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RESUMO 

 
O estresse oxidativo vem sendo associado ao Acidente Vascular Encefálico 

(AVE), o que suscita o interesse pela investigação acerca da provável ação dos 

agentes anti-oxidantes naturais envolvidos no metabolismo da homocisteína. 

Assim, ratos espontaneamente hipertensos (SHR) stroke – prone, machos 

(n=12), foram mantidos em gaiolas metabólicas, em biotério com condições de 

temperatura, umidade e exaustão controladas, recebendo ração Nuvilab e água 

ad libitum.  Após o período basal de 10 dias, os animais foram subdivididos em 

grupos: suplementado e controle. O grupo suplementado recebeu por gavagem 

orogástrica: piridoxina e ácido fólico, em doses equivalentes a 5, 10 e 20 vezes 

suas necessidades nutricionais, sendo cada dose administrada num período de 

quatro semanas. A Pressão Sistólica foi determinada por pletismografia.  

Procedemos a análise diária dos parâmetros biológicos gerais e de interesse 

neurológico. Após a determinação da curva dose-efeito, outro grupo (n=12) 

controle e tratado com 10 vezes as necessidades de piridoxina e ácido fólico 

durante quatro semanas, mantidos sob as mesmas condições ambientais 

descritas, foram avaliados quanto aos níveis plasmáticos de homocisteína, 

MDA e PCR. Os dados foram tratados pelo teste t – student.  Nossos 

resultados revelaram que o tratamento tem efeito hipotensor dose- dependente; 

levando à redução de aproximadamente 25mmHg com doses equivalentes a 

10 e 20 vezes a RDA.  A suplementação com doses equivalentes a 5 vezes a 

RDA não provocou qualquer efeito. Da mesma forma, com 32 semanas de 

idade, 83,3% dos animais sob tratamento não apresentaram sinais de AVE, 

naturalmente detectados nessa linhagem. Além disso, o tratamento foi capaz 

de reduzir a homocisteína e MDA, apresentando forte correlação com a 

hipertensão arterial. Não houve diferença de PCR entre os grupos.  Nossos 

resultados sugerem que as vitaminas hidrossolúveis B6 e B9 poderiam ser 

coadjuvantes da terapia preventiva do AVE. 
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ABSTRACT 

 

The oxidative stress has been associated to the stroke, which enhances the 

interest for the investigation about the role of natural antioxidants involved on 

homocysteine metabolism. Then, 12 male Spontaneously Hypertensive Rats 

Stroke Prone (SHR-SP) were maintained in metabolic cages, in bioterium with 

controlled conditions: temperature, humidity, exhaustion, received Nuvilab rat 

chow and water ad libitum. After 10 days of basal period, the animals were 

subdivided into two groups: supplemented and control. The supplemented 

group received pyridoxine and folic acid at doses correspondent to 5, 10 and 20 

times their nutritional needs by orogastric gavage. The systolic blood pressure 

was determined by pletismography. The general biological and neurological 

parameters were analyzed daily. After the dose-effect curve determination, 

another group (n=12) was maintained under the same environmental conditions 

and subdivided into two groups: control and supplemented. The supplemented 

group received pyridoxine and folate at dose correspondent to 10 times their 

nutritional needs. After 4 weeks, the blood sample was collected to determine 

homocysteine, MDA and PCR levels. The data was treated by t- student test. 

Our results showed that the treatment had a dose dependent hypotensive effect 

promoting a reduction of 25 mmHg with 10 and 20 times doses correspondents 

RDA. The supplementation with 5 times doses correspondents did not have any 

effect. At the same way, at 32 weeks of age, 83,3% of the animals under 

treatment did not present signs of stroke naturally detected in that linkage. 

Furthermore, the treatment was able to reduce the plasma levels of 

homocysteine and MDA, showing high correlation with hypertension. Our 

results suggest that hidrossoluble vitamins B6 and B9 could be beneficial for 

preventive therapy of stroke.    
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1. INTRODUÇÃO. 

 

Entre todas as doenças neurológicas da vida adulta, as vasculopatias 

cerebrais ocupam claramente o primeiro lugar em freqüência e importância. O 

acidente vascular encefálico (AVE) é considerado a primeira causa de 

incapacidade motora, sensitiva e cognitiva no mundo atual (American Heart 

Association 1998), a primeira causa de morte no Brasil (Lessa 1999) e segunda 

causa de morte na maioria dos países desenvolvidos (Murray e Lopez 1997).   

O termo acidente vascular encefálico significa o comprometimento súbito 

da função cerebral causado por inúmeras alterações histopatológicas, 

resultantes de oclusão da luz dos vasos sanguíneos por um trombo ou êmbolo, 

ruptura, lesão ou alteração da permeabilidade da parede do vaso e aumento da 

viscosidade ou outra modificação na qualidade do sangue. 

Aproximadamente 70 a 80% dos AVE são causados por isquemia, ou 

seja, um baixo fluxo sanguíneo cerebral, sendo os de natureza hemorrágica 

menos freqüentes, mas que se associam a maior fatalidade. 

Por existirem limitadas opções de tratamento, nos últimos anos estudos 

têm sido dedicados à identificação de fatores de risco para essa doença de 

grande impacto social, com o objetivo de prevenir a sua ocorrência.   

Dentre os principais fatores de risco modificáveis a hipertensão arterial, 

como uma causa isolada, vem sendo há vinte anos a mais importante 

morbidade nas grandes cidades e o mais potente dentre os fatores de risco 

conhecidos para as doenças cerebrovasculares, (DAS 2001; Joing National 
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Committee 1997) estando presente em mais da metade dos casos de AVE 

agudo. (Andre 1994; Britton et al 1986; Sandercock 1989)  

Um estudo de causas múltiplas de óbito, realizado no Estado de São 

Paulo, identificou que a notificação da doença cerebrovascular correlaciona-se 

muito mais com o diagnóstico secundário de hipertensão arterial do que o 

observado entre doença coronária e hipertensão. (Santo 2000). Essa 

correlação também foi observada no estudo de Staessen et al (1997) 

A hipertensão tem sido considerada um fator preditivo tanto para o evento 

hemorrágico quanto para o isquêmico, (Lessa 1999, Radanovic 1999) sendo a 

maior causa de infarto lacunar, com papel menos relevante no infarto 

aterotrombótico. (Ribeiro 2003 ;Pinto et al 2004). 

Apesar de parecer óbvio a relação entre controle medicamentoso da 

hipertensão e redução da ocorrência de AVE, estudos epidemiológicos como 

os de Dahlof et al (1991) e Brown et al (2000) não mostraram essa relação. 

Paralelamente, os achados de Richter et al (2001) mostraram que o uso de 

alguns agentes anti-hipertensivos além de onerosos, podem causar efeitos 

colaterais indesejáveis, tornando-se necessária a identificação de novas 

terapias alternativas menos agressivas.  

A integridade do endotélio é fundamental para a manutenção dos níveis 

pressóricos, visto que muitos casos de hipertensão estão associados ao 

aumento da resistência vascular periférica causada por lesão endotelial e 

formação de ateroma. Embora qualquer artéria possa ser afetada, a aorta e os 

sistemas cerebral e coronário são os alvos principais, sendo a isquemia 

cerebral uma das conseqüências da doença.  
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O estresse oxidativo, ou seja, o desequilíbrio entre os radicais livres pró 

oxidantes e os antioxidantes, tem sido apontado como principal agente causal 

de lesão por ter ação direta nas células endoteliais, resultando em dano 

estrutural e funcional.  Em vista disso, existem fortes evidencias de que os 

radicais livres têm importante papel na alteração dos níveis pressóricos e na 

lesão cerebral durante a isquemia e reperfusão sanguínea.  (Traystman et al 

1991). 

Recentemente estudos em humanos vêm mostrando a associação entre 

marcadores de estresse oxidativo, em especial o dialdeído malônico (MDA), 

acidente vascular encefálico e baixos níveis séricos de vitaminas antioxidantes: 

alfa tocoferol (vitamina E), ácido ascórbico (vitamina C) e beta caroteno, 

(Leinonen 2000; Polidori 2002) sendo crescente o interesse pela investigação 

sobre a possível ação neuroprotetora desses nutrientes. (Cherubini et al 2000)  

Modelos roedores vêm mostrando que nutrientes como a vitamina E, ginkgo 

biloba (Noguchi et al 2004) extrato de chá verde, e resveratrol apresentam 

efeito protetor contra o estresse oxidativo induzido durante a isquemia-

reperfusão sanguínea.  

Entretanto as manobras com esses antioxidantes ainda apresentam 

controvérsias entre resultados epidemiológicos, clínicos e experimentais. 

(Ascherio 1999; Asplund 2002)  

Por outro lado, baixos níveis séricos de folato (B9) e piridoxina (B6), estão 

presentes em pacientes vítimas de AVE, podendo existir um possível efeito 

protetor dessas vitaminas contra a doença vascular. (Kelly 2004)  
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O estudo do NHANES mostrou relação inversa entre ingestão dietética de 

folato e risco de AVE, independente do sexo. (Bazzano et al 2002) Além disso, 

Beccia et al (2004) relataram que o status nutricional subótimo de folato, 

mesmo que assintomático, pode contribuir para o início da lesão vascular, 

levando a eventos isquêmicos.  

Os mecanismos não foram completamente elucidados, porém tem sido 

proposto que o folato age como um antioxidante, atuando diretamente no 

seqüestro de radicais peróxidos, exercendo efeito protetor contra modificações 

oxidativas do LDL humano (Nakano et al 2001). Henning et al (1997) 

acrescentaram que a deficiência de folato poderia reduzir as reservas 

antioxidantes de vitaminas A, C e E, em múltiplos níveis, comprometendo ainda 

mais os mecanismos pré-oxidantes.  

Ademais, o folato aumenta a disponibilidade de tetrahidrobiopterina, um 

cofator para o óxido nítrico sintase (Kaufman 1991; Loscalzo 2001) além de 

reduzir a geração de peróxidos, favorecendo a manutenção dos níveis de óxido 

nítrico (NO) endotelial. (Stroes et al 2000) O NO é um vasodilatador produzido 

pelo endotélio vascular, responsável pelo controle da pressão sanguínea e do 

fluxo cerebral (Iadecola 1993). Logo, baixos níveis séricos de folato podem 

comprometer os níveis pressóricos, seja por estresse oxidativo, seja por 

comprometimento da síntese de NO. 

A relação entre piridoxina e lesão vascular vem sendo estudada desde 

1949, quando Rinchart e Greenberg observaram que a deficiência de piridoxal 

fosfato (B6) estava associada à aterosclerose precoce em macacos. Uma vez 

que a aterosclerose é um processo inflamatório, estudos investigaram a 
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possível associação entre os níveis plasmáticos de B6 e marcadores 

inflamatórios, como a proteína C reativa (PCR), encontrando relação inversa 

entre os níveis dessa vitamina e o processo inflamatório, confirmando o seu 

possível efeito protetor na aterogênese. (Friso et al 2001; Kelly et al 2004) 

Atualmente as vitaminas piridoxina e ácido fólico vêm merecendo 

destaque uma vez que participam no metabolismo da homocisteína, um 

composto sulfurado presente em altas concentrações em pacientes vítimas de 

doenças cardiovasculares (Ford et al 2002; Bautista et al 2002) e 

cerebrovasculares (The homocysteine Studies Collaboration 2002), e que 

ultimamente tem sido apontado como agente causal de lesão vascular. 

(Hankey e Eikelboom 1999)  

 

1.1. Metabolismo da homocisteína. 

 

A homocisteína é produzida pela demetilação do aminoácido essencial 

metionina. A manutenção dos níveis normais deste metabólito se dá por dois 

mecanismos (fig1): Primeiro, a homocisteína é remetilada para formar 

metionina, reação essa controlada pela enzima metionina sintase (MS), que 

tem como coenzima a vitamina B12; e pela metil tetrahidrofolato redutase 

(MTHFR), onde o doador do grupo metila é o 5’- metil- tetrahidrofolato, um 

derivado do ácido fólico.  

O segundo mecanismo é pela via de transsulfuração da homocisteína em 

cistationa, sendo essa reação mediada pela enzima cistationa B sintase (CBS), 

que tem como cofator a piridoxina.  
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Consequentemente, alterações nos níveis de expressão gênica ou 

atividade funcional da metionina sintase, MTHFR e CBS (Kelly et al 2002), bem 

como deficiência das vitaminas que participam como cofatores: B6, B12 e 

folato, podem promover a hiperhomocisteinemia e homocisteinúria. (Scriver, 

1989).   

Confirmando esta proposição, Cardo et al (2000) e Tsai (1999) 

observaram que a hiperhomocisteinemia em crianças é causada pela mutação 

do gene C677T MTHFR, ao passo que Hultberg et al (1997) e Selhub (1993) 

atribuíram o distúrbio desse metabólito à deficiências vitamínicas de B6, B12 e 

folato, quando ocorre em pacientes idosos. Além disso, Moriyama (2002) e 

Naurath (1995) observaram que deficiências dietéticas dessas vitaminas, 

mesmo que subclínicas, podem levar à descompensação dos níveis 

plasmáticos de homocisteína. 

Em humanos, a média normal de homocisteína é de 5 a 15micromoles/L. 

Níveis de homocisteína de 16 a 30, 31 a 100 e superior a 100micromoles/L são 

classificados como leve, moderada e severa hiperhomocisteinemia. (Ueland e 

Refsum 1989).  

A hiperhomocisteinemia também pode ser induzida pela suplementação 

com metionina, uma manobra conhecida como “methionine load test”, muito 

utilizada em ensaios experimentais.  
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Fig 1. Metabolismo da homocisteína.  

 

 



 8 

1.2. Homocisteína, lesão vascular e AVE: Possíveis mecanismos de ação. 

 

A hipótese de que os níveis aumentados de homocisteína alterariam as 

propriedades do vaso surgiu em 1969, quando McCully relatou evidencias de 

associação entre aterosclerose prematura e concentrações elevadas de 

homocisteína plasmática. Esses achados foram confirmados posteriormente, 

em estudos epidemiológicos, reforçando o conceito de que moderada 

hiperhomocisteinemia pode ser considerada fator de risco independente para o 

desenvolvimento da aterosclerose nas vasculaturas coronariana, periférica e 

cerebral. (Clarke et al, 1991; Stampfer 1992; Boers et al 1985) Além disso, 

Chambers et al (1999) relataram ainda que mesmo o incremento fisiológico de 

2-3µmol/L de homocisteína plasmática, induzida pela administração de 

metionina dietética, pode levar à disfunção endotelial em indivíduos saudáveis, 

contribuindo para o desenvolvimento e progressão da aterosclerose.     

Partindo do pressuposto de que a aterogênese é um processo inflamatório 

e monócitos circulantes migram e invadem o espaço subendotelial durante a 

fase inicial da aterosclerose (Gerrity 1981), Su et al (2002) verificaram que a 

homocisteína, mesmo em concentrações fisiológicas, aumentou a proliferação 

de monócitos e que doses fisiopatológicas induziram a secreção de citocinas 

inflamatórias, levando a crer que tal metabólito, independente da concentração, 

poderia estar relacionado com a exacerbação da resposta inflamatória.   

Alguns autores têm sugerido que a resposta inflamatória que segue o AVE 

está envolvida na patogênese da isquemia cerebral. (Barone e Feuerstein 

1999). As citocinas sintetizadas localmente durante o desenvolvimento das 
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lesões cerebrais podem exacerbar a lesão isquêmica cerebral ativando a 

síntese de reagentes de fase aguda. (Vila et al 1999) Pouco se sabe sobre os 

valores prognósticos dos marcadores inflamatórios nessa condição patológica, 

entretanto os níveis de proteína C reativa têm sido considerados preditores de 

doença cardiovascular (Ridker et al 2000) e de doença cerebral isquêmica. 

(Muir et al 1999), apesar de ainda existirem controvérsias.   

O principal mecanismo sugerido para o efeito adverso da homocisteína na 

função endotelial envolve o estresse oxidativo. A homocisteína, como todo 

amino ácido sulfurado, sofre auto-oxidação gerando espécies reativas de 

oxigenio. (Heinecke 1987) Estudos experimentais mostraram que mesmo a 

elevação moderada dos níveis de homocisteína pode aumentar a produção de 

peróxidos de hidrogênio, promovendo a peroxidação do LDL. (Olszewski e 

McCully 1993; Stamler e Slivka 1996; Voutilainen 1999) A peroxidação lipídica 

altera a permeabilidade das membranas celulares, causando 

consequentemente, danos estruturais às células endoteliais.   

Além disso, tem sido proposto que a homocisteína pode alterar a 

produção e/ ou bioatividade de mediadores vasoreguladores, incluindo o óxido 

nítrico (Upchurch 1997), uma vez que espécies reativas de oxigênio como os 

anions superóxido podem interagir com esse composto formando peróxido 

nítrico, depletando sua atividade biológica (Gryglewski 1986; Loscalzo 1996)   

comprometendo assim a regulação vasomotora dependente do endotélio 

(Hankey e Eikelboom, 2001), e regulação do fluxo de sangue (Quéré et al 

1997). Esses efeitos são apontados na patogênese dos eventos isquemicos. 

(Zhang et al 1998) 
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Outros mecanismos de ação propostos para justificar a influência da 

homocisteína nas respostas vasculares incluem: alterações nas propriedades 

de coagulação do sangue e na função plaquetária, contribuindo para o 

desenvolvimento da doença tromboembólica (den Heijer 1996) e 

espessamento das camadas íntima e média dos vasos. (Tsai et al 1994) 

Uma vez que alterações nas propriedades do vaso e na qualidade do 

sangue levam à hipertensão, investigou-se a possível relação entre os níveis 

plasmáticos de homocisteína na ocorrência de Hipertensão arterial.  

Kahleová (2002), em um estudo caso-controle, mostrou que pacientes 

com hipertensão exibem maiores níveis plasmáticos de homocisteína e 

menores níveis de folato, podendo ter papel nos estágios iniciais da 

hipertensão essencial. Sutton-Tyrrel et al (1997) acrescentam que os valores 

de homocisteína estão diretamente relacionados com a pressão sistólica. Além 

disso, os níveis de homocisteína aumentados são encontrados em hipertensos 

com e sem doença arterial coronária. (Seshadri 2003)  

Lim e Cassano (2002) também encontraram forte associação entre 

elevados níveis plasmáticos de homocisteína e aumento do risco de 

hipertensão, onde a freqüência de hipertensão era significativamente maior em 

níveis de homocisteína acima de 15micromol/L. Esses achados foram 

confirmados em estudo transverso feito por Mizrahi et al (2003).  

Estudos experimentais em linhagem hipertensa (SHR) também mostraram 

que a hiperhomocisteinemia potencializa o desenvolvimento da pressão 

sanguínea sistólica e causa efeitos adversos nas respostas vasculares em 

ratos machos. (Yen e Lau 2002) 
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Entretanto ainda existem controvérsias em relação a correlação entre 

níveis séricos de homocisteína e pressão arterial, uma vez que outros estudos 

apontaram fraca (Nygard, 1995) ou nenhuma correlação (Lussier-Cancan 1996, 

Dinavahi 2003) Um estudo de coorte que acompanhou indivíduos inicialmente 

normotensos durante 4 anos, revelou que os níveis de homocisteína plasmática 

estariam positivamente associados com a incidência de hipertensão e 

progressão da pressão sanguínea. Entretanto, após ajustes dos dados em 

relação à idade e sexo, a associação não foi estatisticamente significativa, 

mostrando que diante dessas observações, é provável que o aumento dos 

níveis plasmáticos de homocisteína previamente descrito em indivíduos 

hipertensos é mais concomitante do que precursor da hipertensão, não sendo a 

causa da elevação da pressão sanguínea. Sundstrom (2003)   

Além disso, um estudo realizado em pacientes vítimas de AVE, um ano 

após a ocorrência do evento isquêmico, mostrou que apesar de não haver 

diferença significativa entre os níveis basais de homocisteína dos casos e 

controles, a elevação das concentrações plasmática após administração de 

metionina foi significativamente maior nos casos, mostrando um possível 

comprometimento nas vias metabólicas. Ademais, foi observada diferença 

significativa para os níveis de folato, fortalecendo a relação entre os níveis 

séricos ótimos dessa vitamina e proteção contra os possíveis efeitos da 

homocisteína. (Beccia 2004) 

Tais achados sugerem que a suplementação de vitaminas envolvidas no 

metabolismo da homocisteína poderiam ter efeito protetor contra o dano 
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oxidativo, seja reduzindo os níveis de homocisteína, seja atuando diretamente 

como antioxidantes. 

Os resultados epidemiológicos em relação à suplementação vitamínica 

ainda são muito controversos. O grande estudo VISP (The vitamin intervention 

for stroke prevention), que comparou pacientes vítimas de AVE submetidos a 

diferentes doses de vitaminas B6, B9 e B12, mostrou que a redução da 

homocisteína total não protegeu de um novo evento cerebrovascular, sugerindo 

que a elevação dos níveis de homocisteína seriam um marcador e não a causa 

do acidente vascular. Entretanto não se descartou a hipótese de que as 

vitaminas poderiam ter um efeito protetor. (Toole et al 2004) 

Além disso, o outro grande estudo VITATOPS, mostrou que 6 meses de 

tratamento com essas vitaminas, em pacientes vítimas de AVE, não alterou as 

concentrações sanguíneas de marcadores inflamatórios ou de 

hipercoagulabilidade, mesmo reduzindo significativamente os níveis de 

homocisteína plasmática, mostrando que possivelmente tais marcadores 

bioquímicos não são sensíveis à redução de homocisteína ou tal substancia 

não é um marcador causal do aumento de risco do dano vascular. (Dusitanond 

et al 2005)  

Por outro lado, a suplementação dessas vitaminas pode reduzir a pressão 

arterial, principal fator de risco do AVE.  Vasdev et al (1999) observou que a 

suplementação com piridoxina em doses equivalentes a 20 vezes as 

necessidades nutricionais teve efeito hipotensor em ratos espontaneamente 

hipertensos. Estudos prévios em nosso laboratório mostraram que a 

suplementação combinada de ácido fólico e piridoxina a ratos geneticamente 
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hipertensos (SHR) e normotensos (WKY), reduziram a pressão arterial desses 

animais, (Vianna, 2003) sugerindo-se a hipótese de que essas vitaminas 

poderiam ter um efeito protetor em modelos experimentais geneticamente 

suscetíveis ao AVE. 

Entretanto até o presente momento não foram encontrados estudos 

experimentais que comprovassem o efeito benéfico das vitaminas B6 e B9 no 

modelo stroke prone, além do fato de que relação dessas vitaminas com o AVE 

ainda apresentar-se bastante controversa. (KELLY, 2003) 

Com o objetivo de melhor estudar o efeito fisiológico da administração 

combinada das vitaminas piridoxina e ácido fólico sobre a pressão arterial e 

AVE, escolhemos a linhagem SHR-SP.   

 

1.3 O Modelo SHR-SP. 

 

O modelo SHR-SP (stroke-prone spontaneosly hypertensive rat) originou-

se do SHR por reprodução seletiva e tem sido usado em ensaios experimentais 

de doença cerebrovascular por ser um modelo adequado para análise do papel 

da pressão arterial severa no desenvolvimento do AVE. (Okamoto 1974, 

Yamori 1991).  

A hipertensão nessa linhagem ocorre em torno na oitava semana de 

idade, e vai se acentuando à medida que os animais se tornam adultos, 

chegando os machos a atingir aproximadamente 250mmHg de pressão 

sistólica (Noguchi et al. 2003), sendo mais hipertensa do que o SHR.  
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Além disso, estudos têm mostrado que a suscetibilidade ao AVE nesse 

modelo  também está associada a fatores genéticos independentes da pressão 

sistólica, motivo pelo qual usa-se essa linhagem preferencialmente ao SHR na 

investigação da doença cerebral. (Ikeda e Yamori, 1999, Nakiba 2003) 

O SHR-SP apresenta grande incidência de AVE, tanto hemorrágico 

quanto isquêmico (Yamori 1984,1991), chegando a atingir nos machos 100% 

da causa de óbito (Okamoto et al, 1974). Tais eventos neurológicos são 

observados nesses animais a partir da 43-52 semanas de idade. 

Consequentemente a sobrevida nessa linhagem é considerada reduzida, o que 

faz com que o SHR-SP seja o modelo adequado para avaliar intervenções 

profiláticas.   

O AVE no SHR-SP ocorre de forma espontânea, resultante de lesões 

cerebrais similares às observadas em humanos (Okamoto et al 1974; Yamori et 

al 1976), tornando-o o melhor modelo experimental para estudar alterações 

cerebrais vasculares e teciduais, tanto estruturalmente quanto funcionalmente. 

(Fredriksson et al 1985 e 1987; Volpe et al 1996) Da mesma maneira, a relação 

entre achados histopatológicos e comportamentais ou anormalidades 

metabólicas, como por exemplo: agressividade, hipocinesia, hipercinesia, dano 

da barreira hematoencefálica, proteinúria, perda de peso súbita; também tem 

sido extensivamente investigado. (Gratton et al 1998; Blezer et al 1998; Sironi 

et al 2001). 

Vários mecanismos têm sido propostos na fisiopatologia do AVE nessa 

linhagem. Ogata et al (1981) relataram que o AVE nesses animais não se dá 

devido a lesões ateromatosas, mas sim a necrose fibrinóide das pequenas 
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artérias e edema severo, similar às lesões observadas em humanos com 

hipertensão maligna, sugerindo que este modelo é útil para estudos de fatores 

genéticos que são a causa comum para hemorragia intracerebral e infarto 

lacunar. 

Em nível microscópico, Arribas et al (1996) observaram que o arranjo 

morfológico das células do músculo liso vascular estava desorganizado na 

artéria basilar dos SHR-SP quando comparada com os Wistar.  Essa alteração 

estrutural no sistema vascular cerebral de SHR-SP pode contribuir para a 

suscetibilidade ao AVE influenciando a circulação colateral, modificações na 

reologia do fluxo sanguíneo ou vulnerabilidade da parede arterial a alta pressão 

arterial.  

Por outro lado, Yamagata et al (1997) demonstraram que leves alterações 

genéticas nos astrócitos causam ruptura na função da barreira hemato-

encefálica quando submetidos a hipóxia, resultando em lesão cerebral 

generalizada no SHR-SP, especulando-se portanto que a variabilidade 

genética entre as linhagens SHR-SP e WKY, em resposta ao dano do AVE 

isquêmico pode ser um dos fatores que contribuem para a suscetibilidade a 

doença cerebrovascular, independente da hipertensão. (Ikeda 1999). 

O estresse oxidativo também tem sido observado nessa linhagem. O 

aumento das espécies reativas de oxigênio, geradas após a reperfusão 

sanguínea, (Negishi et al 2001) tem mostrado papel importante na perpetuação 

da hipertensão e morte neuronal em SHR-SP. Ademais a peroxidação lipídica 

no córtex cerebral é mais intensa em SHR-SP após o estabelecimento da 

hipertensão severa nesses animais. (Sui et al 2005) 
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Tagami et al (1998) relataram que as células cerebrais neuronais do SHR-

SP apresentaram-se mais suscetíveis a hipoxia/reoxigenação sob condições de 

cultura. Além disso a isquemia acompanhada de reperfusão sanguínea induz a 

apoptose nos neurônios localizados no hipocampo. (Tagami et al 1999) 

Embora o SHR-SP seja geneticamente hipertenso e suscetível ao AVE, 

uma série de fatores nutricionais, especialmente nutrientes antioxidantes, tem 

mostrado efeitos preventivos na hipertensão, no distúrbio do fluxo sanguíneo 

cerebral, formação de trombos e morte de células neurais, indicando que tais 

nutrientes podem ser benéficos na prevenção da hipertensão e AVE. (Noguchi 

2003) 

Assim esse trabalho teve como objetivo principal investigar o efeito da 

administração combinada das vitaminas piridoxina e ácido fólico sobre a 

pressão arterial de ratos SHR-SP, bem como os possíveis efeitos dessa 

suplementação sobre os parâmetros biológicos gerais e neurológicos, 

marcadores de estresse oxidativo e de processo inflamatório. 
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2. OBJETIVOS 

 

O presente estudo teve o objetivo de: 

� Investigar o efeito da administração crônica de B6 (piridoxal- fosfato) e 

B9 (ácido fólico) associadas sobre parâmetros biológicos gerais e 

específicos do rato SHR-SP. 

� Investigar o efeito dessa suplementação sobre a Pressão Arterial. 

� Investigar o efeito dessa suplementação sobre a longevidade desses 

animais. 

� Investigar o efeito dessa suplementação sobre os níveis plasmáticos 

de homocisteína. 

� Investigar o efeito dessa suplementação sobre os marcadores de 

inflamação e estresse oxidativo.  
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3. METODOLOGIA 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Investigação em 

Nutrição e Doenças Crônico-Degenerativas, da Universidade Federal do 

Estado do Rio de Janeiro - UNIRIO. Todos os procedimentos foram feitos de 

acordo com o guia convencional para experimentos com animais (NIH 

Publication No. 85-23, revisada em 1996). O protocolo experimental usado 

neste estudo deriva do Projeto: Estudo Experimental de Vitaminas no AVE, e 

foi aprovado pelo Departamento de Pesquisa (Propg-DPq) da UNIRIO e pelo 

CNPq.  

 

3.1 Animais e Dieta. 

 

Foram estudados 24 ratos machos adultos geneticamente hipertensos e 

suscetíveis ao AVE (SHR-SP), oriundos da Escola Paulista de Medicina 

(UNIFESP) e ambientados no biotério da Escula de Nutrição (UNIRIO) sendo 

estes divididos em dois experimentos:  

1º experimento: Determinação da curva dose-efeito.  

2º experimento: Determinação dos parâmetros bioquímicos. 

 Os ratos foram mantidos no biotério em gaiolas metabólicas, com 

temperatura (21±2ºC) e umidade (60±10%) controladas, submetido a ciclo 

claro/escuro (luz artificial, 7-19h) e ciclo de exaustão de ar (15min/h), 

recebendo ração Nuvilab da Nuvital
®
 e água ad libitum.  
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3.2 Parâmetros Biológicos Gerais. 

 

Durante todo o ensaio foram avaliados os parâmetros biológicos gerais e 

específicos dos animais, seguindo o protocolo adotado pelo Laboratório de 

Investigação em Nutrição e Doenças Crônico- Degenerativas. (Vianna LM, 

2005) Os ratos foram pesados duas vezes por semana durante o ensaio. A 

ingestão hídrica e consumo de ração foram medidos diariamente, bem como a 

diurese. 

Rotineiramente foram avaliadas possíveis alterações na coloração e 

distribuição dos pelos: zonas de alopecia, eriçamento dos pelos, esfoliação, 

edema; e alteração de mucosas: sangramento, secreção, opacificação da 

córnea, tumefação das articulações, hiperemia gengival, fissura labial, palatina.  

 

3.3 Parâmetros Biológicos Específicos. 

 

3.3.1 Parâmetros Neurológicos.  

 

Diariamente os parâmetros neurológicos gerais foram avaliados:  

- Comportamento alterado: pânico, ansiedade, nervosismo, agressividade, 

tremores.    

- Locomoção: a mobilidade espontânea foi avaliada observando o animal 

andar livremente sobre a bancada durante 60 segundos. Sob essas condições, 

foram dados escores que variaram de zero (locomoção normal) a 1 (mobilidade 

alterada). Sinais de ataxia frequentemente são observados nesse teste.  
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- Equilíbrio: o equilíbrio foi testado avaliando a deambulação do animal em 

estreita passarela inclinada à 45º e 75º. O animal é colocado numa passarela e 

observa-se a hesitação, ocorrência de queda, cambaleio.    

- Teste de sensibilidade ao calor: O teste sensório motor foi realizado 

medindo a sensibilidade do animal a dor em resposta a aplicação de calor 

(água a 70ºC) na extremidade da cauda do animal onde o tempo de resposta 

ao estímulo é cronometrado, utilizando o cronômetro Sport Timer da marca 

Miky. (adaptação do método SDI Tail Flick Analgesia Meter, da San Diego 

Instruments - USA ). 

- Cognição: Teste de labirinto. Caixa com dimensões 70X70cm, dividida 

em 6 compartimentos, apresentando percurso simples, com uma única zona de 

erro (1 compartimento sem saída). Os animais foram treinados previamente no 

labirinto, antes de iniciar o experimento, a partir de 6 semanas de idade. 

Quando os animais já estavam familiarizados com o percurso, foi cronometrado 

o tempo gasto do ponto de partida até a saída do labirinto. (Vianna 2005) 

 

3.3.2 Estudo da Pressão Arterial Sistólica – Pletismografia. 

 

A medição da pressão arterial sistólica dos animais foi feita duas vezes 

por semana, pela manhã, utilizando o aparelho pletismógrafo (bio-oficina) como 

descrito por William e cols (1939), modificado por Vianna (1992) 

O rato é previamente aquecido numa caixa com temperatura controlada 

em torno de 35º C durante 10 minutos com a finalidade de se obter uma 

vasodilatação dos vasos da cauda, o que facilita a medida da pressão arterial. 
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O tempo e temperatura de aquecimento devem ser precisamente controlados 

para evitar alterações dos níveis tensionais. Em seguida, o animal é colocado 

numa pequena gaiola de contensão e sua cauda, passando por um orifício da 

gaiola, é introduzida no pletismógrafo de paredes duplas, cheio de água já 

aquecida a 35ºC. Comprime-se então a cauda dentro do aparelho, com a 

finalidade de expulsar o máximo de sangue. Aguarda-se aproximadamente 5 

segundos e insulfla-se o manguito até 260mmHg. Afrouxa-se a pressão do 

pletismografo e gradua-se o nível liquido do tubo indicador ligado ao 

pletismografo, a 15 cm de altura. Reduz-se lentamente a pressão no 

manômetro de mercúrio. Quando é alcançado o nível sistólico, o sangue passa 

para o interior da cauda, aumentando seu volume, e o tubo indicador registra a 

subida da coluna de água, quando procedemos à leitura da pressão sistólica. A 

média de 3 medidas foi considerada como a pressão sistólica do animal. 

 

3.4 Suplementação das Vitaminas Piridoxina e Ácido Fólico e 

Determinação da Curva Dose-Efeito. 

 

Após o período basal de 10 dias, machos da linhagem SHR-SP, 

apresentando 18 semanas de idade e peso médio de 216 ±6,47g, foram 

subdivididos em dois grupos: controle (n=6) que recebeu somente o veículo 

(água) e o grupo tratado (n=6) que foi submetido à suplementação associada 

de vitaminas B6 (cloridrato de piridoxina - Sigma
®
) e B9 (ácido fólico - Vertec

®
), 

em três diferentes doses: 0,6mg, 1,2mg e 2,4mg de B6 e 0,1mg, 0,2mg e 

0,4mg de B9. As doses foram estabelecidas de acordo com as necessidades 
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nutricionais, determinadas pelo Comitê de Nutrição para animais de laboratório 

do National Academy of Sciences (Newberne at al. 1978), e correspondem a 5, 

10 e 20 vezes as necessidades nutricionais. A duração de cada dose foi de 4 

semanas, havendo entre as doses um intervalo de 5 dias (washout). Os 

animais receberam o veículo ou a solução vitamínica por gavagem orogástrica 

através de sonda de polietileno (PE 190). A pressão arterial sistólica foi aferida 

por pletismografia, já descrito ateriormente. 

Após o término da primeira etapa, foi suspensa a suplementação e 

avaliada a longevidade dos animais. 

 

3.5 Suplementação com as Vitaminas Piridoxina e Ácido Fólico em Dose 

Correspondente a 10 Vezes as Necessidades Nutricionais e Determinação 

dos Parâmetros Bioquímicos. 

 

Após a determinação da curva dose efeito, a dose correspondente a 10 

vezes as necessidades nutricionais foi considerada a de melhor resposta 

fisiológica, sendo esta elegida para ser administrada em um novo grupo para a 

dosagem dos parâmetros bioquímicos: MDA, PCR e Homocisteína. 

Após o período basal de 10 dias, ratos SHR-SP com 23 semanas de 

idade (mesma idade em que foi iniciada a segunda dose no experimento 

anterior) foram sub-divididos em dois grupos: tratado (n=6) e controle (n=6).  O 

grupo tratado foi submetido à suplementação diária de vitaminas B6 (cloridrato 

de piridoxina) e B9 (ácido fólico) em doses correspondentes a 10 vezes as 

necessidades nutricionais, num período de 4 semanas, utilizando o mesmo 
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processo descrito anteriormente.  A pressão arterial sistólica também foi aferida 

durante esse experimento, por pletismografia. Nesse grupo só foi realizado os 

testes de locomoção e equilíbrio. 

Ao término do experimento, os animais foram mantidos em jejum de 24 

horas, para coleta de amostra de sangue. Os animais foram anestesiados com 

Pentobarbital sódico (40mg/1000g peso), via intraperitoneal: os ratos foram 

mantidos com o ventre para cima e com a cabeça ligeiramente inclinada para 

baixo, aplicando a injeção no quadrante inferior esquerdo do abdômen, em um 

ângulo de 20-45º com a parede abdominal.   

Após a redução da resposta reflexa, iniciou-se o procedimento de punção 

cardíaca: Os animais foram posicionados em decúbito lateral direito. Após 

localização do coração (posicionando o dedo indicador sobre o tórax, entre a 

quarta e a sexta costela), foi introduzida a agulha, perpendicularmente à 

parede toráxica, aplicando sucção leve até conseguir aspirar o sangue. Durante 

o procedimento, os animais foram mantidos sob efeito do Éter.    

 Foi colhido em média 6ml de sangue, com utilização de seringa não 

heparinizada e agulha calibre 23G. O volume de sangue coletado foi dividido 

em dois tubos descartáveis: um contendo anticoagulante EDTA, para dosagem 

de Homocisteína (Hcy) e em tubo seco com soro gel, para dosagem do MDA e 

PCR.  
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3.5.1 Dosagem de homocisteína. 

 

O material utilizado para a dosagem da homocisteína foi o plasma 

congelado, obtido a partir da centrifugação do sangue contido no tubo 

descartável com anticoagulante EDTA. O sangue foi centrifugado em centrífuga 

CELM modelo Kombat (aferição e calibração Control-Lab), a 3500rpm por 15 

minutos. O plasma, separado das células pela centrifugação, foi retirado do 

tubo primário por pipetagem com ponteiras descartáveis e acondicionado em 

tubo secundário, identificado e estéril. O plasma foi conservado congelado em 

freezer com temperatura controlada abaixo de -20ºC.  

O método utilizado para dosagem foi HPLC (Cromatografia Líquida de 

Alta Performance), utilizando o equipamento Shimadzu com coluna Novapac 

C18, leitura por fluorescência nos comprimentos de onda 385 e 515nm.   

 

3.5.2 Dosagem de Dialdeído Malônico (MDA). 

  

O material utilizado para a dosagem de dialdeído malônico foi o soro, 

obtido a partir da centrifugação do sangue colhido em tubo descartável sem 

anticoagulante. O sangue foi centrifugado em centrífuga CELM modelo Kombat 

(aferição e calibração Control-Lab), a 3500rpm por 15 minutos. O soro, 

separado dos componentes celulares pela centrifugação, foi retirado do tubo 

primário por pipetagem com ponteiras descartáveis e acondicionado em tubo 

secundário, identificado e estéril. O soro foi conservado em refrigerador com 

temperatura controlada de 8ºC. 
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Foi utilizado o método colorimétrico para dosagem de MDA, utilizando o 

equipamento Micronal B442 e o ácido Tiobarbitúrico como reagente. 

 

3.5.3 Dosagem de Proteína C Reativa. (PCR) 

 

O material utilizado para a dosagem de proteína C reativa de alta 

sensibilidade foi o soro, obtido pelo mesmo método descrito acima para 

dialdeído malônico. O método adotado para determinação da PCR foi 

Nefelometria, utilizando o equipamento Dade Behring BN-2. 

 

3.6 Análise dos Resultados. 

 

As diferenças nos parâmetros biométricos foram testados com test t 

student, atribuindo-se significância estatística para valores de p<0.05. (Zar 

1999).  

Para determinação de possível correlação entre as variáveis estudadas: 

PA, Hcy e MDA, foi utilizado o método de Pearson, atribuindo-se os seguintes 

critérios de interpretação dos resultados: 

 

  

 

Todas as análises foram realizadas usando o programa GraphPad Prism®  

versão 4.0 para Windows® (GraphPad Software, San Diego, CA). 
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4 RESULTADOS. 

 

4.1 Pressão Arterial. 

 

Os ratos espontaneamente hipertensos suscetíveis ao AVE (SHR-SP) 

apresentaram-se resistentes à primeira dose (600mg de piridoxina e 100mg de 

ácido fólico), uma vez que não demonstraram alteração significativa da pressão 

sistólica durante as 4 semanas de tratamento, quando comparados com o 

grupo controle. (fig.2)  

Os animais só apresentaram resposta a partir da segunda semana de 

tratamento com a segunda dose (1,2mg de B6 e 0,2mg de B9), sendo 

observado significativo (p<0,05) decréscimo da pressão sistólica, que diminuiu 

de um valor inicial de 226 ±4,8mmHg  para 210 ±5,0mmHg (p<0.05). Ao fim de 

quatro semanas de tratamento, a pressão atingiu 204 ±5,7mmHg contra 230 

±4,8mmHg nos SHR-SP não tratados (p<0.05). (fig.3) 

 Resultados similares foram obtidos com a terceira dose, onde o grupo 

tratado apresentou no fim do tratamento, pressão sistólica de 208,4 ±7mmHg 

contra 235 ±8mmHg do grupo controle. (fig4) Uma vez que a diferença entre o 

efeito hipotensor da segunda e terceira dose não foi estatisticamente 

significativa (p=0.37), por questões operacionais optou-se pela dose 

equivalente a 10 vezes as necessidades nutricionais para uso nos protocolos 

subseqüentes.        
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Fig 2: Valores médios ± SD da pressão sistólica de SHR-SP (n=12) 

submetidos a 0,6mg de piridoxina + 0,1mg de ácido fólico. Valor de 

significância: P<0,05 
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Fig 3: Valores médios ± SD da pressão sistólica de SHR-SP (n=12) 

submetidos a 1,2mg de piridoxina + 0,2mg de ácido fólico. Valor de 

significância: P<0,05 
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Fig 4: Valores médios ± SD da pressão sistólica de SHR-SP (n=12) 

submetidos a 2,4mg de piridoxina + 0,4mg de ácido fólico. Valor de 

significância: P<0,05 
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4.2 Parâmetros gerais e neurológicos. 

 

Não foram observadas alterações no padrão alimentar (ingestão hídrica e 

de ração) e no peso corpóreo no grupo tratado, quando comparado ao grupo 

controle (dados não apresentados). Da mesma forma, a excreção urinária e 

fecal foi normal em ambos os grupos. Os animais tratados não apresentaram 

sinais de toxicidade como dermatites e convulsões, mesmo durante a dose 

máxima equivalente a 20 vezes as necessidades de piridoxina e ácido fólico.  

Não houve diferença na resposta aos estímulos sensório-motores entre os 

grupos. A utilização do labirinto (fig.5) para identificar possíveis sinais de 

alteração na capacidade cognitiva também não acrescentou resultados 

importantes no que se refere à suplementação vitamínica e redução de pressão 

arterial. Entretanto, foi efetivo na detecção de perda cognitiva relacionada com 

a idade avançada do animal, onde foi observado que à medida que o animal 

envelhecia, aumentava o tempo de finalização do percurso. 

Por outro lado, a observação do comportamento associada aos testes de 

locomoção e equilíbrio foram eficazes na detecção de alterações neurológicas, 

apresentando dados interessantes: no grupo tratado um animal apresentou 

alterações neurológicas (ataxia) que ocorreu com 23 semanas de idade. A 

ataxia durou menos de 24 horas, caracterizando um possível ataque isquêmico 

transitório, comum nessa linhagem. Nesse grupo não houve caso de óbito 

durante as 14 semanas do experimento. Já no grupo controle foi observado 

alterações neurológicas em 3 animais, sendo 2 casos fatais.  
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Fig.5. Teste cognitivo: Labirinto.  
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Após o término da suplementação, os animais foram observados até seu 

óbito. Curiosamente, mesmo com a suspensão das vitaminas, os animais que 

receberam tratamento tiveram uma sobrevida maior do que o grupo não 

tratado, apesar de, após três semanas sem suplementação, atingirem a 

pressão sistólica do grupo controle. A média de sobrevida do grupo tratado foi 

de 63 ±10 semanas contra 42 ±16 semanas do grupo controle.      

 

4.3 Parâmetros bioquímicos.  

 

As concentrações plasmáticos de MDA apresentaram-se reduzidas no 

grupo tratado, obtendo-se uma média de 2,5ηmol/ml contra 3,6 ηmol/ml para o 

grupo controle, sendo estatisticamente diferente (p<0.05) (fig.6) 

Houve uma pequena, porém significativa (p<0.05) redução da 

homocisteína plasmática no grupo tratado, comparado com o controle. (fig7) As 

concentrações de PCR não apresentaram diferenças entre os grupos, atingindo 

os valores mínimos detectáveis pelo método aplicado.  

Nessa etapa, como era esperado, houve redução significativa (p<0.05) da 

pressão sistólica durante o tratamento. Durante esse experimento, não foram 

observados alterações neurológicas em ambos os grupos.  

Foi observada uma forte correlação positiva entre homocisteína e pressão 

arterial, entre MDA e pressão arterial, e também entre a homocisteína e o 

MDA.  
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Fig 6: Valores médios ±SD de níveis de MDA de ratos SHR-SP (n=12) 

submetidos a 1,2mg de B6 + 0,2mg de B9.  Valor de significância: P<0,05 
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Fig 7: Valores médios ± SD de níveis séricos de Homocisteína de ratos 

SHR-SP (n=12) submetidos a 1,2mg de B6 associada a 0,2mg de B9.  
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5. DISCUSSÃO. 

 

O acidente vascular encefálico (AVE) é a principal causa de morte, 

incapacidade motora e cognitiva. Por não existir um tratamento 

comprovadamente eficaz no AVE agudo, a detecção e controle dos fatores de 

risco cerebrovascular tornam-se tarefas prioritárias para a redução da 

incidência e recidiva da doença.  

Vários mecanismos são apontados por contribuir na gênese do dano 

cerebral após sua exposição à isquemia e reperfusão, merecendo destaque a 

produção exacerbada de radicais livres associada à incompetência dos fatores 

antioxidantes, (Kimuta 1989; Traystman et al 1991) e/ou inativação dos 

sistemas de desintoxicação, resultando em lesão endotelial, alteração da 

permeabilidade do vaso e comprometendo a microcirculação cerebral. (Chan 

1996) 

O dano estrutural e funcional no endotélio vascular, causado pelo estresse 

oxidativo, também está implicado na patogênese da hipertensão (Kerr et al 

1999; Nakazono et al 1991), uma vez que foi observado que linhagens 

geneticamente hipertensas, como o SHR e o SHR-SP apresentaram produção 

de ânions superoxidos aumentados nos vasos aórticos (Zalba et al 2000; Wu et 

al 2001) e no centro vasomotor, (Kishi et al 2004) e que a inibição desses 

radicais livres reduziu a pressão sanguínea desses animais. (Schnackenberg et 

al 1998; Parkjb et al 2002; Kishi et al 2004).   

Adicionalmente, Kimoto-Kinoshita et al (1999) observaram que entre os 

órgãos-alvos da doença vascular hipertensiva, o cérebro do SHR-SP é o mais 
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afetado pelo processo de envelhecimento e estresse oxidativo, por apresentar 

níveis aumentados de marcadores de peroxidação lipídica. Ito et al (1993) 

acrescentaram que os níveis de dialdeído malônico (MDA), produto final da 

peroxidação lipídica, encontraram-se aumentados no córtex cerebral de ratos 

SHR-SP a partir da vigésima semana de idade, comparados com a linhagem 

normotensa WKY.  

A elevação dos níveis séricos de MDA parecem ter evidência direta na 

implicação da peroxidação lipídica na clínica do AVE (Demirkaya et al 2001) 

sendo reconhecido como potente marcador de estresse oxidativo em pacientes 

com isquemia cerebral (Polidori et al 2002) 

Paralelamente, níveis alterados de homocisteína têm sido observados em 

pacientes vítimas de doença cerebrovascular (Perry et al 1995), sendo 

considerado fator de risco independente para o AVE. (Bostom et al 1999) 

O mecanismo pelo qual a homocisteína aumenta o risco de doença 

vascular não é bem compreendido, porém seu efeito pró-oxidante tem sido o 

mais cogitado. Estudos in vitro têm mostrado que a homocisteína exerce efeito 

citotóxico nas células por sofrer auto-oxidação, gerando espécies reativas de 

oxigênio: H2O2, O2
-
, (Heinecke 1987; Wall et al 1980) afetando os sistemas de 

defesa antioxidante (Blundell et al 1996) e promovendo a peroxidação lipídica. 

(Jones et al 1994; Farace e Lentz 2004).  Assim é crescente o interesse pelas 

vitaminas que participam do seu metabolismo: Piridoxina e Ácido fólico. 

Estudos mostram que de fato a suplementação de B6 e B9 reduz os 

níveis plasmáticos de homocisteína. Entretanto, a real implicação dessas 

vitaminas na prevenção do acidente vascular encefálico em humanos ainda 
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gera grande polêmica, uma vez que os resultados demonstrados nos grandes 

estudos populacionais VITATOPS (Toole et al 2004) e VISP (Dusitanond et al 

2005) não foram elucidativos, o que provavelmente se deva a procedimentos 

metodológicos. (Hankey e Eikelboom 2004) 

Por outro lado ensaios experimentais em animais que são modelo 

experimental do estudo do AVE, suportam a relação causa-efeito entre níveis 

elevados de homocisteína, patologia vascular e AVE, onde ratos com 

hiperhomocisteinemia induzida por dieta rica em metionina exibiram aumento 

de lesão na neo-íntima da artéria carótida, sendo este efeito amenizado pela 

suplementação com folato. (Morita et al 2001)  

Além disso, a suplementação de piridoxina e ácido fólico, de forma isolada 

ou combinada, em animais geneticamente hipertensos (SHR), mostrou-se 

eficaz na redução da pressão sanguínea,(Vianna et al 2003) potente fator de 

risco para as doenças cerebrovasculares, sugerindo-se que tais vitaminas 

poderiam ter efeito protetor em ratos espontaneamente hipertensos e 

geneticamente suscetíveis ao AVE.  

No presente estudo, a linhagem SHR-SP não foi responsiva a terapia com 

doses correspondentes a 5 vezes suas necessidades nutricionais (0,6mg de B6 

e 0,1mg de B9) como observado na linhagem SHR, (Vianna et al 2003) o que 

sugere ser o SHR-SP mais resistente à terapia. Adicionalmente, Okamoto et al 

(1974) também demonstraram diferentes suscetibilidades entre essas 

linhagens.  
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Por outro lado, o SHR-SP foi responsivo a doses correspondentes a 10 e 

20 vezes as necessidades nutricionais, sendo observada significativa redução 

da pressão sistólica. (Perez e Vianna 2005) 

A contribuição dos níveis da pressão arterial é de tal importância para a 

determinação da doença cerebrovascular que, de há muito, reconhece-se que 

a magnitude da incidência é diretamente proporcional aos níveis de pressão 

arterial, independente da presença da hipertensão. Portanto, a redução dos 

níveis pressóricos de hipertensos, mesmo sem atingir os valores desejáveis de 

normalidade, é capaz de influenciar favoravelmente o declínio da incidência da 

doença cerebrovascular e, por conseguinte, da letalidade e da mortalidade. 

(Kannel, 1992) 

Essa proposição foi confirmada nesse estudo, onde se observa que a 

redução da pressão sistólica no grupo que recebeu tratamento, foi capaz de 

aumentar a sobrevida desses animais, quando comparados ao grupo controle.  

Acrescenta-se também que a suplementação preveniu o ataque 

isquêmico transitório em 83,3% dos ratos, uma vez que durante o tratamento 

não foram observados sinais de ataxia, perda de equilíbrio ou paralisia parcial. 

Ao mesmo tempo esse experimento mostrou que os testes neurológicos 

sensório-motores, aqui empregados, foram eficazes no diagnóstico durante o 

evento, não sendo, entretanto, preditivos de ataque isquêmico transitório 

imediatamente antes de sua ocorrência. (Perez e Vianna 2005) 

Em humanos, infartos múltiplos cerebrais estão relacionados com a maior 

incidência de demência vascular. Achados histopatológicos no SHR-SP 

também revelam múltiplos infartos. Além disso, a hipertensão a longo prazo 
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nessa linhagem produz um comprometimento no sistema de neurotransmissão 

cerebral, levando consequentemente a perda da função de memória-

aprendizado e alterações comportamentais. (Kimura et al 2000). 

Por outro lado, o teste de cognição realizado no presente estudo, não foi 

capaz de detectar diferenças significativas entre o grupo tratado e controle, 

mesmo após redução da pressão arterial. Entretanto observou-se que a perda 

cognitiva estava diretamente relacionada com a idade, uma vez que os ratos, a 

medida que envelheciam, apresentavam dificuldades na finalização do 

percurso.  

No que se refere ao efeito tóxico das vitaminas, nossos resultados 

mostraram que os ratos tratados não apresentaram sinais de toxicidade, 

mesmo sendo suplementados com doses equivalentes a 20 vezes as 

necessidades nutricionais, contrastando relatos prévios encontrados por 

Vianna et al (2001) em ratos SHR, onde a suplementação isolada de acido 

fólico ou piridoxal fosfato  provocou respectivamente  dermatite , redução da 

ingestão de ração e de peso, alterações neurológicas caracterizadas por 

prostração e ausência de resposta a estímulos e ataxia evoluindo para 

convulsão e morte entre a terceira e quarta semana de tratamento. Por outro 

lado, nessa mesma linhagem, a suplementação associada de piridoxina e acido 

fólico resultou em significativa redução da pressão sistólica, sem relato de 

sinais toxicos (Vianna 2003). Portanto a associação de vitaminas parece ser 

mais benéfica evitando o uso isolado de doses maiores e os riscos de efeitos 

colaterais. 
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Os presentes achados confirmam a importância da suplementação 

vitamínica associada e revelam que a magnitude do efeito hipotensor não foi 

dose-dependente para os ratos SHR-SP quando comparadas as doses 

equivalentes a 10 e 20 vezes as necessidades nutricionais. 

A suplementação com 1,2mg de piridoxina e 0,2mg de ácido fólico foi 

eficaz na redução da homocisteína, e foi observada forte correlação positiva 

entre os níveis séricos desse metabólito com a pressão sistólica, reforçando a 

hipótese de que esse metabólito possa estar relacionado com a hipertensão 

arterial. Comprovando essa proposição, Yen e Lau (2002) relataram que a 

hiperhomocisteinemia induzida por metionina aumentou a pressão arterial nos 

ratos tratados, além de acelerar os efeitos adversos nas respostas vasculares 

em ratos machos.  

Além disso, o dialdeído malônico (MDA), também apresentou correlação 

direta com a homocisteina, corroborando prévios estudos. (Diez et al 2005)  

Esses achados reforçam a hipótese de que os níveis plasmáticos de 

homocisteína podem ter efeito pro-oxidante, causando dano endotelial e que a 

suplementação com as vitaminas piridoxina e ácido fólico protege contra o 

estresse oxidativo, uma vez que reduziram os níveis séricos desse metabólito.   

Da mesma forma, vale ressaltar que o ácido fólico parece ter efeito 

antioxidante independente da sua participação na redução de homocisteína, 

(Nakano et al 2001; Doshi et al 2001; Bunout et al 2000; Shea 2002). 

No que se refere aos níveis séricos de proteína C reativa (PCR), estes são 

preditivos para doença cardiovascular (Ridker et al 2000), estando fortemente 

associados ao processo inflamatório aterosclerótico. Embora a inflamação 
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possa ser um mecanismo secundário da lesão que acompanha o AVE 

isquêmico, existem controvérsias quanto seu papel na doença cerebrovascular. 

(Lindsberg et al 1996; Canova et al 1999).  

Os achados do presente estudo não demonstraram relação entre níveis 

de homocisteína e PCR, confirmando os resultados relatados por Kelly et al 

(2003 e 2004). Esses autores encontraram forte relação inversa dose-

dependente entre a PCR e o piridoxal fosfato em pacientes com AVE e 

controles, não encontrando, por outro lado, associação entre PCR e 

Homocisteína, apesar da significativa correlação entre homocisteína e níveis de 

piridoxal fosfato, sugerindo que a homocisteína prediz o risco vascular 

independente de mecanismos relacionados com o processo inflamatório. (Kelly 

et al 2004)  

Entretanto os valores encontrados foram os mínimos detectáveis pelo 

método utilizado, não se descartando, portanto, a hipótese de que o grupo 

suplementado poderia apresentar níveis de proteína C reativa inferiores ao 

grupo tratado, uma vez que níveis séricos de piridoxina estão inversamente 

correlacionados com marcadores inflamatórios como a PCR. (Friso 2001) Outra 

interessante justificativa pode estar associada ao fato dessa linhagem não 

desenvolver aterosclerose espontaneamente. (Ogata et al 1981) 

Em relação ao efeito hipotensor aqui relatado, nossos achados sugerem 

que a suplementação combinada de piridoxina e ácido fólico foi efetiva no 

controle da pressão sistólica e redução do estresse oxidativo mediado pela 

homocisteína e dialdeído malônico, podendo ser indicada como terapia 

preventiva ou coadjuvante.   
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6. CONCLUSÃO. 

 

A suplementação associada de B6 e B9 tem efeito hipotensor no modelo 

SHR-SP. 

O tratamento concorre para o aumento da longevidade. 

O tratamento protege contra alterações neurológicas. 

O tratamento reduziu a homocisteína. 

A suplementação é capaz de reduzir a MDA. 

Esses resultados sugerem que o mecanismo de ação das vitaminas B6 e 

B9 está associado a inibição do processo de estresse oxidativo.  
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