 
organs were removed for histopathological analysis. The determination of TNF-α, IL-
1β, nitrite, non-protein sulfhydryl group (NP-SH) levels, myeloperoxidase (MPO) 
assay, immunohistochemistry for TNF-α, induced nitric oxide synthase (iNOS), NF-
kB-p50, NF-kB-p50 NLS and the expression of NF-kB-p50 by Western Blot were 
other parameters evaluated in the samples collected from the oral mucosa of 
animals. Blood was collected for a leukogram, analysis of biochemical parameters 
and analysis of bacteremia. Atorvastatin at doses of 1 and 5 mg/kg reduced mucosal 
damage and inflammation, as well as the levels of cytokines, nitrite, and 
myeloperoxidase activity on the 5th and 10th day of OM. Moreover, ATV 1 and 5 
mg/kg decreased the immunohistochemical staining for TNF-α, iNOS, NF-kB-p50, 
NF-kB-p50 NLS and expression of NF-kB-p50 of the cheek pouch mucosa on the 5th 

day of OM. ATV at 1 mg/kg increased cheek pouch NP-SH when compared to 5-FU 
groups on the 10th day of OM. The association of ATV 5 mg/kg and 5-FU decreased 
the survival rate, amplified the leukopenia of animals, increased transaminase serum 
levels and caused liver lesions. We also detected the presence of Gram negative 
bacillus in the blood of 100% of the animals treated with ATV 5 mg/kg + 5-FU. These 
results suggest that atorvastatin prevent mucosal damage and inflammation 
associated with 5-FU-induced OM, but the association of a higher dose of ATV with 
5-FU induced hepatotoxicity, amplified leucopenia and bacteremia, which deserves 
attention and further research in humans. 
 
Keywords:  oral mucositis, 5-Fluorouracil, atorvastatin, statin 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Mucosite Oral – Uma complicação do tratamento d o câncer  
 
 

A quimioterapia e radioterapia são altamente eficazes no tratamento de 

muitas formas de cânceres, mas possuem uma significante toxicidade dose limitante 

(JANSMAN et al., 2001; SONIS, 1998). A terapia do câncer é direcionada para as 

células neoplásicas, entretanto as células progenitoras saudáveis de vários tecidos 

do corpo podem ser afetadas, resultando em disfunção (PARIS et al., 2001). O 

epitélio do trato digestivo é, em particular, muito susceptível a essas terapias, uma 

vez que as células deste tecido proliferam com rapidez. Inflamação grave, lesão, 

ulceração e sangramento na boca, no esôfago e no intestino são efeitos colaterais 

decorrentes do uso dessas terapias (ALVAREZ et al., 2003; SONIS et al., 1998). 

 

A cavidade oral é um sítio comum para a mucosite e várias outras 

complicações. Mucosite descreve uma síndrome caracterizada por ulceração da 

mucosa do trato digestivo, resultando em dor, disfagia, diarréia e disfunção, 

dependendo do tecido afetado (SONIS; FEY, 2002; SONIS et al., 2004a; SCULLY; 

SONIS; DIZ, 2006). As complicações orais mais associadas com a terapia do câncer 

incluem estomatite, sangramento, dor, xerostomia e mucosite (LALLA; PETERSON, 

2005; SONIS et al., 2004-a). O termo mucosite oral (MO) surgiu em 1980 e 

representa a forma mais comum de complicação oral, decorrente da terapia 

antineoplásica não-cirúrgica. Caracteriza-se como uma inflamação aguda na 

cavidade oral e é considerada como uma entidade distinta das estomatites devido a 

sua transitoriedade, particularidades clínicas, severidade e formas de tratamentos 

(SONIS et al., 2004-a). 

 

Em torno de 500.000 pacientes por ano, em todo o mundo, sofrem de 

alguma complicação oral decorrente da terapia do câncer (DUNCAN; GRANT, 

2003). A mucosite oral é a maior complicação não hematológica associada com a 

toxicidade da quimioterapia e /ou radioterapia (BITRAN et al., 1996; PATRONE et 

al., 1995). A incidência dessa reação adversa depende das características do 

paciente, bem como das variáveis relacionadas com o tipo de tratamento utilizado. 

Para os pacientes submetidos à quimioterapia convencional para o tratamento dos 



    

tumores sólidos, a porcentagem de mucosite oral é em torno de 40% (ELTING et al., 

2003; JONES et al., 2006). Observa-se nos pacientes transplantados com células 

hematopoiéticas que receberam altas doses de quimioterapia ou radioterapia, uma 

porcentagem ainda maior, em torno de 75-80 % (VERA-LLONCH et al., 2007). A 

ocorrência de mucosite chega a atingir 99% dos pacientes, particularmente nos 

casos em que se associa irradiação e quimioterapia (BLIJLEVENS et al., 2000; 

DONNELLY et al., 1992). A incidência de MO, para os pacientes com câncer de 

cabeça e pescoço submetidos à radioterapia, é em torno de 80 % (TROTTI et al., 

2003). 

 

A manifestação primária da mucosite oral é uma mudança na coloração da 

mucosa, tornando-se esbranquiçada devido à insuficiente descamação de ceratina. 

A seguir, ocorre perda desta camada com a substituição por mucosa atrófica, que é 

caracterizada por edema e eritema. Em geral, essas alterações são seguidas por 

ulceração no tecido afetado. As úlceras, na grande maioria, são recobertas por uma 

pseudomembrana fibrinopurulenta, amarelada e destacável. Dor, queimação e 

desconforto podem se intensificar durante a alimentação e pelos procedimentos de 

higiene oral (LALLA; PETERSON, 2005; LALLA; SONIS; PETERSON, 2008). 

 

As lesões induzidas por quimioterapia acometem geralmente áreas não 

queratinizadas, incluindo porção lateral e ventral da língua, mucosa bucal, palato 

mole, raramente afetando o dorso da língua, o palato duro e a gengiva.  As lesões 

decorrentes da radiação são limitadas no campo onde a radiação incide e 

freqüentemente também afetam áreas não queratinizadas (EPSTEIN et al., 2000). A 

cicatrização das lesões ocorrem cerca de 2 a 4 semanas após a última dose da 

terapia estomatotóxica (LALLA; PETERSON, 2005; TREISTER; SONIS, 2007).  

 

A etiologia da mucosite está associada a dois mecanismos distintos: a 

toxicidade direta sobre as células do epitélio basal devido à terapia do câncer e a 

toxicidade indireta resultante da mielossupressão que predispõe a invasão 

bacteriana e fúngica (SONIS; FEY, 2002). A mucosa oral apresenta uma cinética de 

alta taxa de renovação celular. Dessa forma, a perda freqüente de células da 

superfície epitelial, devido a traumas mecânicos, é compensada através de uma 

contínua proliferação das células da camada basal. A quimioterapia e/ou 



    

radioterapia reduz a renovação celular e causam morte celular por interferir no 

crescimento e nos mecanismos de diferenciação (PARULEKAR et al., 1998).  

 

O desequilíbrio entre a proliferação e a perda celular resulta em um 

epitélio com menor espessura, atrofia muscular, úlceras localizadas ou difusas e 

inflamação (TURHAL et al., 2000). A quimioterapia não altera apenas a integridade 

da mucosa, interfere também com a flora microbiana da boca, com a quantidade de 

saliva e compromete a funcionalidade da barreira da mucosa oral. Esses fatores, em 

conjunto, contribuem para a mortalidade e morbidade de pacientes com câncer e 

imunossuprimidos (CHAN et al., 2003). 

 

Dentre os fatores diretamente relacionados ao aparecimento da MO, 

pode-se citar: o tipo de agente quimioterápico empregado, a dose e o esquema 

terapêutico. A gravidade das lesões é diretamente afetada pelo tipo e dose do 

quimioterápico utilizado. Os antimetabólitos, como o metotrexato e o 5-fluorouracil 

estão associados com alta incidência e gravidade da mucosite oral (BARASCH; 

PETERSON, 2003). Outros fatores que contribuem para o risco de mucosite oral 

referem-se ao paciente, e inclui saúde bucal deficiente, pouca produção salivar, 

traumas por restaurações ou próteses mal-adaptadas, focos de infecção, idade e até 

mesmo debilidades sistêmicas podem propiciar o aparecimento e definir a 

severidade da mucosite (DENHAM; HAUER-JENSEN, 2002; KOSTLER et al., 2001; 

SONIS; FEY, 2002).  

 

Os efeitos da idade e do sexo na susceptibilidade à mucosite não estão 

totalmente esclarecidos (BARASCH, PETERSON, 2003; MCCARTHY et al., 1998). 

Em geral, os jovens e idosos são mais propensos a mucosite. A maior 

susceptibilidade dos jovens é explicada pela elevada renovação celular na mucosa 

bucal e também pela maior prevalência de imunossupressão como conseqüência de 

doenças hematológicas malignas. Por outro lado, o idoso também apresenta maior 

predisposição a mucosite devido alterações metabólicas e maior incidência de 

imunosupressão (MCCARTHY et al., 1998). Outros autores sugerem que as 

mulheres têm maior risco para mucosite, entretanto esses dados em relação ao sexo 

são inconclusivos (TSALIC et al., 2003). 



    

A mucosite oral é extremamente debilitante e se associa com infecções 

que podem causar sepse durante períodos de profunda imunossupressão, 

principalmente em pacientes neutropênicos. Em geral, pacientes que recebem 

quimioterapia para tratamento de tumores sólidos ou linfoma, a taxa de infecção 

durante ciclos com mucosite é duas vezes maior quando comparados com os ciclos 

de tratamento, sem mucosite (ELTING et al., 2003). Ademais, a maioria dos 

pacientes submetidos à radioterapia para o tratamento de tumores de cabeça e 

pescoço não conseguem se alimentar normalmente por via oral, devido à dor 

intensa, decorrente da mucosite oral. Dessa forma, há necessidade de alimentação 

por meio de sondas gástricas, maior tempo de hospitalização e, nos casos mais 

graves, interrupção temporária ou definitiva do tratamento, o que resulta no aumento 

dos custos e comprometimento do prognóstico do caso (ELTING et al., 2007; 

HERRSTEDT et al., 2000; SCULLY et al., 2006; TROTTI et al., 2003). 

 

1.1.1 Fisiopatologia da mucosite oral 

 

A fisiopatologia da mucosite oral é complexa e multifatorial, inclui uma 

série de eventos biológicos que ocorrem na submucosa e no epitélio (DUNCAN; 

GRANT, 2003; SCULLY; SONIS; DIZ, 2006; SONIS, 1998; SONIS; FEY, 2002; 

SONIS, 2004a; SONIS, 2004b; SONIS et al., 2004b;). Sendo descrita como uma 

seqüência de eventos interligados (Figura 1), que inclui: iniciação, geração de sinais 

mensageiros, amplificação, ulceração e cicatrização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Cinco fases da fisiopatologia da mucosite oral. Adaptado de Sonis et al. 
(2004).  

 

 

A fase de iniciação caracteriza-se pela ação da radiação e/ou 

quimioterapia sobre as células do epitélio basal, com conseqüente apoptose e 

inibição da proliferação celular. Na verdade o evento que melhor caracteriza a 

primeira fase da MO é a geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) a partir do 

estresse oxidativo (SONIS et al., 2004). Essas pequenas moléculas reativas causam 

danos as células, tecidos e vasos sanguíneos. De fato, a produção de espécies 

reativas de oxigênio acontece após exposição a agentes estomatotóxicos (GATE et 

al, 1999). Outros autores sugerem que agentes capazes de bloquear, ou remover os 

radicais livres atenuam a mucosite oral (CULY; SPENCER, 2001). A geração dos 

radicais tóxicos de oxigênio e sua capacidade de estimular uma série de fatores de 

transcrição caracteriza a resposta aguda do tecido ao agente quimioterápico e 

consiste no marco da fase inicial da mucosite, que, segundo Sonis, precede os 

outros eventos biológicos (SONIS et al., 2004a). 
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Inflamatórias 

Vaso 
sanguíneo 

Célula basal 

Quimioterapia 
Lâmina 

Epitélio 

própria 



    

Durante a segunda fase, as espécies reativas de oxigênio (ROS) causam 

dano ao DNA das células epiteliais que resulta em apoptose. A lesão no DNA das 

células e as espécies reativas de oxigênio estimulam indiretamente a formação de 

esfingomielinase e/ou a ativação da via da ceramida, que promovem apoptose 

(CHMURA et al., 1997; MADDENS et al, 2002;). Vale ressaltar que a fibronectina, 

liberada pelos danos as células, ativa macrófagos, com subseqüente ativação de 

metaloproteinases que promovem lesão tecidual direta (BAMBA et al., 2003). O 

evento mais importante dessa fase é a ativação do fator de transcrição NF-kB, que 

constitui o elemento chave na gênese da mucosite. A resposta primária da maioria 

dos agentes quimioterápicos e/ou radiação é caracterizada pela ativação do NF-kB. 

Uma vez ativado, o NF-kB, aumenta a transcrição de genes envolvidos na produção 

de citocinas pro-inflamatórias, como TNF-α, IL-1β e IL-6. Subseqüentemente, essas 

citocinas promovem ativação da via da ciclooxigenase 2, angiogênese e aumento da 

transcrição de moléculas de adesão (SONIS et al., 2002).  

 

O NF-kB foi descoberto em 1986 e representa um fator nuclear (NF) que 

quando ativado por vários agentes inflamatórios, possui a capacidade de ligar-se a 

uma seqüência de 10 pares de bases na região promotora do gene que codifica a 

cadeia leve k das moléculas de anticorpo das células B (kB) (SEN; BALTIMORE, 

1986). O termo NF-kB autêntico designa a combinação p50/p65(RelA). Outras 

subunidades foram descritas, tais como a c-Rel, RelB, e p52, sendo provável que 

diferentes tipos de combinações sejam capazes de ativar diferentes genes ou ainda 

bloquear a transcrição do p50/RelA. As subunidades p50 e p52 são sintetizadas 

como moléculas precursoras inativas, p105 e p100, respectivamente (HUXFORD  et 

al., 1998).  

 

Normalmente o NF-κB encontra-se no citoplasma na sua forma inativa, 

ligado à proteína inibitória, IκB. Esse complexo impede a translocação do NF-kB 

para o núcleo. Assim, a fosforilação e a degradação do IkB são necessárias para 

que ocorra a translocação (DELHASE; KARIN, 1999). Uma particularidade 

importante da mucosite é o fato do NF-kB regular elementos chaves que levam a 

toxicidade do tecido normal, mais especificamente por promover apoptose. Na 

verdade, existe um paradoxo entre o efeito pró-apoptótico do NF-kB em células 



    

normais e o potencial anti-apoptótico e citoprotetor que o NF-kB promove nas 

células tumorais (SONIS, 2002). 

 

A amplificação dos danos a mucosa oral, iniciado pela radiação e/ou 

quimioterapia, ocorre pela ação de citocinas pró-inflamatórias, que além do impacto 

direto sobre as células da mucosa, desempenham um papel indireto na amplificação 

da mucosite oral. Por exemplo, o TNF-α é capaz de ativar uma série de caminhos 

que levam a lesão tecidual, incluindo a via da ceramida e as caspases e a 

transcrição mediada pelo NF-kB. Na verdade, uma série de “feedbacks” positivos 

aumentam o dano tecidual e ativa o fator de transcrição NF-kB. Estes processos 

resultam no aumento da produção de mais citocinas pro-inflamatórias (TNF-α, IL-1β 

e IL-6). O TNF-α e a IL-1β ativam metaloproteinases, levando a injúria direta no 

tecido, conforme descrito previamente (LIMA et al., 2005; REDDING, 2005; SONIS 

et al., 2004a). 

 

Além disso, existem evidências do envolvimento do óxido nítrico na 

patogenia da mucosite oral. Recentemente, um estudo realizado no nosso 

laboratório demonstrou que os inibidores seletivo da NOSi, aminoguanidina e 

1400W, preveniram a mucosite oral induzida por 5-fluorouracil em hamsters (LEITÃO 

et al., 2007). A participação do NO na mucosite oral induzida por radiação também 

foi sugerida por Sonis et al., através da detecção da expressão da enzima óxido 

nítrico sintase induzida (NOSi), envolvida na síntese de óxido nítrico (NO), através 

de RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase chain reaction), em tecido de mucosa 

jugal de hamsters (SONIS et al., 2002).  

 

A ulceração da mucosa oral usualmente ocorre durante o período de 

grave neutropenia do paciente e representa a fase mais significante. A fase 

ulcerativa normalmente é dolorosa e compromete a nutrição e a qualidade de vida 

do paciente, bem como aumenta o risco para o paciente desenvolver infecção local 

e sistêmica. A injúria e apoptose das células epiteliais basais resultam em perda da 

integridade do epitélio. Observa-se um intenso infiltrado de células inflamatórias, 

notadamente polimorfonucleares. Adicionalmente, nessa fase é comum infecção 

secundária, visto que a úlcera serve de foco para a colonização de microorganismos 

(REDDING, 2005; SONIS et al., 2004a). 



    

Os agentes etiológicos mais associados a essa infecção são principalmente 

bactérias da própria microbiota oral, como bactérias oportunistas Gram negativas 

(Escherichia coli, Klebsiella pneumoiae, Enterobacter cloacae, Pseudomonas 

aeruginosa), micoorganismos Gram-positivos (Streptococcus mitis, S. oralis, S. 

sanguis e Staphylococus), além de fungos como a Candida albicans e outras 

espécies de Candida, como kruseitropicalis, parapsilosis, glabrat, aspergillus. 

Infecções virais também ocorrem principalmente herpes simples, citomegalovírus e 

varicela zoster (EPSTEIN; WONG, 1994; FELD, 1997; MCCARTHY; SKILLINGS, 

1992; WINGARD et al., 1991).  De fato, os produtos destes microorganismos como 

componentes da parede celular de bactérias penetram na submucosa e estimulam a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias, amplificando a inflamação.  

 

Finalmente, inicia-se a fase de cicatrização da mucosa oral, onde 

componentes da matrix extracelular estimulam a migração, diferenciação e 

proliferação do epitélio. A microbiota oral é estabelecida e a contagem de leucócitos 

retorna a valores normais. Entretanto as mudanças no tecido epitelial, secundárias 

ao tratamento quimioterápico, permanecem. Essas mudanças representam fatores 

de riscos para o posterior desenvolvimento de mucosite oral, no curso da terapia do 

câncer (HERRSTEDT, 2000). 

 

1.1.2 Tratamento da mucosite oral 

 

O tratamento da mucosite oral é necessário para melhorar a condição 

nutricional, a hidratação e a qualidade de vida dos pacientes afetados. Além disso, a 

prevenção e controle são fundamentais para o prognóstico oncológico, evitando a 

redução das doses dos quimioterápicos, ou até mesmo a interrupção temporária ou 

definitiva do tratamento (REDDING, 2005).  

 

Uma grande variedade de tratamentos foi estudada, entretanto os dados 

são conflitantes porque os parâmetros para avaliar a severidade da mucosite são 

bastante variáveis e a falta de padronização limita a interpretação dos dados. A 

Tabela 1 ilustra de forma resumida, as principais terapias estudadas para prevenção 

e tratamento da mucosite oral. Não existe consenso a respeito do tratamento ou 

prevenção, em geral, a terapêutica disponível é de suporte e/ou essencialmente 



    

paliativo, envolvendo instruções que variam de higiene oral, suporte nutricional e 

principalmente direcionamento para remissão da dor e prevenção da infecção 

(SONIS et al., 2004a). 

 

Tabela 1. Terapias disponíveis para a prevenção da mucosite oral. Adaptado de 
Redding (2005). 
 

Terapias para mucosite oral 

 
1-Higiene oral 
2-Prevenção das infecções 
a) Antibióticos, Antifúngicos, Antivirais 
b) Clorexidina 
3-Agentes Antiinflamatórios 
a) Misoprostol, dinoprostona, benzidamina, predinisona 
4-Inibidores de espécies reativas de oxigênio 
a) Amifostina, N-acetilcisteina 
5- Modificadores da função salivar 
a) Propantelina, pilocarpina 
6- Crioterapia 
7- Glutamina 
8-Laser terapia 
9- Bioaderentes (sucralfato) 
10- Fatores de crescimento 
a) Fator estimulador de colônia granulócito-macrófago (GM-CSF) 
b) Fator transformador de crescimento beta (TGF-β3) 
c) Fator de crescimento dos queratinócitos humanos-1 (palifermina) 

 
 

A observação de que os microorganismos que colonizam as lesões orais 

exacerbam a severidade da mucosite oral sugere que a descontaminação oral e 

uma boa higiene oral podem reduzir a mucosite oral. A higiene oral é fundamental 

para evitar possíveis fontes de infecções, bem como para prevenir complicações 

mais graves como a osteoradionecrose, induzida por radioterapia, bem como o 

sangramento na mucosa oral, associada com a quimioterapia (RANKIN; JONES; 

REDDING, 2004).  

 

Os dados sobre a eficácia da higiene oral na redução ou prevenção da 

mucosite oral são conflitantes. Alguns estudos demonstraram que a higiene oral 

previne infecções em pacientes submetidos à terapia do câncer, com conseqüente 

redução da mucosite oral (BOROWSKI  et al., 1994; GRAHAM  et al., 1993). 



    

Entretanto, outros dados revelam que a higiene oral não traz benefícios para 

prevenir a MO (KENNY et al., 1990, MCGUIRE et al., 1998). De fato, muitos 

pesquisadores defendem que a higiene oral é benéfica durante a terapia do câncer, 

mas o efeito sobre a mucosite oral necessita de novas investigações. 

 

A descontaminação oral reduz a infecção na cavidade oral causada por 

patógenos oportunistas e secundariamente, diminui os riscos para infecção 

sistêmica provocada por patógenos oportunistas ou residentes na cavidade oral 

(YONEDA et al., 2007). Dessa forma a prevenção das infecções com o uso de 

antibióticos, antivirais e antifúngicos está bem estabelecida (BARASCH et al., 2006; 

NICOLATOU-GALITIS et al., 2006). O uso de anti-sépticos como a clorexidina no 

controle da mucosite oral é controverso, alguns autores defendem o efeito protetor 

da clorexidina na mucosite induzida por radioterapia (FERRETTI et al., 1988; 

SAMARANAYAKE et al., 1988), entretanto, outros dados mostraram que a 

clorexidina é pouco eficiente (DODD et al., 1996; EPSTEIN et al., 1992). 

 

Agentes que reduzem a inflamação são utilizados, em algumas situações 

na tentativa de reduzir a mucosite oral (LALLA et al., 2006). Os resultados do efeito 

protetor da prostaglandina E2 (dinoprostona), prostaglandina E1 (misoprostol) ou 

predinisona, na mucosite oral, não foram significativos (DUENAS-GONZALEZ et al., 

1996; LEBORGNE et al., 1998). A benzidamina, antiinflamatório não esteróide que 

inibe a síntese de TNF-α, mostrou efeito benéfico na mucosite oral (EPSTEIN et al., 

2001; PETTERSON; LEVEQUE, 2001).  

 

Outras abordagens são investigadas com sucesso, como por exemplo, o 

uso da glutamina, laser terapia de baixa intensidade e crioterapia. O efeito protetor 

da glutamina pode ser explicado pela redução da produção de citocinas 

proinflamatórias (COEFFIER et al., 2002; PETERSON; JONES; PETIT, 2007) e 

também por aumentar a síntese de componentes cicatrizantes como colágeno 

(BELLON et al., 1987). Recentemente, um estudo realizado no nosso laboratório 

sugeriu que a glutamina e seu derivado alanil-glutamina aceleraram a recuperação 

da mucosite oral induzida por 5FU em hamsters, reduzindo a inflamação e 

promovendo reepitelização (LEITÃO et al., 2008).  



    

Em relaçao a laser terapia, vários resultados monstram que o laser de 

baixa intensidade reduz a severidade da MO, entretanto o mecanismo não está 

esclarecido (BARASCH et al., 1995; BENSADOUN  et al., 1999; SCHUBERT et al., 

2007). Acredita-se que o laser reduz os níveis de citocinas pró-inflamatórias e/ou 

diminui os níveis das espécies reativas de oxigênio. A crioterapia, que consiste no 

uso do gelo, levando ao resfriamento da mucosa e, conseqüente vasoconstricção, é 

de grande valia para tratamentos com drogas anti-neoplásicas de meia-vida curta. 

Estudos demonstram que o uso de gelo, cinco minutos antes da aplicação de 5-FU 

em bolus, e mantido na boca por 30 minutos, reduz a mucosite oral em torno de 50% 

(CASCINU et al., 1994; MAHOOD et al., 1991; ROCKE et al., 1993). 

 

 O sintoma primário da mucosite oral é a dor e o controle da dor é um 

componente crítico no manejo da mucosite oral. Muitos centros usam solução salina, 

gelo ou lidocaína a 2% para bochecho. A lidocaína pode ser associada com 

difenidramina para fornecer alívio a curto prazo (LALLA et al., 2008). Em alguns 

casos, em pacientes submetidos a transplante de células hematopoiéticas, 

necessita-se do uso de analgésicos sistêmicos para o alívio satisfatório da dor, 

incluindo opióides como morfina. Outros agentes sem propriedades anestésicas 

estão disponíveis, como os compostos bioaderentes, onde o mais estudado é o 

sulcrafato. Os compostos bioaderentes formam uma camada protetora sobre a 

mucosa ulcerada, entretanto os resultados da eficácia são inconsistentes (DODD et 

al., 2003; NOTTAGE et al., 2003). 

 

Outras abordagens preventivas e terapêuticas são descritas, entretanto 

muitas não apresentam resultados conclusivos, como o uso de antioxidantes 

(amifostina e N-acetilcisteína) e dos agentes que aumentam a secreção salivar como 

propantelina e pilocarpina. Estudos demonstraram que a propantelina foi capaz de 

reduzir a mucosite oral associada ao uso de etoposida (AHMED et al., 1993), e à 

combinação de etoposida, ifosfamida e carboplatina (OBLON et al., 1997). Da 

mesma forma, o uso de pilocarpina na prevenção da mucosite oral tem-se mostrado 

benéfico em alguns estudos (AWIDI et al., 2001; JONHSON et al., 1993), enquanto, 

que em outros trabalhos, não foi constatado efeito (LOCKHART et al., 2005; 

SCARANTINO et al., 2006). 



    

Conforme relatamos anteriormente, a redução da capacidade proliferativa 

das células epiteliais na mucosa oral desempenha um papel na patogênese da 

mucosite. Assim, vários fatores de crescimento são investigados para o manejo da 

mucosite, com o objetivo primário de aumentar a proliferação das células epiteliais. 

O fator estimulador de colônia granulócito-macrófago (GM-CSF) apresentou 

resultados benéficos em vários estudos clínicos, reduzindo a severidade e duração 

da mucosite oral relacionada ao uso de vários agentes quimioterápicois (CHI et al., 

1995; CRAWFORD; O´ROURKE, 1994; GABRILOVE et al., 1998; IBRAHIM; 

MULHIM, 1997; ROSSO et al., 1997), constituindo um importante agente 

terapêutico, juntamente com o fator transformador de crescimento beta (TGF-β3) 

(SPIJKERVET; SONIS, 1998). Atualmente, o fator de crescimento dos queratinócitos 

humanos-1 (palifermina) mostrou eficácia na mucosite em pacientes com doenças 

hematológicas malignas e também representa uma terapia promissora 

(SPIELBERGER et al., 2004). 

 

1.2 Agentes antineoplásicos- 5-Fluorouracil  

 

A maioria dos agentes antineoplásicos, principalmente os descobertos nas 

primeiras duas décadas da quimioterapia do câncer (1950 a 1970), interagem com o 

DNA ou seus precursores, inibindo a síntese de novo material genético ou causando 

lesão irreparável do DNA. Nos últimos anos, a descoberta de novos agentes ocorreu 

a partir de produtos naturais e estendeu-se para novos campos de investigação. Os 

agentes quimioterápicos podem ser classificados como: agentes alquilantes, 

antimetabólitos, produtos naturais, hormônios e seus antagonistas e outros 

compostos relacionados (RANG; DALE; RITTER, 2001). 

 

A toxicidade dos agentes efetivos em lesar o DNA é maior durante a fase 

S ou de síntese do DNA do ciclo celular, enquanto, outros agentes, como os 

alcalóides da vinca e os taxanos, bloqueiam a formação do fuso mitótico funcional 

na fase M. Assim, as neoplasias humanas mais sensíveis ao tratamento 

quimioterápico são aquelas que exibem uma elevada porcentagem de células em 

processo de divisão. De forma semelhante, os tecidos normais que proliferam 

rapidamente, como medula óssea, folículos pilosos e epitélio do trato digestivo, 

estão sujeitos a lesão (KAUFMA; CHABNER, 2001). 



    

Os antimetabólitos abrangem um grupo de fármacos que inibem a função 

do DNA e do RNA de diversas maneiras. O 5-fluorouracil (5-FU) é um dos 

representantes dessa classe, amplamente utilizado no tratamento de carcinomas 

metastáticos de cólon, carcinomas do trato gastrintestinal superior, de mama e 

adenocarcinomas de cabeça e pescoço (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; 

RUSTUM  et al., 1997). Esse agente é uma pirimidina halogenada que imita 

bioquimicamente a uracila, pois possui estrutura química semelhante a esta base 

nitrogenada, diferindo em um átomo de flúor na posição 5 (Figura 2). 

 

 

 

         

 

 

Figura 2. Estrutura química da molécula de uracila e 5-fluorouracil (5-FU). Adaptado 

Grem (2001). 

 

O 5-fluorouracil requer conversão enzimática em nucleotídios (ribosilação 

e fosforilação) para exercer atividade citotóxica. O monofosfato de 

fluorodesoxiuridina (FdUMP), um dos metabólitos do 5-FU, interage com a enzima 

timidilato sintase (TS), e agindo como falso substrato, bloqueia a síntese de trifosfato 

de timidina (TTP), um constituinte necessário do DNA. O FdUMP juntamente com o 

co-fator folato formam um complexo ternário de ligação covalente com a TS. 

Enquanto o complexo fisiológico de TS-folato-dUMP progride para a síntese de 

timidilato através da transferência do grupo metileno e de dois átomos de hidrogênio 

do folato para o dUMP, essa reação é bloqueada no complexo inibido TS-FdUMP 

folato pela estabilidade da ligação de flúor-carbono no FdUMP, em conseqüência 

ocorre inibição persistente da enzima. A conseqüência é a inibição da síntese de 

DNA, e, conseqüentemente, do crescimento celular (McCARTHY et al. 1998). 

 

O bloqueio da enzima timidilato sintase constitui o principal mecanismo de 

citotoxicidade do 5-fluorouracil. Adicionalmente, o 5-FU possui outros mecanismos, 

como a incorporação ao DNA e ao RNA. O trifosfato de fluorodesoxiuridina (FdUTP) 

se incorpora ao DNA no lugar do TTP, alterando a estabilidade e o reparo (De 

Uracila 5-FU 



    

ANGELIS et al., 2006; NOORDHUIS et al., 2004). Outro intermediário do 

metabolismo do 5-FU, o trifosfato de 5-fluorouridina (FUTP), incorpora-se ao RNA, 

interferindo na síntese e nas funções do RNA (PINEDO; PETERS, 1988; 

WILKINSON et al., 1975).  

 

Os efeitos adversos do 5-FU variam de acordo com o protocolo de 

tratamento, dose, e via de administração, e são bem evidentes na medula óssea, e 

no trato gastrointestinal. Os primeiros sintomas adversos consistem em anorexia e 

náuseas, seguidos de mucosite e diarréia. Ocorrem ulcerações em toda a mucosa 

do trato gastrintestinal e vários autores reforçam a incidência de mucosite como 

efeito colateral do 5-FU (LACAVE et al., 1991; LEVI et al., 1994; MINSKY et al., 

1993; OHTSU et al., 1991; PYRHONEN, et al., 1995; ROSSO et al., 1994).  

 

Os principais efeitos tóxicos de esquemas com injeções intravenosas de 5-

FU resultam na mielosupressão, principalmente leucopenia, seguida de 

trombocitopenia e anemia. Verifica-se também alopecia, dermatite, pigmentação 

aumentada, atrofia da pele e mucosite. Além disso, pode ocorrer a síndrome de 

mão-pé, caracterizada por eritema, descamação, dor e sensibilidade das palmas das 

mãos e plantas dos pés ao toque e raramente neurotoxicidade (PIRZADA; ALI; 

DAFER, 2000). 

 

1.3 Modulação farmacológica- Estatinas 

 

As estatinas são um grupo de substâncias que inibem de forma 

competitiva a enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-coA) redutase, com 

a propriedade de bloquear a conversão do substrato HMG-CoA em ácido 

mevalônico, inibindo os primeiros passos da biossíntese do colesterol (GRUNDY, 

1988; SINENSKY et al., 1990). Atualmente representam os agentes hipolipidêmicos 

mais usados, devido à eficácia em reduzir os níveis de colesterol sangüíneo e a 

excelente tolerabilidade e segurança (MARON; FAZIO; LINTON, 2000). 

 

O colesterol é sintetizado em uma variedade de tecidos, entretanto a 

maior produção ocorre no fígado, no intestino, no córtex adrenal e nos tecidos 

reprodutores (GLEW et al., 1998). A biossíntese do colesterol no organismo é 



    

realizada, inicialmente, pela associação de três moléculas de acetil-Coenzima A 

(acetil-CoA) para formação de 3-hidróxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). A conversão 

seguinte de HMG-CoA em ácido mevalônico é catalisada pela enzima HMG-CoA 

redutase e representa a etapa mais importante de controle da síntese de colesterol 

no organismo (Figura 3) (VOET; VOET; PRATT, 2000). 

 

O colesterol, sintetizado ou derivado da dieta, representa o principal 

esteróide humano e é componente de, praticamente, todas as membranas 

plasmáticas e intracelulares (RANJAN, 2009). O colesterol da dieta é transportado 

do intestino pelos quilomícrons. O fígado e os tecidos periféricos podem sintetizar 

esse esteróide ou obtê-lo a partir das lipoproteínas circulantes (VOET; VOET; 

PRATT, 2000). 

 

A circulação do colesterol pelo corpo ocorre por meio de lipoproteínas. Os 

ésteres de colesteril são inicialmente empacotados em lipoproteínas de muito baixa 

densidade (VLDL) e, então, entram na circulação sanguínea. A VLDL, secretada 

pelo fígado é convertida em lipoproteínas de densidade intermediária (IDLs) e, em 

seguida, LDLs (lipoproteínas de baixa densidade). O colesterol é transportado de 

volta ao fígado para a excreção pela lipoproteína de alta densidade (HDL). O fígado 

expressa um grande número de receptores de LDL e remove cerca de 75% da toda 

a LDL do plasma. Dessa forma, a remoção da LDL da circulação, mediada por 

receptores LDL, possui uma função importante na manutenção dos níveis de 

colesterol (VOET; VOET; PRATT, 2000). 

 

As estatinas exercem seu efeito principal, graças a uma porção 

semelhante ao ácido mevalônico, competindo com a enzima HMG-CoA redutase. Ao 

reduzir a conversão da HMG-CoA em mevalonato, as estatinas inibem a etapa inicial 

e limitante na biossíntese do colesterol (Figura 3) (GRUNDY, 1988; SINENSKY et 

al., 1990). Como resultado da inibição da síntese do colesterol hepático, observa-se 

aumento da expressão do gene do receptor de LDL, mediado pela ativação 

proteolítica das proteínas de ligação de elementos reguladores de esterol (SREBP) 

(BROWN; GOLDSTEIN, 1999). 

 

 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Biosíntese do colesterol e efeitos das estatinas.  

As estatinas inibem a enzima HMG-CoA redutase, com conseqüente redução na síntese do 

colesterol e na isoprenilação de pequenas proteínas GTPase. A isoprenilação de proteínas 

GTPase modula várias funções celulares. NOSe, Óxido nítrico sintase endotelial; HMG-CoA, 

3-hidroxi-metilglutaril coenzima A; MapK3, proteína quinase ativada por mitógenos; Pak, 

quinase p21. Adaptado de Wang; Liu; Liao (2008). 
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 Dessa forma, a diminuição de colesterol plasmático é acompanhada pela 

redução dos níveis de LDL. O aumento de atividade dos receptores de LDL hepático 

é um dos fatores mais importantes para regular os níveis de LDL plasmático. Por 

esta razão os inibidores de HMG-CoA redutase possuem dupla ação, diminuem a 

biossíntese de colesterol e causam aumento do número de receptores LDL hepático, 

com conseqüente remoção de IDL e LDL circulantes (MALHOTRA; GOA, 2001). 

 

Atualmente, dados da literatura mostram que as estatinas não interferem 

apenas com o LDL-colesterol, também conduzem o aumento de HDL-colesterol e 

diminuem os níveis de triglicerídeos (BAKRI et al., 2003; WIERZBICKI et al., 2002). 

Esses estudos sugerem que quanto maior a atividade das estatinas para diminuir o 

LDL-colesterol, maior é o efeito sobre os níveis de triglicerídeos. De forma geral, as 

estatinas causam redução dos níveis de triglicerídeos, mas este efeito parece ser 

observado apenas em pacientes hipertrigliceridêmicos.  

 

Adicionalmente, a inibição da enzima HMG-CoA redutase mediada por 

estatinas, inibe a síntese de compostos isoprenóides como farnesilpirofosfato (FPP) 

e geranilgeranilpirofosfato (GGPP) (GOLDSTEIN; BROWN, 1990). Esses 

intermediários servem como importantes acessórios lipídicos para a modificação 

pós-translacional de proteínas intracelulares, como Ras, Rho, Rac e Rap (Figura 3) 

(VAN AELST; D’SOUZA-SCHOREY, 1997). Assim, é possível que além da redução 

do colesterol, a inibição das proteínas intracelulares dependentes dos isoprenóides 

promove alguns efeitos biológicos das estatinas, independentes da síntese do 

colesterol, conhecido como efeitos pleiotrópicos (KWAK et al., 2000; NOBES; 

MARSH, 2000). 

 

As estatinas foram inicialmente isoladas e identificadas como metabólitos 

de fungos. Em 1976 foi descoberto o primeiro inibidor da HMG-CoA redutase, a 

mevastatina, que representa a primeira estatina descrita, originalmente isolada como 

produto metabólico de culturas Penicillium citrinium (ENDO; KURODA; TANZAWA, 

1976). Posteriormente a lovastatina foi isolada de culturas de Aspergillus terreus e 

Monascus ruber com estrutura semelhante à mevastatina (ALBERTS, 1988; 

ALBERTS et al., 1980). Em 1987 a lovastatina foi aprovada pelo FDA para uso 

terapêutico. A introdução de novos compostos ocorreu com a sinvastatina e a 



    

pravastatina, consideradas estatinas semi-sintéticas modificadas a partir da 

lovastatina (HOFFMAN et al., 1986). Fluvastatina, atorvastatina e cerivastatina são 

totalmente sintéticas (MARON; FAZIO; LINTON, 2000). 

 

No momento, seis estatinas são empregadas clinicamente: lovastatina 

(Mevacor), pravastatina (Pravachol), sinvastatina (Zocor), e fluvastatina (Lescol), 

primeiro agente totalmente sintético, derivado de mevalonolactona produzido na 

forma racêmica. A nova geração de estatinas sintéticas, enantiomericamente puras, 

é representada por atorvastatina (Lipitor) e rosuvastatina (Crestor) (Figura 4) 

(JONES et al., 2003; PASTERNAK et al., 2002). 

 

A lovastatina e a sinvastatina são pró-fármacos de lactona e necessitam 

de modificação enzimática no fígado para se tornarem ativas, na forma de 

hidroxiácidos. As lactonas são menos solúveis em água que as outras estatinas, 

diferença que parece ter pouca importância clínica. Em geral, as estatinas 

hidrossolúveis (pravastatina e rosuvastatina) possuem baixa penetração em células 

não hepáticas e maior seletividade para inibição da HMG-CoA redutase hepática. A 

pravastatina (ácido na forma ativa), a fluvastatina (sal sódico) e a atorvastatina e 

rosuvastatina (sais de cálcio) são todas administradas na forma ativa de anel aberto. 

Após uma dose oral, as concentrações plasmáticas das estatinas atingem um valor 

máximo em 1 a 4 h. As meias-vidas dos compostos originais são de 1 a 4 h, exceto 

para atorvastatina e rosuvastatina, que apresentam meias-vidas de cerca de 20 h. 

As meias-vidas mais longas podem contribuir para maior eficácia na redução do 

colesterol (SCHACHTER, 2005). 

 

Na presente investigação, nós estudamos a atorvastatina, que desde a 

sua comercialização, em 1996, demonstrou a melhor avaliação risco-benefício. 

Comparada com outras estatinas, apresenta eficácia superior, com nível de 

segurança equivalente (BLACK; BAKKER-ARKEMA; NAWROCKI, 1998). Em 2002, 

a atorvastatina foi o fármaco mais vendido no mundo (GOOSEN et al., 2007). 

Atualmente, outras estatinas concorrem por este mercado, como a rosuvastatina 

(AstraZeneca), aprovada em agosto de 2003 pelo FDA, e a  pitavastatina, a mais 

nova estatina sintética, em estudos pela empresa japonesa Kowa Company 

(AHMAD; CHENG-LAI, 2010). 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Estrutura química das estatinas disponíveis clinicamente. Adaptado de 
Mccarey; Sattar; Mcinnes (2005). 
 

 

 

1.3.1 Efeitos pleiotrópicos das estatinas 

 

Efeitos pleiotrópicos significam, especificamente, funções diferentes para 

os quais o agente foi desenvolvido, e são relacionados ou não com o mecanismo de 

ação, variando de indesejáveis ou no caso das estatinas, benéficos (DAVIGNON, 

2004).  

 

O mecanismo para explicar os efeitos pleiotrópicos das estatinas é 

independente da propriedade de regular os níveis de colesterol plasmáticos, mais 

especificamente, pode ser secundário a inibição dos isoprenóides. Os intermediários 

isoprenóides são sintetizados a partir do caminho do mevalonato e, servem como 

ligantes lipídicos para moléculas envolvidas em processos de sinalização celular 

(GOLDSTEIN; BROWN, 1990).  
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Os efeitos pleiotrópicos das estatinas mais estudados incluem ação 

reguladora na função endotelial, diminuição da proliferação das células do músculo 

liso vascular (VSMC), aumento da estabilidade de placas ateroscleróticas, 

diminuição do estresse oxidativo e inflamação, diminuição da resposta 

trombogênica, e efeitos imunomodulatórios (LAUFS; LIAO, 1998; TAKEMOTO, 

LIAO, 2001; WANG; LIU; LIAO, 2008). 

 

A influência das estatinas no endotélio é o efeito pleiotrópico mais descrito 

em pacientes com hipercolesterolemia e aterosclerose, através de caminhos 

dependentes e independentes do colesterol (LIU et al., 2009; ROBINSON et al., 

2005). Como o óxido nítrico é um importante mediador da função endotelial, as 

estatinas promovem “up regulation” da enzima óxido nítrico sintase endotelial 

(NOSe) por vários mecanismos (Figura 5). O primeiro mecanismo descrito envolve a 

sinalização Rho/proteínas quinases serina treonina (ROCKs), com aumento da 

estabilidade do RNAm da NOSe, mediada através da inibição da isoprenilação da 

Rho (LAUFS; LIAO, 1998).  

 

O segundo mecanismo envolve o caminho fosfatidilinositol 3 quinase 

(PI3K)/proteina quinase AKt que regula várias funções celulares como crescimento e 

proliferação. A ativação do caminho (PI3K)/AKt leva a fosforilação da NOSe e 

aumento da angiogênese (KUREISHI et al, 2000). No terceiro mecanismo, as 

estatinas reduzem a quantidade de caveolina-1. A caveolina-1 é uma proteína de 

membrana que quando ligada a NOSe, inibe a produção de NO, de forma direta 

(PLENZ; HOFNAGEL; ROBENEK, 2004). 

 

Estudos recentes mostraram que a expressão da NOSe e 

trombomodulina, mediada pelas estatinas, é também dependente do fator pulmonar 

Kruppel (LKLF/KLF2), indicando um mecanismo transcricional para modular a 

função endotelial (SEN-BANERJEE et al., 2005). Finalmente, as estatinas exercem 

efeitos benéficos no endotélio, pela mobilização das células progenitoras endoteliais 

(CPEs) (VASA et al., 2001). A estimulação do caminho PI3K/Akt induz angiogênese, 

proliferação, migração e sobrevida das células progenitoras endoteliais circulantes 

(DIMMELER et al., 2001). Curiosamente, esse efeito é observado apenas com 



    

baixas concentrações de estatinas, enquanto que altas concentrações promovem 

efeitos anti-angiogênicos (WEIS et al., 2002). 

 

As evidencias de que as estatinas reduzem a mortalidade e a incidência 

de eventos coronarianos despertou o interesse para elucidar os mecanismos de 

ação das estatinas nas doenças cardiovasculares. De fato esses fármacos modulam 

o sistema imune e exercem efeitos antiinflamatórios na parede vascular, diminuindo 

o número de células inflamatórias na placa aterosclerótica (VAUGHAN; GOTTO; 

BASSON, 2000).  

 

O efeito protetor das estatinas na aterosclerose é, em parte, mediado pela 

ação imunomoduladora, caracterizada por diminuir a expressão da molécula de 

adesão intercelular (ICAM-1), da molécula de adesão vascular (VCAM-1) e da 

selectina E (RASMUSSEN et al., 2001; REZAIE-MAJD et al., 2003). Ademais, as 

estatinas atenuam a expressão de P selectinas e diminuem a adesão de leucócitos 

pelo aumento da produção de NO endotelial (SCALIA et al., 2001). Curiosamente, 

esses efeitos independentes do colesterol foram ausentes em camundongos 

deficientes para a enzima NOSe, confirmando que a NOSe medeia alguns dos 

efeitos protetores das estatinas na parede vascular (STALKER; LEFER; SCALIA, 

2001). 

 

A aterosclerose é um processo inflamatório complexo, caracterizado por 

um balanço entre inflamação excessiva e acúmulo de lipídios. Os linfócitos T 

desempenham um importante papel na aterosclerose. A ativação de linfócitos T e o 

controle da resposta imune são mediados pelo complexo de histocompatilidade 

maior de classe II (MHC-II) e CD40/CD40L (LIBBY, 2002). As estatinas inibem a 

expressão do MHC-II nas células endoteliais e nos monócitos (KWAK et al., 2000), 

bem como inibem a expressão de receptores pro-inflamatórios CD40 e do ligante 

CD40L induzida por interferon gama (MULHAUPT et al., 2003; WAGNER et al., 

2002).  

 

 

 

 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Regulação da enzima óxido nítrico sintase endotelial (NOSe) mediada por 

estatinas. Estatinas modulam a expressão da NOSe por três mecanismos: (1) aumenta a 

estabilidade do RNAm da NOSe através da inibição da isoprenilação da Rho; (2) Aumenta a 

fosforilação da NOSe por um caminho dependente da PI3K; e (3) aumenta a atividade da 

NOSe mediada pela redução da quantidade de caveolina-1 disponível. GDP, guanosina 

difosfato; GTP, guanosina trifosfato; HMG-CoA, 3-hidroxi-metilglutaril coenzima A; NO, óxido 

nítrico; PI3K, fosfatidilinositol-3 quinase; ROCK, rho quinases; ROS, espécies reativas de 

oxigênio. Adaptado de Zhou; Liao (2010). 
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 O sistema CD40/CD40 L é expresso nas células da lesão aterosclerótica e 

medeia a produção de citocinas proinflamatórias (IL-1 β e TNF-α), 

metalopreoteinases e fator tecidual (SCHONBECK; LIBBY, 2001). Curiosamente, os 

inibidores da HMG-CoA redutase também suprimem a resposta inflamatória 

independente da inibição da HMG-CoA redutase e do caminho Rho/ROCK, por meio 

de ligação direta ao sítio regulatório do antígeno funcional leucocitário -1 (LFA-1), 

uma integrina β2 expressa na superfície dos leucócitos que liga-se ao ICAM-1 e 

medeia a adesão de linfócitos (WEITZ-SCHMIDT et al., 2004; WEITZ-SCHMIDT et 

al., 2001). 

 

O mecanismo molecular para explicar os efeitos 

antiinflamatórios/imunomodulatórios e antiaterogênicos das estatinas não está 

completamente elucidado. Entretanto estudos sugerem uma relação entre o caminho 

da isoprenilação das pequenas proteínas ligadas ao GTP e os efeitos benéficos das 

estatinas (NOBES; MARSH, 2000; KWAK et al., 2000). Outro mecanismo proposto 

relaciona-se com o fator de transcrição NF-kB, as estatinas diminuem a atividade do 

NF-kB (EGIDO  et al., 1999; KWAK et al., 2000; PALINSKI, 2000). 

 

Os efeitos pleiotrópicos das estatinas também podem ser exercidos pela 

ativação dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs). Em 

macrófagos, as estatinas induzem a transcrição do PPAR-γ, com conseqüente 

inibição da transcrição do TNF-α e da proteína quimioatrativa de monócitos tipo 1 

(MAP-1) induzida por lipopolissacarídeos (LPS) (YANO et al., 2007). Esses dados 

são reforçados pela demonstração de que as estatinas promovem estabilização na 

placa aterosclerótica mediada por ativação do PPAR-γ e a combinação de 

sinvastatina com agonistas do PPAR-γ reduz a progressão da aterosclerose (CORTI 

et al., 2004; SUGAMURA  et al., 2008). 

 

Adicionalmente, as estatinas interferem com o sistema fibrinolítico no 

músculo liso vascular e nas células endoteliais (BOURCIER; LIBBY, 2000). 

Especificamente por aumentar a expressão do ativador de plasminogênio tecidual e 

inibir a expressão do PAI-1 (inibidor tipo 1 de ativador de plasminogênio tecidual). 

Assim, as estatinas promovem efeitos antitrombóticos e diminuem os riscos para 

doenças cardiovasculares (ESSING et al., 1998; MUKAI et al., 2007). 



    

Outros efeitos pleiotrópicos investigados referem-se às ações das 

estatinas nas neoplasias e no tecido ósseo. Conforme relatamos anteriormente, a 

inibição da HMG-CoA redutase resulta em alteração na prenilação de pequenas 

proteínas G como Rho, que regula o ciclo celular e a sobrevivência das células 

(AZNAR; LACAL, 2001). Assim as estatinas promovem apoptose em várias células 

tumorais (FROMIGUE et al., 2006; FROMIGUE; HAMIDOUCHE; MARIE, 2008; 

GRAAF et al., 2004; HORIGUCHI et al., 2004; LI et al., 2006). Além de afetar a 

sobrevida das células, a inativação da Rho pode também inibir a migração e invasão 

das células tumorais humanas. Um possível mecanismo é que a inativação da 

proteína Rho diminui a expressão de metaloproteinases, MMP2 (gelatinase A) e 

MMP9 (gelatinase B), envolvidas na invasão e metástases de vários tipos de 

cânceres (COUSSENS; FINGLETON; MATRISIAN, 2002). Estas MMPs regulam os 

processos de crescimento, migração e degradação da matrix extracelular 

(STERNLICHT; WERB, 2001). 

 

A ação das estatinas na formação óssea foi inicialmente demonstrada pela 

estimulação da expressão da proteína morfogenética óssea (BMP) (ANBINDER et 

al., 2006; MUNDY et al., 1999; SUGIYAMA et al., 2000). Alguns autores acreditam 

que as estatinas, seletivamente direcionadas ao osso, apresentam efeitos benéficos 

no tratamento da osteoporose e de fraturas (MUNDY et al., 1999; SUGIYAMA et al., 

2000). Algumas investigações sugerem que as estatinas melhoram a densidade 

óssea e reduz o número de fraturas (CHAN et al., 2000; CHUNG et al., 2000; 

EDWARDS; HART; SPECTOR, 2000; MUNDY et al., 1999; SUGIYAMA et al., 2000). 

Entretanto, outros estudos contradizem o efeito benéfico das estatinas no tecido 

ósseo (HSIA; MORSE; LEVIN, 2002; PEDERSEN; KJEKSHUS, 2000; REJNMARK 

et al., 2002). 

 

Em suma, a grande quantidade de estudos sobre os efeitos pleiotrópicos 

das estatinas é objeto de intenso interesse, principalmente porque o potencial 

terapêutico desses fármacos é muito variado, incluindo doenças cardiovasculares 

(doença coronariana, acidente vascular cerebral isquêmico, reperfusão de 

isquemia), doença de Alzheimer, osteoporose, esclerose múltipla (CHAN et al., 

2000; WOLOZIN et al., 2000; YOUSSEF; STUVE; PATARROYO, 2002) e doenças 

inflamatórias (BLANCO-COLIO et al., 2003). Entretanto há necessidade de contínua 



    

vigilância porque mesmo as estatinas sendo consideradas relativamente seguras, 

são também potencialmente prejudiciais (BONETTI et al., 2003). 

 

1.3.2 Reações adversas e interações medicamentosas das estatinas 

 

 A ocorrência de reações adversas de significância clínica associada com a 

terapia de estatinas é rara e apenas 1 ou 4,8% dos pacientes abandonam a terapia 

(THOMPSON; CLARKSON; KARAS, 2003) As reações adversas mais graves 

incluem sintomas músculos-esqueléticos, como miopatia e rabdomiólise (JONES et 

al., 2003) e injúria hepática (GERSHOVIC; LYMAN, 2004). Todas as estatinas estão 

relacionadas com o efeito adverso de miopatia (JONES et al., 2003; PASTERNAK et 

al., 2002), que é definida como qualquer doença dos músculos herdada ou 

adquirida, com sintomas que incluem fraqueza muscular, principalmente nas 

extremidades. A dor muscular ou fraqueza pode evoluir para rabdomiólise, que é 

caracterizada por destruição muscular e mioglobinúria (THOMPSON; CLARKSON; 

KARAS, 2003). 

 

Alguns fatores de riscos contribuem para a ocorrência de miopatia e 

incluem: idosos com mais de 80 anos, sexo feminino, doenças multisistêmicas, 

perioperatório, hipotireoidismo e a combinação de fibratos ou ácido nicotínico com 

estatinas (BALLANTYNE et al., 2003; GRUNDY et al., 2004; HAMILTON-CRAIG, 

2001). Os pacientes que fazem uso apenas de terapia com estatinas apresentam 

baixa incidência de miopatia, em torno de 0,1 a 0,2 % e rabdomiólise é 

excessivamente rara (THOMPSON et al., 1997). No entanto, a incidência de 

miopatia aumenta para 1 ou 7%, para os pacientes que fazem uso de vários 

medicamentos ou apresentam algum dos fatores de riscos relacionados com o 

aparecimento dessa reação adversa (BALLANTYNE et al., 2003; UCAR; 

MJORNDAL; DAHLQVIST, 2000). A incidência de alterações musculares aumenta 

quando as estatinas são co-administradas com medicamentos que elevam a sua 

concentração plasmática, como por exemplo, genfibrozil, niacina, eritromicina, 

itraconazol, ciclosporina e diltiazem (LEE; MADDIX, 2001). 

 

 



    

Em 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. 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 (GRIFFIN, 2001). 

 

O mecanismo de miopatia associada com estatinas não está totalmente 

esclarecido. Entretanto, algumas teorias foram propostas para explicar o mecanismo 

fisiopatológico da lesão músculo-esquelética (PASTERNAK et al., 2002; 

SINZINGER; WOLFRAM; PESKAR, 2002). Um mecanismo que explica os efeitos 

adversos das estatinas sobre o músculo envolve a interrupção da síntese de 

ubiquinona ou coenzima Q10 (CoQ10). A ubiquinona desempenha um papel na 

produção de energia mediada pela cadeia respiratória mitocondrial, que em parte, é 

responsável pela produção de energia dos neurônios e do músculo estriado 

(BACKES; HOWARD, 2003). Como as estatinas inibem a produção do mevalonato, 

um precursor da CoQ10, a síntese desse composto pode ser inibida (RUNDEK et 

al., 2004). Outro mecanismo sugerido refere-se à inibição das pequenas proteínas 

G, como por exemplo a RhoA, que tem a função de controlar a apoptose celular. 

Dessa forma, a inibição de proteínas regulatórias da apoptose pode promover 

efeitos adversos no músculo (TOMLINSON; MANGIONE, 2005). 

 

Com relação à injúria hepática, estudos iniciais em animais revelaram que 

altas doses de estatinas podem causar hepatotoxicidade, entretanto as doses 

usualmente utilizadas na terapêutica não estão associadas com lesão hepática 

significante (HORSMANS; DESAGER; HARVENGT, 1990; MACDONALD et al., 

1998). Embora a toxicidade hepática esteja relacionada com o uso de estatinas, a 

ocorrência de lesões hepáticas irreversíveis, causando mortes ou a necessidade de 

transplante hepático, é extremamente rara (VUPPALANCHI; CHALASANI, 2006). 

Alguns estudos indicam que a elevação das transaminases hepáticas na população 

tratada com estatinas não é significantemente diferente, quando comparada com os 

pacientes tratados com placebo (COHEN; ANANIA; CHALASANI, 2006; 

VUPPALANCHI; CHALASANI, 2006). Outros resultados sugerem que a elevação 



    

assintomática das transaminases é comum, mas não necessariamente indica dano 

hepático (BLACK; BAKKER-ARKEMA; NAWROCKI, 1998; JACOBSON, 2006). 

 

A atorvastatina, selecionada para o presente estudo, é bem tolerada e a 

maioria dos efeitos adversos envolve o sistema gastrointestinal (MALINOWSKI, 

1998). Os efeitos adversos mais comuns para esse medicamento (>2%) incluem 

constipação, flatulência, dispepsia, dor abdominal e cefaléia (ANDREJAK et al., 

2003). Comprometimento do músculo do diafragma (SULEM et al., 2001), miosite 

(SINZINGER, 2002), tendinopatia (CHAZERAIN et al., 2001), neuropatia periférica 

(ZIAJKA; WEHMEIER, 1998), oftalmoplegia externa e ataxia (NEGEVESKY et al., 

2000), alterações na pele/alopecia (SEGAL, 2002), dermatomiosite (NOÊL; 

CEROTTINI; PANIZZON, 2001), dermografismo (ADCOCK; HORNSBY; JENKINS, 

2001), necrólise epidermal tóxica (PFEIFFER; KAZENOFF; ROTHBER, 1998), 

urticária crônica (ANLIKER; WUTHRICH, 2002) e severa trompocitopenia 

(GONZALEZ-PONTE, 1998) constituem reações adversas mais raras, ocorre em 

menos de 2% dos pacientes tratados com atorvastatina.  

 

As reações adversas mais sérias associadas com atorvastatina incluem 

alterações hepáticas (JIMENEZ-ALONSO et al., 1999; NAKAD et al., 1999) e 

pancreatite aguda (BELAICHE; LEY; SLAMA, 2000). A hepatotoxicidade é 

caracterizada com um padrão misto de lesão, geralmente ocorre vários meses após 

o início da terapia e incluem hepatite aguda (NAKAD et al., 1999) e colestática 

(JIMENEZ-ALONSO et al., 1999).  

 

 O caso de lesão colestática e hepatocelular, descrito na literatura, ocorreu 

semanas após o início da terapia com ATV e se resolveu dois meses após a 

descontinuação do medicamento. A histologia do fígado revelou inflamação porta 

com presença de eosinófilos e áreas com necrose (NAKAD et al., 1999). Os poucos 

casos de hepatite aguda atribuídos a atorvastatina parecem está associados com 

fatores de riscos, como por exemplo, a hepatite aguda colestática ocorreu em  

mulheres jovens com doenças crônicas, como lúpus eritematoso sistêmico 

(JIMENEZ-ALONSO et al., 1999).  

 



    

 Dois outros casos de hepatite colestática envolvem pacientes com mais de 

70 anos (DE CASTRO et al., 2006; GERSHOVIC; LYMAN, 2004). A elevação nos 

níveis de transaminases, três vezes superior ao limite normal, ocorre em 0,7 % dos 

pacientes em terapia com ATV (JIMENEZ-ALONSO et al., 1999) e é dose 

dependente, com característica reversível após a suspensão do fármaco (BLACK; 

BAKKER-ARKEMA; NAWROCKI, 1998). 

 

 Com relação às interações medicamentosas, é importante mencionar que 

as estatinas inibem seletivamente a enzima HMG-CoA redutase e usualmente não 

mostram afinidade por outros sistemas enzimáticos ou receptores. Dessa forma, 

tudo leva a crer que o mecanismo molecular das interações medicamentosas com 

estatinas envolve um mecanismo farmacocinético. Ademais, todas as interações 

medicamentosas, com a exceção das idiossincráticas ou reações alérgicas, têm 

bases farmacodinâmicas e/ou farmacocinéticas (NIES; SPIELBERG, 1996). 

 

 A indução ou inibição das isoenzimas CYP450 é uma importante causa de 

interações medicamentosas (CORSINI et al., 1999). A competição entre 

medicamentos pelo sistema enzimático é comum e pode representar um dispositivo 

para alterar as estatinas (LEE; MADDIX, 2001; OMAR; WILSON, 2002). A maioria 

das estatinas é extensivamente metabolizada pelo sistema microsomal de 

isoenzimas, citocromo P450 (CYP), com exceção da pravastatina que não é 

metabolizada em grau apreciável pelo sistema da CYP e é excretada de modo 

inalterado na urina (THUMMEL; WILKINSON, 1998).  

 

A isoenzima CYP3A4 é responsável pelo metabolismo da lovastatina, 

sinvastatina e atorvastatina. Fluvastatina é metabolizada primariamente pela 

isoforma CYP2C9 com pequena participação das isoformas CYP3A4 e CYP2C8 

(CORSINI et al., 1999). A rosuvastatina não é intensivamente metabolizada, mas 

apresenta algumas interações com a enzima CYP2C9 (WHITE, 2002). Estas 

diferenças farmacocinéticas podem afetar o potencial das estatians em promover 

interações com outros fármacos. Pravastatina e rosuvastatina têm menos tendência 

a causar interações medicamentosas (CORSINI et al., 1999; PARK et al., 2002). 

 



    

 Atorvastatina inibe o metabolismo de poucos substratos, como o 

etinilestradiol que se liga ao citocromo CYP3A4 30 vezes menos que a atorvastatina 

lactona (THUMMEL; WILKINSON, 1998). É interessante assinalar que a 

atorvastatina reduz os efeitos antiplaquetários do clopidogrel. O metabolismo desse 

antiagregante plaquetário é inibido pela atorvastatina in vivo, com conseqüente 

redução da conversão do clopidrogrel para a forma farmacologicamente ativa. Essa 

interação é explicada porque o clopidogrel está em baixas concentrações e tem 

menos afinidade pela CYP3A4 que a atorvastatina lactona (LAU; WASKELL; 

WATKINS, 2003). 

 

Outros fármacos que interferem com as estatinas são aqueles potentes 

inibidores da CYP3A4 e apresentam grande afinidade pela CYP3A4, incluindo 

itraconazol, ciclosporina, inibidores de protease, eritromicina, bloqueadores dos 

canais de cálcio. Essas interações aumentam a concentração de atorvastatina ácida 

e aumenta o risco de mialgia e rabdomiólise (HORSMANS, 1999). Entretanto, os 

indutores do citocromo P450 podem diminuir os níveis plasmáticos das estatinas. 

Dados sugerem que o antidiabético tiazolidinediona e a rifampicina diminuem a 

concentração plasmática da sinvastatina (KYRKLUND, 2000). A fenitoina, outro 

indutor da CYP3A4, pode diminuir a eficácia da atorvastatina e da sinvastatina 

(MURPHY; DOMINICZAK, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

1.4 Justificativa 

 

A mucosite oral é um efeito colateral debilitante e representa a maior 

complicação não hematológica associada com a toxicidade da quimioterapia e/ou 

radioterapia (BITRAN et al., 1996; PATRONE et al., 1995). A incidência é elevada e 

varia de 10% a 40% para os pacientes em uso de agentes quimioterápicos 

convencionais no tratamento de tumores sólidos (ELTING et al., 2003; JONES et al., 

2006), 97% para os pacientes com câncer de cabeça e pescoso que receberam 

radioterapia convencional (uma dose/dia, 5 dias/semana, durante 5-7 semanas), 

100% para os pacientes que recebram radioterapia fracionada (duas ou mais 

doses/dia) e ocorre em 89% dos pacientes submetidos a altas doses de 

quimioterapia antes de transplante de células hematopoiéticas (TROTTI et al., 2003). 

A mucosite oral caracteriza-se pela presença de lesões ulcerativas e dolorosas, 

resultando em conseqüências importantes como o comprometimento na 

comunicação e alimentação do paciente, maior risco para infecções oportunistas, 

diminuição na qualidade de vida, limitando, ou nos casos mais severos, provocando 

a interrupção da terapia do câncer (LALLA; PETERSON, 2005; LALLA; SONIS; 

PETERSON, 2008). 

 

O tratamento da mucosite oral é de suporte e/ou essencialmente paliativo, 

não existe um protocolo de atendimento preventivo e eficaz. A terapêutica disponível 

envolve instruções que variam de higiene oral, suporte nutricional e principalmente 

direcionamento para remissão da dor e prevenção da infecção (SONIS et al., 

2004a). A falta de um protocolo de tratamento eficaz provavelmente é explicada pela 

fisiopatologia complexa, onde muitos mediadores estão envolvidos, havendo 

necessidade da compreensão de outros mecanismos. Entretanto, sabe-se que 

determinados mediadores inflamatórios, como as citocinas TNF-α e IL-1β, são 

importantes na sua patogenia (LEITÃO et al., 2007; LIMA et al., 2005; SCULLY et 

al., 1990), assim como, está bem definido a ocorrência de estresse oxidativo no 

desenvolvimento dessa condição inflamatória (SONIS et al, 2004). 

 

 



    

O efeito das estatinas na mucosite oral induzida por quimioterápico não 

havia sido descrito na literatura, até a publicação dos resultados do presente 

trabalho (MEDEIROS et al., 2010). Assim, nos propusemos a estudar o efeito da 

atorvastatina na mucosite oral induzida por 5-FU em hamsters, tendo em vista os 

inúmeros trabalhos publicados que ressaltam os efeitos pleiotrópicos 

antiinflamatórios e o potencial terapêutico desses agentes (AKTAS et al., 2003; 

BARSANTE et al., 2005; FERRO et al., 2000; LEUNG et al., 2003; LIAO; LAUFS, 

2005; MURPHY et al., 2001; PAHAN et al., 1997; ROMANO et al., 2000; 

SANTODOMINGO- GARZÓN et al., 2006; TAKEMOTO; LIAO, 2001; WAGNER et 

al., 2002; WAGNER; SCHWABE; HECKER, 2002; WEITZ-SCHMIDT et al., 2001; 

YOUSSEF, STUVE, PATARROYO, 2002).  

 
 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Estudar o efeito da atorvastatina no modelo experimental de mucosite oral induzida 

por 5-fluorouracil em hamsters Golden Sirian. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Investigar o efeito da modulação farmacológica com atorvastatina na lesão da 

mucosa oral induzida por 5-FU, através do estudo de vários parâmetros 

inflamatórios e oxidativos. 

 

Analisar o efeito sistêmico da atorvastatina em hamsters submetidos à mucosite oral 

induzida por 5-FU. 

 

 

 



    

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Animais 

 
 Foram utilizados hamstres machos Golden sirian (Mesocricetus auratus), 

com massa corpórea entre 150 a 200 gramas, fornecidos pelo biotério do 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFC. Os animais receberam água e 

alimentação ad libitum, sendo a alimentação balanceada à base de sementes e 

cereais, como aveia, milho, semente de girassol e abóbora. Os hamstres ficaram 

alojados em caixas de polipropileno, em número de no máximo cinco animais por 

caixa, e foram mantidos sob condições de temperatura adequada e ciclos claro-

escuros controlados durante os experimentos.  

  

 Todos os esforços foram realizados no sentido de reduzir o número, o 

sofrimento e o estresse dos animais utilizados. Os protocolos experimentais foram 

executados de acordo com as diretrizes aprovadas pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa (CEP) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia - UFC para uso de 

animais experimentais e o projeto foi aprovado por este comitê (processo nº 016/07). 

Os hamstres foram utilizados no modelo de mucosite oral pela facilidade de 

observação de suas mucosas jugais e por sua habilidade em tolerar doses do 

quimioterápico capazes de induzir mucosite sem mortalidade significativa (SONIS et 

al., 1990) 

 

3.2 Drogas, Anticorpos, Soluções, Líquidos e Corant es utilizados 

 

• 5-Fluorouracil: ampola de 10 mL (25 mg/mL) – Fluoro-Uracil® (Roche, Rio de 

Janeiro, Brasil). O 5-Fluorouracil (5-FU) foi diluído em solução salina 0,9%; 

• Atrovastatina: comprimidos de 10 e 40 mg (Pfizer, Inc., Guarulhos, SP, Brasil). A 

atorvastatina foi diluída em solução salina/etanol 5% (vol/vol) (LAUFS et al., 

2000); 

• Álcool etílico PA (Reagen); 

• Álcool etílico 5% (Reagen); 

• Álcool etílico 70% (Reagen); 

• Tribromoetanol 2,5 % (Reagen) 



    

• Formaldeído 40% (Reagen); 

• Éter etílico (Merck) 

• Hematoxilina (Reagen); 

• Eosina (Merck); 

• Xilol 

• Solução salina 0,9 % (estéril e apirogênica) 

• Solução de Turk 

• Solução tamponada com fosfato (PBS) 

 

3.2.1 Soluções para o ensaio da mieloperoxidase 

 

•Tampão fosfato de potássio 

•Tampão brometo de hexadecil trimetilamônio (HTAB) 

•Peróxido de hidrogênio 1 % 

•Solução de O-dianisidina 

 

3.2.2 Reagentes para a dosagem de citocinas 

 

Kit Duo Set R&D Systems, catálogo DY 999 

 

3.2.3 Soluções para o ensaio da dosagem de nitrito/nitrato 

 

• Solução de ácido fosfórico a 5% 

•Solução de sulfanilamida 2% em H3PO4 5% 

•Solução de N-1naftil-etilenodiamino 0,1%-NEED 

 

3.2.4 Soluções para o ensaio da dosagem de glutationa 

 

•Solução de EDTA 0,02M 

•Solução de ácido tricloracético 50% (TCA)  

•Tampão TRIS 0,4M pH 8,9 

•Solução de ácido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzóico) (DTNB) 0,01 M 

3.2.5 Reagentes para o ensaio de imunohistoquímica 



    

 

•Tampão citrato 0,1 M (pH 6,0) 

•Complexo ABC (Kit Santa Cruz Biothechnology) 

•Solução de peróxido de hidrogênio a 3% 

•Solução PBS/BSA 5% 

•Solução DAB/peróxido (Kit Santa Cruz Biothechnology) 

 

3.2.6 Anticorpos 

 

• Anticorpo primário de coelho anti-NOSi  (Santa Cruz Biothechnology); 

• Anticorpo secundário (de detecção) biotinilado anti-IgG de coelho (Santa Cruz 

Biothechnology); 

• Anticorpo primário de coelho anti-TNF-α  (Santa Cruz Biothechnology); 

• Anticorpo policlonal de coelho anti-p50 NF-kB  (H-119: sc-7178 Santa Cruz 

Biothechnology), diluição 1:200. 

• Anticorpo primário de coelho anti-NLS (sequência de localização nuclear) p50 

NF-kB (sc-114 Santa Cruz Biothechnology), diluição 1:200. 

 

 

3.3 Mucosite oral induzida por 5-Fluorouracil (5-FU ) em hamsters 

  

3.3.1 Modelo experimental 

 

Utilizou-se o modelo de mucosite oral experimental, desenvolvido por Sonis e 

colaboradores (SONIS et al. 1990) e adaptado no Laboratório de Farmacologia da 

Inflamação e do Câncer (LAFICA) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, 

da Faculdade de Medicina – UFC (LEITÃO et al., 2007; LIMA et al., 2005). A 

mucosite oral foi induzida em hamsters pela administração de 5-fluorouracil (5-FU) 

no 1º e 2º dia do experimento (60 e 40 mg/kg, i.p., respectivamente). No 4° dia, após 

anestesia com tribromoetanol 2,5% (250 mg/kg, i.p.), as mucosas jugais dos animais 

foram escoriadas mecanicamente, com o auxílio de uma agulha com ponta romba, a 

fim de reproduzir os sinais clínicos da irritação crônica e como fator potenciador para 

a mucosite, ou seja, conferindo um trauma mecânico (TM).  



    

 

As ranhuras foram distribuídas em número de três no sentido horizontal e 

cruzadas por mais três, em ambas as faces das mucosas (Figura 6). Os animais 

foram sacrificados, após anestesia com tribromoetanol 2,5% (250 mg/kg, i.p.), no 5° 

ou 10° dia do modelo experimental. Um estudo previa mente realizado no LAFICA 

(LIMA et al., 2005), demonstrou que a mucosite oral começa no 5° dia, sendo a 

inflamação máxima no 10º. Por isso escolhemos estes dois dias para sacrificar os 

animais. 
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Figura 6: Protocolo experimental da avaliação farmacológica e sistêmica dos 

hamsters submetidos à mucosite oral induzida por 5-fluorouracil 

Os hamsters receberam doses de 60 e 40 mg/kg de 5-fluorouracil nos dias 1 e 2. No 4º dia 

foram feitas escoriações nas mucosas jugais direitas dos animais, com o auxílio de uma 

agulha com ponta romba, como fator potenciador para a mucosite, distribuídas em número 

de três no sentido horizontal e cruzadas por mais três, em ambas as faces das mucosas. Os 

animais foram sacrificados no 5º ou 10º dia do modelo experimantal. As mucosas jugais 

foram fotografadas, removidas, divididas em partes iguais para posterior estudo da 

modulação farmacológica com atorvastatina. No 5º dia do modelo experimental, realizou-se 

estudo da avaliação sistêmica, a partir da coleta de sangue dos animais e análise 

histopatológica dos principais órgãos vitais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

3.3.2 Grupos experimentais 

 

Foram utilizados cento e noventa e dois hamsters durante o decorrer desse 

estudo, sendo cento e dez nos experimentos para avaliar a modulação 

farmacológica da atorvastatina na mucosite oral induzida por 5-fluorouracil e oitenta 

e dois para o estudo dos efeitos da atorvastatina nas mudanças sistêmicas em 

hamsters submetidos à mucosite oral. 

 

3.3.2.1 Grupos controles 

 

Os grupos controles foram constituídos, cada um deles, por, no mínimo, seis 

hamsters e foram distribuídos da seguinte forma: 

 
►Animais não submetidos à mucosite oral experimental (Grupo  Normal ).  

 

Esse grupo recebeu injeções de solução salina/etanol 5% (veículo utilizado 

para diluir a atorvastatina), administradas por via intraperitoneal (i.p.), 30 min antes 

de cada injeção intraperitoneal (i.p.) de solução salina (para substituir o 5-FU) e, 

diariamente, até o sacrifício, no 5º ou 10º dia do modelo experimental. 

 
►Animais submetidos apenas as escoriações nas mucosas jugais (trauma 

mecânico) no 4º dia de experimento (Grupo TM ). 

 

Os hamsters foram submetidos apenas ao trauma mecânico (TM) na mucosa 

jugal no 4° dia e receberam solução salina 0,9% (em  substituição ao 5-FU), por via 

intraperitoneal (i.p.) no 1° e 2° dia do experiment o. Os animais foram tratados com 

solução salina-etanol 5%, 30 minutos antes de cada injeção de 5-FU e do trauma 

mecânico e, diariamente, até o sacrifício, no 5º ou 10º dia do experimento 

 



    

►Animais submetidos à mucosite oral experimental, que receberam 5-FU e foram 

submetidos ao trauma mecânico nas mucosas jugais no 4º dia (Grupo 5-FU/Salina 

ou 5-FU/salina-etanol 5% ). 

 

Os animais receberam 5-FU (60 e 40 mg/kg; i.p.) no 1º e 2º dia do modelo 

experimental e foram submetidos ao trauma mecânico na mucosa jugal, no 4º dia. 

Receberam ainda, administração de solução salina 0,9%, por via intraperitoneal 

(i.p.), (grupo 5-FU/salina) ou, o mesmo veículo utilizado na diluição da atorvastatina, 

solução salina-etanol 5% (grupo 5-FU/Salina-etanol) 30 minutos antes de cada 

injeção de 5-FU e do trauma mecânico e, diariamente, até o sacrifício, no 5º ou 10º 

dia do experimento.  

 

►Animais não submetidos à mucosite oral que foram tratados com atorvastatina na 

dose de 5 mg/Kg (ATV 5) e receberam escoriações nas mucosas jugais (trauma 

mecânico) no 4º dia do experimento (Grupo  Salina/ATV 5 ). 

 

Os hamsters foram submetidos apenas ao trauma mecânico (TM) na mucosa 

jugal no 4° dia e receberam solução salina 0,9% (em  substituição ao 5-FU), por via 

intraperitoneal (i.p.) no 1° e 2° dia do experiment o. Os animais foram tratados com 

atorvastatina na dose de 5 mg/Kg, 30 minutos antes de cada injeção de salina e do 

trauma mecânico e, diariamente, até o sacrifício, no 5º ou 10º dia do experimento. 

 

3.3.2.2 Grupos tratados com atorvastatina 

 

Os animais, seis em cada grupo, foram divididos em três grupos experimentais: 

 

►Animais submetidos à mucosite oral experimental, tratados com atorvastatina na 

dose de 1 mg/Kg (Grupo 5-FU/ATV 1 ) 

Hamsters receberam 5-FU (60 e 40 mg/kg; i.p.) no 1º e 2º dia do modelo 

experimental e foram submetidos ao trauma mecânico na mucosa jugal, no 4º dia. 

Atorvastatina 1 mg/Kg foi administrada, por via intraperitoneal (i.p.), 30 minutos 

antes de cada injeção de 5-FU e do trauma mecânico e, diariamente, até o sacrifício, 

no 5º ou 10º dia do experimento.  

 



    

 

►Animais submetidos à mucosite oral experimental, tratados com atorvastatina na 

dose de 5 mg/Kg (Grupo 5-FU/ATV 5 ) 

 
Hamsters receberam 5-FU (60 e 40 mg/kg; i.p.) no 1º e 2º dia do modelo 

experimental e foram submetidos ao trauma mecânico na mucosa jugal, no 4º dia. 

Atorvastatina 5 mg/Kg foi administrada, por via intraperitoneal (i.p.), 30 minutos 

antes de cada injeção de 5-FU e do trauma mecânico e, diariamente, até o sacrifício, 

no 5º ou 10º dia do experimento.  

 

►Animais submetidos à mucosite oral experimental, tratados com atorvastatina na 

dose de 10 mg/Kg (Grupo 5-FU/ATV 10 ) 

 
Hamsters receberam 5-FU (60 e 40 mg/kg; i.p.) no 1º e 2º dia do modelo 

experimental e foram submetidos ao trauma mecânico na mucosa jugal, no 4º dia. 

Atorvastatina 10 mg/Kg foi administrada, por via intraperitoneal (i.p.), 30 minutos 

antes de cada injeção de 5-FU e do trauma mecânico e, diariamente, até o sacrifício, 

no 10º dia do experimento.  

 

3.4 Parâmetros avaliados para o estudo da modulação  farmacológica com 

atorvastatina na mucosite oral induzida por 5-fluor ouracil 

 

3.4.1 Análise macroscópica das mucosas jugais 

 

Os animais foram sacrificados no 5° ou 10° dia do m odelo experimental e 

suas mucosas jugais foram fotografadas para a análise macroscópica. Os 

parâmetros avaliados foram presença e intensidade de eritema, hiperemia, 

hemorragia, úlceras e abscessos, classificados conforme escores padronizados por 

Sonis et. al. (2000) e citados a seguir: 

 

• Escore 0: mucosa completamente saudável. Sem erosão ou vasodilatação.  

 

• Escore 1: presença de eritema, mas sem evidência de erosão da mucosa 

 



    

• Escore 2: eritema severo, vasodilatação e erosão superficial 

 

• Escore 3: formação de úlceras em uma ou mais faces, mas não afetando mais de 

25% da área de superfície da bolsa. Severo eritema e vasodilatação 

 

• Escore 4: formação cumulativa de úlceras de cerca de 50% da área de superfície 

da bolsa 

 

• Escore 5: virtualmente completa ulceração da mucosa da bolsa. Impossibilidade 

de exposição da mucosa. 

 

3.4.2 Análise histopatológica das mucosas jugais 

 

A análise histopatológica das mucosas jugais foi realizada em cortes 

seriados de 4 µm de espessura, ao microscópio óptico (x 40). No 5º ou 10º dia do 

modelo experimental, os animais foram sacrificados e suas mucosas, após serem 

fotografadas, foram removidas. As mucosas jugais foram fixadas em solução 

tamponada de formaldeído a 10% por 24 horas, e em seguida as amostras foram 

incluídas em parafina, seguindo-se coloração pela hematoxilina-eosina (H&E). A 

análise microscópica foi realizada, avaliando-se os aspectos inflamatórios como 

presença e intensidade do infiltrado celular, dilatação e ingurgitamento vascular, 

hemorragia, edema, úlceras e abscessos, classificados de acordo com os escores 

padronizados em nosso laboratório (LEITÃO et al., 2007; LIMA et al., 2005) e citados 

a seguir:  

 

• Escore 0: epitélio e tecido conjuntivo sem vasodilatação; infiltrado celular ausente 

ou discreto; ausência de hemorragia, de edema, de úlceras e abscessos. 

 

• Escore 1: ingurgitamento vascular discreto; áreas de reepitelização; infiltrado 

celular discreto, com maior número de leucócitos mononucleares, ausência de 

hemorragia, de edema, de úlceras e abscessos. 

 



    

• Escore 2: ingurgitamento vascular moderado; degeneração hidrópica epitelial 

(vacuolização); infiltrado celular moderado, com predomínio de leucócitos 

polimorfonucleares; presença de áreas hemorrágicas, de edema e de eventuais 

úlceras pequenas; ausência de abscessos. 

 

• Escore 3: ingurgitamento vascular acentuado; vasodilatação acentuada; infiltrado 

celular acentuado, com maior número de leucócitos polimorfonucleares; 

presença de áreas hemorrágicas, de edema, de abscessos e úlceras extensas. 

 

3.4.3 Dosagem da mieloperoxidase 

 

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), presente nos grânulos 

azurófilos dos neutrófilos, é utilizada como um marcador quantitativo da infiltração de 

neutrófilos nos processos inflamatórios em vários tecidos, cuja presença foi 

determinada pelo método colorimétrico, usando um leitor de placa. As medidas de 

atividade da mieloperoxidase foram realizadas a partir das mucosas jugais dos 

hamsters, usando uma versão modificada do método descrito por Bradley e 

colaboradores (BRADLEY et al., 1982). No 5º ou 10º dia do experimento, os animais 

foram sacrificados e suas mucosas foram removidas, pesadas e congeladas em 

freezer a 70ºC negativos até a realização do ensaio. Durante o ensaio, as amostras 

foram incubadas em solução de HTAB 0.5% (Brometo de hexadeciltrimetilamonio) 

na proporção de 50 mg de tecido por mL. Em seguida, foram homogeneizadas 

(politron-13000 rpm) e centrifugadas (1500g/15min./4ºC), sob condições adequadas 

de refrigeração. Os sobrenadantes foram transferidos para eppendorfs e novamente 

centrifugados (10 minutos) para a melhor remoção de contaminantes. Após 

plaqueamento de 7 µL do sobrenadante, em duplicata (placas de 96 wells), 

adicionou-se 200 µL da solução de leitura (5 mg de O-dianisidina; 15 µL H2O2 1%, 3 

mL de NaPO4 buffer; 27 mL de H2O2  destilada). A absorbância foi medida a 460 nm 

em dois tempos diferentes (t0=0 min. e t1= 1 min.). A mudança na absorbância foi 

obtida, plotada em curva padrão de neutrófilos e os valores obtidos foram expressos 

como neutrófilos/mg de tecido (atividade de MPO). 

 

 

 



    

3.4.4 Dosagem de citocinas (TNF-α e IL-1β)  

 

Após o sacrifício dos animais no 5° ou 10° dia do m odelo experimental, as 

mucosas jugais foram coletadas para a dosagem de citocinas TNF-α e IL-1β. O 

tecido coletado foi homogeneizado em tampão de citocinas como descrito por 

Safieh-Garabedian et al. (1995). A medida das concentrações de TNF-α e IL-1β e foi 

realizada pela técnica do enzyme-linked immunosobent assay (ELISA) usando o kit 

Duo Set (R&D systems). Inicialmente as placas de ELISA, com 96 poços, foram 

incubadas por 18 h a 4ºC com 100 µL de anticorpo de captura para TNF-α ou IL-1β. 

Posteriormente realizou-se a lavagem das placas, durante três vezes, com 300 µL 

de tampão de lavagem (tween 20 a 0,05% - 50µl de tween / 100 mL de PBS) e o 

bloqueio com 100 µL de albumina bovina 1 % (BSA), por poço. Após o bloqueio, 100 

µL das amostras e da curva padrão foram adicionadas em duplicatas em várias 

diluições e incubadas por 24 h a 4ºC. Em seguida, as placas foram lavadas três 

vezes com 300 µL de tampão de lavagem e incubadas com anticorpo de detecção 

para TNF-α ou IL-1β. Após o período de incubação de 2 h, a 4ºC, as placas foram 

lavadas novamente, por três vezes, com tampão de lavagem e incubadas a 

temperatura ambiente por 20 min com 100 µL de estreptavidina diluída 1:200. Logo 

em seguida as placas foram lavadas com tampão de lavagem e incubadas a 

temperatura ambiente, no escuro, durante 20 minutos, com 100 µL de solução para 

revelação (Kit Duo Set, R&D systems). A reação enzimática foi parada com a 

solução de H2SO4 0,18 M e a absorbância foi medida a 450 nm. Os resultados foram 

expressos em pg/mL.  

 

3.4.5 Dosagem de Nitrito 

 

A produção de óxido nítrico na mucosa jugal dos animais sacrificados no 

5° ou 10°dia foi determinada pela quantificação do conteúdo total de nitrito/nitrato 

(NO2
- / NO3

-) com uso do método de Griess (CHEN et al., 2000). Inicialmente, 30 mg 

de tecido da mucosa jugal foram homogeneizados em 300 µL de uma solução 

gelada de cloreto de sódio 0,9 % (solução salina) (homogenato a 10%). O 

homogenato obtido a partir das amostras de mucosa oral foi centrifugado por 15 

minutos a 14.000 rpm. O nível total de NO2
- / NO3

- foi determinado com NO3
- das 

amostras (0,04 mL) convertido em NO2
- pela incubação em um solução de 0,04 mL 



    

de nitrato redutase, NADPH, KH2PO4 e água destilada “overnight”.  Após 

plaquetamento de 80 µL de cada amostra, em duplicata (placas de 96 poços), uma 

série de diluições da curva-padrão de referência de NO–
2 (640 µM, 320 µM, 160 µM, 

80 µM, 40 µM, 20 µM, 10 µM, 5 µM, 2,5 µM, 1,25 µM e 0,625 µM) foi preparada. A 

seguir, foram adicionados 80 µL da solução de Griess (2% de sufanilamida, ácido 

fosfórico 5%, N-1naftil-etilenodiamino 0,1%-NEED e água destilada) em cada poço. 

A coloração púrpura/magenta aparece imediatamente e é medida em leitor de 

placas com filtro de 540 nm. Os valores obtidos para as amostras experimentais 

foram comparados com os obtidos para curva padrão.  

 

3.4.6 Determinação dos níveis de glutationa (GSH) 

 

A concentração de GSH na mucosa jugal dos hamsters foi avaliada pelo 

ensaio para determinação de grupos sulfidrílicos não protéicos (NP-SH) (SEDLAK; 

LINDSAY, 1968).  Os animais foram sacrificados no 5º ou 10º dia do experimento e 

as mucosas jugais foram coletadas para a realização do ensaio. As amostras foram 

trituradas em homogeneizador Politron Ultra-Turrax, utilizando-se 1 mL de EDTA 

0,02M para cada 100 mg de tecido, sob condições adequadas de refrigeração. 

Alíquotas de 400 µL do homogenato foram adicionadas a 320 µL de água destilada e 

80 µL de ácido tricloroacético 50% (TCA) para a precipitação de proteínas. Os tubos 

foram centrifugados (3000rpm/15minutos/4ºC) e alíquotas de 400 µL do 

sobrenadante foram adicionadas a 800 µL de tampão Tris 0,4 M, pH 8,9 e 20 µL de 

ácido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzóico) (DTNB) e agitados por 3 minutos no agitador de 

tubos. A absorbância foi determinada imediatamente após o acréscimo do DTNB, 

em 412 nm. A quantidade de grupos sulfidrílicos não protéicos nas mucosas jugais 

foi expressa como mg/g de tecido. 

 

 

 

 

 

 



    

3.4.7 Imunohistoquímica para TNF-α, NOSi, NF-kB- p50 e NF-kB- p50 NLS 

 

A imunohistoquímica para TNF-α, NOSi, NF-kB- p50 e,NF-kB- p50 NLS foi 

realizada utilizando método de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU;  RAINE, 

1981). No 5° dia do experimento, os animais foram s acrificados e tiveram suas 

mucosas jugais removidas e fixadas em formol 10% por 24 h para confecção de 

lâminas silanizadas apropriadas para imunohistoquímica. O ensaio 

imunohistoquímico foi realizado segundo o protocolo experimental abaixo: 

 

• Os cortes foram desparafinizados, hidratados em xilol e álcool e imersos em 

tampão citrato 0,1 M (pH 6,0), sob aquecimento em forno de microondas, por 15 

minutos para a recuperação antigênica.  

 

• Após o resfriamento, obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram 

feitas lavagens com solução de salina tamponada fosfato (PBS). 

 

• Bloqueio da peroxidase endógena com solução de peróxido de hidrogênio (H2O2) a 

3% (15 minutos).  

 

• Lavagem com solução de salina tamponada fosfato (PBS) (5 minutos) 

 

• Incubação “overnight” (4oC) com anticorpo primário de rato anti-NOSi, anti-TNF-α, 

anti-NF-kB p50 ou anti-NF-kB p50 NLS diluído em PBS com albumina sérica bovina 

5% (PBS-BSA).  

 

• Lavagem com PBS e incubação com o anticorpo secundário (de detecção) 

biotinilado anti-IgG de coelho, diluído em PBS-BSA, por 30 minutos.  

 

• Lavagem com PBS e incubação com o complexo estrepto-avidina peroxidase 

conjugada (complexo ABC Vectastain) por 30 minutos.  

 



    

• Após lavagem com PBS, seguiu-se coloração com o cromógeno 

3,3`diaminobenzidine-peróxido (DAB), seguida por contra-coloração com 

hematoxilina de Mayer.  

 

• Realizou-se a desidratação das amostras e montagem das lâminas.  

 

• Os controles negativos foram processados simultaneamente, como descrito acima, 

e o anticorpo primário foi substituído por PBS-BSA 5%.  

 

3.4.8 Avaliação da expressão de NF-kB- p50 por Western Blot 

 
No 5º dia do modelo experimental, os animais foram sacrificados e as 

mucosas jugais coletadas para a realização do ensaio, de acordo com a metodologia 

descrita por Kim et al. (2009). As amostras foram submetidas à sonicação com 

solução de lise celular (Trinton X-100 1% e Nonidet P-40 0.2%) e EDTA (2mM), 

sendo transferidas posteriormente para tubos testes contendo inibidor de protease e 

centrifugadas a 14000 rpm a 4ºC. A concentração protéica do sobrenadante foi 

determinada pelo ensaio de BCA – bicinchoninic acid (Pierce), em tubos eppendorf, 

com leitura em espectrofotômetro (absorbância de 562nm). Padronizou-se a 

quantidade de proteina para 50µg, de acordo com uma curva padrão para proteína. 

Os lisados foram congelados a –70º C até a análise. Em seguida, foi feito a 

separação eletroforética (Bio Rad mini-gel) das amostras após desnaturação (por 

meio de ebolição) em gel de poliacrilamida 12,5% (SDS- Page), com o marcador de 

proteina (Invitrogen). O gel foi, então, transferido para uma membrana de 

nitrocelulose overnight em aparelho de transferência 36v (Bio Rad mini-transfercell) 

a 4º C. No dia seguinte, a membrana de celulose foi bloqueada com leite desnatado 

por 1 hora, a fim de bloquear outras proteases, seguida de incubação com anticorpo 

primário durante 1 hora e meia, diluição 1:500 em albumina bovina 5%. Após 

lavagens com tampão contendo TRIS, glicina, Tween 20 e água destilada, foi feito 

incubação com anticorpo secundário, diluído 1:500 em albumina bovina 5%, durante 

1 hora e meia, em plataforma oscilante. Depois de lavar com o tampão de lavagem, 

foi feita a revelação da membrana de nitrocelulose pela técnica de 

quimioluminescência (ECL), em filme de raio-X (Kodak X-Omat), em sala escura. As 



    

bandas foram analisadas e quantificadas por densitometria pela razão de expressão 

da proteína de interesse no gel pela expressão da proteína controle. A quantificação 

das bandas foi determinada com o auxílio de um programa de computador Image J. 

Os dados foram expressos como intensidade da banda de NF-kB- p50/ intensidade 

da banda de β-actina. 

 

3.5 Parâmetros sistêmicos avaliados para o estudo d a atorvastatina em 

hamsters submetidos à mucosite oral induzida por 5- fluorouracil  

 

3.5.1 Avaliação da sobrevida 

Diariamente, registrou-se a mortalidade dos animais para avaliar a taxa de 

sobrevida dos hamsters submetidos à mucoite oral. 

 

3.5.2 Análise histopatológica do fígado, pulmão, coração e rim 

 

No 5º dia do modelo experimental, os animais foram sacrificados e os 

órgãos coletados. As amostras foram fixadas em solução tamponada de formaldeído 

a 10% por 24 horas, e em seguida foram incluídas em parafina. As análises 

histopatológicas do fígado, pulmão, coração e rim foram realizadas em cortes de 4 

µm de espessura, corados pela hematoxilina-eosina (H&E) e analisados ao 

microscópio óptico (x 40).   

 

3.5.3 Leucograma 

 

Os hamsters foram anestesiados com tribromoetanol 2,5 % (250 mg/Kg, 

i.p.) e amostras de sangue foram coletadas por punção cardíaca, no 5º dia do 

experimento. Para determinação da contagem total de leucócitos, 20 µL de sangue 

foram diluídos em 380 µL de solução de Turk. Para a contagem diferencial, 

contagem de 100 células, utilizou-se um esfregaço de boa qualidade corado pelo 

panótico rápido. A contagem total e diferencial dos leucócitos foi realizada com o uso 

do microscópio ótico (100x; Nikon) (SOUZA; FERREIRA, 1985). Os resultados foram 

expressos como número de células/mL. 



    

3.5.4 Parâmetros Bioquímicos 

 

Os hamsters foram anestesiados e amostras de sangue foram coletadas 

por punção cardíaca, no 5º dia do experimento. Em seguida, o sangue total, sem 

anticoagulante, foi centrifugado a 2500 rpm, durante 15 minutos e obteve-se o soro. 

Amostras de soro foram usadas para a realização das dosagens bioquímicas das 

enzimas alanina amino transferase (ALT) e aspartato amino transferase (AST), bem 

como para a dosagem de uréia e ceatinina. Para a determinação das dosagens 

bioquímicas utilizou-se kits padrões da LABTEST® e a leitura em espectrofotômetro. 
 

3.5.5 Bacteremia 

 

Após anestesia dos animais, o sangue foi coletado por punção cárdica no 

5º dia do experimento, em condições estéreis. 10 µL de sangue foram diluídos 10 

vezes no meio de enriquecimento de infusão de cérebro e coração (BHI) e incubado 

em estufa bacteriológica a 37ºC. Após 24 e 48 h, a densidade de turvação do meio, 

que indicava crescimento bacteriano, foi analisada. Os resultados foram expressos 

como negativo (-), sem crescimento bacteriano ou como positivo (++). Os 

microorganismos que cresceram no meio de enriquecimento foram semeados para 

isolamento e posterior identificação nos meios de cultura agar sangue de carneiro 

5%, Agar MacConkey e no meio agar manitol salgado. A identificação dos 

microorganismos presentes foi realizada pela coloração de Gram e testes 

bioquímicos para produção de DNAase, catalase, coagulase, motilidade, utilização 

de açúcares e outros métodos indicados (MURRAY et al., 1995). 

 

3.6 Análise estatística 

Os dados foram expressos como Média ± erro padrão (Média ± epm) ou 

mediana, acompanhada de valores extremos, de acordo com o parâmetro avaliado. 

Para comparações entre os grupos foram utilizados Análise de Variância (ANONA) e 

teste de Tukey, para comparar médias, e teste de Kruskal-Wallis e Dunn´s, para 

medianas. Em todas as situações, foi adotado o nível de significância p<0,05. 

 



    

4. RESULTADOS 

 

4.1 Modulação farmacológica na mucosite oral induzi da por 5-fluorouracil 

 

4.1.1 Efeito da atorvastatina na mucosite oral induzida por 5-FU – Análise 

Macroscópica 

  

Para investigar o efeito antiinflamatório da atorvastatina na lesão induzida 

por 5-FU, grupos de animais foram sacrificados no 5º ou 10º dia do experimento, 

após receberem 5-FU (60 e 40 mg/Kg, no 1º e 2º dia, respectivamente) e serem 

submetidos ao trauma mecânico (TM), no 4º dia. A análise macroscópica da mucosa 

jugal dos animais submetidos à mucosite oral induzida por 5-FU, no 5° dia do 

experimento, mostrou hiperemia, eritema acentuado, hemorragia e úlceras (Figura 

7E), com escore 3,  variação (2-3). Estas alterações foram significantes (P< 0,05), 

em relação aos animais normais (N) ou aos hamsters submetidos apenas ao trauma 

mecânico (TM) (Tabela 2). No 10° dia, as lesões for am caracterizadas por 

hiperemia, eritema acentuado, hemorragia, úlceras e a evidência de abscessos na 

mucosa jugal, o escore foi 4, com variação (3-4) para os animais com MO que 

receberam salina e de (3-5) para os hamsters com MO tratados com salina/etanol 

5%. Portanto, o pico da lesão ocorreu no 10º dia, com a evidência de abscessos na 

mucosa jugal (Figura 8E, Tabela 3). Os hamsters tratados com atorvastatina (1 ou 5 

mg/Kg, i.p.), durante 5 dias, apresentaram melhora no dano provocado por 5-FU, 

evidenciada pela redução da hiperemia, presença de discreto eritema e pequenas 

lacerações na mucosa jugal como resultado do trauma mecânico realizado no 4º dia, 

tendo escore 1 com variação (1-2).  (Figura 7, Tabela 2). A atorvastatina preveniu, 

de forma significativa, os danos à mucosa oral quando comparado com os grupos 

submetidos a MO que receberam salina ou salina/etanol 5%. No 10º dia, o 

tratamento dos animais com atorvastatina 1 mg/Kg também reduziu o tamanho e a 

severidade da lesão induzida por 5-FU (Figura 8G), recebendo escore 2, variação 

(1-3) (Tabela 3).  

  

 

 



    

4.1.2 Efeito da atorvastatina na mucosite oral induzida por 5-FU – Análise 

Microscópica 

 

O histopatológico da mucosa jugal dos animais submetidos à mucosite 

oral induzida por 5-FU mostrou significante alterações (P< 0,05) no 5° e 10° do 

experimento, em relação aos animais normais ou aos hamsters submetidos apenas 

ao trauma mecânico (TM). No 5°, observou-se moderad o edema, infiltrado de 

células inflamatórias com prevalência de neutrófilos, áreas hemorrágicas, 

vasodilatação, ulceração discreta ou eventual e ausência de abscessos, recebendo 

escore 2 (Tabela 2; Figura 7F). No 10° dia, corresp ondendo a mucosite máxima, o 

histopatológico revelou edema, acentuado infiltrado de células inflamatórias com 

prevalência de neutrófilos, áreas hemorrágicas, vasodilatação, úlceras extensas e 

abscessos, recebendo escore 3 (Tabela 3, Figura 8F), sendo significantemente 

diferente (P< 0,05) da mucosa oral de hamsters normais não submetidos à mucosite 

oral (Tabela 3; Figura 8B) e ao grupo TM que apresentaram apenas discreto edema 

e infiltrado de células inflamatórias, recebendo escore 1 (Tabela 3; Figura 8D). O 

tratamento com ATV 1 ou 5 mg/kg, durante 5 dias, reduziu significantemente 

(P<0,05) o infiltrado de células inflamatórias, o edema, a hemorragia e preveniu a 

formação de úlceras induzida por 5-FU, resultando em escore 1 (1-1) (Tabela 2; 

Figura 7). Adicionalmente, no 10° dia, ATV 1 mg/kg reduziu de forma significante as 

alterações histopatológicas observadas na mucosite oral (Tabela 3), quando 

comparado com os animais submetidos a mucosite oral e tratados com salina ou 

salina/etanol. Evidenciou-se prevenção no infiltrado de células inflamatórias, no 

edema, nas áreas hemorrágicas e na formação de úlceras e abscessos, recebendo 

baixos escores 1(0-3) (Tabela 3). A Figura 8H ilustra o efeito protetor do tratamento 

com ATV 1 mg/kg, quando comparado com os animais submetidos a mucosite oral 

que receberam salina/etanol 5% (Figura 8F). 
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Figure 7: Aspecto Macroscópico (esquerda) e Microscópico (direita) da mucosa oral de 

hamsters normais (A e B) ou mucosa oral de hamsters submetidos apenas ao trauma 

mecânico (C and D) ou mucosa oral de animais submetidos à mucosite oral induzida por 5-

FU que receberam salina/etanol 5 % (E and F) ou administração i.p. de atorvastatina 1 

mg/Kg (G and H) ou atorvastatina 5 mg/Kg (I and J). A mucosite oral foi induzida em 

hamsters através de injeções de 5-FU seguido de trauma mecânico nas mucosas jugais. Os 

animais receberam atorvastatina (1 ou 5 mg/kg; i.p.), ou salina/etanol 5 %, 30 minutos antes 

de cada injeção de 5-FU e do trauma mecânico e, diariamente, durante 5 dias. No 5° dia do 

experimento, os hamsters foram sacrificados e as mucosas jugais devidamente fotografados 

e removidas para coloração com Hematoxilina & Eosina (H&E) (x40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 



    

Tabela 2: Análise macroscópica e microscópica da mucosa jugal de hamsters 

submetidos à mucosite oral e tratados com atorvastatina durante 5 dias 

 
5-FU 5-FU 5-FU Salina 

Salina Sal/etanol ATV ATV 
Grupos 

Experimentais 

 

Normal TM 

  1         5 5 

Análise 
Macroscópica 

0 (0-0) 1 (1-1) 3 (2-3) * 3 (2-3)* 1(1-2)** 1(1-2)** 1 (1-2) 

Análise 
Microscópica 

0 (0-0) 1 (1-1) 2 (1-2) *  2 (2-2)*  1(1-1)** 1(1-1)** 1 (0-1) 

 
A mucosite oral foi induzida em hamsters pela injeção de 5-fluorouracil (5-FU), seguido de 

trauma mecânico na mucosa jugal. Animais receberam, via i.p., injeção de atorvastatina (1 

ou 5 mg/Kg) ou salina ou salina/etanol 5%, 30 minutos antes do 5-FU e do trauma mecânico 

e diariamente por 5 dias. Os dados representam mediana e variação dos escores atribuídos 

a pelo menos 6 hamsters, considerando os seguintes parâmetros: vasodilatação; 

intensidade de infiltrado celular; presença de áreas hemorrágicas; edema e úlceras, para 

análise histopatológica e presença e intensidade de eritema, hiperemia, hemorragia e 

úlceras para análise macroscópica. *p<0,05 representa diferença estatística significativa em 

relação ao grupo controle normal **p<0,05 representa diferença estatística significativa em 

relação aos animais com mucosite oral e que receberam salina ou salina/etanol 5% 

(Kruskal-Wallis and Dunn-tests).  
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Figura 8: Análise Macroscópica (esquerda) e Microscópica (direita) da mucosa jugal de 

hamsters normais (A e B) ou mucosa jugal de animais submetidos apenas ao trauma 

mecânico (C e D) ou mucosa jugal de animais submetidos à mucosite oral e que receberam 

salina/etanol 5% (E e F) ou atorvastatina 1mg/Kg (G e H). A mucosite oral foi induzida em 

hamsters pela injeção de 5-fluorouracil (5-FU), seguido de trauma mecânico na mucosa 

jugal. Os animais foram pré-tratados, por via intraperitoneal, com ATV ou salina/etanol 5%, 

30 min antes do 5-FU e do TM, diariamente, por 10 dias. No 10° dia, as mucosas foram 

fotografadas e em seguida removidas, fixadas em formol a 10% e processadas para 

coloração com Hematoxilina & Eosina (H&E) (x40). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 



    

Tabela 3: Análise macroscópica e microscópica da mucosa jugal de hamsters 

submetidos à mucosite oral e tratados com atorvastatina durante 10 dias 

 

5-FU 5-FU 5-FU Grupos Experimentais Normal TM 

Salina Sal/etanol ATV 1 

Análise Macroscópica 0 (0-0) 1 (1-1) 4 (3-4)* 4 (3-5)* 2 (1-3)** 

Análise Microscópica 0 (0-0) 1 (1-1) 3 (2-3)* 3 (2-3)* 1 (0-3)** 

 

A mucosite oral foi induzida em hamsters pela injeção de 5-fluorouracil (5-FU), seguido de 

trauma mecânico na mucosa jugal. Animais receberam, via i.p., injeção de atorvastatina (1 

ou 5 mg/Kg) ou salina ou salina/etanol 5%, 30 minutos antes do 5-FU ou do trauma 

mecânico e diariamente durante 10 dias. Os dados representam mediana e variação dos 

escores atribuídos a pelo menos 6 hamsters, considerando os seguintes parâmetros: 

vasodilatação; intensidade de infiltrado celular; presença de áreas hemorrágicas; edema e 

úlceras, para análise histopatológica e presença e intensidade de eritema, hiperemia, 

hemorragia, úlceras e abscessos para análise macroscópica. *p<0,05 representa diferença 

estatística significativa em relação ao grupo controle normal **p<0,05 representa diferença 

estatística significativa em relação aos animais com mucosite oral e que receberam salina 

ou salina/etanol 5% (Kruskal-Wallis and Dunn-tests).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

4.1.3 Efeito da atorvastatina sobre a atividade da mieloperoxidase na mucosa jugal 

de hamsters submetidos à mucosite oral experimental 

 

 A atividade da mieloperoxidase foi determinada na mucosa jugal dos 

hamsters como um indicador da infiltração de neutrófilos. A atividade da enzima 

mieloperoxidase na mucosa oral dos animais submetidos ao TM e dos hamsters 

submetidos à mucosite oral induzida por 5-FU (5-FU/salina ou 5-FU/salina/etanol 

5%) foi significantemente maior (P< 0,05) em comparação com o grupo normal (N), 

no 5° dia do experimento. ATV 1 mg/kg ou 5 mg/kg, a dministrada durante 5 dias, 

reduziu de forma significante (P<0,05) o aumento da atividade da enzima MPO 

induzida por 5-FU e TM. Hamsters não submetidos a MO que receberam 

atorvastatina 5 mg/kg (grupo salina/ATV 5) não apresentaram alterações na 

atividade da MPO quando comparados com o grupo controle normal (N) (Figura 9A). 

No 10° dia, a atividade da MPO na mucosa jugal dos animais submetidos à mucosite 

induzida por 5-FU (grupos 5-FU/salina ou 5-FU/salina/etanol 5%) também aumentou 

de forma significativa (P<0,05) em comparação com o grupo normal (N) (Figura 9B) 

e o tratamento dos hamsters com atorvastatina 1 mg/kg reduziu significantemente o 

aumento da atividade da enzima MPO induzida por 5-FU (Figura 9B). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



    

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Atorvastatina reduziu a atividade da mieloperoxidade (MPO) na mucosa 

jugal de hamsters submetidos à mucosite oral durante 5 dias (A) ou 10 dias (B). Os 

grupos controles consistiam em animais normais (N), animais submetidos apenas ao trauma 

mecânico (TM), e animais submetidos ao trauma mecânico que receberam atorvastatina 5 

mg/Kg e salina (salina/ATV 5). Os grupos experimentais foram hamsters que receberam 

injeção i.p. de 5-fluorouracil, seguido de trauma mecânico e foram tratados com salina (5-

FU/salina), salina/etanol 5% (5-FU-salina/etanol), atorvastatina 1 mg/Kg (5-FU/ATV 1) ou 5 

mg/Kg (5-FU/ATV 5), 30 minutos antes do 5-FU. As barras representam Média ± EPM da 

atividade de MPO x mg-1 na mucosa jugal. *p<0,05 representa diferença estatística em 

relação aos animais normais (N). #p<0,05 representa diferença estatística em relação aos 

animais submetidos à mucosite experimental que receberam salina ou salina/etanol 5%. O 

número de animais utilizados foi, no mínimo, seis (ANOVA; Tukey). 
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4.1.4 Efeito da atorvastatina sobre a dosagem de citocinas IL1-β e TNF-α na mucosa 

jugal de hamsters submetidos à mucosite oral experimental 

 

 Os animais submetidos à mucosite oral induzida por 5-FU apresentaram 

aumento significante (p<0,05) dos níveis de TNF-α na mucosa jugal de hamsters, no 

quinto dia do modelo experimental, comparado com o grupo normal (Tabela 4), o 

que não foi observado para os níveis de IL-1 β. O tratamento com ATV 1 ou 5 

mg/Kg, durante 5 dias, diminuiu significativamente a concentração de TNF-α 

induzida por 5-FU e TM (p<0,05) (Tabela 4). Os hamsters que receberem apenas 

ATV 5 mg/Kg (grupo ATV5/salina) não tiveram alterações nos níveis de TNF-α, 

comparado com o grupo controle normal (Tabela 4).  No 10° dia da MO, 5-FU 

aumentou, de forma significante, (p<0,05) os níveis de TNF-α e IL-1β. ATV 1 mg/Kg, 

administrado durante 10 dias, bloqueou significantemente este aumento nos níveis 

de TNF-α and IL-1β na mucosa jugal dos animais (Tabela 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

Tabela 4. Níveis de TNF-α e IL-1β (pg/mL) na mucosa jugal de hamsters submetidos 

à mucosite oral, durante 5 dias 

 

Citocinas TNF-α  IL-1β  
 

Normal 1051.0±52.48  288±32.02 

TM 1029.0±96.36 166.3±31.14 

5-FU/salina 2662.0±135.0* 241.3±56.53 

5-FU/salina-etanol 2613.0±115.7* 236.1±38.61 

5-FU/ATV1 1226.0±56.12# 105.0±10.79 

5- FU/ATV5 1025.0±72.05# 226.0±46.49 

Salina/ATV5 1087.0±75.93# 183.8±25.61 

 

A mucosite oral foi induzida em hamsters pela injeção de 5-fluorouracil (5-FU), seguido de 

trauma mecânico na mucosa jugal. Animais receberam, via i.p., injeção de atorvastatina 1 ou 

5 mg/Kg, salina ou salina/etanol 5%, 30 minutos antes do 5-FU e diariamente por 5 dias. Os 

grupos controles consistiam em animais normais (N), animais submetidos apenas ao trauma 

mecânico (TM), e animais submetidos ao trauma mecânico que receberam atorvastatina 5 

mg/Kg e salina (Salina/ATV5). Os números na tabela representam Média ± EPM da 

concentração em pg/mL. *p<0,05 representa diferença estatística em relação aos animais 

normais (N). #p<0,05 representa diferença estatística em relação aos animais submetidos à 

mucosite experimental que receberam salina ou salina/etanol 5%. Os dados foram 

analisados por análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

Tabela 5. Níveis de TNF-α e IL-1β (pg/mL) na mucosa jugal de hamsters submetidos 

à mucosite oral, durante 10 dias 

 

Citocinas TNF-α  
 

IL-1β   
 

Normal 96.83±22.44 213.8±30.92 

TM 172.2±48.85 289.7±11.30 

5-FU/salina 417.4±76.74* 435.4±40.50* 

5-FU/salina-etanol 404.0±77.32* 405.0±50.24* 

5-FU/ATV1 177.6±33.13# 206.8±18.39# 

 

A mucosite oral foi induzida em hamsters pela injeção de 5-fluorouracil (5-FU), seguido de 

trauma mecânico na mucosa jugal. Animais receberam, via i.p., injeção de atorvastatina 1 

mg/Kg, salina ou salina/etanol 5%, 30 minutos antes do 5-FU e diariamente por 5 dias. Os 

grupos controles consistiam em animais normais (N), animais submetidos apenas ao trauma 

mecânico (TM). Os números na tabela representam Média ± EPM da concentração em 

pg/mL. *p<0,05 representa diferença estatística em relação aos animais normais (N). 
#p<0,05 representa diferença estatística em relação aos animais submetidos à mucosite 

experimental que receberam salina ou salina/etanol 5%. Os dados foram analisados por 

análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

4.1.5 Efeito da atorvastatina sobre os níveis de nitrito na mucosa jugal de hamsters 

submetidos à mucosite oral experimental 

 

 Os níveis de nitrito na mucosa jugal dos animais submetidos à mucosite 

oral induzida por 5-FU durante 5 ou 10 dias aumentaram de forma significante 

(P<0,05) em comparação ao grupo normal (N) ou ao grupo de animais submetidos 

apenas ao trauma mecânico (TM) (Figuras 10A e 10B, respectivamente). A 

administração de ATV 1 ou 5 mg/kg, durante 5 dias, reduziu significantemente 

(P<0,05) os níveis de nitrito em comparação com o grupo de animais com MO que 

receberam salina ou salina/etanol 5% (Figura 10A). Nos animais tratados com ATV 1 

m/kg, durante 10 dias, os níveis de nitrito também foram reduzidos de forma 

significante, quando comparado com os grupos 5-FU/salina ou 5-FU/salina-etanol 

5% (Figura 10B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Quantificação dos níveis de nitrito na mucosa jugal de hamsters 

submetidos à mucosite oral durante 5 dias (A) ou 10 dias (B). A mucosite oral foi 

induzida em hamsters pela injeção de 5-fluorouracil (5-FU), seguido de trauma mecânico na 

mucosa jugal. Animais receberam, via i.p., injeção de atorvastatina 1 ou 5 mg/Kg, salina ou 

salina/etanol 5%, 30 minutos antes do 5-FU e diariamente por 5 dias (A) ou 10 dias (B). Os 

grupos controles consistiam em animais normais (N), animais submetidos apenas ao trauma 

mecânico (TM), e animais submetidos ao trauma mecânico que receberam atorvastatina 5 

mg/Kg e salina (ATV5/salina). As barras representam Média ± EPM dos níveis de nitrito 

(µM). *p<0,05 representa diferenças estatísticas em relação aos animais normais (N). 
#p<0,05 representa diferença estatística em relação aos animais submetidos à mucosite 

experimental que receberam salina ou salina/etanol 5%. Os dados foram analisados por 

análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey. 
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4.1.6 Efeito da atorvastatina sobre os níveis de glutationa na mucosa jugal de 

hamsters submetidos à mucosite oral experimental 

 

 Os estoques de glutationa (NP-SH) na mucosa jugal dos animais 

submetidos à mucosite oral induzida por 5-FU e dos hamsters submetidos apenas 

ao TM foram significativamente diminuídos (p<0,05), no 5º e 10º dia do experimento, 

quando comparados ao grupo controle normal (N) (Figura 11A e 11B, 

respectivamente). A administração de ATV 1 mg/Kg, durante 10 dias, preveniu a 

queda dos níveis de glutationa induzida pelo TM e pela MO experimental (Figura 

11B). Entretanto a administração de ATV, durante 5 dias, não foi capaz de prevenir a 

queda nos estoques de glutationa provocada pelo TM e pela MO (Figura 11A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Quantificação dos estoques de glutationa (NP-SH) na mucosa jugal de 

hamsters submetidos à mucosite oral durante 5 dias (A) ou 10 dias (B). A mucosite 

oral foi induzida em hamsters pela injeção de 5-fluorouracil (5-FU), seguido de trauma 

mecânico na mucosa jugal. Animais receberam, via i.p., injeção de atorvastatina 1 ou 5 

mg/Kg, salina ou salina/etanol 5%, 30 minutos antes do 5-FU e diariamente por 5 dias (A) ou 

10 dias (B). Os grupos controles consistiam em animais normais (N), animais submetidos 

apenas ao trauma mecânico (TM), e animais submetidos ao trauma mecânico que 

receberam atorvastatina 5 mg/Kg e salina (Salina/ATV5). As barras representam Média ± 

EPM dos estoques de glutationa (mg/g de mucosa jugal). *p<0,05 representa diferença 

estatística em relação aos animais normais (N). #p<0,05 representa diferença estatística em 

relação aos animais submetidos à mucosite experimental que receberam salina ou 

salina/etanol 5%. Os dados foram analisados por análise de variância (ANOVA) e teste de 

Tukey. 
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4.1.7 Efeito da atorvastatina na marcação imunohistoquímica para TNF-α na mucosa 

jugal de hamsters submetidos à mucosite oral experimental  

 

Observou-se marcação imunohistoquímica acentuada para a citocina TNF-

α nas células do tecido conjuntivo da mucosa jugal de hamster submetido à 

mucosite oral experimental e tratados com salina ou salina/etanol 5% (Figura 12E ou 

12F), em relação à marcação observada na mucosa dos animais normais, não 

submetidos à mucosite oral (Figura 12B) ou aos animais submetidos ao TM (Figura 

12C) ou animais que receberam apenas ATV 5 mg/Kg (Figura 12D). O tratamento 

com atorvastatina, durante 5 dias, na dose de 1 mg/kg (Figura 12G) ou na dose de 5 

mg/Kg (Figura 12H), reduziu, consideravelmente, a marcação imunohistoquímica 

para TNF-α, comparado ao grupo submetido à mucosite oral experimental que 

recebeu salina ou salina-etanol 5%.  O controle negativo (Figura 12A) representa 

uma amostra de mucosa jugal onde o anticorpo primário foi substituído pelo PBS-

BSA 5% e não mostra marcação para TNF-α. 

 

4.1.8 Efeito da atorvastatina na marcação imunohistoquímica para NOSi na mucosa 

jugal de hamsters submetidos à mucosite oral experimental  

 

A marcação imunohistoquímica foi acentuada para a enzima NOSi nas 

células do tecido conjuntivo da mucosa jugal de hamster submetido à mucosite oral 

experimental e tratados com salina ou salina/etanol 5% (Figura 13E ou 13F), em 

relação à marcação observada na mucosa de um animal normal, não submetido à 

mucosite oral (Figura 13B) ou aos animais submetidos ao TM (Figura 13C) ou 

animais que receberam apenas ATV 5 mg/Kg (Figura 13D). O tratamento com 

atorvastatina, durante 5 dias, na dose de 1 mg/kg (Figura 13G) ou na dose de 5 

mg/Kg (Figura 13H), reduziu consideravelmente a marcação imunohistoquímica para 

NOSi, comparado ao grupo submetido à mucosite oral experimental que recebeu 

salina ou salina-etanol 5%. O controle negativo (Figura 13A) representa uma 

amostra de mucosa jugal onde o anticorpo primário foi substituido pelo PBS-BSA 5% 

e não mostra marcação para NOSi. 
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Figura 12: Fotomicrografias de imunohistoquímica para TNF-α de uma mucosa jugal de 

hamsters normais (B) ou mucosa oral de hamsters submetidos apenas ao trauma mecânico 

(C) ou mucosa oral de animais que receberam apenas ATV 5 mg/Kg (D) ou mucosa oral de 

animais submetidos à mucosite oral induzida por 5-FU que receberam salina (E) ou 

salina/etanol 5 % (F) ou administração i.p. de atorvastatina 1 mg/Kg (G) ou atorvastatina 5 

mg/Kg (H). A mucosite oral foi induzida em hamsters pela injeção de 5-fluorouracil (5-FU), 

seguido de trauma mecânico na mucosa jugal. Animais receberam, via i.p., injeção de 

atorvastatina 1 ou 5 mg/Kg, salina ou salina/etanol 5%, 30 minutos antes do 5-FU e 

diariamente por 5 dias. Os grupos controles consistiam em animais normais (N), animais 

submetidos apenas ao trauma mecânico (TM), e animais submetidos ao trauma mecânico 

que receberam atorvastatina 5 mg/Kg e salina (salina/ATV5). No 5° dia do experimento, os 

animais foram sacrificados e as amostras de mucosa jugal foram processadas para a 

técnica de imunohistoquímica para TNF-α (aumento de 400x). O controle negativo (A) 

representa uma amostra de mucosa jugal onde o anticorpo primário foi substituído pelo 

PBS-BSA 5% e não mostra marcação para TNF-α.  
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Figura 13: Fotomicrografias de imunohistoquímica para NOSi de uma mucosa jugal de 

hamsters normais (B) ou mucosa oral de hamsters submetidos apenas ao trauma mecânico 

(C) ou mucosa oral de animais que receberam apenas ATV 5 mg/Kg (D) ou mucosa oral de 

animais submetidos à mucosite oral induzida por 5-FU que receberam salina (E) ou 

salina/etanol 5 % (F) ou administração i.p. de atorvastatina 1 mg/Kg (G) ou atorvastatina 5 

mg/Kg (H). A mucosite oral foi induzida em hamsters pela injeção de 5-fluorouracil (5-FU), 

seguido de trauma mecânico na mucosa jugal. Animais receberam, via i.p., injeção de 

atorvastatina 1 ou 5 mg/Kg, salina ou salina/etanol 5%, 30 minutos antes do 5-FU e 

diariamente por 5 dias. Os grupos controles consistiam em animais normais (N), animais 

submetidos apenas ao trauma mecânico (TM), e animais submetidos ao trauma mecânico 

que receberam atorvastatina 5 mg/Kg e salina (salina/ATV5). No 5° dia do experimento, os 

animais foram sacrificados e as amostras de mucosa jugal foram processadas para a 

técnica de imunohistoquímica para NOSi (aumento de 400x). O controle negativo (A) 

representa uma amostra de mucosa jugal onde o anticorpo primário foi substituido pelo 

PBS-BSA 5% e não mostra marcação para NOSi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

4.1.9 Efeito da atorvastatina na marcação imunohistoquímica para NF-kB-p50 na 

mucosa jugal de hamsters submetidos à mucosite oral experimental 

 

A marcação imunohistoquímica para o NF-kB-p50 foi acentuada nas 

células do tecido conjuntivo da mucosa jugal de hamsters submetidos à mucosite 

oral experimental (Figura 14), comparado aos animais normais. O tratamento dos 

hamsters com atorvastatina, durante 5 dias, na dose de 1 mg/kg ou 5 mg/Kg reduziu 

a marcação imunohistoquímica para NF-kB-p50 nas células do tecido conjuntivo da 

mucosa jugal, quando comparado aos grupos 5-FU/salina ou 5-FU/salina-etanol 

(Figura 14E e 14F). O controle negativo (14A) representa uma amostra de mucosa 

jugal onde o anticorpo primário foi substituido pelo PBS-BSA 5% e não mostra 

marcação para NF-kB-p50. 

 

Nós investigamos a expressão do NF-kB-p50 NLS (sequência de 

localização nuclear). O anticorpo anti-NF-kB-p50 NLS reconhece um epítopo de 

sobreposição da seqüência de localização nuclear da subunidade p50 do 

heterodímero NF-kB. Este epítopo é mascarado pela ligação do IkB e, portanto o 

anticorpo NF-kB-p50 NLS se liga a forma do NF-kB-p50 ativado, livre do IkB. 

  

A marcação imunohistoquímica para o NF-kB-p50 NLS foi acentuada nas 

células do tecido conjuntivo da mucosa jugal de hamsters submetidos à mucosite 

oral experimental (Figura 15), comparado aos animais normais. No 5° dia do 

experimento, os grupos com MO e tratados com ATV 1 ou 5 mg/Kg tiveram uma 

menor marcação para o anticorpo NF-kB-p50 NLS, comparado aos animais normais 

(Figura 15). O controle negativo (15A) representa uma amostra de mucosa jugal 

onde o anticorpo primário foi substituido pelo PBS-BSA 5% e não mostra marcação 

para NF-kB-p50 NLS. 
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Figura 14: Fotomicrografias de imunohistoquímica para NF-kB-p50 de uma mucosa jugal de 

hamsters normais (B) ou mucosa oral de hamsters submetidos à mucosite oral induzida por 

5-FU que receberam salina/etanol 5 % (400x) (C) ou salina/etanol 5 % (1000x) (D) ou 

administração i.p. de atorvastatina 1 mg/Kg (400x) (E) ou atorvastatina 5 mg/Kg (400x) (F). 

A mucosite oral foi induzida em hamsters pela injeção de 5-fluorouracil (5-FU), seguido de 

trauma mecânico na mucosa jugal. Animais receberam, via i.p., injeção de atorvastatina 1 ou 

5 mg/Kg, ou salina/etanol 5%, 30 minutos antes do 5-FU e diariamente por 5 dias. No 5° dia 

do experimento, os animais foram sacrificados e as amostras de mucosa jugal foram 

processadas para a técnica de imunohistoquímica para NF-kB-p50. O controle negativo (A) 

representa uma amostra de mucosa jugal onde o anticorpo primário foi substituido pelo 

PBS-BSA 5% e não mostra marcação para NF-kB-p50.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

Figura 15: Fotomicrografias de imunohistoquímica para NF-kB-p50 NLS de uma mucosa 

jugal de hamsters normais (B) ou mucosa oral de hamsters submetidos à mucosite oral 

induzida por 5-FU que receberam salina/etanol 5 % (400x) (C) ou salina/etanol 5 % (1000x) 

(D) ou administração i.p. de atorvastatina 1 mg/Kg (E) ou atorvastatina 5 mg/Kg (F). A 

mucosite oral foi induzida em hamsters pela injeção de 5-fluorouracil (5-FU), seguido de 

trauma mecânico na mucosa jugal. Animais receberam, via i.p., injeção de atorvastatina 1 ou 

5 mg/Kg, ou salina/etanol 5%, 30 minutos antes do 5-FU e diariamente por 5 dias. No 5° dia 

do experimento, os animais foram sacrificados e as amostras de mucosa jugal foram 

processadas para a técnica de imunohistoquímica para NF-kB-p50 NLS. O controle negativo 

(A) representa uma amostra de mucosa jugal onde o anticorpo primário foi substituído pelo 

PBS-BSA 5% e não mostra marcação para NF-kB-p50 NLS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

4.1.10 Efeito da atorvastatina na expressão do NF-kB-p50 na mucosa jugal de 

hamsters submetidos à mucosite oral experimental - Western Blot 

 

O aumento da expressão do NF-kB-p50 foi claramente detectada no 

homogenato da mucosa jugal dos hamsters submetidos à mucosite oral por 5-FU, 

pelo método de Western Blot (Figura 16 A e B). Os animais com MO e tratados com 

ATV 1 ou 5 mg/kg tiveram redução, de forma significante, na expressão do NF-kB-

p50, quando comparado com o grupo 5-FU (Figura 16 A e B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Efeito da atorvastatina na expressão do NF-kB-p50 (MW ~50kDa) na 

mucosa jugal de hamsters. A expressão do NF-kB-p50 foi detectada no homogenato da 

mucosa oral de hamsters, quatro animais por grupo,  submetido à mucosite oral induzida por 

5-FU. (A), representa bandas de Western Blot do NF-kB-p50. (B), representa a média± EPM 

da intensidade da banda NF-kB-p50 pela intensidade da banda de β actina. A mucosite oral 

foi induzida em hamsters pela injeção de 5-fluorouracil (5-FU), seguido de trauma mecânico 

na mucosa jugal. Animais receberam, via i.p., injeção de atorvastatina 1 ou 5 mg/Kg ou 

salina/etanol 5%, 30 minutos antes do 5-FU e diariamente por 5 dias. *p<0,05 representa 

diferença estatística em relação aos animais normais (N). #p<0,05 representa diferença 

estatística em relação aos animais submetidos à mucosite experimental que receberam 

salina/etanol 5%. Os dados foram analisados por análise de variância (ANOVA) e teste de 

Tukey. 
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4.2 Efeito da atorvastatina nos parâmetros sistêmic as em hamsters 

submetidos à mucosite oral induzida por 5-fluoroura cil  

 

4.2.1 Efeito da atorvastatina na taxa de sobrevida de hamsters submetidos à 

mucosite oral 

 

No início da investigação nós examinamos a taxa de sobrevida dos 

animais submetidos à mucosite oral, durante os 10 dias do modelo experimental. Os 

animais normais ou submetidos apenas ao trauma mecânico (TM) tiveram 100 % de 

sobrevida. Entretanto o grupo que recebeu salina ou salina/etanol 5 % (i.p.) e foi 

submetido à mucosite oral teve taxa de mortalidade de 40 %. A mucosite oral foi 

induzida por meio da administração de 5-FU no primeiro e segundo dia do 

experimento, seguido de trama mecânico na mucosa jugal. Os animais com 

mucosite oral e tratados com atorvastatina 1 mg/Kg i.p mostraram 60 % de 

mortalidade e os grupos tratados com ATV 5 mg/Kg (5-FU/ATV5) ou 10 mg/Kg (5-

FU/ATV10) tiveram taxa de mortalidade de 100 %. Entretanto, todos os animais 

tratados com atorvastatina 5 mg/Kg, i.p. e não submetidos a mucosite oral 

(salina/ATV5) sobreviveram durante os 10 dias do experimento. Estes resultados 

sugerem que altas doses de atorvastatina (5 mg/kg or 10 mg/kg), administradas 

junto com 5-FU, diminuem de forma significativa (P<0,05) a taxa de sobrevida dos 

hamsters quando comparados aos animais com MO experimental tratados com 

salina ou salina/etanol 5%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 



    

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: O pré-tratamento de hamsters com atorvastatina (ATV 5 e 10 mg/Kg) 

reduziu a taxa de sobrevida dos animais com mucosite oral. A mucosite oral foi 

induzida em hamsters pela injeção de 5-fluorouracil (5-FU), seguido de trauma mecânico na 

mucosa jugal. A taxa de sobrevida foi determinada diariamente até o 10° dia do modelo 

experimental. Os animais foram pré-tratados por 10 dias consecutivos com ATV (1, 5 ou 10 

mg/Kg, i.p.) ou salina ou salina/etanol 5 % uma vez ao dia. As doses de ATV foram 

administradas 30 minutos antes da injeção de 5-FU ou salina e diariamente durante 10 dias. 

Os dados são expressos como taxa de sobrevida (%). ATV nas doses de 5 e 10 mg/Kg 

diminui significativamente a taxa de sobrevida dos hamsters submetidos à mucosite oral 

induzida por 5 fluorouracil. (a, p<0,05; Kaphan Meier log rank test). 
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4.2.2 Efeito da atorvastatina na análise histopatológica do fígado, rim, coração e 

pulmão dos hamsters submetidos à mucosite oral 

 

Os animais submetidos à mucosite oral e tratados com atorvastatina 5 

mg/Kg (Figura 18D, E e F), durante cinco dias, apresentaram injúria hepática em 

comparação ao grupo de animais normais (Figura 18-A), 5-FU/salina-etanol 5% 

(Figura 18-B) ou salina/ATV5 (Figura 18-C). As alterações hepáticas, observadas no 

grupo de hamsters 5-FU/ATV 5, foram caracterizadas por vacuolização (Figura 18-D, 

setas pretas), áreas de necrose focal (ponta de seta) e infiltrado de células 

inflamatórias (setas amarelas) (Figura 18-E e F). A análise histopatológica do rim, 

coração e pulmão não apresentaram alterações. 

 

4.2.3 Efeito da atorvastatina nas dosagens bioquímicas de hamsters submetidos à 

mucosite oral 

 

Os animais com mucosite oral que receberam atorvastatina 5 mg/Kg 

(grupo 5-FU/ATV 5 mg/Kg), durante 5 dias, apresentaram aumento nos níveis 

séricos de transaminases hepáticas, aspartato amino transferase (AST) e alanino 

amino transferase (ALT), em comparação com o grupo 5-FU/salina ou 5-FU/salina-

etanol 5% (Figura 19A e B, respectivamente). Entretanto, os animais não 

submetidos à mucosite oral e tratados com ATV 5 mg/Kg (salina/ATV5) não tiveram 

aumento sérico das transaminases. Outras dosagens bioquímicas, especificamente 

uréia e creatinina não apresentaram alterações significantes entre os grupos (Tabela 

6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Efeito da atorvastatina (ATV 5mg/Kg) no histopatológico do fígado de 

hamsters submetidos à mucosite oral induzida por 5-FU, durante 5 dias. Aspecto do 

fígado de hamsters normais (A), fígado de animais submetidos à mucosite oral que 

receberam salina/etanol 5% (B), fígado de animais submetidos ao trauma mecânico, que 

receberam atorvastatina 5 mg/Kg e salina (C), fígado de animais submetidos a mucosite oral 

induzida por 5-FU e que receberam atorvastatina 5 mg/Kg, apresentam vacuolização (setas 

pretas) (D), áreas de necrose (ponta de seta) e infiltrado de céluals inflamatórias (setas 

amarelas) (E) e (F). As amostras foram processadas e coradas com Hematoxilina & Eosina 

(x40). 
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Figura 19: Atorvastatina 5 mg/Kg aumentou os níveis séricos das enzimas aspartato 

amino transferase (AST) (A) e alanina amino transferase (ALT) (B) em animais com 

mucosite oral induzida por 5-FU. A mucosite oral foi induzida em hamsters pela injeção 

de 5-fluorouracil (5-FU), seguido de trauma mecânico na mucosa jugal. Animais receberam, 

via i.p., injeção de atorvastatina (1 ou 5 mg/Kg) ou salina ou salina/etanol 5%, 30 minutos 

antes do 5-FU e diariamente por 5 dias. Os grupos controles consistiam em animais normais 

(N), animais submetidos apenas ao trauma mecânico (TM), e animais submetidos ao trauma 

mecânico que receberam atorvastatina 5 mg/Kg e salina (salina/ATV 5). No 5° dia do 

experimento, os animais foram sacrificados e o sangue foi coletado por punção cardíaca. As 

barras representam Média ± EPM da concentração de AST (A) ou ALT (B). *p<0,05 

representa diferença estatística em relação aos animais submetidos à mucosite 

experimental que receberam salina ou salina/etanol 5%. Os dados foram analisados por 

análise de variância (ANOVA) e teste de comparação múltipla de Tukey. 
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Tabela 6. Efeito da atorvastatina na função renal de hamsters submetidos à 

mucosite oral induzida por 5-FU 

 

Grupos Experimentais 

 

Uréia (mg/dL) Creatinina (mg/dL) 

Normal 39,20±4,044 0,03833±0,02386 

TM 38,27±2,283 0,0175±0,01436 

5-FU (salina) 61,54±11,38 0,04667±0,02963 

5-FU (Sal/etanol) 41,17±5,356 0,0475±0,02323 

5-FU/ATV 1 49,16±7,351 0,0860±0,03043 

5-FU/ATV 5 39,55±6,775 0,0750±0,03122 

Salina/ATV 5 50,91± 7,341 0,0400± 0,03082 

 

Os dados representam a Média ± EPM de seis animais por grupo, (p >0,05) os dados foram 

analisados por análise de variância (ANOVA) e teste de comparação múltipla de Tukey. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

4.2.4 Efeito da atorvastatina no leucograma de hamsters submetidos à mucosite oral 

 

Os animais submetidos à mucosite oral induzida por 5 fluorouracil e 

tratados com salina, salina/etanol 5% ou atorvastatina 1 mg/Kg apresentaram 

leucopenia com neutropenia e linfopenia, em comparação com o grupo normal. 

Curiosamente atorvastatina na dose de 5mg/Kg amplificou a leucopenia, neutropenia 

e linfopenia dos hamsters submetidos à mucosite oral (p<0,05), em comparação com 

o grupo de animais com MO tratados com salina (5-FU/salina) ou salina-etanol (5-

FU/sal-etanol) (Figura 20; Figura 21A e B). O grupo de animais salina/ATV 5 mgKg 

não tiveram alterações no número de leucócitos, quando comparados com o grupo 

controle normal (N). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 20: Atorvastatina na dose de 5mg/Kg amplificou a leucopenia de animais 

submetidos à mucosite oral induzida por 5-FU e TM. Hamsters receberam salina, 

salina/etanol 5% ou atorvastatina (1 ou 5 mg/Kg). Os grupos controles consistiam em 

animais normais (N), animais submetidos apenas ao trauma mecânico (TM), e animais 

submetidos ao trauma mecânico que receberam atorvastatina 5 mg/Kg e salina (salina/ATV 

5). No 5° dia do experimento, os animais foram sacr ificados e o sangue foi coletado por 

punção cardíaca. As barras representam Média ± EPM de leucócitos totais x 103/mL de no 

mínimo seis animais por grupo. *p<0,05 representa diferença estatística em relação aos 

animais normais (N). #p<0,05 representa diferença estatística em relação aos animais 

submetidos à mucosite experimental que receberam salina ou salina/etanol 5%. Os dados 

foram analisados por análise de variância (ANOVA) e teste de comparação múltipla de 

Tukey. 
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Figura 21: Atorvastatina na dose de 5mg/Kg amplificou a neutropenia e linfopenia de 

animais submetidos à mucosite oral induzida por 5-FU. Hamsters receberam salina, 

salina/etanol 5% ou atorvastatina (1 ou 5 mg/Kg). Os grupos controles consistiam em 

animais normais (N), animais submetidos apenas ao trauma mecânico (TM), e animais 

submetidos ao trauma mecânico que receberam atorvastatina 5 mg/Kg e salina (salina/ATV 

5). No 5° dia do experimento, os animais foram sacr ificados e o sangue foi coletado por 

punção cardíaca. As barras representam Média ± EPM de neutrófilos (A), linfócitos (B) x 

103/mL de no mínimo seis animais por grupo. *p<0,05 representa diferença estatística em 

relação aos animais normais (N). #p<0,05 representa diferença estatística em relação aos 

animais submetidos à mucosite experimental que receberam salina ou salina/etanol 5%. Os 

dados foram analisados por análise de variância (ANOVA) e teste de comparação múltipla 

de Tukey. 
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4.2.5 Efeito da atorvastatina na bacteremia de hamsters submetidos à mucosite oral 

 

 A tabela 7 mostra a análise da presença bacteriana no sangue dos 

animais de diferentes grupos, no quinto dia do modelo experimental. Os animais 

normais não exibiram bacteremia (-). O grupo trauma mecânico (TM) e salina/ATV 5 

mg/Kg (salina/ATV 5) exibiram bacteremia leve (+), em poucos animais, causada por 

bactéria Gram positiva (Staphylococcus coagulase negativo), em 40 % (2/5) e 50% 

(3/6) dos hamsters, respectivamente. Os hamsters com mucosite oral tratados com 

salina ou salina/etanol 5% ou atorvastatina (1 ou 5 mg/Kg)  apresentaram maior grau 

de bacteremia (++), onde a proporção do número de hamsters com bacteremia/total 

de animais variou de 80% (4/5), 83,3% (5/6), 85,7% (6/7) e 100 % (5/5), 

respectivamente. A bactéria detectada no sangue dos animais com mucosite oral 

que receberam salina ou salina/etanol ou ATV1 foi principalmente Staphylococcus 

coagulase negativo na percentagem de 80% (4/5), 67% (4/6) e 57% (4/7), 

respectivamente. Curiosamente, os animais com mucosite oral tratados com 

atorvastatina 5 mg/Kg não apresentaram infecção por bactérias Gram positivas, 

exibiram 100 % (5/5) de bacteremia por bacilos Gram negativos (Escherichia coli ou 

Klebsiella sp. ou Citrobacter sp. ou Arizona sp.) e apresentaram maior taxa de 

mortalidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

Tabela 7. Bacteremia no soro de hamsters submetidos a MO induzida por 5-FU 

durante cinco dias e identificação do microorganismo 

 

N° de animais com 
bacteremia/total  

Microorganismos Grupos 
Experimentais 

 
(Grau de turvação) E. coli Klebsiella 

sp. 
Citrobacter 

sp. 
Arizona 

sp. 
Staphylococcus 

Coagulase 
negative 

Normal 0/6 (-) - - - - - 
TM 2/5 (+) - - - - + (2) 
5-FU/salina 4/5(++) - - - - + (4) 
5-FU/Sal-etanol) 5/6(++) + (1) - - - + (4) 
5-FU/ATV 1 6/7 (++) - + (2) - - + (4) 
5-FU/ATV 5 5/5 (++) + (1) + (2) + (1) + (1) - 
Salina/ATV 5 3/6 (+) - - - - + (3) 

 
 

A bacteremia foi analisada pelo grau de crescimento bacteriano no meio de cultura BHI pela 

densidade de turvação do meio de cultura, variando de negativo (-) a positivo (+, ++). O 

microorganismo identificado foi expresso como negativo (-) ou positivo (+) para Escherichia 

coli ou Klebsiella sp. ou Citrobacter sp. ou Arizona sp. ou Staphylococcus coagulase 

negativa. O numeral na coluna microorganismos indica o número de animais com resultado 

positivo/número de animais no grupo teste. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



    

5. DISCUSSÃO 

 No presente estudo, observou-se que os animais submetidos à mucosite 

oral induzida por 5-FU apresentaram no 5º dia do modelo experimental hiperemia, 

eritema acentuado, hemorragia e úlceras. Estas alterações foram confirmadas pela 

análise histopatológica, a qual constatou edema moderado, vasodilatação, infiltrado 

de células inflamatórias, áreas hemorrágicas, eventual ou discreta ulceração e 

ausência de abscessos. No 10º dia, correspondendo ao pico da mucosite, as 

alterações macroscópicas foram caracterizadas por hiperemia, eritema acentuado, 

hemorragia, úlceras e a evidência de abscessos, que também foram confirmadas 

pela análise histopatológica, onde se observou edema, acentuado infiltrado de 

células inflamatórias com prevalência de neutrófilos, áreas hemorrágicas, 

vasodilatação, úlceras extensas e abscessos. 

 

Esses dados são corroborados por estudos realizados no nosso 

laboratório que demonstraram previamente que o tratamento de hamsters com 5-

fluorouracil seguido por trauma mecânico na mucosa jugal causa lesão, começando 

no 5º dia, com pico no 10º dia, quando eritema, hiperemia, áreas hemorrágicas, 

úlceras extensas e abscessos são observados. Os sinais de lesão diminuem entre 

os dias 12 e 16 do modelo experimental (LEITÃO et al., 2007; LEITÃO et al., 2008; 

LIMA et al., 2005). 

 

A mucosite oral é caracterizada por intensa reação inflamatória, causada 

pela injúria direta de agentes quimioterápicos ou radiação às células basais do 

epitélio e tecido subjacente, com conseqüente apoptose das células epiteliais 

basais. Além do dano direto às células, ocorre geração de espécies reativas de 

oxigênio que também causam alterações significativas ao epitélio. As espécies 

reativas de oxigênio ativam segundos mensageiros que estimulam fatores de 

transcrição, como o fator nuclear κB (NF-κB), que regula a expressão de múltiplos 

genes imunes e inflamatórios. Dessa forma, a ativação do NF-κB resulta na 

liberação de múltiplos mediadores inflamatórios, incluindo citocinas pró-inflamatórias 

como, interleucina 1β (IL-1 β), interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) que em conjunto amplificam os danos à mucosa oral (HALL et al, 1995; 

SONIS et al, 2000). 



    

 A investigação do efeito da atorvastatina na mucosite oral induzida por 5-

FU teve como base vários trabalhos na literatura que demonstraram que as 

estatinas apresentam um expressivo potencial terapêutico em diferentes modelos 

experimentais de inflamação (AKTAS et al., 2003; BARSANTE et al., 2005; FERRO 

et al., 2000; LEUNG et al., 2003; LIAO; LAUFS, 2005; MURPHY et al., 2001; PAHAN 

et al., 1997; ROMANO et al., 2000; SANTODOMINGO-GARZÓN et al., 2006; 

TAKEMOTO; LIAO, 2001; WAGNER et al., 2002; WAGNER; SCHWABE; HECKER, 

2002; WEITZ-SCHMIDT et al., 2001; YOUSSEF, STUVE, PATARROYO, 2002). 

Entretanto o papel da atorvastatina na mucosite oral experimental não havia sido 

escrito na literatura até a publicação do nosso trabalho (MEDEIROS et al., 2010). 

 

O efeito protetor da atorvastatina na mucosite oral, observado no presente 

estudo, é demonstrado inicialmente pela redução da lesão macroscópica e 

microscópica induzida por 5-fluorouracil no 5º e 10º dia da mucosite oral e está 

associado à redução na infiltração de neutrófilos na mucosa oral, detectada pela 

análise histopatológica e pela atividade de mieloperoxidase. A mieloperoxidase é 

uma enzima microbicida e representa 2 a 5% do total de proteínas celulares 

presente nos grânulos azurófilos dos neutrófilos, sendo amplamente utilizada como 

marcador da presença de neutrófilos no tecido inflamado (BOS; WEVER; ROOS, 1978; 

BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982). Estudos anteriores demonstraram 

que as estatinas diminuem a expressão de moléculas de adesão intercelular (ICAM-

1) e do fator de ativação de leucócitos (LFA-1), além de inibir a interação ente ICAM-

1–LFA-1, resultando em inibição da ativação de neutrófilos (WEITZ-SCHMIDT et al., 

2001). O tratamento de pacientes pós-infarto com ATV também reduz a expressão 

de moléculas de adesão, ICAM e selectina E, envolvidas na migração de neutrófilos 

(BALDASSARRE et al., 2009). Adicionalmente, foi demonstrado que ATV reduz a 

migração transendotelial dos neutrófilos mediada pelo fator quimiotático formil-

metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), por reduzir a ativação Rho nos neutrófilos, 

mediada por (fMLP). Em um modelo de artrite induzida por adjuvante, ATV (1-10 mg) 

diminui o influxo de neutrófilos e a concentração de citocinas (IL-1β, IL-6 and TNF-α) 

e quimiocinas (CCL5 and CCL2) (BARSANTE et al., 2005). 

Na presente investigação, mostrou-se que os animais submetidos à 

mucosite oral induzida por 5-FU apresentaram níveis de TNF-α aumentados no 



    

tecido da mucosa jugal no 5º do modelo experimental, o que não foi evidenciado 

para os níveis de IL1-β. No 10º dia, evidenciou-se aumento nos níveis de ambas as 

citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL1-β na mucosa jugal dos hamsters com MO. 

Esses dados são confirmados por estudos clínicos que sugerem a participação de 

TNF-α e IL-1β na fisiopatologia da mucosite oral induzida por radioterapia (EPSTEIN 

et al., 1986; EPSTEIN et al., 1989; EPSTEIN et al., 2001).  

 

Demonstramos que ATV 1 ou 5 mg/Kg reduziu os níveis de TNF-α no 5º 

dia do modelo experimental e ATV 1 mg/Kg diminuiu os níveis de TNF-α e IL1-β no 

10º dia da MO induzida por 5-FU. Vale ressaltar ainda, que no presente trabalho, o 

tratamento com ATV 1 ou 5 mg/Kg, durante 5 dias, reduziu consideravelmente, a 

marcação imunohistoquímica para TNF-α na mucosa jugal de hamsters. De forma 

similar aos nossos dados, outros autores mostraram que atorvastatina diminui a 

produção de citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β (BARSANTE et al., 2005; 

FERRO et al., 2000; SOLHEIM et al., 2001; SUN  et al., 2009). Estudo realizado no 

nosso laboratório demonstrou que agentes capazes de inibir a síntese de citocinas, 

como pentoxifilina e talidomida, possuem efeito protetor na mucosite oral induzida 

por 5-FU em hamsters (LIMA et al., 2005). De fato, o efeito protetor da atorvastatina 

na mucosite oral, evidenciado no presente trabalho, pode ser explicado, em parte, 

pela capacidade de inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias.  

 

Levando em consideração que a liberação de citocinas pró-inflamatórias 

são largamente dependentes do fator de transcrição NF-kB (WU, 2005), decidimos 

avaliar a participação do NF-kB na mucosite oral induzida por 5-FU. O NF-kappaB 

(NF-kB) é o fator de transcrição eucariótico mais estudado pelo importante 

envolvimento com vias de transdução de sinal, papel na hematopoiese, imunidade 

inata e adaptativa, bem como participa de processos neuro-degenerativos 

(HAYDEN; GHOSH, 2004). De fato o NF-kB não é uma proteína simples, mas uma 

família de dímeros protéicos, que se ligam a uma seqüência comum conhecida 

como sítio KB (KARIN; LIN, 2002). Em mamíferos, cinco membros foram 

identificados e constituem o p50 (NF-κB1), p52 (NF-κB2), p65 (RelA), c-Rel, and Rel-

B. O p50/p65 e seus homodímeros correspondentes são amplamente expressos na 

maioria das células (KARIN; LIN, 2002).  

 



    

Duas vias regulam a atividade dessas proteínas: a via NF-kB canônica, 

que normalmente é ativada em resposta a infecções virais, microbianas ou em 

resposta a exposição de citocinas pró-inflamatórias e a via alternativa que é ativada 

por alguns membros da família do fator de necrose tumoral (KARIN; LIN, 2002). O 

NF-kB-p65 é um membro da via canônica, enquanto o NF-kB-p50 e Ikkα fazem parte 

da via alternativa. O NF-kB tem um papel fundamental na regulação da expressão 

de numerosos genes envolvidos nas respostas imunes ou inflamatórias (BOWIE; 

O'NEIL, 2000; SHA,  1998). No citoplasma ele pode está ligado ao inibidor IKappa B 

(IkB), sendo necessário um estímulo adequado para fosforilar o IkB, e liberar o NF-

kB. Uma vez no núcleo, o NF-kB regula diversos genes, incluindo citocinas pró-

inflamatórias e NOSi (LIOU, 2002). 
 

Considerando o exposto, nossos dados demonstraram um aumento da 

expressão do fator de transcrição NF-kB-p50 na mucosa jugal dos hamsters com 

MO determinada por Western Blot, e evidenciamos uma maior marcação por 

imunohistoquímica. Observamos também uma maior imunomarcação para o NF-kB 

p-50 NLS na mucosa jugal de hamsters com mucosite oral induzida por 5-FU. Esses 

resultados podem indicar que o NF-kB p50 contribui para a síntese de mediadores 

inflamatórios produzidos na mucosite oral, através da via alternativa do NF-kB. 

Esses dados estão de acordo com evidências que confirmam a participação do NF-

kB na sinalização e amplificação da mucosite oral (REDDING, 2005; SONIS, 2002; 

SONIS et al., 2002; SONIS, 2004b).  

 

A maioria dos agentes anti-neoplásicos promovem toxicidade nas células 

normais da mucosa do trato gastrintestinal, especificamente na cavidade oral, pela 

ativação do NF-kB com conseqüente apoptose das células normais (ARLT et al., 

2001; DONEPUDI et al., 2001; KATO et al., 2000; WELDON et al., 2001). Entretanto, 

o 5-fluorouracil, quimioterápico utilizado no presente estudo, suprime o NF-kB nas 

células tumorais da glândula salivar humana e nas células do tecido normal mediada 

pelo aumento da expressão do IkB-α (AOTA et al., 2000). Além disso, esses autores 

sugerem que o 5-FU induz apoptose como uma conseqüência da supressão do NF-

kB, que leva a inativação de proteínas anti-apoptóticas (TRAF-2 e c-IAP). O 

resultado do trabalho de Aota et al. (2000) parece ser conflitante com o nosso 

achado de aumento da expressão do NF-kB na mucosa jugal dos animais 



    

submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU. Embora o 5-fluorouracil promova 

supressão do NF-kB, para mediar o dano inicial no tecido normal, as respostas 

subseqüentes ao dano celular resultam em aumento da expressão do NF-kB.  A 

apoptose das células epiteliais induzida por 5-FU promove outras respostas 

biológicas complexas que contribuem para o aumento da expressão do NF-kB 

mediado por espécies reativas de oxigênio e outros mediadores inflamatórios, como 

TNF-α (REDDING, 2005; SONIS, 2004b). 

 

Nossos resultados mostraram que atorvastatina 1 ou 5 mg/Kg reduziu 

consideravelmente o aumento da expressão do NF-kB-p50, por western blot e a 

imunomarcação do NF-kB-p50 e NF-kB-p50 NLS na mucosa jugal dos hamsters com 

MO induzida por 5-FU. Esses achados estão de acordo com trabalhos descritos 

previamente, onde os autores sugerem que as estatinas diminuem a ativação do NF-

kB, especificamente por diminuir a fosforilação e a degradação do inibidor do NF-kB, 

IKappa B, por um caminho dependente da síntese do mevalonato (HILGENDORFF 

et al., 2003; LIN et al., 2005; PLANAVILA; LAGUNA; VAZQUEZ-CARRERA, 2005; 

PRASAD et al., 2005).  

 

Prosseguindo no estudo, dados da literatura revelam que as citocinas pró-

inflamatórias são conhecidas por estimular a expressão da enzima óxido nítrico 

sintase induzida (NOSi) em vários tipos de células (MONCADA et al., 1991), com 

conseqüente produção de óxido nítrico. A participação do óxido nítrico no 

desenvolvimento da mucosite oral foi descrita anteriormente em trabalho realizado 

no nosso laboratório, no qual o tratamento com inibidores da enzima óxido nítrico 

sintase induzida (NOSi) (1400 W e aminoguanidina) melhorou a mucosite oral 

induzida por 5-FU (LEITÃO et al., 2007). No presente trabalho, observou-se 

aumento dos níveis de nitrito e maior marcação imunohistoquímica para NOSi na 

mucosa jugal de animais submetidos à mucosite oral por 5-FU, o que sugere 

aumento da síntese de óxido nítrico no tecido.  

 

Este gás possui um efeito dual, existem evidências do envolvimento do 

NO em funções benéficas e também prejudiciais. Os efeitos benéficos podem incluir 

a atividade antimicrobiana e a modulação imunitária (ALLAKER et al., 2001; 

KRÖNCKE et al., 1997). Por outro lado, os efeitos prejudiciais incluem uma ação 



    

citotóxica para os tecidos do hospedeiro adjacentes, resultando em lesão tecidual 

em várias patologias inflamatórias (BOUGHTON-SMITH et al., 1993; CHEN et al., 

1996; DICKSON et al., 1999; FANG, 1997; FORD et al., 1997; HUTCHESON et al., 

1990; KOLB-BACHOFEN et al., 1994; LAPPIN et al., 2000; LEITÃO et al., 2004, 

2005; LOHINAI et al., 2001; MIDDLETON et al., 1993; PARKINSON et al., 1997; 

PETROS et al., 1991; PETROS; BENNETT; VALLANCE, 1994; ROCHA et al., 2002; 

SINGER et al., 1996; SORRELLS et al., 1996; SOUZA-FILHO et al., 1997; 

STEFANOVIC-RACIC et al., 1993; TEPPERMAN et al., 1993; UNNO et al., 1997). 

 

O presente estudo demonstrou que ATV 1 ou 5 mg/kg claramente diminuiu 

os níveis de nitrito e reduziu a imunomarcação para NOSi na mucosa jugal dos 

hamsters submetidos a MO, o que resulta em uma proteção do tecido. Vários dados 

da literatura sugerem que a atorvastatina interfere com a produção de óxido nítrico, 

especificamente por regular a expressão das enzimas óxido nítrico sintase induzida 

ou constitutiva. Atorvastatina inibe a expressão da enzima NOSi induzida por 

citocinas no endotélio da aorta de ratos, entretanto este efeito não foi observado no 

músculo liso (WAGNER; SCHWABE; HECKER, 2002). Estes autores ainda sugerem 

que a atorvastatina atenua a translocação nuclear do fator de transcrição NF-kB e do 

fator transdutor de sinal e ativador de transcrição-1 (STAT-1), fornecendo, dessa 

forma, o mecanismo molecular para explicar o efeito inibitório na expressão 

endotelial da NOSi. Portanto a inibição da ativação do NF-kB encontrado no nosso 

trabalho pode ser uma explicação para a diminuição da expressão da NOSi na 

mucosite oral induzida por 5-FU mostrado aqui. Outros autores demonstraram que 

as estatinas diminuem a expressão endotelial da NOSi no rim de ratos transgênicos 

que expressam renina e angiotensina humana (PARK et al., 2000) e no endotélio de 

coelhos com hipercolesterolemia (ALFON et al., 1999).  

 

De forma contrária, outros estudos sugerem que as estatinas aumentam a 

expressão da enzima óxido nítrico sintase induzida por IL-1 β nas células do 

músculo liso da aorta de ratos (MUNIYAPPA et al., 2000) e em miócitos cardíacos 

(IKEDA et al., 2001), mediada pela inibição da proteina G, especificamente da 

família Rho. Em suma, a participação das estatinas na expressão da NOSi é 

bastante complexa. Conforme descrito anteriormente, alguns trabalhos mostram a 

inibição da expressão (ALFON et al., 1999; PARK et al., 2000; WAGNER; 



    

SCHWABE; HECKER, 2002), outros sugerem aumento da expressão da NOSi 

(FINDER et al., 1997; HAUSDING et al., 2000; IKEDA et al., 2001; KOLYADA; 

FEDTSOV; MADIAS, 2001; MUNIYAPPA et al., 2000).  

 

Uma explicação razoável para esta controvérsia pode está relacionada 

aos diferentes estímulos inflamatórios para induzir a expressão da NOSi e também 

os diferentes tipos de células utilizados nas condições experimentais. As estatinas 

também interferem com a expressão da NOSe por meio de três mecanismos bem 

estabelecidos: primeiro, por prolongar o tempo de meia-vida do RNAm da NOSe 

(LAUFS; LIAO, 1998), segundo por reduzir a proteína de membrana caveolin-1, 

responsável por inibir a NOSe (PLENZ et al., 2004) e terceiro por promover a 

ativação da via fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K)/proteína cinase Akt que aumenta a 

atividade da NOSe (SIMONCINI et al., 2000).  

 

O fato de a atorvastatina ter diminuído os níveis de nitrito na mucosa jugal 

dos animais com mucosite oral parece não corroborar com a importância da 

produção local de NO pelos neutrófilos para a atividade microbicida destas células, 

principalmente na fase ulcerativa da mucosite oral, onde ocorre proliferação de 

microorganismos, principalmente bactérias (SONIS, 2004b). Entretanto, a diminuição 

dos níveis de nitrito, nos grupos com MO e tratados com ATV, demonstrado no 

presente estudo, é relevante, pois o NO participa da patogenia da MO (LEITÃO et 

al., 2007;  SONIS et al., 2002). O que nos leva a crer que o efeito protetor da ATV na 

mucosite oral pode ser explicado também pela diminuição do NO. 

 

Adicionalmente, nós demonstramos que os estoques de glutationa na 

mucosa jugal dos hamsters submetidos a MO por 5-FU estão diminuídos quando 

comparados com os animais normais, o que aumenta a injúria celular. Corroborando 

com nossos dados, a diminuição dos estoques de glutationa na MO induzida por 5-

FU foi previamente constatada em um estudo realizado no nosso laboratório 

(LEITÃO et al., 2008). Na presente investigação, atorvastatina 1 mg/kg restaurou os 

níveis de glutationa no décimo dia do modelo experimental, o que sugere uma 

diminuição no estresse oxidativo e um efeito protetor na injúria tecidual, uma vez que 

a geração de estresse oxidativo e liberação de espécies reativas de oxigênio 

constituem uma das etapas iniciais para o desenvolvimento da mucosite oral 



    

(SONIS, 2004). O estresse oxidativo é definido como uma mudança no balanço pró-

oxidante/antioxidante em favor do primeiro componente, com conseqüente dano as 

macromoléculas biológicas e disfunção celular (SUYS et al., 2007).  

 

Ademais, glutationa (GSH) é um tripeptídeo contendo tiol, que 

desempenha um papel central na defesa contra danos oxidativos e em vias de 

sinalização. Após a oxidação, GSH é transformado em glutationa dissulfeto (GSSG). 

As concentrações de GSH e GSSG são indicadores de funcionalidade celular e 

estresse oxidativo (BALLATORI et al., 2009). Este antioxidante intracelular está 

envolvido em várias funções biológicas, incluindo remoção de radicais livres, 

detoxificação de xenobióticos e carginógenos, reações redox, biossíntese de DNA e 

proteínas (JOHNSON et al., 2003). Assim, nossos resultados sugerem que a 

administração de ATV restaurando os níveis de glutationa, protege o dano e regula a 

proliferação celular após exposição ao 5-fluorouracil, responsável por gerar 

quantidades tóxicas de radicais livres.  

 

De forma similar aos nossos resultados, outros estudos confirmaram os 

efeitos antioxidantes das estatinas. Lovastatina e simvastatina previniram o estresse 

oxidativo na lesão aterosclerótica (PUTTANANJAIAH et al., 2010). Atorvastatina 

demonstrou efeito antioxidante nos pacientes com aterosclerose, evidenciado por 

redução nos níveis de malonaldeido (MDA) e aumento na atividade das enzimas 

antioxidantes glutationa peroxidase e superóxido desmutase (LI et al., 2010). O 

efeito antioxidante da atorvastatina também foi evidenciado em um modelo 

experimental em ratos, com dieta rica em colesterol (YASIM et al., 2010). As 

estatinas também diminuem o estresse oxidativo envolvido nos mecanismos de 

arritmias cardíacas (BLOOM et al., 2010). 

 

Dando continuidade ao nosso estudo, nós demonstramos que animais 

com MO induzida por 5-FU apresentaram maior taxa de mortalidade quando 

comparados com os hamsters normais, este resultado é consistente com dados da 

literatura que sugerem que a mucosite oral é extremamente debilitante e causa 

dificuldades alimentares com perda ponderal para o paciente com mucosite oral 

(ELTING et al., 2007), bem como para os animais submetidos a MO experimental 

(LIMA et al., 2005).  



    

Embora a atorvastatina, no presente estudo, tenha considerável efeito 

protetor na mucosite oral, curiosamente, nós observamos que altas doses de ATV (5 

e 10 mg/Kg) reduz a taxa de sobrevida dos animais com mucosite oral, depois do 

quinto dia do modelo experimental, comparados com o grupo 5-FU. Esse dado 

sugere uma interação negativa entre 5-fluorouracil e atorvastatina. As doses de 

atorvastatina (5 e 10 mg/Kg) descritas no presente estudo são proporcionalmente 

maiores que as utilizadas na prática clínica, cerca de 4 e 9 vezes maiores, em 

mg/Kg de massa corpórea, respectivamente. Uma vez que a dose máxima de 

atorvastatina recomendada na prática clínica é 80 mg/dia (WATERS, 2005; ARCA, 

2007). Esta dose corresponde a pouco mais de 1 mg/Kg, dose que teve efeito 

positivo no nosso estudo, com o mínimo de efeitos colaterais. 

 

As doses de atorvastatina, utilizadas na nossa investigação, estão de 

acordo com outros estudos experimentais que sugerem evidências dos efeitos 

pleiotrópicos das estatinas (ANDERSON et al., 1995; ESSIG et al., 1998; LAUFS et 

al., 1997; LAUFS et al., 2000; TORRENS et al., 2009). Entretanto, doses 

proporcionalmente maiores que as utilizadas na prática clínica representam um dos 

problemas mais comuns nos modelos experimentais com animais, o que limita, em 

parte, a combinação de dados clínicos com dados experimentais (BLANCO-COLIO 

et al., 2003).  

 

Para esclarecer a hipótese de interação negativa entre 5-FU e ATV, nós 

fizemos uma avaliação sistêmica dos animais no 5° d ia da MO, com análise 

histopatológica dos principais órgãos (fígado, rim, coração e pulmão), determinação 

do leucograma e parâmetros bioquímicos. Escolhemos as doses de atorvastatina 1 e 

5 mg/Kg e não realizamos estudo dos parâmetros sistêmicos com a dose de 10 

mg/Kg, uma vez que estes animais apresentaram mortalidade semelhante aos 

hamsters do grupo 5-FU/ATV 5. 

 

Nossos resultados revelaram que os animais tratados apenas com ATV 5 

mg/Kg sem MO (grupo salina/ATV 5) não apresentaram mudanças nos níveis 

séricos das transaminases hepáticas, aspartato amino transferase (AST) e alanina 

amino transferase (ALT), bem como não existiam evidências histopatológicas de 

alterações hepáticas. Estes resultados estão de acordo com estudos prévios que 



    

mostraram uma baixa incidência de elevação das transaminases hepáticas e rara 

progressão para insuficiência hepática durante a terapia com estatinas (COHEN et 

al., 2006; NAKAD et al., 1999; RIDRUEJO; MANDO, 2002; TOLMAN, 2002; 

VUPPALANCHI et al., 2006;  WATERS, 2005).  

 

Outros dados sugerem que o consumo de estatinas se relaciona com 

elevação moderada nos níveis das transaminases hepáticas que geralmente é 

autolimitada e reversível, após a descontinuação do tratamento (DAVIDSON, 2001). 

A origem desta alteração, na maioria das vezes, deve-se a um aumento nos valores 

do colesterol, bem como as causas hepáticas, como infecção, fígado com gordura e 

alcoolismo (BRUGUERA et al., 2005).  

 

Embora alguns autores atribuam à atorvastatina um maior envolvimento 

com a hepatotoxicidade (ABOURJAILY; ALSHEIKH-ALI; KARAS, 2003), na literatura 

existe um escasso número de efeitos adversos hepáticos relatados. Existem 

evidências de que o consumo de atorvastatina está associado com elevação 

assintomática das transaminases (BLACK; BAKKER-ARKEMA; NAWROCKI, 1998), 

quadros de hepatite colestática (WIERZBICKI; CROOK, 1999), hepatite aguda 

(NAKAD et al., 1999), insuficiência hepática fulminante (PERGER et al., 2003) e 

hepatite imunológica (PELLI; SETTI, 2004). Em uma investigação com mais de 4000 

pacientes tratados com atorvastatina, apenas um paciente desenvolveu icterícia 

colestática (BLACK; BAKKER-ARKEMA; NAWROCKI, 1998). 

 

Curiosamente, na presente investigação, a combinação de atorvastatina (5 

mg/kg) com o 5-FU resultou em aumento nos níveis das transaminases hepáticas 

AST e ALT, no quinto dia do experimento. Este dado foi associado a alterações 

hepáticas, como vacuolização, necrose focal e infiltrado inflamatório, evidenciadas 

por histopatológico. Ademais, nós acreditamos que a intensidade da lesão hepática, 

analisada isoladamente, não é responsável pelo aumento da mortalidade dos 

hamsters. Nós não investigamos o mecanismo pelo qual a associação 5-FU+ATV 

promoveu lesão hepática, entretanto especulamos se o dano hepático não seria 

mediado por toxicidade direta no fígado. Uma vez que atorvastatina é metabolizada 

pelo citocromo P 450 (CORSINI et al., 1999) e o 5-FU é inativado por redução do 



    

anel de pirimidina pela ação da enzima diidropirimidina desidrogenase encontrada 

no fígado e em outros tecidos (GREM, 2001). 

 

Em relação aos aspectos sistêmicos, nós observamos que a contagem de 

leucócitos no quinto dia da mucosite oral revelou amplificação da leucopenia, 

neutropenia e linfopenia em animais tratados com ATV 5 mg/kg e submetidos a MO 

induzida por 5-FU. Leucopenia é o evento esperado em pacientes tratados com a 

maioria dos agentes quimioterápicos e é consistente com um estudo realizado no 

nosso laboratório que mostrou leucopenia em animais submetidos à mucosite oral 

experimental (LIMA et al., 2005). Embora leucopenia não seja descrita como uma 

reação adversa usual das estatinas, quando utilizadas isoladamente, várias 

estatinas exibiram previamente efeitos antiproliferativos nas células tumorais, 

mediada por ação regulatória no ciclo celular (CHAN; OZA; SIU, 2003; DEMIERRE 

et al., 2005; KEYOMARSI et al., 1991;). 

 

O mecanismo exato dos efeitos das estatinas no crescimento e 

proliferação das células não está completamente esclarecido. Acredita-se que as 

estatinas têm grandes efeitos sobre as células porque inibem a formação de 

compostos isoprenóides, farnesil pirofosfato e geranilgeranil pirofosfato, essenciais 

para a isoprenilação de proteínas G de baixo peso molecular, Ras, Rho e Rab. Estas 

proteínas são essenciais para a transdução de sinal, proliferação, apoptose e 

diferenciação das células (NEWMAN; MAGEE, 1993).  

 

Juntamente com a lesão hepática, nós especulamos se a amplificação da 

leucopenia, mediada por atorvastatina, explica a alta mortalidade do grupo de 

animais com MO e tratados com ATV 5 mg/Kg. Sabe-se que pacientes com 

neutropenia e mucosite oral possuem um risco relativamente maior de desenvolver 

infecção do que os indivíduos sem mucosite (ETING et al., 2003). Outros dados 

mostraram que a infecção é uma das maiores causas de mortalidade em pacientes 

com MO e tratados com agente quimioterápico e que o risco de infecção aumenta 

com a severidade e duração da neutropenia (NAIDU et al., 2004).  

 

Com o intuito de investigar se a diminuição da sobrevida dos animais 

estava relacionada a infecção bacteriana secundária a leucopenia, nós realizamos 



    

cultura microbiológica do sangue dos animais no quinto dia do experimento. Os 

grupos TM e salina/ATV 5 exibiram bacteremia em poucos animais e não foi 

associado com mortes, todos os hamsters sobreviveram durante os 10 dias do 

experimento. Nós especulamos que o estresse da anestesia e o trauma mecânico 

podem resultar na translocação da microflora da mucosa jugal para a circulação 

sistêmica dos animais, com conseqüente bacteremia por bactéria Gram positiva. Os 

hamsters com mucosite oral induzida por 5-FU e tratados com salina ou 

salina/etanol ou ATV 1 (5-FU/ATV 1) exibiram bacteremia, mas com predominância 

de bactéria gram positiva (staphylococcus coagulase negativo) e embora 

leucopênicos, foram capazes de sobreviver. 

 

Por outro lado, os animais 5-FU/ATV 5 tiveram bacteremia por bactéria 

Gram negativa. A bacteremia pode ter contribuído para a elevada taxa de 

mortalidade neste grupo. Nós especulamos que a incapacidade dos animais para 

resolver a infecção sistêmica se associa à severa leucopenia e mais 

especificamente a neutropenia, que foi amplificada após a associação do tratamento 

do 5-FU com ATV 5. Neutropenia e deficiências dos neutrófilos estão relacionadas 

com infecções bacterianas. Os grânulos dos neutrófilos contêm uma grande 

diversidade de proteínas que têm atividade antimicrobiana direta (KLEBANOFF, 

2005; NAUSEEF, 2007).  

 

O fato de os animais 5-FU/ATV 5 terem bacteremia é uma aparente 

contradição com a demonstração prévia de que o tratamento de pacientes com 

atorvastatina reduziu a mortalidade causada por sepse (ALMONG, 2003; 

MCGROWN; BROOKES, 2007), bem como, para o fato de que atorvastatina 

melhorou a sobrevida de camundongos submetidos à sepse experimental (MERX et 

al., 2004). Uma possível explicação consiste no fato de que atorvastatina controla a 

inflamação na sepse em pacientes que estão inicialmente imunocompetentes 

(KRUGER et al., 2006). Em conclusão, o tratamento com ATV mostrou uma ação 

protetora importante na MO induzida por 5-FU. Entretanto a associação de 5-FU 

com altas doses de ATV merece atenção, em relação à hepatotoxicidade e 

leucopenia. A possibilidade de utilizar atorvastatina no tratamento da mucosite oral 

em humanos merece mais investigações. 

 



    

6. CONCLUSÕES 

 

 

• A atorvastatina preveniu a mucosite oral induzida por 5-fluorouracil, 

evidenciada por análise macroscópica e microscópica da mucosa jugal dos 

hamsters, bem como pela melhora de vários parâmetros inflamatórios e 

oxidantes. 

 

 

• A associação de 5-fluorouracil e atorvastatina em altas doses (5 e 10 mg/Kg) 

aumentou a taxa de mortalidade dos animais, causando alterações hepáticas, 

amplificação do leucograma e bacteremia. 
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