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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

INVESTIGAÇÃO DOS EFEITOS PLEIOTRÓPICOS CARDIOVASCULARES 

E MICROCIRCULATÓRIOS DA SINVASTATINA EM UM MODELO DE 

HIPERTENSÃO ARTERIAL E HIPERPERMEABILIDADE 

MICROVASCULAR 

 

RESUMO 

 TESE DE DOUTORADO 

 Felipe Santos Simões de Freitas 

As estatinas são amplamente utilizadas no tratamento da dislipidemia, que está 

frequentemente associada com anormalidades cardiovasculares, incluindo a hipertensão 

arterial. A rarefação microvascular e disfunção endotelial são fatores de risco para a 

ocorrência de lesões em órgãos-alvo na hipertensão arterial. O objetivo do projeto de tese foi 

investigar os efeitos agudos da sinvastatina (SINVA) sobre a microcirculação cerebral e 

função endotelial em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e os efeitos do tratamento 

com sinvastatina em um modelo de hiperpermeabilidade microvascular induzido pela 

bradicinina. Ratos machos normotensos (WKY) e hipertensos foram dividos em 4 grupos 

experimentais, e foram tratados por gavagem com salina (WKY-CTL e SHR-CTL) ou 

sinvastatina 30 mg/kg/dia (WKY+SINVA e SHR+SINVA) durante 3 dias consecutivos. Para 

investigação dos efeitos do tratamento com sinvastatina (SINVA) sobre a 

hiperpermeabilidade microvascular induzida pela bradicinina (BK), os ratos foram 

inicialmente divididos em dois grupos experimentais (n=8), o grupo BK, onde os animais 

foram administrados com salina e o grupo BK+SINVA, tratados com sinvastatina (5 mg/kg), 

por via intraperitoneal, 24 horas antes da indução da hiperpermeabilidade vascular utilizando 

a concentrações crescentes de bradicinina na superfície do músculo cremaster. O tratamento 

com sinvastatina reduziu a pressão arterial, reverteu a rarefação microvascular funcional 

cerebral e muscular, além de melhorar a vasodilatação arteriolar dependente de endotélio, 

acompanhado do aumento na expressão da enzima eNOS, e normalização do fluxo sanguíneo 

cerebral em ratos hipertensos. Além disso, o tratamento com sinvastatina teve um efeito anti-

inflamatório vascular, reduzindo o rolamento e adesão de leucócitos em vênulas cerebrais, 

diminuiu o estresse oxidativo e aumentou a capacidade antioxidante no músculo e cérebro de 

ratos hipertensos. Os efeitos cardiovasculares benéficos observados com o tratamento de 

sinvastatina neste estudo foram completamente independentes dos níveis de colesterol, uma 

vez que os ratos hipertensos utilizados não apresentam hipercolesterolemia comparado com 

ratos normotensos, e o tratamento com sinvastatina durante três dias não alterou os níveis 

séricos de colesterol. Adicionalmente, o tratamento agudo com sinvastatina foi capaz de 

prevenir o aumento da permeabilidade microvascular induzido pela bradicinina. Os efeitos 

microcirculatórios e cardiovasculares da sinvastatina observados no presente estudo podem 

contribuir sobremaneira para a ampliação das indicações terapêuticas dessa classe 

farmacológica na hipertensão arterial, independente dos níveis de colesterol. 



xiv 

 

 

 
 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

 ABSTRACT 

 

 TESE DE DOUTORADO 

 Felipe Santos Simões de Freitas 

Statins are widely used in the treatment of dyslipidemia, which is usually associated with 

cardiovascular abnormalities including hypertension. Microvascular rarefaction and 

endothelial dysfunction are aggravating factors of hypertensive end-organ damage. Thus, this 

study was designed to investigate the acute effects of simvastatin (SINVA) on cerebral 

microcirculation and endothelial function in spontaneously hypertensive rats (SHR) and the 

simvastatin effects on bradykinin-induced increases in microvascular permeability. Male 

Wistar normotensive rats (WKY) and SHR were divided into 4 groups of 8 animals each: 

WKY-CTL and SHR-CTL treated with 0.9% saline solution, and WKY+SINVA e 

SHR+SINVA treated with SIM 30 mg/kg/day during 3 days by gavage. In order to investigate 

the effects of simvastatin on microvascular hyperpermeability induced by bradykinin (BK), 

male rats were divided in two groups, BK group, treated with saline and BK+SINVA group 

treated with SINVA (5 mg/kg; i.p) 24 hours prior to the induction of microvascular 

hyperpermeability with rising concentrations of BK on the cremaster muscle surface. 

Simvastatin treatment reduced blood pressure, reversed functional microvascular rarefaction 

in the brain and skeletal muscle of hypertensive rats, as well as, improved endothelial-

dependent arteriolar vasodilation, followed by an increase on brain eNOS expression and 

microvascular cerebral blood flow in hypertensive rats. Moreover, simvastatin had an anti-

inflammatory effect, reducing leukocyte rolling and adhesion in cerebral microvessles, and 

reduced oxidative stress in the skeletal muscle and brain of hypertensive rats. The 

cardiovascular benefits observed with simvastatin treatment in this study, were completely 

independent of cholesterol levels, as the hypertensive rats did not present 

hypercholesterolemia compared with normotensive rats, and simvastatin treatment during 3 

days did not alter cholesterol levels of any experimental group. Furthermore, acute treatment 

with simvastatin was able to prevent the bradykinin-induced increase in microvascular 

permeability. The microcirculatory and cardiovascular effects could turn out to be a new 

therapeutic approach for improving microcirculatory function in hypertensive patients, 

independently of cholesterol levels.  
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1. Introdução 

 

A hipertensão arterial é uma doença que acomete mais de um quarto da população 

adulta mundial e mais da metade da população idosa, sendo o principal fator de risco para 

doenças cerebrovasculares e o segundo fator de risco, para os acidentes 

vasculares cerebrais (AVC) hemorrágico e isquêmico (1). A hipertensão está, ainda, associada 

às demais doenças e condições crônicas, tais como doença renal crônica, diabetes, e 

demência, principalmente em indivíduos idosos. As doenças cardiovasculares, no Brasil, têm 

gerado elevado número de mortes prematuras, perda de qualidade de vida, alto grau de 

limitação das pessoas em suas atividades de trabalho e de lazer, além de ocasionar impactos 

econômicos negativos para as famílias, as comunidades e a sociedade em geral, resultando no 

agravamento das iniquidades sociais e da pobreza (2).  

Nos últimos 50 anos, linhagens de ratos com hipertensão herdada geneticamente foram 

desenvolvidas. O modelo de hipertensão mais extensivamente estudado provavelmente é o de 

ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Possui especificidade e predisposição genética 

uniforme (3), permitindo o estudo das causas, mecanismos e fisiopatologia da hipertensão 

arterial, assim como suas consequências comportamentais. O SHR também é bastante 

utilizado para a comparação da eficácia de intervenções terapêuticas propostas para o uso 

clínico de fármacos. Mecanismos neuro-hormonais centrais constituem o principal gatilho no 

SHR (3) e fornecem um modelo de hipertensão excelente para a investigação de novos 

mecanismos de ação de fármacos em diferentes estágios da hipertensão arterial, como por 

exemplo, os efeitos das estatinas independente da redução dos níveis de colesterol. 

Desde 1964, o SHR representa um excelente modelo experimental para os estudos da 

doença cardiovascular hipertensiva (4, 5). Alterações cerebrovasculares relacionadas à longa 

duração da injúria hipertensiva também foram observadas (6). Estudos mais recentes, usando 

o SHR como um modelo animal de modificações cerebrais induzidas pela hipertensão, 

demonstraram claramente que a hipertensão, quando combinada com a idade, altera 

significativamente a resistência e reatividade cerebrovascular (7). Outros estudos também 

confirmaram que os SHR poderiam representar um modelo de alteração comportamental 

adequado para teste de drogas com potencial utilidade terapêutica para o tratamento de 

distúrbios neurovasculares induzidos pela hipertensão, como o déficit cognitivo (8). Existem 

evidências clínicas consistentes indicando que pacientes com hipertensão arterial primária 

apresentam modificações funcionais e estruturais da microcirculação associadas à disfunção 

endotelial que podem contribuir para o desenvolvimento da disfunção cognitiva (9-11). 
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Experimentalmente, os SHR apresentam modificações microvasculares semelhantes àquelas 

descritas na hipertensão arterial humana (12-14). 

Logo, os SHR representam um modelo extensivamente investigado para a avaliação 

dos danos cerebrais e as possibilidades de tratamento. A elevação tempo-dependente da 

pressão arterial, a ocorrência de atrofia cerebral, perda neuronal, e alterações gliais são 

fenômenos similares aos presentes nas alterações cerebrais em pacientes hipertensos. A 

restrição do fluxo sanguíneo cerebral causa alterações na microcirculação do córtex cerebral 

de acordo com a ordem de ramificação arteriolar (15). As alterações mais evidentes são a 

obstrução de microvasos e adesão leucocitária capaz de exacerbar a injúria endotelial 

produzindo espécies reativas de oxigênio, com consequente lesão da barreira 

hematoencefálica (15) Com isso, o SHR, pode ser considerado um modelo aceitável de injúria 

cerebral induzida pela hipertensão, que seria possivelmente revertida pelo tratamento 

apropriado com anti-hipertensivos.  

 Diversos estudos têm demonstrado os efeitos benéficos de diferentes estatinas na 

hipertensão arterial (16-18), utilizando diferentes modelos experimentas, incluindo os SHRs 

(19, 20).  Além disso, foi demonstrado que as estatinas são capazes de reduzir a 

responsividade a vasoconstritores, e a expressão de pequenas GTPases, sugerindo que estes 

mecanismos poderiam contribuir com as ações anti-hipertensivas das estatinas (21). No 

entanto, estudos que caracterizem os efeitos microvasculares das estatinas independentes dos 

níveis de colesterol na hipertensão ainda são escassos.  
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1.2 Estatinas 

 

As estatinas, inibidores da 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA) redutase, 

são usadas extensivamente no tratamento das dislipidemias, sendo potentes inibidores da 

biossíntese de colesterol. Atualmente, os efeitos farmacológicos globais observados com as 

estatinas parecem ser maiores do que aqueles esperados com alterações nos níveis lipídicos, 

sugerindo que esta classe farmacológica possui benefícios além da diminuição dos níveis de 

colesterol (22). Na medicina, as estatinas são amplamente utilizadas com o objetivo de reduzir 

ou normalizar os níveis de colesterol na prevenção primária e secundária de doenças 

cardiovasculares.  De fato, estudos clínicos e experimentais demonstraram que as estatinas 

são capazes de induzir efeitos farmacológicos favoráveis sobre a função cardiovascular, 

independente dos efeitos sobre os níveis de colesterol, sendo denominados como efeitos 

pleiotrópicos (23). Atualmente, as estatinas são uma das classes farmacológicas mais 

importantes na prevenção do acidente vascular encefálico (AVC) e doença arterial 

coronariana (DAC) (24), prevenindo eventos isquêmicos através dos seus efeitos vasculares 

(25-27).  

As estatinas, ao inibirem a enzima HMG-CoA redutase, também inibem a síntese do 

ácido L-mevalônico ou mevalonato, bloqueando a síntese de outros intermediários 

importantes da via de biossíntese do colesterol, classificados como isoprenóides, tais como o 

farnesilpirofosfato (FPP) e geranilgeranilpirofosfato (GGPP). Esses intermediários servem 

como importantes anexos lipídicos, necessários para a modificação pós-traducional de uma 

variedade de proteínas, e são essenciais para a modulação de diversas vias de sinalização 

intracelular envolvidas na angiogênese, regulação no óxido nítrico (NO) e no estresse 

oxidativo (28). Em particular, a inibição dessas proteínas, cuja localização correta na 

membrana celular e funções dependem da isoprenilação, podem possuir um papel importante 

na mediação dos efeitos pleiotrópicos das estatinas (29, 30). 

A função endotelial representa um importante órgão autócrino e parácrino responsável 

pela regulação da homeostase vascular (31). Deste modo, a preservação da função endotelial 

está diretamente relacionada com o equilíbrio entre mediadores vasodilatadores e 

vasoconstritores, como o NO, prostaciclina (PGI2) e endotelina-1 (ET-1). Estudos recentes 

demonstram que as estatinas atuam sobre a função endotelial, aumentando a produção de 

mediadores vasodilatadores e reduzindo a síntese de moléculas vasoconstritoras (32, 33). 

Logo, o melhor conhecimento dos efeitos pleiotrópicos atribuídos às estatinas podem 

contribuir de forma importante para o tratamento de diversas doenças relacionadas às 

alterações da função endotelial, como na hipertensão arterial.  
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Existem evidências clínicas consistentes indicando que pacientes com hipertensão 

arterial primária apresentam modificações funcionais e estruturais da microcirculação 

associadas à disfunção endotelial (9, 34, 35). Experimentalmente, ratos espontaneamente 

hipertensos, modelo experimental clássico de hipertensão arterial, apresentam modificações 

microvasculares semelhantes àquelas descritas na hipertensão arterial humana (10, 13, 36). 

No entanto, estudos que caracterizem os efeitos microvasculares das estatinas na hipertensão 

ainda são escassos. A detecção qualitativa e quantitativa das alterações microcirculatórias na 

hipertensão é fundamental para acessar o risco cardiovascular e qualidade do tratamento anti-

hipertensivo (37). É importante ressaltar que a redução da pressão arterial no paciente 

hipertenso nem sempre resulta em reversão das alterações microcirculatórias e redução e/ou 

prevenção das lesões de órgãos-alvo (9). Existem poucos estudos investigando os efeitos 

microcirculatórios das estatinas independentes dos níveis de colesterol na hipertensão (38).  

Desta forma, a investigação dos efeitos pleiotrópicos das estatinas sobre a reatividade vascular 

e microcirculação cerebral e muscular na hipertensão poderá contribuir sobremaneira para a 

ampliação dos alvos terapêuticos dessa classe farmacológica. 

 

1.2.1 Mecanismo de inibição da biossíntese do colesterol 

 

Colesterol é um componente essencial das membranas celulares e é o precursor 

imediato dos hormônios esteroides e dos ácidos biliares (39). No entanto, em níveis elevados, 

o colesterol se torna um importante fator de risco para doenças cardiovasculares, como 

demonstrado no estudo de Framingham (40, 41) e em outros ensaios clínicos (42, 43). Apesar 

do colesterol oriundo da dieta contribuir para alterações nos níveis séricos de colesterol, mais 

de dois terços do colesterol do organismo é sintetizado no fígado. Portanto, a inibição da 

biossíntese de colesterol é o alvo de escolha para a redução dos níveis séricos de colesterol.  

A enzima limitante para a biossíntese do colesterol no fígado é a HMG-CoA redutase 

que catalisa a conversão de HMG-CoA em ácido mevalônico (44). Os inibidores da HMG-

CoA redutase, ou estatinas, foram originalmente identificados como metabólitos secundários 

de fungos. A HMG-CoA redutase catalisa a etapa limitante da biossíntese de colesterol, uma 

desacilação redutiva de quatro elétrons da HMG-CoA em CoA e mevalonato (45). 

Um dos primeiros inibidores naturais da HMG-CoA redutase foi a mevastatina 

(compactin, ML-236B), que foi isolada do fungo Penicillium citrinium em 1976 (46).  Em sua 

forma ativa, a mevastatina possui semelhança estrutural com o precursor do colesterol, o 

HMG-CoA.  Quando a mevastatina foi testada em ratos, foi capaz de inibir a biossíntese de 

colesterol com um Ki de 1.4 nM.  No entanto, também causou toxicidade hepatocelular 
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inaceitável e logo seu desenvolvimento clínico foi descontinuado.  Posteriormente, um 

metabólito fúngico mais ativo, a mevinolina ou lovastatina, foi isolado do Aspergillus terreus 

por Alberts e colaboradores em 1980 (45, 47). A lovastatina difere da mevastatina por possuir 

um grupo metil substituído. Comparada com a mevastatina, a lovastatina foi um inibidor mais 

potente da HMG-CoA redutase, com uma Ki de 0.6 nM, porém não causou toxicidade 

hepatocelular quando administrada em ratos. A lovastatina, portanto, se tornou a primeira 

classe de agente redutores dos níveis de colesterol aprovada para o uso clínico em humanos.  

Desde então, algumas novas estatinas, naturais e modificadas quimicamente, tem se 

tornado comercialmente disponíveis, incluindo a pravastatina, sinvastatina, fluvastatina, 

atorvastatina, cerivastatina, e mais recentemente a pitavastatina e a rosuvastatina  (48). De 

fato, as estatinas se consolidaram como a classe farmacológica mais efetiva na redução dos 

níveis séricos de colesterol. As estatinas atuam inibindo reversivelmente a HMG-CoA 

redutase através das cadeias laterais que se ligam ao sítio ativo da enzima e bloqueiam a 

transição do estado substrato-produto da enzima (44). Portanto todas as estatinas 

compartilham um radical similar ao HMG e inibem a HMG-CoA redutase por um mecanismo 

similar. 

As estatinas se ligam a HMG-CoA redutase em concentrações nanomolares, levando a 

uma deslocação efetiva do substrato natural, HMG-CoA, que se liga a enzima em 

concentrações micromolares (49).  Uma vez que os receptores de LDL-C são os principais 

responsáveis pela depuração do LDL-C da circulação, a diminuição substancial nos níveis de 

colesterol é acompanhada por um aumento na atividade dos receptores de LDL-C hepáticos. 

Logo, as estatinas reduzem efetivamente os níveis séricos de colesterol através de dois 

mecanismos distintos, inibindo a biossíntese endógena de colesterol via inibição da enzima 

HMG-CoA redutase e também aumentando a depuração do colesterol, aumentando a 

atividade dos receptores LDL-C.  

O ranking de potência da inibição da HMG-CoA redutase dentre as estatinas de 

segunda geração é sinvastatina> pravastatina> lovastatina ≅ mevastatina, com os valores de 

IC50 teciduais da sinvastatina e mevastatina sendo de aproximadamente 4 nM e 20 nM, 

respectivamente (50). Os valores de IC50 para estas estatinas correspondem a sua potência 

relativa para a redução dos níveis séricos de colesterol in vivo (51). As estatinas diferem na 

permeabilidade tecidual e metabolismo, logo possuem potencias diferentes para a inibição da 

HMG-CoA redutase extra-hepática. Essas diferenças na permeabilidade tecidual e no 

metabolismo podem ser responsáveis por algumas das diferenças observadas nos efeitos 

periféricos das estatinas (52). As estatinas lipofílicas, como a sinvastatina, entram com maior 

facilidade nas células endoteliais por difusão passiva do que as estatinas hidrofílicas, como a 
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pravastatina e a rosuvastatina, que tem como o principal alvo o fígado (52). No entanto, 

estudos em animais e humanos mostraram que a lipofilicidade não prediz completamente a 

habilidade das estatinas em exercer efeitos extra-hepáticos, e outros fatores não identificados 

até o momento podem possuir um papel importante na mediação desses efeitos.  

 

1.2.2 Efeitos sobre as proteínas da família Rho 

 

A família Rho GTPase é formada por diferentes subfamílias como a RhoA, Rac1 e 

Cdc42, sendo todas estas isopreniladas pela geranil-geranil pirofosfato (GGPP). Estas 

proteínas estão diretamente envolvidas em diferentes funções celulares, sendo cruciais para a 

motilidade, secreção e proliferação celular (53, 54). Os efeitos biológicos das proteínas RhoA 

são mediados principalmente pelos seus mediadores subsequentes, como a Rho Kinase 

(ROCK), que atua no citoesqueleto celular inibindo o sítio de ligação da fosfatase às cadeias 

leves de miosina (MLC). A inibição desta fosfatase aumenta a fosforilação das MLC 

aumentando a contratilidade da miosina, levando a instabilidade do citoesqueleto (53, 54).  

Atividade da ROCK está aumentada em diversos distúrbios cardiovasculares, incluindo a 

hipertensão arterial (55-57).  

Assim, as estatinas através da inibição da isoprenilação da Rho reduzem a ativação da 

ROCK, regulando parcialmente a contração da musculatura lisa vascular (58) A via 

Rho/ROCK também pode estar envolvida em diferentes processos fisiopatológicos, como na 

angiogênese (59), hipertrofia cardíaca (60), fibrose perivascular (61) e hipertensão pulmonar 

(57). De fato, a utilização de inibidores específicos da ROCK induziram efeitos semelhantes 

aos das estatinas, sugerindo que diversos efeitos pleiotrópicos das estatinas são devidos a 

inibição da via Rho/ROCK (62-64).  

A Rac está envolvida em duas vias de sinalização importantes: o remodelamento do 

citoesqueleto e a formação de espécies reativas do oxigénio (ROS). A Rac1, ao se ligar ao 

GTP e migrar para a membrana celular, também ativa a nicotinamida adenina dinucleótido 

fosfato (NADPH) oxidase com a subsequente produção de ROS (54, 65, 66). As estatinas ao 

inibirem a atividade da Rac1, indiretamente inibem a ativação da NADPH oxidase, possuindo 

um papel antioxidante importante, diminuindo a produção de ROS induzidas pela 

Angiotensina II (Ang II) e inibindo a hipertrofia de cardiomiócitos (67). Logo a inibição da 

Rac1 também pode estar envolvida em alguns dos efeitos pleiotrópicos das estatinas. 
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1.2.3 Efeitos no endotélio vascular  

 

O endotélio vascular funciona como um importante órgão endócrino e parácrino que 

regula o estado contrátil da parede vascular, além de outras propriedades vasculares. A 

hipercolesterolemia prejudica a função endotelial, e a disfunção endotelial é uma das 

manifestações mais precoces da aterosclerose, ocorrendo mesmo na ausência de evidencias 

angiográficas da doença (68) 

Uma importante característica da disfunção endotelial é a alteração na síntese, 

liberação e atividade do NO derivado do endotélio. Tem sido demonstrado que o NO 

endotelial inibe alguns componentes do processo aterogênico. O NO derivado do endotélio 

medeia o relaxamento vascular (69), inibe a agregação plaquetária (70), a proliferação do 

músculo liso vascular (71), e as interações endotélio-leucócito (72, 73). A inativação do NO 

pelo ânion superóxido (O2·−) limita a biodisponibilidade do NO. Foi demonstrado que a 

aférese aguda de LDL-C plasmático melhora a vasodilatação dependente de endotélio (74), 

sugerindo que as estatinas poderiam recuperar a função endotelial, em parte, pela redução dos 

níveis séricos de colesterol. No entanto, as estatinas foram capazes de recuperar a função 

endotelial antes da diminuição significante dos níveis séricos de colesterol, sugerindo efeitos 

adicionais sobre a função endotelial além da redução dos níveis de colesterol (75-77).  

De fato, as estatinas aumentam a produção de NO endotelial através da estimulação e 

supra-regulação da NO sintase endotelial (eNOS) (78, 79). Além disso, tem sido demonstrado 

que as estatinas recuperam a atividade da eNOS em uma condição de hipóxia (80) e LDL 

oxidado (ox-LDL-C) (78), condições estas que levam a disfunção endotelial.  As estatinas 

também aumentam a expressão do ativador de plasminogênio tecidual (t-PA) (81) e inibem a 

expressão da endotelina-1, um potente vasoconstritor (82). Logo, as estatinas exercem vários 

efeitos favoráveis sobre o endotélio e atenuam a disfunção endotelial na presença de fatores 

de risco ateroscleróticos. Apesar dos efeitos das estatinas sobre a isoprenilação da Ras e Rho 

serem revertidas na presença de FPP e GGPP, respectivamente, os efeitos das estatinas sobre 

a expressão da eNOS é somente revertido pelo GGPP e não pelo FPP ou LDL-C (83). De fato, 

a inibição direta da geranilgeraniltransferase ou da RhoA leva a um aumento na expressão na 

eNOS (84, 85). Esses achados demonstram um efeito das estatinas independente dos níveis de 

colesterol e sugeriram que a inibição da RhoA pelas estatinas é responsável pelo aumento na 

expressão de eNOS. De fato, as estatinas supra-regulam a expressão da eNOS através do 

prolongamento da meia vida do RNAm da eNOS, mas não aumentando a transcrição gênica 

da enzima (83).  
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Importantes efeitos adicionais das estatinas sobre a função da eNOS incluem a 

inibição da caveolina (86, 87). As estatinas também aumentam a atividade da eNOS via 

ativação pós-traducional da via fosfatidilinositol-3-kinase/proteína kinase Akt (PI3K/Akt) 

(79).  A fosforilação da Akt é um importante evento em várias atividades celulares. De fato, a 

produção de NO pelo endotélio pode ser regulada pela fosforilação e ativação na eNOS pela 

Akt, que por sua vez é fosforilada na presença das estatinas (88). A caveolina-1 se liga a 

eNOS na caveola, regulando negativamente a enzima (89). Foi demonstrado em um estudo in 

vitro, que a exposição de células endoteliais a um soro hipercolesterolêmico causou uma 

supra-regulação da caveolina-1 e promoveu a associação da caveolina-1 e da eNOS em um 

complexo inibitório, causando uma redução na produção de NO (90). Tem sido demonstrado 

que as estatinas reduzem a quantidade de caveolina-1, reduzindo seus efeitos inibitórios sobre 

a atividade basal e induzida por agonista da eNOS. 

Outro mecanismo em potencial pelo qual as estatinas podem melhorar a função 

endotelial é através das suas ações antioxidantes. As estatinas são capazes de aumentar a 

vasodilatação dependente de endotélio através da inibição da produção de ROS, como os 

radicais livres, na aorta de coelhos alimentados com colesterol (91). Apesar da redução nos 

níveis lipídicos por si só ser capaz de diminuir o estresse oxidativo vascular, alguns desses 

efeitos antioxidantes das estatinas são independentes dos níveis de colesterol (68). Uma vez 

que o NO é sequestrado pelas ROS, esses achados mostram que as propriedades antioxidantes 

das estatinas também podem contribuir para seus efeitos benéficos sobre a função endotelial 

(68). 

 

1.2.4  Efeitos sobre as células musculares lisas vasculares 

 

A proliferação das células musculares lisas vasculares (CMLV) é uma etapa crucial na 

fisiopatologia de diversas doenças vasculares proliferativas, incluindo a reestenose pós-

angioplastia, a aterosclerose de órgãos transplantados (92). Estudos clínicos demonstraram 

que as estatinas são capazes de reduzir a proliferação de CMLV em artérias coronárias 

induzida por citocinas, diminuir a acumulação de leucócitos, promover a apoptose de células 

endoteliais comprometidas e ainda inibir a proliferação patológica em artérias transplantadas 

(93) As estatinas inibem a proliferação de CMLV através da inibição da isoprenilação das 

proteínas Ras e Rho, (94) assim impedindo tanto a continuação do ciclo celular destas células 

quanto a produção de fatores de crescimento (95). A inibição da geração de ROS pelas 

estatinas também podem contribuir na inibição da proliferação das CMLV (96). 
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1.2.5 Efeitos antioxidantes  

 

Os sistemas redox possuem um papel chave na fisiologia cardiovascular. Alterações na 

homeostasia redox resultam em um desequilíbrio entre a geração de ROS e as defesas 

endógenas antioxidantes, e tem o potencial de criar um estado de estresse oxidativo que 

posteriormente desenvolve um papel importante na fisiopatologia de diversas doenças 

cardiovasculares e metabólicas (97). As estatinas, que são primariamente utilizadas para 

reduzir os níveis de colesterol, também tem o potencial de reduzir o estresse oxidativo através 

da modulação dos sistemas redox (97). Estudos in vitro e in vivo suportam que o estresse 

oxidativo possui um papel decisivo no desenvolvimento da aterosclerose e das doenças 

cardiovasculares. As estatinas reduzem o estresse oxidativo bloqueando a geração de ROS e 

reduzindo a relação NAD+/NADH. Também regulam a eNOS, peroxidação lipídica e os 

níveis de adiponectina. É possível que as propriedades antioxidantes das estatinas contribuam 

significativamente para seus efeitos cardioprotetores, independente dos efeitos sobre os níveis 

lipídicos (98).  

As estatinas inibem a expressão dos receptores de angiotensia II do tipo 1 (AT1R), que 

posteriormente contribui para a redução da produção de radicais livres derivados do oxigênio 

e redução da pressão arterial (99-101). As estatinas também diminuem a produção de 

proteínas pró-inflamatórias, como quimiocinas e citocinas, que contribuem para o estresse 

oxidativo (102). Além disso, ao inibir a produção de radicais livres as estatinas reduzem os 

níveis de LDL-colesterol, aumentando a produção de NO e promovendo aumento das defesas 

antioxidantes (103).  

A hemeoxigenase pertence à família das proteínas de choque térmico. É a enzima 

limitante na reação de oxidação do radical heme em biliverdina e monóxido de carbono (104). 

A biliverdina é posteriormente metabolizada em bilirrubina, um potente antioxidante (105). A 

hemeoxigenase-1 (HO-1) é uma importante enzima antioxidante, induzida sob condições de 

hipóxia (106), estresse oxidativo, dentre outros. A indução da HO-1 está associada com a 

resposta antioxidante adaptativa celular (107, 108). Um dos principais efeitos pleiotrópicos 

das estatinas são as propriedades antioxidantes. Diversos estudos têm demonstrado que as 

estatinas podem aumentar a expressão e atividade da HO-1, o que contribui para efeitos 

pleiotrópicos vasculares das estatinas. Gonzalez e colaboradores demonstraram, utilizando 

modelo de trabalho de parto prematuro em camundongos induzido por LPS, que o tratamento 

com sinvastatina (20 mg/animal; i.p.) 24h antes e duas horas após a administração de LPS, foi 

capaz de aumentar a expressão e atividade da HO-1 no miométrio e na cérvix das fêmeas, e a 

co-administração da estatina com um inibidor da HO-1 aboliu os efeitos protetores do 
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tratamento com estatinas sobre o remodelamento e contrações do miométrio após a 

administração de LPS, levando ao trabalho de parto prematuro  (109). Em um modelo de 

isquemia-reperfusão de testículos de ratos, a administração de sinvastatina (5 mg/kg; i.p.) 24 

horas antes da injúria isquêmica, induziu a expressão da HO-1, 24 e 48 horas após a lesão de 

isquemia-reperfusão. Novamente, o tratamento concomitante da sinvastatina com o inibidor 

da HO-1 (Tin protoporfirina; Snpp; 50 mol/kg i.p.) aboliu completamente os efeitos 

citoprotetores induzidos pela sinvastatina (110).  

 Também foi demonstrado em modelos de hipertensão pulmonar que o tratamento com 

sinvastatina durante três dias consecutivos foi capaz de reduzir significativamente a 

hipertensão pulmonar, a produção de ROS e a hipertrofia ventricular direita, acompanhado do 

aumento na expressão e atividade da HO-1 pulmonar (111, 112).  A HO-1 teve um papel 

crucial na proteção pulmonar mediada pela sinvastatina, uma vez que quando administrada 

conjuntamente com o inibidor da HO-1, os efeitos protetores da sinvastatina foram abolidos 

(111, 112).  Outro estudo demonstrou que o pré-tratamento com a cerivastatina reduziu a 

lesão renal após uma injúria isquêmica, aumentando a expressão da HO-1 nos rins 24 horas 

após a isquemia-reperfusão (113). Juntos estes estudos sugerem fortemente que diversos 

efeitos benéficos das estatinas estão diretamente relacionados com o aumento da atividade 

antioxidante da HO-1 induzida pelas estatinas em diferentes modelos experimentais.  

 

1.2.6 Efeitos na hipertensão arterial 

 

Diversos estudos têm demonstrado os efeitos benéficos de diferentes estatinas na 

hipertensão arterial (16-18), utilizando diferentes modelos experimentas, incluindo os SHRs 

(19, 20).  Wilson e colaboradores demonstraram que a pravastatina preveniu a hipertensão, 

reduziu a proteinúria e lesão no glomérulo renal associada a hipertensão (114). Utilizando o 

SHR, cujos níveis de colesterol não são elevados, foi demonstrado que o tratamento com 

lovastatina atenuou o desenvolvimento da hipertensão e dano vascular renal (21, 115).  Além 

disso, foi demonstrado que a lovastatina é capaz de reduzir a responsividade a 

vasoconstritores, e a expressão de pequenas GTPases, sugerindo estes mecanismos poderiam 

contribuir com as ações anti-hipertensivas da lovastatina (21).  

A existência de evidências clinicas da habilidade das estatinas em reduzir a pressão 

arterial ainda é controversa. Goode e colaboradores foram os primeiros a demonstrar que a 

redução dos níveis de colesterol em pacientes com hipercolesterolemia estava associada com 

uma redução clinicamente significativa da pressão arterial diastólica (116). Além disso, 

estudos clínicos mostraram que o tratamento concomitante com anti-hipertensivos e estatinas 
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em pacientes com hipertensão e hipercolesterolemia aumentou a eficácia da terapia anti-

hipertensiva, independente das ações das estatinas sobre os níveis lipídicos (117, 118) Logo, 

tem sido demonstrado na hipertensão clínica e experimental que as estatinas possuem um 

efeito cardioprotetor independente dos níveis de colesterol, acompanhado da redução da 

pressão arterial. Além disso, evidências experimentais indicam que as estatinas são capazes de 

reduzir lesões em órgãos-alvo, como coração (119-121), rins (122) e cérebro em modelos 

animais de hipertensão (123).   

As estatinas, assim como fármacos que atuam sobre o sistema renina-angiotensina 

(SRA), possuem um papel importante na prevenção primária e secundária de eventos 

cardiovasculares (124, 125).  Os fármacos que atuam sobre o SRA têm servido como o pilar 

da terapia anti-hipertensiva por mais de três décadas. Como descrito anteriormente, diversos 

estudos têm demonstrado que as estatinas reduzem a pressão arterial (126-128) além de 

aumentar a eficácia de fármacos anti-hipertensivos (129) 

Nesse contexto, tem sido demonstrado que as estatinas reduzem a ação hipertensiva da 

Ang II (130). Straznicky e colaboradores mostraram que a pravastatina diminui os efeitos 

pressores da infusão intravenosa de Ang II em pacientes com hipertensão moderada (131). Em 

um estudo com ratos normotensos Sprague-Dawley, foi demonstrado que o tratamento com 

sinvastatina inibiu a produção de radicais livres induzida pela Ang II (130). Além disso, foi 

demonstrado que a atorvastatina e a sinvastatina reduziram a responsividade do músculo liso 

vascular a Ang II (132).   

Evidências adicionais para uma interação entre as estatinas e o SRA foram sugeridas 

por estudos que mostraram que as estatinas aumentaram o efeito hipotensor de um inibidor da 

enzima conversora de angiotensina (ECA) e antagonista dos receptores da Ang II (133). 

Spósito e colaboradores demonstraram que pacientes recebendo concomitantemente o 

tratamento com estatinas e um inibidor da ECA apresentaram uma maior queda na pressão 

arterial do que pacientes tratados apenas com inibidores da ECA (134). De forma similar, em 

um modelo animal de hipertensão, a sinvastatina administrada junto com o valsartan ou 

enalapril induziu um efeito sinérgico de redução da pressão arterial (133). Logo, o efeito 

sinérgico entre as estatinas e fármacos que atuam sobre o SRA pode contribuir para redução 

da pressão arterial e inibição de diferentes alterações cardiovasculares induzidas na 

hipertensão arterial.  
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1.3 Microcirculação 

 

A microcirculação é constituída por vasos com diâmetros menores que 100-150 µm, 

incluindo as arteríolas, os capilares e as vênulas. Com base na fisiologia dos vasos arteriais, 

outra definição pode ser proposta, dependendo da resposta do vaso isolado ao aumento da 

pressão interna. Tal definição deveria incluir as pequenas artérias e arteríolas na 

microcirculação e estaria de acordo com a recente sugestão que os componentes das pequenas 

artérias e das arteríolas devem ser considerados em continuidade ao invés de sítios distintos 

do controle da resistência (11, 136)  

A microcirculação é responsável pelo transporte de nutrientes para os tecidos e pela 

remoção das excretas celulares. As pequenas arteríolas controlam o fluxo sanguíneo para cada 

área de tecido, e por sua vez, as condições locais dos tecidos controlam o diâmetro das 

arteríolas. Em geral, cada artéria nutridora que penetra em um órgão se ramifica por seis a 

oito vezes, antes que se tornem suficientemente pequenas para serem classificadas como 

arteríolas, as quais geralmente possuem diâmetros internos menores que 20 µm. Essas 

arteríolas então se ramificam por duas a cinco vezes, alcançado diâmetros de 5 a 9 µm em 

suas extremidades, onde irão suprir aos capilares (11, 137).  

Outra função importante da microcirculação é evitar grandes variações na pressão 

hidrostática a nível capilar, o que poderia causar distúrbios nas trocas entre capilares e 

tecidos. Finalmente, é ao nível das arteríolas que ocorre uma queda substancial na pressão 

hidrostática. Dessa forma, a microcirculação é extremamente importante na regulação da 

resistência periférica total (11, 136).  

Esta propriedade de resistência das pequenas artérias e das arteríolas está intimamente, 

porém não exclusivamente, relacionada com a prevalência da estimulação simpática nestes 

vasos (35). O tônus miogênico é uma propriedade intrínseca do músculo liso vascular, que 

contrai em resposta à tensão na parede do vaso, independente de mediação neuro-humoral 

(138).  

Todas as artérias possuem tônus miogênico e, logo, se contraem em resposta ao aumento 

da pressão arterial. Quanto menor o calibre do vaso, mais importante é o tônus miogênico 

(139) e apenas nas pequenas artérias e arteríolas (diâmetros de 15 a 300 µm, dependendo da 

espécie e do órgão) pode ocorrer diminuição substancial ou até fechamento da luz do vaso em 

resposta a elevação da pressão transmural (35). O tônus miogênico serve para proteger os 

capilares contra a hipertensão local deletéria (140, 141). Esta característica leva a um 

resultado imediato, uma vez que o aumento do tônus miogênico aumenta a resistência 

arteriolar ao fluxo sanguíneo, causando uma elevação da pressão arterial (35, 142, 143) 
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1.3.1 Capilares 

 

Os capilares são definidos como vasos que variam de 4 a 12 µm de diâmetro, os quais 

possuem paredes compostas exclusivamente de células endoteliais mais ou menos fenestradas 

de acordo com o órgão e a membrana basal. Normalmente, cada célula endotelial, arranjadas 

na forma de um tubo, compõe um segmento do capilar (144). Os capilares asseguram as 

trocas de fluidos e metabólitos entre o plasma e os tecidos, uma função que necessita de alta 

permeabilidade das paredes, com consequente alta fragilidade das mesmas. Com exceção de 

leitos vasculares especializados, tais como o glomérulo renal, a pressão capilar sistêmica 

normal é relativamente baixa (10 a 30 mmHg) (145). A elevação da pressão capilar sistêmica 

acima destes níveis pode ocasionar vários efeitos potencialmente deletérios, incluindo edema 

intersticial, destruição da estrutura da parede capilar e ativação do endotélio microvascular 

(146).  

 

1.3.2 Rolamento e adesão de leucócitos na microcirculação  

 

As citocinas produzidas localmente como a interleucina-1 β (IL-1β), causam a 

ativação de células inflamatórias e também as células endoteliais, induzindo a expressão de 

moléculas de adesão na superfície celular, responsáveis pela migração celular ao longo da 

parede endotelial. A primeira etapa do processo de transmigração de leucócitos é o rolamento 

e ocorre quando leucócitos ativados rolam ao longo da superfície endotelial (147). As 

selectinas constituem um grupo de glicoproteínas expressas em células endoteliais ativadas 

(E- e P-selectina), em plaquetas (P-selectina), e nos leucócitos (L-selectina e PSGL-1). As 

selectinas possuem um importante papel na mediação do rolamento de leucócitos in vivo e in 

vitro permitindo as interações reversíveis leucócito-endotélio ou leucócito-leucócito (148).  A 

velocidade do rolamento dos leucócitos é uma etapa crucial para a adesão de leucócitos, sendo 

que a velocidade de rolamento leucocitário reduz drasticamente antecedendo a adesão (149, 

150). Esse processo é dependente da expressão das E-selectinas nas células endoteliais (151) e 

a expressão das integrinas-β2 nos leucócitos rolando (149). Quando os leucócitos chegam ao 

local de inflamação, a firme adesão é mediada pela ativação das integrinas-β2 (CD11/CD18) 

que se ligam as respectivas moléculas de adesão intercelular nas células endoteliais (ICAMs) 

(152). A etapa final, conhecida como transmigração ou diapedese, normalmente ocorre 

através das junções intercelulares de vênulas pós-capilares.  
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1.3.3 Hipertensão arterial e alterações microcirculatórias 

 

 A hipertensão arterial já foi atribuída a alterações em praticamente todos os parâmetros 

hemodinâmicos primários envolvidos no controle da pressão arterial (153). No entanto, 

considera-se atualmente que a elevação crônica da resistência vascular sistêmica (RVS) pode 

ser considerada como a principal alteração hemodinâmica na hipertensão arterial primária 

estabelecida (154). Neste contexto, é importante ressaltar que o aumento da resistência 

vascular na hipertensão arterial é determinado essencialmente na microcirculação (136), 

resultando tanto de alterações funcionais (modificações da reatividade vascular) quanto 

estruturais (aumento da secção transversal da parede do vaso) (155-158).  

Além disso, estudos de micropunção mostraram que a rede microvascular de hipertensos 

apresenta uma pressão capilar elevada (159, 160), sendo a pressão venosa normal (161), 

sugerindo que a resistência vascular capilar ou pós-capilar encontra-se aumentada. Diversos 

estudos clínicos e experimentais também sugerem que a redução da densidade arteriolar e 

capilar por volume de tecido (rarefação) contribui de maneira significativa para a elevação da 

resistência vascular e em consequência da pressão arterial na doença hipertensiva (11, 137, 

146). Alterações morfológicas microcirculatórias de pacientes hipertensos também foram 

demonstradas em território de músculo esquelético (162). Além disso, essas alterações 

microcirculatórias parecem ser a causa e não a consequência da elevação da pressão arterial 

(163, 164).  

As alterações vasculares determinadas pela hipertensão arterial ocorrem em todos os 

níveis da circulação, desde as artérias de grosso calibre até a microcirculação. A detecção 

qualitativa e quantitativa destas mudanças pode oferecer informação preditiva de fundamental 

importância no acesso do risco cardiovascular e na avaliação da necessidade e da qualidade 

do tratamento (37). É importante ressaltar que a redução da pressão arterial no paciente 

hipertenso nem sempre resulta em redução e/ou prevenção das lesões de órgãos-alvo (9, 136, 

165) uma vez que nem todos os anti-hipertensivos são capazes de promover a reversão da 

rarefação microvascular presente nesses pacientes. 

Apesar de a rarefação microvascular estar associada principalmente com a hipertensão 

arterial primária, alguns estudos tem demonstrado ocorrência de rarefação microvascular em 

modelos animais de hipertensão arterial secundária (166) (167).  

 

1.3.4 SHR como um modelo de disfunção microvascular 

 

A redução na densidade tecidual de microvasos é definida como rarefação 
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microvascular, e essa condição geralmente ocorre na hipertensão arterial clínica e 

experimental (11, 136). Sobre condições de repouso homeostático, uma parte considerável dos 

leitos microcirculatórios dos órgãos e tecidos está fechada, estabelecendo um importante 

fluxo de reserva fisiológico para adaptações diante de elevações nas necessidades 

metabólicas.  

Essencialmente, a rarefação microvascular pode ser definida como funcional, 

estrutural, ou ambas (11). A rarefação microvascular funcional é caracterizada por uma 

redução na perfusão da rede microvascular, apesar de uma densidade tecidual regular de 

microvasos. A rarefação microvascular estrutural é descrita como uma redução anatômica no 

número de vasos existentes no leito microvascular e podem ser mensuradas através de 

quantificação histológica ou in vivo, através de um desafio funcional de vasodilatação máxima 

(13).  Os SHR, já apresentam rarefação microvascular com quatro semanas de idade, sendo 

um modelo importante para investigação da disfunção microcirculatória presente na 

hipertensão (9, 11, 14, 36, 136, 168-173).  

Baseado em estudos clínicos e experimentais, tem sido proposto que a rarefação 

microvascular sistêmica seria uma disfunção primária na hipertensão primária. A disfunção 

microcirculatória também pode ser causada como um efeito secundário da elevação da 

pressão arterial, como evidenciado em modelos de hipertensão arterial secundária, como 

hipertireoidismo, por exemplo (14, 166, 169, 174, 175). Recentemente, foi demonstrado em 

nosso laboratório que a rarefação microvascular pode estar envolvida na fisiopatologia das 

alterações cardíacas induzidas no hipertireoidismo (176, 177). 

A íntima relação entre causa e efeito da rarefação microvascular e hipertensão ainda é 

um tópico controverso. Ainda está em debate se alterações nas forças mecânicas e a elevação 

na pressão arterial podem sozinhos constituir as causas da rarefação microcirculatória. 

Interessantemente, em um modelo secundário de hipertensão arterial a rarefação 

microvascular esteve presente em leitos vasculares de músculos do membro que não foi 

exposto à pressão arterial elevada, mostrando que a indução da rarefação estrutural foi 

independente da elevação da pressão arterial (170). No entanto, tem sido demonstrado que é 

possível prevenir a rarefação microvascular se a pressão arterial é mantida normal, utilizando 

anti-hipertensivos (178).  

A redução na densidade microcirculatória pode ocorrer devido a dois fatores, que 

podem ser a perda substancial de microvasos ou um déficit de angiogênese. O 

desenvolvimento da rarefação microvascular nos SHR em diferentes estágios da doença 

mostram que um fator não-neural, como o tônus miogênico, é o principal responsável pela 

rarefação funcional em estágios precoces da hipertensão, que é o fechamento temporário dos 
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microvasos, posteriormente acompanhada da perda anatômica desses microvasos (rarefação 

estrutural) (13). Além do tônus miogênico, o estresse oxidativo e ativação da NADPH oxidase 

pela Ang II podem causar o desaparecimento anatômico de microvasos, através de apoptose 

de células endoteliais no SHR (10).  Logo, experimentalmente, os SHR, modelo experimental 

clássico de hipertensão arterial, apresentam modificações microvasculares análogas às 

descritas na hipertensão arterial humana. 
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2. Regulação da permeabilidade microvascular  

 

O aumento na permeabilidade microvascular e interações leucócito-endotélio são dois 

parâmetros fundamentais no processo inflamatório, ocorrendo alterações nas barreiras do 

endotélio vascular assim como a migração de leucócitos circulantes nos tecidos inflamados 

(179). Respostas inflamatórias envolvem a coordenação da resposta de vasos sanguíneos, 

leucócitos e componentes plasmáticos, que são ativados por fatores que são produzidos e 

liberados mediante a um determinado estímulo. A observação de alterações adaptativas na 

microcirculação leva a caracterização dos sinais cardinais da inflamação como: calor, rubor, 

edema, dor e perda de função tecidual (180).  O aumento da permeabilidade vascular 

associada ao dano do endotélio é responsável pela ocorrência de edema tecidual, que pode ser 

dramático em determinados órgãos como o cérebro. Estímulos inflamatórios de curta duração 

estão associados com o recrutamento e ativação de leucócitos. Além disso, o endotélio pode 

ser ativado por autacóides locais, como a bradicinina, que medeiam a quebra da barreira 

célula-célula, aumentando a permeabilidade (181). 

 

2.1 A barreira endotelial  

O sangue e os componentes extravasculares estão separados por uma camada plana de 

células conhecidas como células endoteliais que revestem todo o sistema cardiovascular 

(182).  Devido à estreita ligação entre células endoteliais vizinhas, a membrana basal e a 

presença de uma camada altamente dinâmica de glicoproteínas luminais conhecidas como 

glicocálice, a função primária do endotélio é agir como uma barreira restritiva para 

macromoléculas no sangue e regular a troca de fluidos entre os compartimentos vascular e 

extravascular (183). O glicocálice consiste em um agregado carregado negativamente de 

proteoglicanos, glicosaminoglicanos, glicoproteínas e proteínas plasmáticas que limitam a 

passagem de macromoléculas ao longo da barreira endotelial (184). A presença do glicocálice 

na interface entre o sangue e o endotélio, também protege a parede vascular do contato direto 

com as células sanguíneas e o estresse de cisalhamento (shear stress). O glicocálice tem sido 

implicado na manutenção da integridade endotelial, uma vez que a sua degradação está 

associada com o dano vascular em diferentes doenças (185, 186).  

A membrana basal também contribui para a função da barreira endotelial aumentando 

a adesão célula-célula através das suas interações com integrinas nas células endoteliais (187). 

Apesar da contribuição do glicocálice e da membrane basal para a manutenção da barreira 
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para macromoléculas, as células endoteliais possuem o principal papel no processo de 

regulação da permeabilidade vascular, podendo contrair reversivelmente durante um estimulo 

inflamatório, levando a formação de espaços paracelulares, que permitem a passagem de 

macromoléculas do lúmen para o compartimento extravascular (188). 

2.2 Estrutura molecular das junções intercelulares do endotélio vascular  

As células endoteliais permitem a passagem seletiva de proteínas plasmáticas, solutos 

e fluidos dos vasos sanguíneos para o interstício através de vias transcelulares e paracelulares. 

(189). O conhecimento sobre a composição das vias paracelulares ou junções intercelulares se 

originaram de estudos em células epiteliais através de microscopia eletrônica (190). Foi 

demonstrado que as junções intercelulares continham três grupos distintos de proteínas 

especializadas: junções oclusivas (tight junctions), junções aderentes (adherens junctions) e 

os desmossomos. Ao contrário, as células endoteliais não possuem os desmossomos em 

termos da estrutura das junções intercelulares, sendo menos definidas devido ao 

entrelaçamento das junções oclusivas com as junções aderentes (191) 

Apesar de inicialmente ser especulado que essas junções eram impermeáveis a solutos, 

posteriormente foi revelado que as junções oclusivas regulam a permeabilidade restringindo a 

passagem de solutos de acordo com o tamanho e a carga. Em condições normais, cada grupo 

de proteínas das junções intercelulares interage com as células vizinhas para manter a 

integridade para barreira endotelial. No entanto, durante processos inflamatórios ocorre a 

instabilidade das junções intercelulares causando um aumento na permeabilidade vascular.  

As vênulas pós-capilares apresentam uma permeabilidade particularmente alta durante 

processos inflamatórios, devido a uma menor organização de suas junções intercelulares 

(192). Outros estudos demonstram que a integridade da barreira também pode ser regulada 

por uma via transcelular alternativa (transcitose), para moléculas maiores, como a albumina 

(193). Tem siso sugerido que a regulação da barreira endotelial e consequentemente da 

permeabilidade vascular ocorre através de uma interação entre essas vias descritas 

anteriormente (194). Os membros da família da RhoGTPase, Rac-1, Cdc42 e RhoA possuem 

um papel importante na regulação da permeabilidade vascular (195). A ativação da atividade 

da proteína RhoA leva a um aumento da reorganização do citoesqueleto de actina, resultando 

na desestabilização das junções aderentes, podendo contribuir para o aumento da 

permeabilidade microvascular.  
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2.3 Modelos ex vivo de hiperpermeabilidade microvascular  

 

Diversas abordagens experimentais têm sido desenvolvidas para avaliar variações na 

permeabilidade endotelial em modelos de inflamação e diferentes doenças. Grandes avanços 

na área foram obtidos com ensaios in vitro de monocamadas de células endoteliais, modelos 

ex vivo de vasos isolados (single vessels) e microscopia in vivo em diferentes leitos vasculares 

(198-200).  Modelos de permeabilidade utilizando células endoteliais oferecem diversas 

vantagens experimentais, incluindo o acesso direto das células aos fármacos, maior controle 

do meio, e concentrações das drogas, fornecendo informações valiosas acerca das respostas 

do endotélio a estímulos inflamatórios e suas interações com macromoléculas (201, 202). No 

entanto, resultados obtidos a partir desses modelos in vitro não são representações acuradas da 

microcirculação in vivo. Por exemplo, células endoteliais aórticas de fetos bovinos possuem 

uma permeabilidade basal para macromoléculas de 10-100 vezes maior do que vasos intactos 

(202). Em cultura de células, podem ser observadas regiões de descontinuidade entre as 

células, o que não acontece em vasos intactos da microvasculatura.  

Grande parte dos experimentos de avaliação da permeabilidade vascular in vivo é 

realizada em diferentes espécies. Apesar da variabilidade dos resultados obtidos de espécie 

para espécie, esses modelos, sem dúvida, forneceram uma importante parte dos eventos que 

ocorrem em diferentes regiões da microcirculação de diferentes animais. A heterogeneidade 

de fatores físicos e fisiológicos, como as pressões oncótica e hidrostática, fluxo sanguíneo, e 

células inflamatórias, podem aumentar a variabilidade da permeabilidade em diferentes partes 

do sistema circulatório e entre diferentes animais do mesmo grupo experimental. Esses fatores 

tornam difícil a obtenção do coeficiente exato de permeabilidade em leitos vasculares 

específicos.  

Essas limitações têm sido sobrepujadas em alguns estudos através do estabelecimento 

de modelos experimentais ex vivo, permitindo a mensuração quantitativa do coeficiente de 

permeabilidade sobre condições controladas de fluxo e pressão, que mimetizam a condição in 

vivo através da perfusão contínua de soluções fisiológicas (203, 204,205). 

Smaje e colaboradores demonstraram que os coeficientes de filtração em vênulas 

mesentéricas eram maiores do que em capilares (206), assumindo que não havia fluxo de 

proteínas ao longo da parede endotelial durante os experimentos. Michel e colaboradores, a 

partir do trabalho de Landis, realizaram a canulação de vasos isolados no mesentério de sapos 

e manipulando a pressão hidrostática durante a oclusão, calcularam a condutância hidráulica 

(coeficiente de filtração) e o coeficiente de reflexão (207). Eles demostraram que o 

coeficiente de reflexão com a albumina e pequenas proteínas, como a mioglobina foram 
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constantes mesmo com variações de até 10 vezes no coeficiente de filtração quando 

comparados vasos diferentes. Experimentos com a oclusão única de microvasos foram 

importantes na caracterização de importantes via de sinalização de diferentes mediadores 

inflamatórios envolvidos na alteração da permeabilidade vascular, incluindo a resposta 

mediada pela bradicinina dependente da geração de ROS e ativação da guanilato ciclase 

(208). 

O músculo cremáster é comumente utilizado em estudos de microscopia intravital e de 

permeabilidade vascular, sendo um excelente leito microvascular para estudos de dose-

resposta. Em ratos, a microcirculação é bem desenvolvida, facilitando a transiluminação e 

avaliação da permeabilidade vascular, além de ser acessada de uma forma relativamente 

prática. Além disso, ao contrário de outros leitos vasculares, a microcirculação do músculo 

cremáster é desprovida de gordura tecidual, facilitando a visualização e administração local de 

drogas (221). Outro ponto importante, é que o músculo cremáster apresenta uma boa 

representação dos efeitos que podem ser observados em outros músculos esqueléticos.  

 

2.4 Efeitos vasculares da bradicinina  

 

A bradicinina é uma potente substancia vasoativa não-peptídica, sintetizada 

endogenamente através da clivagem proteolítica do cininogênio pela calicreína em locais de 

dano tecidual e inflamação (209, 210). A bradicinina em condições inflamatórias contribui 

para a vasodilação local (211), aumento na permeabilidade (212), dor (213) e contrações do 

músculo liso (214). O aumento na permeabilidade induzido pela bradicinina ocorre 

principalmente através da ativação dos receptores B2 nas células endoteliais, ativando a via 

clássica dos receptores acoplados a proteína-G. Uma vez ativados os receptores de bradicinina 

ativam a fosfolipase C via Gαq aumentando a concentração intracelular de Ca2+ (215).  

Diversos estudos em roedores demonstraram que a bradicinina é capaz de induzir um 

aumento dose-dependente na permeabilidade vascular em diferentes órgãos, como cérebro 

(216), retina (205), músculo cremáster (217) e mesentério (218). Em um estudo in vitro foi 

demonstrado que o aumento na permeabilidade vascular induzido pela bradicinina é 

dependente da produção de ROS (219). Estudos in vivo, utilizando inibidores de ROS 

confirmaram esses achados e demonstraram quer a geração de superóxido contribuiu para a 

vasodilatação (220) e aumento da permeabilidade microvascular (216) após a aplicação de 

bradicinina.  Logo, o aumento na permeabilidade microvascular induzido pela bradicinina está 
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diretamente relacionado com a produção de radicais livres após a ativação dos receptores de 

bradicinina.  

Os efeitos da bradicinina sobre a permeabilidade microvascular no músculo cremáster 

foram descritos por Boric e colaboradores (217).  Foi observado que a aplicação tópica de 

bradicinina induziu um aumento dose-dependente na permeabilidade vascular. Nesse 

contexto, o modelo de hiperpermeabilidade induzido pela bradicinina é excelente para 

mimetizar processos inflamatórios, onde a bradicinina pode ter um papel importante, como o 

angioedema hereditário, artrite reumatoide e asma.  

 



24 

 

Etapa I  

3. Objetivos 

3.1 Objetivo geral 

• Investigar os efeitos da sinvastatina sobre a disfunção endotelial microvascular em 

ratos espontaneamente hipertensos (SHR), e os possíveis mecanismos moleculares 

envolvidos nas ações pleiotrópicas microvasculares das estatinas.  

 

3.2 Objetivos específicos 

• Investigar os efeitos do tratamento de SHR com sinvastatina sobre:  

 

1. Pressão arterial  

 

2. Densidade capilar funcional no músculo grácil e cérebro. 

 

3. Rolamento e adesão de leucócitos em vênulas cerebrais. 

 

4. Reatividade vascular dependente de endotélio em arteríolas cerebrais. 

 

5. Fluxo sanguíneo cerebral basal. 

 

6. Alterações no fluxo sanguíneo cerebral em resposta a administração local de 

Acetilcolina. 

 

7. Alterações no fluxo sanguíneo cerebral em resposta a administração local de 

Ang II. 

 

8. Estresse oxidativo e potencial antioxidante cerebral e muscular. 

 

9. Expressão gênica da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) cerebral. 

 

10. Expressão receptores AT2 da Ang II no cérebro. 
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4. Materiais e Métodos 

 

4.1 Animais 

 

Todos os procedimentos previstos neste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética 

no Uso de Animais da Fundação Oswaldo Cruz (LW-48/12). Ratos Wistar (WKY) e ratos 

hipertensos SHR machos pesando de 200 a 250 g foram divididos em grupos de oito animais 

cada, os ratos WKY (WKY-CTL) e SHR (SHR-CTL) do grupo controle receberam água 

destilada. Os ratos SHR receberam sinvastatina 30 mg/kg/dia (SHR+SINVA). Os ratos WKY 

também foram tratados com sinvastatina 30 mg/kg/dia (WKY + SINVA). Todos os animais 

foram tratados por gavagem durante três dias consecutivos.  

 

4.2 Medidas Hemodinâmicas 

 

As medidas de pressão arterial sistólica (PAS) foram realizadas com os animais 

conscientes através de um sistema computadorizado de pletismografia caudal (BP-2000, 

Visitech blood pressure analysis system, USA), considerado um método de aferição indireta. 

Os animais foram adaptados por três dias consecutivos ao aparelho na semana anterior ao 

início do protocolo experimental. Após o início do protocolo experimental, a PAS foi aferida 

diariamente, onde foram feitas 10 aquisições individuais por animal, e posteriormente 

calculadas a média destas medidas.  

 

4.3 Microscopia intravital por epi-iluminação e fluorescência 

 

Para a realização dos procedimentos de microscopia intravital, os animais foram 

anestesiados com mistura de quetamina (100mg/kg) e xilasina (10 mg/kg) por via 

intraperitoneal. Para avaliação da microcirculação do músculo esquelético, foi realizada uma 

incisão medial na pele da pata esquerda, assim como na fáscia ventral da coxa, permitindo a 

visualização do músculo grácil. O animal foi então posicionado de uma forma que o músculo 

ficasse sob o microscópio e permanecesse sob o feixe de luz. Posteriormente os animais foram 

submetidos a uma incisão, com auxílio de um bisturi, na pele da cabeça para exposição da 

calota craniana e exposição da microcirculação cerebral.  

Foram avaliados a da densidade capilar funcional (DCF) cerebral e muscular, 

reatividade vascular dependente de endotélio em resposta à acetilcolina administrada na janela 

craniana (Ach) e o rolamento e adesão de leucócitos em vênulas cerebrais através de 
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videomicroscopia intravital por epi-iluminação e fluorescência. Utilizou-se um microscópio 

intravital de base fixa (Olympus BX51/WI, USA) acoplado a um sistema de câmera de vídeo 

digital (Optronics, Goleta, CA, USA). Foi utilizada a objetiva Olympus 10x nos experimentos 

produzindo um aumento final de 100x no monitor. Após a injeção i.v. de 0,15 ml de 

fluoresceína-isotiocianato (FITC) – dextran a 5% (peso molecular 150.000), as imagens da 

microcirculação foram obtidas sucessivamente para contagem em tempo real dos capilares, 

através do software Saisam 5.1.3 (Microvision, France). 

Foram selecionadas imagens com oculares de 10 x e objetivas de 10 x, com duração de 

1 min para cada campo e calculadas por número de capilares por mm2. Somente foram 

mensurados os capilares perfundidos continuamente, para avaliação da densidade capilar 

funcional.. Após obter-se aleatoriamente um campo microscópico, foi delimitado um campo 

equivalente a 1 mm2 e, nesta área, foram contados todos os capilares espontaneamente 

perfundidos durante 4 minutos. Foram considerados capilares perfundidos somente os vasos 

que permitiram o fluxo contínuo e unitário de hemácias pelo vaso. Além disso, toda vez que 

ocorresse a ramificação de um capilar, os vasos oriundos dessa ramificação foram 

considerados como novos capilares. O valor total de capilares contados foi considerado como 

sendo a densidade capilar funcional. 

Durante o procedimento de microscopia intravital também foi realizada a avaliação in 

vivo da reatividade vascular dependente de endotélio em resposta à acetilcolina 1µM, a 

resposta vasodilatadora será avaliada em arteríolas cerebrais após a mensuração da DCF e da 

interação leucócito-endotélio. A janela craniana foi superfundida com Ach durante 5 min e os 

diâmetros arteriolares foram medidos antes e após a superfusão com o auxílio do software 

Cell Sens Standart 1.9. (Olympus, Nova Iorque, USA). As respostas vasculares foram 

expressas em porcentagem de variação (%) a partir das medidas basais. 

A marcação dos leucócitos circulantes, foi realizada através da administração 

intravenosa de 0,3 mg/kg de rodamina 6G e os leucócitos com a fluorescência associada 

foram visualizados.  A interação leucócito-endotélio foi avaliada determinando o número de 

leucócitos aderidos à parede venular por um período de 30 segundos. O rolamento de 

leucócitos foi definido quando células brancas se moverem dentro do vaso em velocidade 

inferior aos eritrócitos circulantes. Foram analisados vasos da membrana pia mater com 

diâmetros variando de 50 a 120 µm e a adesão leucocitária foi expressa em número de 

células/min.  
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4.4 Avaliação do fluxo sanguíneo cerebral  

 

O fluxo sanguíneo cerebral foi mensurado através de um aparelho de fluxometria 

microvascular à laser com contraste de imagem (Laser Speckle Contrast Imaging, PeriCam 

PSI System, Perimed, Suécia) que constitui uma técnica óptica para o monitoramento do fluxo 

sanguíneo microvascular, em tempo real (Figura 1). Para esta análise foi realizado o mesmo 

procedimento cirúrgico descrito no procedimento anterior, para a microscopia intravital. Em 

seguida os animais foram mantidos em uma superfície estável, em uma sala com temperatura 

estável a 25°C e colocados sob um sistema de luz laser com contraste de imagem com 

comprimento de onda de 785 nm para medida contínua da perfusão sanguínea tecidual em 

tempo real. Foram realizadas 16 imagens/seg. As imagens foram analisadas utilizando o 

software do fabricante (PeriCam PSI System, Perimed, Suécia) e expressas em unidades 

arbitrárias.  

Para investigação do papel dos receptores AT2 nas alterações no fluxo sanguíneo 

cerebral induzidas após a administração local de Ang II na janela craniana, foram realizadas a 

aferição do fluxo sanguíneo cerebral basal (5 minutos) nos diferentes grupos experimentais, 

com posterior superfusão da Ang II (1µM) na janela craniana por 5 minutos, e aferição do 

fluxo após a administração local de Ang II.  

ROI 1

ROI 2

JANELA CRANIANA

 

Figura 1: Imagens representativas da avaliação do fluxo sanguíneo cerebral mensurado 

através de um aparelho de fluxometria microvascular à laser com contraste de imagem (Laser 

Speckle Contrast Imaging, PeriCam PSI System, Perimed, Suécia). A seta azul indica a área 

de interesse avaliada durante o experimento (ROI 1  córtex cerebral). A seta vermelha indica a 

região sem fluxo sanguíneo utilizada para avaliação e controle de movimentos ao longo do 
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experimento (ROI 2).  

 

4.5 Avaliação do estresse oxidativo e potencial antioxidante 

 

A avaliação do estresse oxidativo foi realizada de forma indireta através da 

mensuração dos níveis de peroxidação lipídica pela mensuração das substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS). As análises foram feitas no cérebro e músculo esquelético dos 

grupos experimentais.  Os tecidos foram homogeneizados em PBS e BHT 0,2% (2,6-di-tert-

butyl-4 methylphenol). Posteriormente 0,5 ml das amostras homogeneizadas foram 

misturados com 0,5 ml do ácido tiobarbitúrico 0,67% (Sigma Chemical, USA) e aquecidas a 

96°C durante 30 minutos.  Este método se baseia na reação de duas moléculas de ácido 

tiobarbitúrico com uma de malondialdeído (MDA), produzindo um complexo de coloração 

rósea que foi quantificado em espectrofotômetro em um comprimento de onda de 535nm.  

As ações antioxidantes da sinvastatina foram avaliadas através dos níveis de tiol 

cerebral e muscular. Para avaliação dos níveis de tióis, as amostras foram precipitadas com 

TCA 10%, centrifugadas e posteriormente o sobrenadante foi misturado com DTNB (5,5 99-

Dithiobis-2-nitrobenzoic acid - 1,7 M) e tampão Tris-HCl contendo EDTA 3mM, pH 8,9. Os 

resultados foram expressos em nmol/mg de proteína.  

 

4.6 Avaliação da expressão gênica da eNOS e dos receptores AT2 através de PCR.  

 

Para extração de RNA das amostras o Kit Trizol Reagent (Life Technologies) foi 

utilizado. O RNA total, 1 mg de RNA total e oligo dT, foi convertido a cDNA utilizando a 

trascriptase reversa do Kit SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen). As sequências 

dos primers foram escolhidas utilizando o banco de dados NCBI/Nucleotide bank. A reação 

foi realizada em um termociclador utilizando 35 ciclos utilizando o kit Platinuam PCR 

SuperMix (Life Technologies). Após a etapa de desnaturação inicial a 95°C por 15 minutos 

cada ciclo foi iniciado, sendo a etapa de desnaturação 94°C por 30 segundos, anelamento a 

60°C por 30 segundos, e alongamento 72 °C por 30 segundos. Os produtos de PCR foram 

analisados em gel de poliacrilamida 6% e coração com corante de prata. A quantidade relativa 

dos alvos será normalizada utilizando a GAPDH como controle interno. As imagens foram 

capturadas e analisadas pelo software Image J (National Institute of Health).  
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4.7 Análises histológicas 

 

Inicialmente, foi realizada a hidratação dos tecidos. Para tal as lâminas foram 

colocadas em um suporte e deixadas em estufa a 60º C por 1 hora ou até que a parafina 

derretesse. As lâminas foram retiradas da estufa e mergulhadas na solução de Xilol 1 por 5 

minutos, e depois no Xilol 2 por 5 minutos. Posteriormente foram colocadas em 

concentrações decrescentes de álcool (100, 90, 80 e 70 %) por 3 minutos, respectivamente. As 

lâminas foram colocadas em água corrente durante 10 minutos e depois foram secas com uma 

gaze 

 

4.7.1 Expressão proteica dos receptores AT2 cerebrais através imunohistoquímica 

 

As amostras do córtex cerebral dos ratos foram processadas como descrito 

anteriormente e posteriormente foram colocadas em uréia 3M, (em temperatura ambiente) na 

superfície a ser analisada. A uréia foi desprezada e recolocada no material por 15 minutos. As 

lâminas foram lavadas com TBS pH 7,6 por 3 vezes, sendo a última lavagem por 10 minutos. 

Posteriormente foram colocadas em H2O2 a 3% em metanol por 10 minutos, com o objetivo 

de consumir peroxidases endógenas e depois foram lavadas novamente 2 vezes com TBS por 

5 minutos. Um bloqueio foi realizado por 3 horas com solução de leite 1%, BSA 2,5% e soro 

fetal bovino 8% em PBS, para inibir a ligação do anticorpo primário com antígenos 

inespecíficos. 

Após as 3 horas, a solução de bloqueio foi descartada e as lâminas foram incubadas 

overnight com anticorpo primário anti-receptor AT2 feito em coelhos (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc), (diluído em Tris-HCl 0,05M pH 7,6 com BSA 1% overnight a 4°C). Em 

seguida, as lâminas foram lavadas 2 vezes com TBS por 10 minutos e incubadas com o 

anticorpo secundário anti-rabbit também diluído em Tris-HCl 0,05M pH 7,6 por 2,5 horas. 

Posteriormente, foram lavadas com TBS por 10 minutos e incubadas com solução de AEC por 

15 a 25 minutos para a revelação. Após a incubação com AEC, as lâminas foram lavadas 

abundantemente com água corrente por 5 minutos e depois contra-coradas com hematoxilina 

de Mayer por 10 segundos.  

Posteriormente as laminas foram lavadas em água corrente e as lamínulas foram 

colocadas para visualização das lâminas em microscópio óptico Olympus BX-50 e as imagens 

foram capturadas com um aumento de 400X, com a câmera digital Olympus UC30, e o 

software Image Pro-Plus® versão 6.3. A quantificação de pixels presentes em cada imagem 

foi realizada, afim de calcular de forma indireta a expressão dos receptores AT2 nas amostras. 
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4.8 Mensuração dos níveis séricos de colesterol total 

 

A determinação dos níveis séricos de colesterol total dos grupos experimentais foi 

realizada por meio do método da colesterol-oxidase e analisada por fotometria, através do 

sistema Accutrend Colesterol® (Roche Diagnostics).  

 

4.9 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como sendo a média ± erro padrão da média (EPM) 

para cada grupo e comparações entre grupos diferentes foram feitos através da análise de 

variância (One way-ANOVA). Em seguida, foi realizado o teste de comparação múltipla de 

Bonferroni. Em todos os testes, o grau mínimo de significância considerado foi de 95% (P < 

0,05). Todos os cálculos foram realizados por análises informatizadas através do programa 

estatístico comercialmente disponível (Graphpad Prism, versão 5.0, San Diego, CA, USA).  
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5.Resultados  

 

5.1 Efeito do tratamento com sinvastatina sobre a pressão arterial sistólica 

 

A administração de sinvastatina durante 3 dias consecutivos foi capaz de diminuir a 

PAS de ratos hipertensos (SHR+SINVA 170±4 mmHg, p < 0.001) comparado com ratos 

hipertensos não tratados (SHR-CTL 202 ± 3 mmHg), no entanto não alterou a PAS de ratos 

normotensos quando comparado com ratos normotensos não tratados (WKY-CTL 123 ± 3 vs. 

WKY+SINVA 119 ± 4 mmHg; Figura 2).  
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Figura 2: Medida da pressão arterial sistólica (PAS) de ratos hipertensos tratados com 

sinvastatina (SHR+SINVA), ratos hipertensos não tratados (SHR-CTL), ratos normotensos 

não tratados (WKY-CTL) e tratados com sinvastatina (WKY+SINVA).  Os valores 

representam a média ± erro padrão da média; n=8. *** p < 0,001 vs. WKY-CTL e 

WKY+SINV; ### p < 0,001 vs. SHR-CTL.  
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5.2 Efeito do tratamento com sinvastatina sobre a densidade capilar funcional no músculo 

grácil 

Ratos hipertensos apresentaram uma diminuição significativa na DCF no músculo 

grácil quando comparados com ratos normotensos (SHR-CTL 210 ± 17 vs. WKY-CTL 338 ± 

16 capilares/mm2, p<0,01). O tratamento com sinvastatina (SHR+SINVA 447 ± 20 capilares/ 

mm2, p< 0.001) foi capaz de aumentar significativamente a DCF no músculo esquelético 

comparado com ratos hipertensos não tratados (SHR-CTL 210 ± 17 capilares/mm2). Em 

contraste, o tratamento com sinvastatina não modificou a DCF em ratos normotensos 

(WKY+SINV 315 ± 16 capilares/mm2; Figura 3). 
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Figura 3: Densidade capilar funcional no músculo esquelético (músculo grácil) de ratos de 

ratos hipertensos tratados com sinvastatina (SHR+SINVA), ratos hipertensos não tratados 

(SHR-CTL), ratos normotensos não tratados (WKY-CTL) e tratados com sinvastatina 
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(WKY+SINVA). As setas vermelhas indicam os capilares perfundidos e as setas brancas as 

regiões não-perfundidas no momento da captura das fotomicrografias representativas durante 

a videomicroscopia intravital de fluorescência.  Os valores representam a média ± erro padrão 

da média; n=8.  ** p < 0,01 vs. WKY-CTL e WKY+SINV; ### p < 0,001 vs. SHR-CTL.  

 

5.3 Efeito do tratamento com sinvastatina sobre a densidade capilar funcional cerebral 

 

O tratamento de ratos hipertensos com sinvastatina (SHR+SINVA 549 ± 26 capilares/ 

mm2, p< 0.01) durante três dias foi capaz de aumentar a DCF cerebral quando comparado 

com ratos hipertensos não tratados (SHR-CTL 337 ± 61 capilares/ mm2). A administração de 

sinvastatina não alterou a DCF em ratos normotensos (WKY-CTL 421 ± 35 vs. 

WKY+SINVA 383 ± 16 capilares/mm2; Figura 4).    
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Figura 4. Densidade capilar funcional cerebral de ratos de ratos hipertensos tratados com 

sinvastatina (SHR+SINVA), ratos hipertensos não tratados (SHR-CTL), ratos normotensos 

não tratados (WKY-CTL) e tratados com sinvastatina (WKY+SINVA). As setas vermelhas 

indicam os capilares perfundidos e as setas brancas as regiões não-perfundidas no momento 

da captura das fotomicrografias representativas durante a videomicroscopia intravital de 

fluorescência.  Os valores representam a média ± erro padrão da média; n=8.  * p < 0.05 vs. 

WKY-CTL; ### p < 0.001 vs. SHR-CTL. Indicar o que significam as setas vermelhas e 

brancas 

 

5.4 Efeito do tratamento com sinvastatina sobre o rolamento e adesão de leucócitos em 

vênulas cerebrais 

Como observado na figura 5A, o rolamento de leucócitos foi significativamente maior 

em ratos hipertensos quando comparados com ratos normotensos (SHR-CTL 6.2±0.7 vs. 

WKY 2.7±0.6 leucócitos/min; p<0.05), e o tratamento de três dias com sinvastatina 

(SHR+SINVA 2.8±0.6 leucócitos/min; p< 0.01) reduziu o rolamento de leucócitos quando 

comparado com ratos hipertensos não tratados. A administração de sinvastatina reduziu o 

rolamento de leucócitos em ratos normotensos (WKY+SINVA 0.5±0.3 leucócitos/min; 

p<0.05) comparado com ratos normotensos não tratados. Além disso, o tratamento com 

sinvastatina também diminuiu a adesão de leucócitos à parede venular comparados com ratos 

hipertensos não tratados (Figura 5B; p<0.05). A administração de sinvastatina não alterou a 

adesão de leucócitos quando comprados com ratos normotensos não tratados (p>0.05).  

 

Figura 5: (A) Rolamento e (B) adesão de leucócitos na parede venular de ratos hipertensos 

tratados com sinvastatina (SHR+SINVA), ratos hipertensos não tratados (SHR-CTL), ratos 
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normotensos não tratados (WKY-CTL) e tratados com sinvastatina (WKY+SINV).  Os 

valores representam a média ± erro padrão da média; n=8.  * p < 0.05 vs. WKY-CTL; ** p < 

0.01 vs. WKY-CTL e WKY+SINVA; ## p < 0.01 vs. SHR-CTL; # p < 0.05 vs. SHR-CTL.   

 

5.5 Efeito do tratamento com sinvastatina sobre reatividade vascular dependente de 

endotélio em arteríolas cerebrais  

 

Na avaliação in vivo da reatividade vascular dependente de endotélio, ratos 

hipertensos apresentaram uma diminuição no percentual de dilatação arteriolar cerebral em 

resposta à administração local de acetilcolina comparada com ratos normotensos (SHR-CTL -

1.4 ± 1.3 vs. WKY-CTL +6.6 ± 1.2 %, p<0.05). O tratamento agudo com sinvastatina 

(SHR+SINV +11.5 ± 3.1 %; p< 0.05) aumentou o percentual de dilatação arteriolar em 

resposta à acetilcolina quando comparados com ratos hipertensos não tratados. A 

administração de sinvastatina não alterou o percentual de dilatação arteriolar quando 

comprados com ratos normotensos não tratados (p>0.05; Figura 6).  
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WKY-CTL

SHR-CTL

SHR+SINVA

WKY+SINVA

DIÂMETRO BASAL PÓS Ach 1µM

 

 

Figura 6: Percentual de reatividade arteriolar cerebral em resposta à administração local de 

acetilcolina (1µm) em ratos hipertensos tratados com sinvastatina (SHR+SINVA), ratos 

hipertensos não tratados (SHR-CTL), ratos normotensos não tratados (WKY-CTL) e tratados 

com sinvastatina (WKY+SINVA).  Os valores representam a média ± erro padrão da média; 

n=8. * p < 0.05 vs. WKY-CTL e WKY+SINV; # p < 0.05 vs. SHR-CTL.  
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5.6 Efeito do tratamento com sinvastatina sobre o fluxo sanguíneo microvascular cerebral 

basal 

 

Ratos hipertensos apresentaram uma diminuição significativa do fluxo sanguíneo 

microvascular cerebral quando comparado com ratos normotensos (Figura 7; p<0.05). O 

tratamento de ratos hipertensos com sinvastatina durante três dias foi capaz de normalizar o 

fluxo sanguíneo microvascular cerebral quando comparado com ratos hipertensos não tratados 

(Figura 7; p<0.05). A administração de sinvastatina não alterou o fluxo sanguíneo 

microvascular cerebral em ratos normotensos. 
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Figura 7:  Fluxo sanguíneo microvascular cerebral basal de ratos hipertensos tratados com 

sinvastatina (SHR+SINVA), ratos hipertensos não tratados (SHR-CTL), ratos normotensos 

não tratados (WKY-CTL) e tratados com sinvastatina (WKY+SINVA). Os valores 

representam a média ± erro padrão da média; n=8. * p < 0.05 vs. WKY-CTL; # p < 0.05 vs. 

SHR-CTL.  
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5.7 Efeito do tratamento com sinvastatina sobre as alterações no fluxo sanguíneo 

microvascular cerebral em resposta a administração local de Acetilcolina  

 

Ratos hipertensos apresentaram uma redução significativa do fluxo sanguíneo 

microvascular cerebral em resposta à administração local de acetilcolina quando comparados 

com ratos normotensos (figura 8, p<0.05). Após o tratamento com sinvastatina, o fluxo 

sanguíneo microvascular cerebral de ratos hipertensos aumentou significativamente em 

resposta a Ach quando comparados com ratos hipertensos não tratados (p<0.05). A 

administração de sinvastatina em ratos normotensos não alterou o fluxo sanguíneo 

microvascular cerebral após a administração local de Ach quando comparado com ratos 

normotensos não tratados.  
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Figura 8: Alterações no fluxo sanguíneo cerebral em resposta a administração local de 

acetilcolina 1µm em ratos hipertensos tratados com sinvastatina (SHR+SINVA), ratos 

hipertensos não tratados (SHR-CTL), ratos normotensos não tratados (WKY-CTL) e tratados 

com sinvastatina (WKY+SINVA).  Os valores representam a média ± erro padrão da média; 

n=8. * p < 0.05 vs. WKY-CTL e WKY+SINV; # p < 0.05 vs. SHR-CTL.  
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5.8 Efeito do tratamento com sinvastatina sobre as alterações no fluxo sanguíneo cerebral 

em resposta a administração local de Ang II 

 

Ratos hipertensos apresentaram uma diminuição significativa do fluxo sanguíneo 

cerebral após a administração local de Ang II, em contraste o fluxo sanguíneo cerebral de 

ratos normotensos aumentou em resposta a aplicação tópica de Ang II na janela craniana 

(p<0.0001). O tratamento de ratos hipertensos com sinvastatina foi capaz de atenuar a redução 

do fluxo sanguíneo cerebral induzida pela Ang II, quando comparado com ratos hipertensos 

não tratados (p<0.01; Figura 9).  
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Figura 9. Alterações no fluxo sanguíneo cerebral em resposta a administração local de Ang II 

1µm em ratos hipertensos tratados com sinvastatina (SHR+SINVA), ratos hipertensos não 

tratados (SHR-CTL), ratos normotensos não tratados (WKY-CTL) e tratados com sinvastatina 

(WKY+SINVA).  Os valores representam a média ± erro padrão da média; n=5-6.  *** p < 

0.0001 vs. WKY-CTL e WKY+SINV; ** p < 0.001 vs. WKY-CTL e WKY+SINV ## p < 

0.01 vs. SHR-CTL.  
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5.9 Efeito  do tratamento com sinvastatina sobre o estresse oxidativo cerebral e muscular 

 

Na análise do estresse oxidativo foram observados aumentos significativos nos níveis 

de MDA no cérebro e músculo grácil de ratos hipertensos quando comparado com ratos 

normortensos (p< 0.05; Figura 10). O tratamento de ratos hipertensos durante três dias com 

sinvastatina foi capaz de reduzir os níveis de MDA no cérebro e músculo grácil quando 

comparados com ratos hipertensos não tratados (p<0.05). A administração de sinvastatina não 

alterou os níveis de MDA em ratos normotensos.  
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Figura 10. Nível de formação de malondialdeído (MDA)  no (A) cérebro e músculo grácil, (B) 

e ratos hipertensos tratados com sinvastatina (SHR+SINVA), ratos hipertensos não tratados 

(SHR-CTL), ratos normotensos não tratados (WKY-CTL) e tratados com sinvastatina 

(WKY+SINV). Os valores representam a média ± erro padrão da média; n=5.  * p < 0.05 vs. 
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WKY-CTL e WKY+SINV; ** p < 0.01 vs. WKY-CTL e WKY+SINV # p < 0.05 vs. SHR-

CTL.  

5.10 Níveis de tiol cerebral e muscular de ratos hipertensos tratados com sinvastatina   

 

As ações antioxidantes da sinvastatina foram avaliadas através dos níveis de tiol 

cerebral e muscular. Foi observada uma diminuição significativa dos níveis de tiol no cérebro 

e músculo grácil de ratos hipertensos quando comparado com ratos normotensos (p< 0.01; 

Figura 11). O tratamento de ratos hipertensos durante três dias com sinvastatina foi capaz de 

restaurar os níveis normais de tiol no cérebro e músculo grácil quando comparados com ratos 

hipertensos não tratados (p<0.05). A administração de sinvastatina não alterou os níveis de 

tiol em ratos normotensos. 
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Figura 11. Níveis de tiol no (A) cérebro e músculo grácil (B) de ratos hipertensos tratados 

com sinvastatina (SHR+SINVA), ratos hipertensos não tratados (SHR-CTL), ratos 

normotensos não tratados (WKY-CTL) e tratados com sinvastatina (WKY+SINVA). Os 

valores representam a média ± erro padrão da média; n=5.  * p < 0.05 vs. WKY-CTL e 

WKY+SINVA; ** p < 0.01 vs. WKY-CTL e WKY+SINVA # p < 0.05 vs. SHR-CTL.  

 

5.11 Efeito do tratamento com sinvastatina sobre a expressão gênica da enzima óxido 

nítrico sintase endotelial (eNOS)  

Ratos hipertensos não tratados apresentaram uma diminuição na expressão da eNOS 

cerebral comparada com ratos normotensos não tratados (SHR-CTL vs. WKY-CTL p<0.05; 

Figura 12). O tratamento de ratos hipertensos com sinvastatina aumentou significativamente a 

expressão da eNOS cerebral (SHR+SINVA; p< 0.05) quando comparados com ratos 

hipertensos não tratados. A administração de sinvastatina em ratos normotensos 

(WKY+SINVA) não alterou a expressão da eNOS cerebral quando comprados com ratos 

normotensos não tratados (Figura 12).  
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Figura 12 . Expressão da enzima óxido nítrico sintase endotelial cerebral de ratos hipertensos 

tratados com sinvastatina (SHR+SINVA), ratos hipertensos não tratados (SHR-CTL), ratos 

normotensos não tratados (WKY-CTL) e tratados com sinvastatina (WKY+SINVA). Os 

valores representam a média ± erro padrão da média; n=5. * p < 0.05 vs. WKY-CTL e 

WKY+SINVA; # p < 0.05 vs. SHR-CTL.  
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5.12 Efeitos do tratamento com sinvastatina sobre a expressão gênica dos receptores AT2 

cerebral através de PCR 

 

Ratos hipertensos não tratados apresentaram uma diminuição na expressão gênica dos 

receptores AT2 cerebrais comparada com ratos normotensos não tratados (SHR-CTL vs. 

WKY-CTL; p<0.05). O tratamento agudo de ratos hipertensos com sinvastatina aumentou 

significativamente a expressão gênica dos receptores AT2 no sistema nervoso central 

(SHR+SINVA; p< 0.05) quando comparados com ratos hipertensos não tratados. A 

administração de sinvastatina em ratos normotensos (WKY+SINVA) não alterou a expressão 

gênica dos receptores AT2 cerebrais quando comprados com ratos normotensos não tratados 

(Figura 13).  
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Figura 13. Expressão gênica dos receptores AT2 no cérebro de ratos hipertensos tratados com 

sinvastatina (SHR+SINVA), ratos hipertensos não tratados (SHR-CTL), ratos normotensos 

não tratados (WKY-CTL) e tratados com sinvastatina (WKY+SINVA). Os valores 

representam a média ± erro padrão da média; n=5.  * p < 0.05 vs. WKY-CTL e 

WKY+SINVA; # p < 0.05 vs. SHR-CTL.  

 

5.13 Efeito do tratamento com sinvastatina sobre a expressão proteica dos receptores AT2 

através de imunohistoquímica  
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De forma similar à análise da expressão gênica, ratos hipertensos não tratados 

apresentaram menor expressão dos receptores AT2 no córtex cerebral comparada com ratos 

normotensos não tratados (SHR-CTL vs. WKY-CTL; p<0.01). O tratamento de ratos 

hipertensos com sinvastatina aumentou significativamente a expressão dos receptores AT2 no 

córtex cerebral (SHR+SINVA; p< 0.05) quando comparado com ratos hipertensos não 

tratados. A administração de sinvastatina em ratos normotensos (WKY+SINVA) não alterou a 

expressão dos receptores AT2 cerebral quando comprados com ratos normotensos não tratados 

(Figura 14).  
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Figura 14. Fotomicrografia de imunohistoquímica e análise quantitativa para os receptores 

AT2 no cérebro de ratos hipertensos tratados com sinvastatina (SHR+SINVA), ratos 

hipertensos não tratados (SHR-CTL), ratos normotensos não tratados (WKY-CTL) e tratados 

com sinvastatina (WKY+SINVA). Os valores representam a média ± erro padrão da média; 

n=5.  ** p < 0.01 vs. WKY-CTL e WKY+SINVA; # p < 0.05 vs. SHR-CTL.  
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5.14 Efeito do tratamento com sinvastatina sobre os níveis séricos de colesterol total 

 

Não houve diferença estatística nos níveis de colesterol total entre os ratos 

normotensos e hipertensos (WKY-CTL 88±2,9 mg/dL vs. SHR-CTL 86±3,3 mg/dL). O 

tratamento com sinvastatina durante três dias não modificou os níveis séricos de colesterol em 

ratos hipertensos (SHR+SINVA 89±3,4 mg/dL) e normotensos (WKY+SINVA 85±4,1 

mg/dL), comparado com os grupos não tratados. Os valores representam a média ± erro 

padrão da média; n=5. 
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 Etapa II  

 

6. Objetivos 

 

6.1 Objetivos geral 

• Investigar os efeitos do tratamento com sinvastatina em um modelo de 

hiperpermeabilidade microvascular. 

 

6.2 Objetivos específicos 

• Investigar os efeitos do pré-tratamento com sinvastatina sobre:  

 

1. Hiperpermeabilidade microvascular induzida pela bradicinina. 

 

2. Hiperpermeabilidade microvascular induzida pela combinação da IL-1β com a 

bradicinina. 

 

•  Investigar o papel da enzima NADPH oxidase nos efeitos da sinvastatina sobre a 

permeabilidade microvascular.  
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7. Materiais e Métodos  

 

7.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos 80-100 g que ficaram em sala climatizada (20-

24°C) com controle de claro-escuro (12 horas por período) em caixas contendo no máximo 

quatro animais com água e ração padrão para ratos ad libitum.  A eutanásia dos animais foi 

realizada em câmara de CO2 através da exposição a concentrações crescentes de CO2 até que 

a parada cardiorrespiratória ocorresse, seguida do deslocamento cervical. Todos os 

procedimentos realizados estão de acordo com as diretrizes de procedimentos e utilização de 

animais de experimentação do Reino Unido (Scientific Procedures, Act 1986 UK Home Office 

Schedule One procedure). 

 

7.2 Protocolo experimental 

 

Para investigação dos efeitos do tratamento com sinvastatina (SINVA) sobre a 

hiperpermeabilidade microvascular induzida pela bradicinina (BK), os ratos foram 

inicialmente divididos em dois grupos experimentais (n=8), o grupo BK, onde os animais 

foram administrados com salina e o grupo BK+SINVA, tratados com sinvastatina (5 mg/kg), 

por via intraperitoneal, 24 horas antes da indução da hiperpermeabilidade vascular utilizando 

a concentrações crescentes de bradicinina na superfície do músculo cremaster (10-9, 10-8 e 10-7 

M ou 1nM – 0.1µM).  

Realizando experimentos pareados, após a primeira curva dose-resposta com a 

bradicinina, o músculo cremáster foi lavado rapidamente, e posteriormente uma segunda etapa 

foi realizada, a aplicação de IL-1β (30pM) na superfície abluminal da microcirculação do 

músculo cremáster de ambos os grupos, por 10 minutos. Posteriormente, o músculo foi lavado 

com solução fisiológica de Krebs, e uma nova dose-resposta foi realizada. Afim de facilitar a 

compreensão e análise dos resultados, após a aplicação de IL-1β os grupos experimentais (BK 

e BK+SINVA) foram renomeados para: grupo BK+IL-1β e BK+SINVA+IL-1β, como 

demonstrado na figura 15.  
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Microscopia intravital

Microscopia intravital

40 min 20 min

40 min 20 min

 

 

Figura 15: Esquema representativo do protocolo experimental utilizado para investigação dos 

efeitos do tratamento com sinvastatina (SINVA) sobre a hiperpermeabilidade microvascular 

induzida pela bradicinina (BK) 

 Uma segunda etapa foi realizada para avaliar o papel da NADPH oxidase na 

potencialização da permeabilidade causada pela bradicinina induzida pela IL-1β. Para tal 

finalidade novos experimentos foram realizados com o mesmo protocolo descrito nos grupos 

BK+IL-1β e BK+SINVA+IL-1β, sendo que a única diferença foi a co-administração de um 

inibidor seletivo da NADPH oxidase, a apocinina (APO; 1µM) com a IL-1β, também na 

superfície abluminal da microcirculação durante 10 minutos, gerando os seguintes grupos 

experimentais: BK+IL-1β+APO e BK+SINVA+IL-1β+APO (n=8), como demonstrado na 

figura 16.  

Microscopia intravital

Microscopia intravital

40 min 20 min

40 min 20 min

 

Figura 16: Esquema representativo do protocolo experimental utilizado para avaliar o papel 

da NADPH oxidase na potencialização da permeabilidade causada pela bradicinina induzida 

pela IL-1β. 
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7.3 Drogas e soluções 

7.3.1 Solução cardioplégica - St. Thomas’ 

 

A solução cardioplégica foi utilizada para estabilização do músculo cremáster. A 

composição da solução é a seguinte: NaCl (110 mM), MgCl 2 (16 mM), KCl (16 mM), CaCl 

2 (1.2 mM), NaHCO3 (10 mM), preparada com 80 ml de água destilada. O pH foi ajustado 

para 7.0 ± 0.05. Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Dorset, UK). 

 

7.3.2 Solução de Krebs 

 

Após a dissecção, o músculo foi mantido viável durante o experimento através da 

superfusão contínua com a solução fisiológica de Krebs contendo: NaCl (118 mM); KCl (4,7 

mM); CaCl2 (2,52 mM); MgSO4.7H2O (1,18 mM); KH2PO4 (1,18mM), NaHCO3 (25 mM), 

glicose (9 mM) preparada com 1,8 L de água destilada, e o pH foi ajustado para 7,4 ± 0,05. 

Albumina sérica bovina (10 mg.ml-1) foi adicionada a uma alíquota da solução de Krebs para 

perfusão intravascular com o objetivo de manter as propriedades do glicocálix. Todas os 

reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Dorset, UK).   

 

7.4 Canulação da artéria aorta abdominal  

 

Após a eutanásia, o rato foi posicionado estabilizado em decúbito dorsal ou supina em 

uma pequena plataforma plástica. Foi realizada a tricotomia da região abdominal e região 

escrotal, posteriormente foi realizada uma incisão na linha média expondo a cavidade 

abdominal. O omento maior e tecidos conectivos adjacentes foram cuidadosamente removidos 

para a visualização clara da artéria aorta abdominal e a veia cava. A artéria aorta foi canulada 

com uma cânula de polietileno (DI: 0,28 mm, DE: 0,61mm), posteriormente foi realizada a 

perfusão com a solução cardioplégica contendo heparina (100U.ml-1), para evitar a formação 

de coágulos intravasculares. Posteriormente a veia cava foi seccionada para realização da 

perfusão e remoção completa do sangue do compartimento intravascular.  
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7.5 Isolamento e dissecção do músculo cremáster 

 

Como demonstrado na figuras 17 e 18, uma incisão longitudinal foi realizada na região 

ventral do escroto e a fáscia superficial e tecidos conectivos e adiposo foram cuidadosamente 

removidos. O músculo cremáster foi gentilmente tracionado para fora do testículo com o 

auxílio de uma pinça de dissecção e a extremidade distal do músculo foi fixada utilizando 

pinos histológicos (Watkins & Doncaster, Kent: England) em um bloco de silicone 

transparente (SylGard®). Durante a dissecção e isolamento, o músculo foi constantemente 

irrigado com a solução de Krebs a 37°C. Utilizando a cânula aórtica, o músculo foi 

continuamente perfundido com a solução de Krebs contendo albumina (10 mg.ml-1), sendo 

mantida até o momento em que a preparação foi transferida para o set de microscopia 

intravital (ACM, Zeiss, Oberkochen, Germany). Uma vez posicionado no microscópio 

intravital, o músculo cremáster foi constantemente superfundido, com a solução de Krebs 

(2ml.min-1), através de uma bomba peristáltica (MiniPuls3, Gilson, UK). A temperatura da 

solução de Krebs foi mantida a 37oC por um controlador de temperatura (Cal 9900 autotune 

PID, CAL Controls Ltd. UK). O pH da solução de Krebs foi mantido a 7,4 ± 0,05 com uma 

mistura gasosa de CO2 a 5%. 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Imagens representativas das etapas de isolamento do músculo cremáster (A-F). 

Uma incisão longitudinal foi realizada na pele e tecido conectivo sobre o testículo selecionado 

(A). O tecido conectivo foi cuidadosamente removido e o músculo cremáster juntamente com 

o testículo foram fixados com pinos histológicos em um bloco de silicone (B e C). Foi 

realizada uma incisão longitudinal sobre o músculo cremáster, e o músculo foi aberto sobre o 
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bloco de silicone (D). Após a abertura, o músculo cremáster foi inteiramente fixado com os 

pinos histológicos (E), e o testículo foi posicionado lateralmente ao músculo cremáster (F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Representação do set experimental de microscopia intravital. Após a perfusão da 

microcirculação com a solução de Krebs e albumina 0,1%, foi administrado FITC-albumina 

através da canula aórtica. Posteriormente, o músculo cremáster foi constantemente 

superfundido, com a solução de Krebs (2ml.min-1), através de uma bomba peristáltica 

(MiniPuls3, Gilson, UK). A temperatura da solução de Krebs foi mantida a 37oC por um 

controlador de temperatura (Cal 9900 autotune PID, CAL Controls Ltd. UK). O pH da 

solução de Krebs foi mantido a 7,4 ± 0,05 com uma mistura gasosa de CO2 a 5%. As drogas 

foram aplicadas na superfície abluminal através de uma bomba de infusão volumétrica de 

seringa diretamente no circuito de perfusão ligado a bomba peristáltica que realiza a 

superfusão do músculo cremáster, permitindo a administração direta da bradicinina no 

superfusato?? sem interferir com o sistema de controle de temperatura e a irrigação continua 

com do músculo com a solução de Krebs.  
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7.6 Aquisição das imagens  

 

O músculo cremáster foi transiluminado e examinado com uma objetiva de imersão 

em água de 10x (Cooke, N.A. 0,5) e imagens em tempo real foram capturadas por uma 

câmera de baixa-luz (DarkStar, Photonic Sciences, UK) e um software para análise de 

imagens, Image Hopper (Samsara Research, Reading, Surrey). Um período de estabilização 

de 30 minutos foi utilizado para observação da microcirculação e escolha de um campo 

microscópico de qualidade. Uma injeção em bolus de FITC-albumina (300µl; 5 mg/ml) foi 

realizada através da cânula aórtica. O marcador fluorescente foi excitado a (525 – 535 nm) 

permitindo a visualização dos vasos da microcirculação. Vênulas pós-capilares foram 

selecionadas para a realização da mensuração das variações da permeabilidade durante o 

presente estudo. Antes da realização da aquisição de imagens, a administração de soluções 

através da artéria aorta foi interrompida, com o objetivo de evitar o fluxo e permitir a 

estabilização da FITC-albumina no interior dos vasos. Após o isolamento, o músculo 

cremáster foi posicionado no microscópio intravital, para avaliação da permeabilidade 

microvascular. O músculo foi continuamente superfundido com a solução fisiológica de 

Krebs a 37°C (pH 7,4). A luz emitida após a excitação do FITC-albumina presente na 

microcirculação do cremáster, ??para através de um filtro de emissão para uma câmera de 

baixa-iluminação. Uma vênula pós-capilar foi escolhida para avaliação da permeabilidade 

vascular. As imagens foram capturadas e salvas para subsequente análise através do software 

Image Hopper.  

 

7.7 Controle do fluxo vascular 

 

Todos os experimentos foram realizados sobre condições de “fluxo zero”. Essa 

condição é necessária para evitar a possibilidade de fluxo ao longo do vaso de interesse 

durante o experimento e a análise subsequente dos dados. No presente estudo, essa condição 

foi obtida parando a perfusão através da artéria aorta e aguardando 2 minutos para 

estabilização. 

 

7.8 Aplicação das drogas 

 

As drogas foram aplicadas na superfície abluminal através de uma bomba de infusão 

volumétrica de seringa diretamente no circuito de perfusão ligado a bomba peristáltica que 

realiza a superfusão do músculo cremáster, permitindo a administração direta da bradicinina 
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no superfusato sem interferir com o sistema de controle de temperatura e a irrigação continua 

do músculo com a solução de Krebs.  

Devido ao desenho do setup experimental, as drogas sempre foram misturadas com a 

solução de Krebs, e sua concentração final foi calculada para terem um fator de diluição de 

1:4 a partir das concentrações iniciais.  Foram realizadas gravações das imagens antes e após 

a aplicação das drogas para o cálculo do coeficiente de permeabilidade. As drogas foram 

lavadas durante 5 minutos, antes da administração seguinte, para possibilitar o retorno à linha 

de base. Se necessário, uma nova injeção de FITC-albumina era realizada, antes da realização 

de nova administração da bradicinina. Para minimizar a variabilidade entre as aplicações de 

bradicinina, a mesma região do cremáster foi observada ao longo do experimento.   

 

7.9 Análise das imagens e mensuração da permeabilidade microvascular 

 

No final de cada experimento, o conjunto de imagens era observado para a 

visualização das alterações na fluorescência e cálculo do coeficiente de permeabilidade. A 

permeabilidade ao longo do período de gravação foi calculada como a diferença dos valores 

obtidos da região intravascular e aqueles obtidos a partir do interstício, e plotados como 

observado na figura 19. Como observado na figura 20, os gráficos gerados no software Image 

Hopper foram exportados para o Microsoft Excel na forma de valores numéricos em 

(Concentração de FITC-albumina) pixels vs. Tempo (s). Utilizando o software Microsoft 

Excel, foram calculadas as curvas exponenciais de cada ensaio, podendo-se obter as 

constantes de queda na concentração do marcador fluorescente (k) para a região basal da 

curva e pós-bradicinina. Para o cálculo do coeficiente de permeabilidade, posteriormente foi 

determinado o diâmetro (d) (µm) do vaso utilizado para a análise, e a permeabilidade (P )foi 

calculada de acordo com a equação : P=k.d/4. 
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BK 0.1 µM

 

 

Figura 19: Avaliação da permeabilidade de vênulas pós-capilares no músculo cremáster. 

Imagens representativas da microscopia intravital da região de interesse de mostrando uma 

vênula antes (B) e após a administração de bradicinina (BK) na concentração de 0,1 µM (C). 

As alterações na fluorescência das regiões de interesse dentro do vaso escolhido (quadrado 

vermelho) e no interstício (quadrado verde) estão dispostas nos gráficos obtidos com o 

software Image Hopper e foram posteriormente utilizados para o cálculo do coeficiente de 

permeabilidade (A; D-F).  
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Figura 20: Curva exponencial representativa utilizada para o cálculo das constantes basal e 

após a administração de bradicinina usadas o cálculo do cálculo do coeficiente de  

permeabilidade microvascular no músculo cremáster. Queda exponencial na concentração de 

FITC-albumina, induzido pela aplicação local de bradicinina (0,1 µM) na superfície 

abluminal da microcirculação do cremáster, aumentando a permeabilidade microvascular. Por 

exemplo, para o cálculo do coeficiente de permeabilidade microvascular (P=k.d/4) para 

uma vênula pós-capilar com um diâmetro (d) = 20µm, e constantes de queda na concentração 

do marcador fluorescente basal, kbasal=0,0004 e pós-bradicinina  kBK=0,004, calcula-se a 

permeabilidade basal , Pbasal= 0,002 e permeabilidade pós-bradicinina PBK= 0,02, um 

aumento de 10 vezes na permeabilidade microvascular induzido pela bradicinina; logo o 

coeficiente de aumento da permeabilidade vascular é calculado como: PBK - Pbasal = 0,018 

(cm.s-1.10-6).  
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7.10 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como sendo a média ± erro padrão da média (EPM) 

para cada grupo e comparações entre grupos diferentes foram feitos o teste student-t pareado e 

não pareado. Em todos os testes, o grau mínimo de significância considerado foi de 95% (P < 

0,05). Todos os cálculos foram realizados por análises informatizadas através do programa 

estatístico comercialmente disponível (Graphpad Prism, versão 5.0, San Diego, CA, USA).  
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8. Resultados  

 

8.1 Efeito do pré-tratamento com sinvastatina sobre a hiperpermeabilidade microvascular 

induzida pela bradicinina  

 

A aplicação local de bradicinina na superfície abluminal do músculo cremáster induziu 

um aumento concentração-dependente na permeabilidade microvascular BK10-9M 

(0,11±0,02); BK10-8 M (0,37±0,09); BK10-7 M (0,73±0,20 cm.s-1.10-6, figura 21A) e a 

permeabilidade máxima foi observada com a maior concentração de bradicinina (10-7 M). O 

pré-tratamento com sinvastatina foi capaz de reduzir significativamente a permeabilidade 

microvascular induzida pela bradicinina, praticamente abolindo, neste modelo, a ação 

microvascular mediada pela bradicinina BK+SINVA 10-9M (0,04±0,03); BK+SINVA 10-8 M 

(0,05±0,02); BK+SINVA 10-7 M (0,14±0,04 cm.s-1.10-6, figura 21B;), como evidenciado pelo 

cálculo da área sob a curva (ASC) (BK 0,65 ± 0,09 vs. BK+SINVA 0,15± 0,05; p<0,01, 

figura 21B) 
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Figura 21: Efeitos do pré-tratamento com sinvastatina (5 mg/kg; i.p.) sobre a permeabilidade 

microvascular induzida pela bradicinina. (A). Curva dose-resposta mostrando a variação na 

permeabilidade vascular a partir da permeabilidade basal (p
Basal

) após a aplicação de 

bradicinina (p
BK

; 1nM – 0.1 µM). * p < 0.05 vs. 10-8M BK, *** p < 0.001 vs. 10-7M BK.; # p 

< 0.05 vs. 10-9M BK, ## p < 0.01 vs. 10-8M BK (B) Cálculo da área sob curva (ASC) dos 

grupos BK e BK+SINVA;  ** p < 0.01 vs. BK. Os valores representam a média ± erro padrão 

da média; n=8.  
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8.2 Efeito do pré-tratamento com sinvastatina sobre a hiperpermeabilidade microvascular 

induzida pela combinação da IL-1β com a bradicinina  

 

A aplicação local prévia de IL-1β (30 pM) durante 10 minutos na superfície abluminal 

da microcirculação do músculo cremáster potencializou o efeito da bradicinina, aumentando a 

permeabilidade microvascular nas concentrações de 10-8M (BK pré-IL-1β 0,37±0,09 vs. BK 

pós- IL-1β 0,57±0,11 cm.s-1.10-6; p<0.05) e 10-7M (BK pré-IL-1β 0,73±0,19 vs. BK pós- IL-

1β 1,11±0,22 cm.s-1.10-6; p<0.05) quando comparados com a administração da bradicinina 

sozinha (Figura 22). Na menor concentração de BK, 10-9M, a pré-aplicação de IL-1β foi capaz 

de aumentar a permeabilidade induzida pela bradicinina, no entanto não houve diferença 

estatística entre os grupos experimentais (BK pré-IL-1β 0,11±0,02 vs. BK pós-IL-1β 

0,29±0,16 cm.s-1.10-6; p=0.09).   

O pré-tratamento com sinvastatina foi capaz de prevenir ou abolir completamente a 

ação da IL-1β sobre o aumento da permeabilidade vascular induzida pela a bradicinina, 

reduzindo significativamente a hiperpermeabilidade microvascular induzida pelas diferentes 

concentrações de BK, BK+SINVA+IL-1β 10-9M (0,06±0,04); BK+SINVA+IL-1β 10-8 M 

(0,21±0,08); BK+SINVA+IL-1β 10-7 M (0,44 ±0,23 cm.s-1.10-6, figura 22. 

 

P
e

r
m

e
a

b
il

id
a

d
e

 m
ic

r
o

v
a

s
c

u
la

r

(A
S

C
)

B
K

B
K

+
IL

-1


B
K

+
S

IN
V

A
+
IL

-1


0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0
# #

+ +

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5 B K

B K + IL -1 

B K + S IN V A + IL -1 

1 0
-9

1 0
-8

1 0
-7

B ra d ic in in a  (M )P
e

r
m

e
a

b
il

id
a

d
e

 m
ic

r
o

v
a

s
c

u
la

r


p
B

K
-p

B
a

s
a

l

(c
m

.s
-1

.1
0

-6
)

#

#

§

§

**

*

A
B

 

 

Figura 22: (A). Efeitos do pré-tratamento com sinvastatina sobre a hiperpermeabilidade 

microvascular induzida pela combinação da IL-1β com a bradicinina. (A) Curva dose-resposta 

mostrando a variação na permeabilidade vascular. * p < 0.05 vs. 10-8M BK+IL-1β, ** p < 

0.01 vs. 10-7M BK+IL-1β.  # p < 0.05 vs. 10-9M BK+IL-1β, 10-8M BK+IL-1β; § p < 0.05 

vs.10-8M BK; § p < 0.05 vs. 10-7M BK. (B) Cálculo da área sob curva (ASC) dos grupos BK, 

BK+IL-1β e BK+SINVA+IL-1β. ## p < 0.01 vs. BK; ++ p < 0.01 vs. BK+IL-1β. Os valores 

representam a média ± erro padrão da média; n=8.  
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8.3 Papel da enzima NADPH oxidase nos efeitos da sinvastatina sobre a permeabilidade 

microvascular. 

 

 A aplicação concomitante de apocinina (APO), um inibidor seletivo da enzima NADPH 

oxidase, diminuiu o aumento da permeabilidade induzido pela combinação da IL-1β e da 

bradicinina, no entanto não houve diferença significativa entre os grupos (BK+IL-1β+APO 

10-9M (0,15±0,02); 10-8M (0,4±0,09); 10-7M (0,85±010) vs. BK+IL-1β 10-9M (0,29±0,16) 10-

8M (0,57±0,11) 10-7M (1,11±0,22). A combinação de sinvastatina e apocinina inibiu 

completamente o aumento na permeabilidade vascular induzido pela combinação de IL-1β e 

bradicinina (BK+SINVA+IL-1β+APO) (0,03±0,01); 10-8M (0,04±0,03); 10-7M (0,03±002; 

figura 23) quando comparado com o grupo BK+IL-1β+APO (p<0,001). Não houve diferença 

estatística entre os grupos BK+SINVA+IL-1β e BK+SINVA+IL-1β+APO.  
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Figura 23: Papel da enzima NADPH oxidase na redução da permeabilidade microvascular 

mediada pela sinvastatina. (A) Curva dose-resposta mostrando a variação na permeabilidade 

vascular.  § p < 0.01 vs. 10-9M BK+IL-1β+APO; §§ p < 0.01 vs. 10-8M BK+IL-1β+APO; §§§ 

p < 0.01 vs. 10-7M BK+IL-1β+APO. (B) Cálculo da área sob curva (ASC) dos grupos BK, 

BK+IL-1β e BK+SINVA+IL-1β; e BK+IL-1β+APO BK+SINVA+IL-1β+APO. §§§ p < 0.01 

vs. BK+IL-1β+APO, ### vs. BK+IL-1β.  Os valores representam a média ± erro padrão da 

média; n=8. 
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9. Discussão 

 

O tratamento com sinvastatina reduziu a pressão arterial, reverteu a rarefação 

microvascular funcional cerebral e muscular, além de melhorar a vasodilatação arteriolar 

dependente de endotélio, acompanhado do aumento na expressão da enzima eNOS, e 

normalização do fluxo sanguíneo cerebral em ratos hipertensos. Além disso, o tratamento com 

sinvastatina teve um efeito anti-inflamatório vascular, reduzindo o rolamento e adesão de 

leucócitos em vênulas cerebrais, diminuiu o estresse oxidativo e aumentou a capacidade 

antioxidante no músculo e cérebro de ratos hipertensos. Os efeitos cardiovasculares benéficos 

observados com o tratamento de sinvastatina neste estudo foram completamente 

independentes dos níveis de colesterol, uma vez que os ratos hipertensos utilizados não 

apresentam hipercolesterolemia comparado com ratos normotensos, e o tratamento com 

sinvastatina durante três dias não alterou os níveis séricos de colesterol. Adicionalmente, o 

tratamento agudo com sinvastatina foi capaz de prevenir o aumento da permeabilidade 

microvascular induzido pela bradicinina.  

Devido as suas propriedades farmacocinéticas, a sinvastatina possui baixa 

biodisponibilidade após administração por via oral quando comparado com outras vias, como 

intraperitoneal e inalatória. Em estudos de farmacocinética foi demonstrado que após a 

administração oral de sinvastatina na dose de 40 mg/kg, a biodisponibilidade calculada foi de 

5% (222). É importante notar que a via clássica de administração da sinvastatina na prática 

clínica é a via oral, no entanto alguns estudos experimentais mostraram que a administração 

de sinvastatina via intraperitoneal produziu um efeito anti-inflamatório maior do que quando 

administrada na mesma dose por via oral (223). Alguns fatores podem contribuir para a 

diminuição da biodisponibilidade oral da sinvastatina, como o efeito de primeira passagem 

hepática após absorção pelo trato gastrointestinal (224). A dose de sinvastatina usada neste 

estudo por via oral é maior do que normalmente a dose utilizada por humanos. É importante 

notar que normalmente as doses de estatinas empregadas em estudos experimentais com ratos 

e camundongos são maiores do que as usadas em humanos, devido a rápida supra-regulação 

da HMG-CoA que ocorre em roedores após o tratamento com estatinas (225).  Esses fatores 

farmacocinéticos e metabólicos inerentes aos roedores poderiam explicar o motivo pelo qual a 

dose de sinvastatina é normalmente mais alta quando escolhida a via oral de administração.  

Por outro lado, um estudo toxicológico demonstrou que a sinvastatina administrada na 

dose de 40 mg/kg/dia por via intraperitoneal induziu severa toxicidade, e alguns animais 

morreram 3 dias após a administração por via intraperitoneal (226). Por outro lado, a 
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administração via oral da sinvastatina na mesma dose de 40 mg/kg/dia, maior que a dose de 

30 mg/kg/dia utilizada no presente estudo, foi bem tolerada, não induziu efeitos adversos, 

nem óbitos ao longo de 14 dias de tratamento, quando comparado com animais do grupo 

controle (226). Logo, a dose de 30 mg/kg/dia utilizada no presente estudo é segura do ponto 

de vista toxicológico e experimental.  

 Os efeitos das estatinas sobre a pressão arterial têm sido estudados em alguns ensaios 

clínicos. Alguns estudos mostraram um efeito hipotensor das estatinas, enquanto outros 

estudos não observaram diminuição da pressão arterial em pacientes tratados com estatinas 

(227). Alguns fatores controversos têm sido publicados acerca dos efeitos das estatinas sobre 

a pressão arterial, diferentes aspectos populacionais (hipercolesterolemia, idade), o tratamento 

concomitante com anti-hipertensivos, dentre outros (228). Estudos recentes mostraram que 

pacientes com hipertensão controlada que também são hipercolesterolêmicos não 

apresentaram alterações nos níveis de pressão arterial com o tratamento adicional com 

estatina (229, 230), enquanto outros estudos demonstraram que a terapia adicional com 

estatinas levou a uma grande redução da pressão arterial em pacientes com hipertensão não 

controlada (129, 134). Tseng e colaboradores demonstraram que a sinvastatina foi capaz de 

promover o controle central da pressão arterial no núcleo do trato solitário (NTS) de SHR 

através da supra-regulação da atividade da eNOS (123). 

Dados na literatura sobre o efeito das estatinas em pacientes hipertensos são altamente 

controversos. No presente estudo, o tratamento com sinvastatina teve um efeito anti-

hipertensivo importante considerando apenas três dias de tratamento de ratos hipertensos. Do 

ponto de vista experimental, a redução da pressão arterial no presente modelo de hipertensão é 

importante uma vez que ratos SHR não desenvolvem hipercolesterolemia, sendo possível 

dissociar o efeito sobre a pressão arterial dos efeitos dependentes dos níveis de colesterol. 

Esse resultado reforça a possibilidade que as estatinas podem diminuir diretamente a pressão 

arterial, independente de reduzir os níveis de colesterol. De fato, tem sido demonstrado que as 

estatinas reduzem significativamente a pressão sistólica e diastólica (16, 22). Bautista 

demonstrou que as estatinas reduziram a pressão arterial de uma forma similar em pacientes 

tratados e não tratados com medicamentos anti-hipertensivos. Além disso, os efeitos anti-

hipertensivos das estatinas foram maiores em pacientes com altos níveis de pressão arterial 

diastólica (16).   

Também foi demonstrado que pacientes com hipertensão controlada e 

hipercolesterolêmicos não apresentaram alterações significativas nos níveis de pressão arterial 
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com o tratamento adicional com estatinas (229, 230), enquanto outros estudos demonstraram 

que a terapia adicional com as estatinas levaram a uma maior redução da pressão arterial em 

pacientes com a hipertensão não controlada (129, 134). 

Logo, a associação de resultados clínicos e experimentais, como observados no 

presente estudo, sugerem fortemente que as estatinas podem ser usadas para a prevenção e 

tratamento da hipertensão arterial, contribuindo sobremaneira para otimizar o controle da 

pressão arterial em pacientes hipertensos. Portanto, ao longo dos últimos anos as estatinas, 

que são fármacos seguros e bem tolerados pelos pacientes em geral, se apresentam como uma 

classe farmacológica com o potencial para a prevenção e controle da hipertensão arterial em 

associação ou não com anti-hipertensivos clássicos. 

O NO produzido pelas células endoteliais tem um papel essencial no processo de 

vasodilatação. Em condições homeostáticas, o relaxamento vascular ocorre pela ativação de 

mecanorreceptores da membrana das células endoteliais ou quando há um aumento do 

estresse de cisalhamento (shear stress) exercido pelas células circulantes sobre a camada 

endotelial, levando à ativação da eNOS e à subsequente produção de NO (231). Pacientes 

com hipertensão arterial primária são caracterizados por disfunção endotelial (231) mediada 

por uma diminuição na biodisponibilidade de NO secundário ao aumento do estresse 

oxidativo (232, 233).  

A disfunção endotelial é um marcador precoce do desenvolvimento de alterações 

ateroscleróticas, além de contribuir para eventos cardiovasculares importantes na hipertensão 

arterial (231). A disfunção endotelial no leito microvascular de pacientes hipertensos está 

associada com a lesão de órgãos alvo e é um fator preditivo de eventos cardiovasculares 

(231). Testes que avaliam a reatividade vascular representam os métodos mais utilizados na 

avaliação clínica da disfunção endotelial.  Foi observado no presente estudo que ratos 

hipertensos apresentaram uma diminuição na expressão da enzima eNOS cerebral, redução na 

reatividade vascular dependente de endotélio em resposta à acetilcolina, além de redução no 

número de capilares espontaneamente perfundidos (rarefação capilar funcional) quando 

comparados com ratos normotensos. O tratamento com sinvastatina durante três dias foi capaz 

de aumentar a expressão da eNOS cerebral, melhorar a reatividade vascular dependente de 

endotélio e reverter a rarefação capilar no cérebro de ratos hipertensos quando comparado 

com ratos hipertensos não tratados. Logo, a reversão da rarefação microvascular funcional 

observada em ratos hipertensos tratados com a sinvastatina evidenciada pelo aumento no 

número de capilares espontaneamente perfundidos, pode estar diretamente relacionada com a 
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recuperação da função endotelial e redução da pressão arterial. De fato, alguns estudos já 

demonstraram que a preservação da função endotelial promovida pelas estatinas envolve tanto 

o aumento de substâncias vasodilatadoras quanto a redução de substâncias vasoconstritoras, 

aumentando a biodisponibilidade de NO e reduzindo o peptídeo endotelina-1 (ET-1) (234).  

A rarefação microvascular está diretamente relacionada à elevação da pressão arterial 

nos SHR (9, 11, 14, 36, 136, 168-173). Diversos estudos têm demonstrado que a regulação da 

pressão arterial utilizando fármacos anti-hipertensivos possibilita a reversão da disfunção 

microcirculatória nos SHR A disfunção microvascular e rarefação capilar estão intimamente 

envolvidas na fisiopatologia da hipertensão arterial, e a elevação da pressão arterial pode levar 

a alterações microcirculatórias. De fato, alguns anti-hipertensivos são capazes de restaurar a 

densidade capilar a um nível próximo dos valores normais. No entanto, nem todos anti-

hipertensivos, como os β-bloqueadores, são capazes de reverter a disfunção microvascular, 

apesar de reduzirem a pressão arterial de maneira bem-sucedida (12, 35). De fato, estudos 

clínicos têm demonstrado que pacientes hipertensos tratados com anti-hipertensivos 

apresentaram uma maior densidade capilar do que indivíduos não tratados (34), outro estudo 

similar também demonstrou um aumento na densidade capilar em pacientes tratados com 

perindopril e indapamida, porém o mesmo efeito não foi observado em pacientes tratados com 

outros anti-hipertensivos (235). A redução da pressão arterial pode contribuir para uma 

diminuição no estresse oxidativo e biomecânico (236), favorecendo a função endotelial e 

perfusão capilar (237). Também foi demonstrado que anti-hipertensivos de ação central foram 

capazes de reverter a rarefação capilar em ratos hipertensos em leitos microvasculares, como 

a pele e músculo esquelético, o que seria um resultado primário redução da pressão arterial 

promovido pela inibição simpática central (238). 

Apesar de algumas classes de anti-hipertensivos não serem capazes de reverter a 

rarefação microvascular, estudos clínicos e experimentais suportam a hipótese que a redução 

da pressão arterial possui um papel central na reversão das alterações microcirculatórias 

presentes na hipertensão arterial (9, 11, 12, 34, 235, 239). Logo, o potencial anti-hipertensivo 

da sinvastatina, evidenciado pela diminuição na pressão arterial, de maneira independente dos 

seus efeitos sobre os níveis séricos de colesterol, pode estar diretamente associado com a 

reversão das alterações microcirculatórias observadas no presente estudo. Nos SHR, o 

endotélio microvascular está exposto ao aumento no estresse oxidativo (240-242), como 

também observado no presente estudo. As ROS modulam diversas funções e exercem efeitos 

secundários sobre a microvasculatura, como por exemplo, uma inibição da vasodilatação 

dependente de endotélio, e aumento no rolamento e adesão de leucócitos. Logo, o aumento do 
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estresse oxidativo observado no presente estudo pode ter contribuído de maneira importante 

para o déficit na vasodilatação dependente de endotélio, assim como um aumento nas 

interações leucócito-endotélio nos animais hipertensos.  

O estresse oxidativo também possui um papel relevante na disfunção microvascular 

presente nos SHR, induzindo a apoptose de células endoteliais, e o desaparecimento de 

microvasos contribui para rarefação capilar presente nesses animais (10). Além disso, o 

tratamento de SHR com antioxidantes induziu um efeito anti-apoptótico sobre células 

endoteliais da microcirculação, e preveniu a rarefação em SHR jovens (10). Nós observamos 

que o tratamento com sinvastatina foi eficaz em reduzir o estresse oxidativo nos SHR, 

caracterizado pela diminuição da peroxidação lipídica e aumento das defesas antioxidantes, o 

que pode ter contribuído de forma significativa para a reversão da disfunção microcirculatória 

presente neste modelo de hipertensão.  

Além disso, tem sido descrito que as estatinas são capazes de aumentar o número de 

células progenitoras endoteliais circulantes (EPCs) (243). As EPCs aumentam em reposta a 

neovascularização induzida por isquemia (244), aceleram a formação do endotélio vascular na 

carótida após lesão (245) e melhoram a função cardíaca pós-isquêmica (246). Foi 

demonstrado que as estatinas induzem angiogênese através da promoção de proliferação, 

migração e sobrevivência das EPCs circulantes (247). Em pacientes com doença coronariana 

estável, a administração de estatinas durante quatro semanas aumentou o número de EPCs 

circulantes e aumentou a capacidade funcional desses pacientes (248). Estudos anteriores 

mostraram que as estatinas mobilizam rapidamente as EPCs da medula óssea e aceleram a 

formação da estrutura vascular através da ativação da PI3 kinase/Akt e eNOS (249). Esses 

efeitos foram observados com baixas concentrações de estatinas e foram independentes dos 

níveis de colesterol. 

Alterações nas interações leucócito-endotélio possuem um papel importante no 

desenvolvimento das lesões em órgãos-alvo associada com a hipertensão arterial.  A 

leucocitose e aumento na ativação leucocitária são importantes fatores de risco na hipertensão 

arterial (250). A ativação de leucócitos contribui para a liberação de fatores pró-inflamatórios 

e ROS, que possuem efeitos deletérios sobre o tônus vascular e endotélio (251). Na 

hipertensão, os leucócitos ativados contribuem para o aumento no estresse oxidativo pelo 

aumento da atividade da NADPH-oxidase e peroxidação lipídica e reduzindo as 

concentrações da superóxido dismutase. Além disso, o aumento na expressão de moléculas de 

adesão, como a integrina β2, também contribui para um aumento no rolamento e adesão de 

leucócitos. Esses eventos combinados contribuem significativamente para o dano vascular 

induzido na hipertensão arterial. 
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Nesse sentido, o tratamento agudo com sinvastatina também reduziu o perfil 

inflamatório na microcirculação cerebral de ratos hipertensos. Dentre os diversos mecanismos 

anti-inflamatórios atribuídos às estatinas, a possível ação anti-inflamatória diminuindo a 

ativação endotelial parece ser a mais relevante. A interação leucócito-endotélio vascular 

representa uma etapa crucial para o processo aterogênico (252). O aumento da adesão de 

leucócitos ao endotélio vascular ocorre inicialmente em detrimento do aumento da expressão 

de moléculas de adesão como P-selectina, E-selectina e ICAM-1 na superfície das células 

endoteliais (253). A família das proteínas Rho GTPases é essencial na sinalização intracelular, 

responsável por regular uma série de respostas celulares como a adesão e a migração celular 

(253). As proteínas Rho GTPases afetam a expressão de algumas moléculas de adesão nas 

células endoteliais, como ICAM-1 e E-selectina, induzidas por mediadores pró-inflamatórios, 

hipóxia e estresse traumático (253). Assim, a redução na concentração intracelular dos 

isoprenóides responsáveis pela ativação das proteínas Rho poderia estar envolvida na redução 

do rolamento e adesão de leucócitos cerebrais observado em ratos hipertensos tratados com as 

estatinas. A instalação do processo inflamatório está diretamente relacionada com a disfunção 

endotelial, e com a evolução das alterações microcirculatórias da hipertensão.  

Na hipertensão, o aumento na expressão de moléculas de adesão, como a β2-integrina, 

contribui para o rolamento e adesão de leucócitos no endotélio vascular. Esses eventos 

associados à disfunção microvascular contribuem para o dano vascular que acompanha a 

hipertensão arterial (251). Independente do mecanismo tradicional de inibição da HMG-CoA, 

as estatinas podem se ligar a um novo sítio alostérico dentro de uma integrina (β2-integrina 

function-associated antigen-1 -LFA-1), independentemente da produção do mevalonato (254). 

A LFA-1 pertence a uma família de integrinas e possui um papel importante no tráfego 

leucocitário e na ativação de linfócitos T. Logo, as estatinas também poderiam inibir as 

interações leucócito-endotélio, inibindo a interação da LFA-1 e da molécula de adesão 

intercelular (ICAM-1).  

Os leucócitos apresentam maiores níveis de ativação em SHR do que em ratos 

normotensos (255). A liberação de ROS por leucócitos ativados podem inativar o NO, e 

contribuir para a disfunção endotelial, além de contribuir para inflamação (256) e a ativação 

de neutrófilos pode favorecer a adesão leucocitária ao endotélio vascular promovendo um 

aumento na inativação do NO pelo superóxido. O NO, em contrapartida, é um inibidor 

endógeno da adesão leucocitária em vênulas pós-capilares (255). Logo, o aumento da 

biodisponibilidade de NO associado à diminuição da ativação endotelial parece ser uma das 
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propriedades pleiotrópicas das estatinas de considerável importância e com alto potencial na 

terapia e prevenção das lesões cerebrais induzidas na hipertensão.  

A hipertensão arterial induz importantes alterações na morfologia vascular cerebral, 

fluxo sanguíneo cerebral e reatividade vascular, que podem levar a hipoperfusão cerebral e 

redução da reserva cerebrovascular, aumentando a susceptibilidade a desordens no cérebro, 

como o AVC isquêmico (257) e declínio nas funções cognitivas (258). As avaliações das 

alterações cerebrovasculares funcionais e estruturais na hipertensão são importantes para 

aprimorar a caracterização dos efeitos deletérios da hipertensão sobre o sistema nervoso 

central, assim como avaliar novas estratégias terapêuticas.  

O SHR, como descrito anteriormente, é um modelo de hipertensão bem estabelecido. 

Diversos estudos têm investigado alterações no diâmetro de artérias cerebrais, fluxo 

sanguíneo basal e reatividade vascular, utilizando diversas técnicas in vivo e ex vivo. O fluxo 

sanguíneo cerebral basal tem sido reportado como similar (259, 260), menor (261, 262) ou 

maior (263) do que animais normotensos. As respostas do fluxo sanguíneo cerebral a uma 

condição de hipercapnia têm sido reportadas em diferentes estudos, podendo o fluxo 

sanguíneo cerebral aumentar (264), diminuir (7) ou permanecer inalterado (265) em estágios 

similares da hipertensão. OS efeitos da hipertensão sobre o lúmen vascular também variam 

significativamente em diferentes estudos. Essas inconsistências podem surgir de diferenças no 

estágio hipertensivo, das técnicas utilizadas nos experimentos, região do cérebro analisadas, 

uso de anestésicos, dentre outros fatores.   

No presente estudo, ratos hipertensos apresentaram uma redução importante no fluxo 

sanguíneo cerebral basal, quando comparados com ratos normotensos. Além disso, o 

tratamento de ratos hipertensos com sinvastatina durante três dias foi capaz de normalizar o 

fluxo sanguíneo cerebral quando comparado com ratos hipertensos não tratados. Foi 

demonstrado que a atorvastatina é capaz de aumentar o fluxo sanguíneo cerebral, em ratos 

hipertensos com tendência a desenvolver acidente vascular cerebral (stroke-prone-SHR), 

conferindo proteção contra o AVC induzido neste modelo de hipertensão (266). Assim como 

observado no presente estudo, a neuroproteção induzida pelas estatinas foi em parte devida à 

melhora na função endotelial cerebral. 

No presente estudo, a sinvastatina reverteu de forma significativa a disfunção 

microcirculatória cerebral, evidenciado pela associação do aumento no número de capilares 

espontaneamente perfundidos, aumento da reatividade vascular dependente do endotélio, 

aumento na expressão da eNOS cerebral e redução do estresse oxidativo, que podem 
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conjuntamente terem contribuído para a normalização do fluxo sanguíneo cerebral dos ratos 

hipertensos tratados com a sinvastatina.  

O sistema renina angiotensina possui um papel central na regulação da pressão arterial 

e regulação do fluxo sanguíneo cerebral (267). O SHR apresenta alterações cerebrovasculares, 

incluindo modificações na expressão da eNOS e inflamação de microvasos cerebrais, e o 

bloqueio do SRA é capaz de reverter essas alterações (268-271). A Ang II circulante e gerada 

localmente controla o fluxo sanguíneo cerebral através da estimulação dos receptores AT1 em 

vasos cerebrais e da estimulação simpática (272-274). Os sistemas renina angiotensina e 

simpático estão superativados em SHR (275), aumentando o tônus vasoconstritor, e reduzindo 

a capacidade de vasos cerebrais dilatarem durante situações de hipoperfusão (276). 

Tem sido descrito que as estatinas podem reduzir a pressão arterial através de uma 

regulação direta do SRA, inibindo a síntese e via de sinalização da Ang II e reduzindo o 

estresse oxidativo e inflamação mediado pelo SRA.    

No presente estudo, foi observado que ratos hipertensos apresentaram uma diminuição 

significativa do fluxo sanguíneo cerebral após a administração local de Ang II, ao passo que o 

fluxo sanguíneo cerebral de ratos normotensos aumentou em resposta a aplicação tópica de 

Ang II na janela craniana. De acordo com estudos anteriores, também foi observado que os 

ratos hipertensos apresentaram uma menor expressão dos receptores AT2 cerebral quando 

comparados com ratos normotensos.  

Foi demonstrado que a Ang II, na mesma concentração utilizada no nosso  estudo, 

induz vasodilatação dependente do endotélio em arteríolas cerebrais de ratos Wistar (277), 

através da ativação dos receptores AT2. Os receptores AT2 quando estimulados agudamente 

sinalizam para a produção de NO aumentando a vasodilação dependente do entotélio (278). 

Zhou e colaboradores descreveram um SRA local ativo em microvasos cerebrais de SHR, que 

apresentam uma maior expressão dos receptores AT1 e uma expressão reduzida dos receptores 

AT2, comparado com ratos normotensos (279). Esse padrão na expressão dos receptores da 

Ang II contribui para um aumento do padrão vasoconstritor e perfil inflamatório na 

hipertensão. A hiperativação do SRA no SHR, caracterizada por um aumento da ativação do 

receptor AT1 da Ang II leva a um aumento no vasocontrição de microvasos cerebrais e 

redução da perfusão cerebral. O bloqueio dos receptores AT1 restaura a complacência 

cerebrovascular, sugerindo um papel importante do receptor AT2 na regulação do fluxo 

sanguíneo cerebral (279).  

As estatinas são capazes de reduzir a expressão dos receptores AT1, através de 

mecanismos dependentes (280) ou não dos níveis de colesterol (281, 282). No entanto, não 
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existem estudos investigando a interação das estatinas com os receptores AT2 na hipertensão 

arterial independente dos níveis de colesterol. No presente estudo, o tratamento de ratos 

hipertensos com sinvastatina foi capaz de aumentar a expressão dos receptores AT2 no cérebro 

e atenuar a diminuição no fluxo sanguíneo cerebral induzida pela Ang II, quando comparado 

com ratos hipertensos não tratados  

Nos últimos anos tem sido firmemente estabelecido que diferentemente do SRA 

clássico, incluindo a Ang II, a enzima conversora de angiotensina e o receptor AT1 da Ang II, 

também existe um eixo contra regulatório benéfico do SRA que incluem o receptor AT2, a 

Ang-(1-7), dentre outros (283, 284). Estudos recentes têm demonstrado que a estimulação do 

receptor AT2 é capaz de aumentar o fluxo sanguíneo cerebral em modelos de isquemia 

cerebral (284), além de modular os efeitos deletérios do receptor AT1 (283).   

Logo, as estatinas podem interagir com o SRA através de diferentes mecanismos, 

reduzindo a expressão dos receptores AT1 (280-282), a sinalização intracelular dependente da 

Ang II (285-287), o estresse oxidativo (99, 100) e inflamação (285), assim como diminuindo a 

síntese de Ang II e aldosterona (288, 289). Até o momento, o presente estudo foi o primeiro a 

demonstrar que a sinvastatina é capaz de aumentar a expressão dos receptores AT2 no cérebro, 

de maneira independente de alterações dos níveis plasmáticos de colesterol, na hipertensão 

arterial.  

Logo, o aumento na expressão dos receptores AT2 no cérebro de ratos hipertensos 

tratados com sinvastatina pode ter contribuído com os efeitos pleiotrópicos benéficos das 

estatinas sobre o fluxo sanguíneo cerebral e atenuação dos efeitos deletérios da Ang II sobre a 

microcirculação cerebral. No entanto, mais estudos são necessários para uma melhor 

investigação da influência da sinalização via receptor AT2 nos efeitos vasculares cerebrais das 

estatinas. A combinação do potencial anti-hipertensivo e modulador do SRA podem 

contribuir de forma importante para a neuroproteção mediada pelas estatinas na hipertensão 

arterial.  

Tem sido demonstrado que as estatinas são capazes de reduzir a disfunção endotelial e 

diminuir a permeabilidade e formação de edema em diferentes modelos experimentais e 

clínicos.  Em pacientes hipercolesterolêmicos, o tratamento com sinvastatina durante um mês, 

foi capaz de normalizar a taxa de escape transcapilar de albumina, de uma forma 

independente dos níveis lipídicos (290).  

O tratamento com sinvastatina em coelhos com hiperlipidemia reduziu o 

extravasamento vascular na região torácica e abdominal, evidenciado indiretamente com o 
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corante Azul de Evans (291). Mooradian e colaboradores demonstraram em modelo de 

diabetes em ratos induzido por estreptozotocina que o tratamento com sinvastatina durante 

cinco semanas foi capaz de melhorar a função da barreira endotelial no cérebro, retina e 

miocárdio (292). Além disso, em um modelo de lesão pulmonar aguda induzida pela injeção 

intratraqueal de LPS, a administração de sinvastatina 24 horas antes e juntamente com a 

administração de LPS foi capaz de diminuir os níveis de albumina no lavado broncoalveolar 

em aproximadamente 50% e o extravasamento do corante Azul de Evans conjugado a 

albumina para o parênquima pulmonar (293). 

Beziaud e colaboradores demonstraram que a administração aguda de sinvastatina 

reduziu a formação de edema cerebral, e a permeabilidade da barreira-hematoencefálica após 

a indução de trauma cerebral em ratos (294). Também foi demonstrado, em um modelo 

experimental de hemorragia intracerebral em ratos, que o tratamento com sinvastatina 

aumentou o fluxo sanguíneo cerebral na região lesada, e reduziu a permeabilidade da barreira 

hematoencefálica e edema cerebral (295).  

A sinvastatina também reduziu a permeabilidade da barreira hematoencefálica quando 

administrada 30 minutos após a isquemia cerebral induzida pela oclusão da artéria cerebral 

média (296). Logo, a sinvastatina possui um grande potencial para proteger a barreira 

endotelial e reduzir a permeabilidade vascular, no entanto mais estudos são necessários para 

melhor caracterização dos mecanismos envolvidos nesse processo, uma vez que grande parte 

dos estudos avaliou as alterações na permeabilidade de uma forma indireta, através do edema 

intersticial e extravasamento do Azul de Evans.  

Tem sido demonstrado que a bradicinina participa ativamente no processo de 

desregulação da barreira hematoencefálica e formação de edema em diferentes processos 

fisiopatológicos, incluindo o AVC (297, 298).  O tratamento com um antagonista dos 

receptores de bradicinina após isquemia cerebral reduziu a formação de edema e área de 

infarto (299). A bradicinina e a IL-1β participam na formação de edema cerebral após a 

ocorrência de AVC e na isquemia cerebral experimental, e ambos tem sido sugerido como 

alvos terapêuticos para o tratamento do AVC (300, 301). A IL-1β é rapidamente liberada no 

parênquima cerebral após um evento isquêmico levando à ativação da NADPH, aumentando a 

permeabilidade à bradicinina. Além disso, a liberação de bradicinina e IL-1β contribui para a 

geração de ROS no estágio precoce da isquemia-reperfusão cerebral. A aplicação de IL-1β 

sozinha é capaz de aumentar a formação de superóxido em células endoteliais (302) e células 

epiteliais da retina, através da ativação da NADPH oxidase (303).  

De acordo com estudos anteriores (205, 216), nós observamos que após a aplicação de 

apocinina, um inibidor especifico da NADPH oxidase, durante a aplicação da IL-1β, diminuiu 
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a resposta a aplicação a bradicinina, no entanto não houve diferença estatística entre os 

grupos. A rápida inibição da NADPH oxidase pela apocinina ocorre pelo bloqueio da 

migração da subunidade citosólica p47phox para a membrana celular, inibindo a ativação do 

complexo enzimático da NADPH oxidase (304).  

 O pré-tratamento com sinvastatina comparado com a aplicação de apocinina, inibiu de 

forma mais eficaz a ação da IL-1β sobre o aumento da permeabilidade vascular induzida pela 

a bradicinina, sugerindo que parte dos efeitos protetores mediados pela sinvastatina sobre a 

permeabilidade microvascular ocorra através da inibição da NADPH oxidase.  

 As estatinas podem inibir a atividade da NADPH oxidase através da inibição da 

isoprenilação da proteína Rac1 (305).  A Rac1 é crucial para a atividade da NADPH oxidase, 

uma vez que três dos cinco componentes da enzima, p40phox, p47phox, and p67phox, se 

encontram no citosol formando um complexo inativo, e para ativação da NADPH oxidase é 

necessário que a Rac1 se ligue ao GTP e, em seguida, migre juntamente com o complexo 

citoplasmático para a membrana celular (306). As estatinas, ao inibirem a modificação pós-

traducional da Rac1, através da inibição da conjugação ao geranilgeranilpirofosfato (GGPP), 

inibem a migração do núcleo citosólico da NADPH oxidase para a membrana plasmática, 

consequentemente inibindo a atividade enzimática e reduzindo a produção de ROS (305).  De 

fato, um ensaio clínico demonstrou que o tratamento oral com estatinas em pacientes com 

insuficiência cardíaca foi capaz de diminuir a função da Rac1, a atividade da NADPH 

oxidase, reduzindo os níveis de ROS (30). 

 Foi demonstrado que a hiperpermeabilidade induzida pela bradicinina em microvasos 

cerebrais é dependente da liberação de radicais livres (205, 216).  No presente estudo foi 

observado que a sinvastatina foi capaz de reduzir a permeabilidade induzida pela bradicinina. 

ROS regulam negativamente a adesão célula-célula controlada por moléculas intercelulares de 

adesão, como a VE-caderina endotelial, β-catenina que estão ligadas a moléculas 

transmembrana e ao citoesqueleto de actina. Além da produção de ROS, a ativação da RhoA é 

importante para a permeabilidade induzida pela bradicinina (307), a ativação da RhoA-GTP 

induz a contração do citoesqueleto de actina resultando na quebra da barreira endotelial.  

As estatinas são capazes de reduzir o estresse oxidativo bloqueando a geração de ROS 

assim como inibir a isoprenilação e ativação da RhoA (58) Logo, a proteção da barreira 

endotelial induzido pelo tratamento com sinvastatina, prevenindo o aumento na 

permeabilidade vascular induzido pela bradicinina, provavelmente é devido a uma dupla ação 

inibitória da sinvastatina sobre os efeitos da RhoA, Rac1, assim como a geração de ROS via 

NADPH oxidase nas células endoteliais. De fato, tem sido demonstrado que as estatinas 
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podem proteger a barreira endotelial através da regulação de GTPases, como a RhoA e Rac1, 

e inibição da NADPH oxidase, como descrito anteriormente (291, 308).  

Experimentalmente, uma característica importante do modelo ex vivo de 

hiperpermeabilidade induzida pela bradicinina no músculo cremáster foi o controle fino das 

condições experimentais e a realização de experimentos pareados avaliando as variações na 

permeabilidade no mesmo vaso, ao longo do ensaio, antes e após a aplicação de bradicinina.  

Devido à falta de fluxo ao longo do experimento, a permeabilidade a albumina (FITC-

albumina) após a aplicação de bradicinina ao leito microvascular foi quantificada de forma 

precisa sem a influência de variações na pressão hidrostática. A remoção do sangue através da 

perfusão aórtica também garantiu que as alterações na permeabilidade microvascular fossem 

somente atribuídas aos efeitos diretos da bradicinina sobre as células endoteliais, e não efeitos 

indiretos das células sanguíneas ativadas, por exemplo. 

 A viabilidade do músculo após os procedimentos descritos na metodologia foi de 

aproximadamente 3 horas.  No entanto, foram investigados os efeitos agudos da bradicinina 

sobre a permeabilidade vascular, sendo que cada experimento com um animal durou cerca de 

60 minutos.  Logo, a utilização do modelo ex vivo manteve a estrutura e integridade funcional 

da vasculatura em termos de junções intercelulares endoteliais e matriz extracelular, 

conservando importantes fatores presentes no tecido in vivo. Um fator importante do modelo 

ex vivo é um melhor controle das condições experimentais, e manutenção da pressão 

hidrostática constante ao longo do experimento. Além de excluir a necessidade de 

manutenção dos parâmetros fisiológicos e anestesia durante o experimento.  
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10.. Conclusões 

 

A microcirculação representa um importante alvo das ações pleiotrópicas da 

sinvastatina na hipertensão, evidenciado pela reversão da rarefação microvascular, melhora da 

função endotelial microvascular e fluxo sanguíneo cerebral, prevenção das interações 

leucócitos-endotélio e redução no estresse oxidativo. Além disso, as ações das estatinas sobre 

o aumento da permeabilidade vascular podem contribuir significativamente para o tratamento 

e prevenção de pacientes com predisposição a elevada permeabilidade capilar, e formação de 

edema. Desta forma, os efeitos microvasculares e cardiovasculares independentes dos níveis 

de colesterol das estatinas observados no presente estudo podem contribuir sobremaneira para 

a ampliação das indicações terapêuticas dessa classe farmacológica na hipertensão arterial.  
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