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RESUMO

INTRODUCAO: O estresse oxidativo estd diretamente relacionado ao acidente vascular
encefalico pela sua associagdo com a aterogénese e a hipertensdo arterial sistémica.
Agentes antioxidantes com atividade pro-vitamina A como o Pcaroteno, t€m sido
estudados acerca de sua ac¢ao inibidora ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

OBJETIVO: Investigar o efeito da administragdo suprafisiologica de Pcaroteno sobre
parametros biologicos (ectoscopia e pressdo arterial), laboratoriais (malondialdeido) e
histologicos (figado e artérias cardtidas) dos ratos espontaneamente hipertensos com
tendéncia ao acidente vascular encefalico (SHR-sp).

MATERIAL E METODO: Foram utilizados 36 ratos machos, distribuidos em trés grupos
distintos, contendo cada um 12 ratos das linhagens Wistar, SHR ¢ SHR-sp. Cada grupo
continha seis animais controle e seis animais tratados com doses suprafisioldgicas de
Bcaroteno por dois periodos de dez semanas, intercalados por uma semana de
interrup¢do. Durante o experimento foram avaliados diariamente o exame fisico e a
pressdo arterial (pletismografia). No sacrificio foi coletado sangue para dosagem sérica
de malondialdeido, assim como, o figado e as artérias cardtidas para exame histoldgico.

RESULTADOS: O exame fisico evidenciou apenas alteracao provisoria na coloracao dos
pélos. Houve diminuicdo significativa (p < 0,0001) da pressdo arterial com
suplementacdo de 20 mg de Pcaroteno, assim como, nos niveis séricos de malondialdeido
(p<0,05). Histologicamente, o figado estava integro, apenas aumento discreto da
quantidade de fibras elésticas na parede arterial carotida dos ratos SHR ¢ SHR-sp.

CONCLUSAO: A suplementacio suprafisiologica de PBcaroteno nio causou efeitos
toxicos gerais ou hepaticos. Apresentou resposta positiva na modulagdo da pressdo
arterial e provocou diminui¢ao na concentragao sérica de malondialdeido, mas nao foram
encontradas alteragdes morfologicas significativas entre os diferentes grupos estudados,
exceto um discreto aumento no numero de fibras elasticas da camada muscular carotidea
sugerindo elastose nos ratos SHR e SHR-sp.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The oxidative stress is directly related to encefalic vascular accident
through its association with the atherogenesis and the systemic arterial hypertension.
Antioxidative agents with pro-vitamin A activity as the Pcaroteno have been studied in
regards to their inhibiting action and the development of cardiovascular diseases.

OBJECTIVES: Investigate the effect of the supraphysiological administration of
Bcaroteno according to parameters: biological (ectoscopia, blood pressure), laboratorial
(malondialdeido) and histological (liver and carotid arteries) of rats spontanecously
hypertensive with a tendency to stroke (SHR-sp).

MATERIAL AND METHOD: 36 males rats were used. They were distributed in three
distinct groups, each one containing 12 rats of Wistar, SHR and SHR-sp linkage. Each
group had six control animals and six animals treated with supraphysiological doses of
Becaroteno for two periods of ten weeks each, with an interruption period of one week
between them. During the experiment, the physical exam was evaluated daily and blood
pressure (pletismography). In the sacrifice, blood was collected for the serial dosage of
malondialdeido, as well as the liver and the carotid arteries for histological procedures.

RESULTS: The physical exam showed evident only temporary alteration in the hair
coloring. There was a significant decrease (p<0,0001) of the blood pressure with
supplementation of 20 mg of Bcaroteno, and also in the serum malondialdeido levels
(p<0,05). Histopatologically, the liver was on the same conditions. There was only a
small increase in the amount of elastic fibers on the carotid arterial wall of the SHR and
SHR-sp rats.

CONCLUSION: Supraphysiological supplementation with Pcaroteno did not cause
general and hepatic toxic effects. It presented a positive response in the blood pressure
modulation, reduced serum levels of malondialdeido but it did not interfer in the
histological pattern of carotid arteries of hypertensive lineage rats.
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I- INTRODUCAO

O acidente vascular encefalico (AVE) constitui um dos mais relevantes problemas
de Saude Publica na atualidade, devido a sua alta incidéncia e mortalidade; a invalidez que
ocasiona, aos altos custos que gera e a caréncia de estratégias terapéuticas. (BAEZ, P. et al,
2004) Um fato alarmante ¢ que aproximadamente cinqgiienta por cento dos sobreviventes

ficam com seqiielas para o resto de suas vidas. (SANCHEZ, LAR. 2004)

Apesar dos avangos alcancados na prevencdo do acidente vascular encefilico,
ainda ocorrem nos Estados Unidos a cada ano, 550.000 novos casos, constituindo-se na
terceira principal causa de obitos, sendo precedida somente pelas doencas cardiovasculares
e pelo cancer. E a principal causa de incapacidade naquele pais. Estatisticas recentes
mostram que no Brasil o AVE ¢ a primeira causa de obito. (DELLARETTI FILHO, MA. et

al, 2003; American Heart Association, 2005)

Oitenta e cinco por cento dos acidentes vasculares encefalicos sdo incitados por
um evento tromboembdlico. A aterosclerose ¢ um fator chave para eventos
tromboembodlicos e o risco ¢ aumentado pela presenca de outras doengas comuns tais como

hipertensao arterial sistémica. (MAHAN, LK. et al, 2002)

A hipertensao arterial sist€émica (HAS) pode ocasionar doenga cardiovascular por
varios mecanismos. Os efeitos da HAS na estrutura dos vasos ocorrem tanto nas artérias
maiores, onde hd remodelamento da parede do vaso com aumento de sua luz, o que
ocasiona aumento da forca de fricgdo entre o sangue ¢ a parede do vaso predispondo a

arteriosclerose, como nas artérias de pequeno calibre, onde ocorre realinhamento das



células musculares e redugdo da luz sem alteracdo do conjunto dessas cé€lulas, isto €, ha
reestruturacdo da musculatura lisa ao redor de luz reduzida, levando a resisténcia vascular

sistémica. (FUSTER, F. et al, 1996)

A HAS também agrava o processo aterosclerdtico, possivelmente por enfraquecer
a parede das artérias em pontos de maior pressao, levando a lesdo e invasdo de colesterol e
outros compostos. (KRUMMEL D, 1998) A doenga aterosclerdtica das artérias carotidas
pode provocar sintomas como amaurose fugaz, cefaléia e acidente isquémico transitorio
(AIT). Deve-se ressaltar que, no primeiro ano apds a ocorréncia de um episodio de AIT,
ha um risco de, aproximadamente, 10% de o paciente vir a apresentar AVE. Também ¢
importante destacar que, os pacientes assintomaticos ¢ portadores de estenose carotidea
maior ou igual a 75% tém um risco de 3% a 5% de virem a apresentar AVE, por ano de
seguimento. (TARDINI, DMS. et al, 2003; Sociedade Brasileira de Doengas

Cerebrovasculares, 2001)

Tem sido estimado que a doenga da artéria carotida seja responsavel por 20 a 30%
dos casos de AVE. A estenose da artéria cardtida normalmente ¢ identificada apds um
AIT, mas para muitos pacientes o infarto cerebral é causado por emboliza¢do de uma placa
aterosclerotica ou oclusdo aguda da cardtida por propagagdo distal do trombo. A
progressdo da estenose assintomatica de artéria cardtida ¢ imprevisivel e pode ser

desastrosa. (KIHARA, EM. et al, 2004, CAMPOS; PF. et al 2004)

Estudo realizado por Dijk e Cols em 2004, investigou a possibilidade da segdo
transversal e a rigidez da caro6tida estarem associadas com o curso isquémico precedente ou

com o ataque isquémico transitorio (AIT). Concluiram que a estenose da artéria cardtida



maior ou igual a 50%, comumente cursa com rigidez e espessamento parietal, estando

associada com o curso isquémico precedente ¢ o AIT.

A aterosclerose ¢ uma doenca arterial que tem inicio na infancia e que progride
lentamente, podendo ou ndo se manifestar clinicamente apds a meia idade. A aterosclerose
humana envolve predominantemente as artérias de tamanho médio como as coronarias, as
cardtidas e as vertebrais, porém, também acomete artérias de grande calibre como a aorta e
as artérias que irrigam os membros inferiores. Envolve principalmente a camada de células
da tinica intima (camada mais interna da parede arterial), acreditando-se que ¢ originaria
de uma proliferacao das estrias de gorduras em placas fibrogordurosas. (CLARKE, R. et al,
2002) A aterosclerose ¢, em ultimo estagio, uma lesdo inflamatdria cronica da parede das
artérias que tem como agente inflamatoério especifico a lipoproteina de baixa densidade
(LDL) oxidada. Acredita-se que o processo de aterogénese se desencadeia quando na
parede arterial, no subendotélio, os macrofagos captam descontroladamente particulas de
LDL oxidadas, ricas em colesterol, transformando-se em células espumosas que se
acumulam na parede arterial. As modificagdes oxidativas das lipoproteinas de baixa
densidade fazem com que as mesmas sejam captadas de modo preferencial pelos
macrofagos, iniciando um processo inflamatdrio que desencadeia a formacao da placa de
ateroma, elemento central na lesdo vascular aterosclerotica. (LEIGHTON, F. et al 1997,

CLARKE, R. et al, 2002; RUSSO, C. et al, 1998)

Evidéncias experimentais vém confirmando a implicagdo do processo oxidativo
de macromoléculas na lesdo endotelial das doengas cardiovasculares, aumentando
consideravelmente o interesse pela investigagao da provavel acdo das vitaminas de poder

antioxidante no combate deste processo. Da mesma forma, hipdteses recentes vém



associando o estresse oxidativo, incluindo o processo inflamatorio ao AVE. (ASCHERIO,

A. etal 1999; ASPLUND, K. 2002)

Recentes estudos em Anima Nobile demonstraram relagdo entre marcadores de
estresse oxidativo, AVE e baixos niveis séricos de vitaminas antioxidantes (alfa tocoferol,
acido ascorbico e PBcaroteno), sendo crescente o interesse pela investigacao sobre a possivel
acdo protetora desses nutrientes. (LEINONEN,JS. et al 2000) Entretanto, o manuseio com
esses antioxidantes ainda apresenta controvérsias referentes aos seus resultados
epidemioldgicos, clinicos e experimentais. (ASCHERIO, A. et al 1999; ASPLUND, K.

2002)

A oxidagdo ¢ um processo bioquimico de perda de elétrons associado com outro
de recepgao chamado redugdo. Este processo ¢ importante para vida, porque estd envolvido

na produgdo de energia celular. (ELEJALDE, J.I. 2001)

O radical livre ¢ definido como todo atomo ou molécula que apresenta elétrons
nao emparelhados em seu orbital externo. Trata-se de uma estrutura quimica instavel e que,
em uma reagdo continua, progressiva e em cascata, forma novos radicais capazes de
acometer todos os elementos que compdem os tecidos organicos. Sob condigdes normais, o
oxigénio atmosférico sofre redugdo tetravalente na cadeia mitocondrial de transporte de
elétrons, com a formacdo de agua e geracdo de fontes de energia (adenosina-trifosfato —
ATP). Cerca de 2% do oxigénio sofre reducdo monovalente, o que leva a sintese de
espécies reativas de oxigénio (ERO), usualmente interligados em processos fisiologicos

intracelulares. (DEL MAESTRO, R.F. 1980)



A primeira descri¢ao sobre radicais livres do oxigénio coube a Haber e Weiss, em
1931, que caracterizaram a redugdo monovalente do oxigénio e a formagdo do ion
superoxido. Em 1968, Mc Cord referiu-se a xantina-oxidase como a enzima essencial para
catalisar a produ¢do ERO. Um ano apds, este mesmo autor, atribuiu a outra enzima, a

superoxido-dismutase, o papel de inativadora desses oxirradicais.

Granger, em 1981 mudou os rumos do conhecimento fisiopatologicos das
afecgdes vasculares ao caracterizar a presencga da xantina-oxidase no intestino de diferentes
animais e do proprio homem e relacionar sua agdo com o dano tecidual, na isquemia e na

reperfusdo intestinais (Figura 1).

ATP

*  Cat+ citosodlico
ADP
* Xantina
AMP Desidrogenase

v

Adenosina Protease

\d

Inosina
v Xantina Oxidase SOD CATALASE
Hipoxantina » Xantina + 0,” — H,0, — H,0

ﬂ' ]

OH" + OH™ + O,
’ Reperfusao >

Figura 1. Geragao dos radicais livres do oxigénio a partir da acdo da xantina-oxidase sobre

Isquemia

a hipoxantina em condig¢des de isquemia e reperfusdo (Fonte: MORARD, M.R.S.2003).



O radical superéxido (O;) ¢ formado quando o oxigénio ¢ reduzido por um
elétron. A enzima superdxido-dismutase (SOD) catalisa a conversao do superoxido em
perdxido de hidrogénio(H,0,), enquanto a catalase converte o peroxido de hidrogénio em
agua e oxigénio. Entretanto, na presenca de ions ferro ou cobre pode haver conversdo do
perdxido de hidrogénio ou radical hidroxila (OH'). (Reacdo de Haber — Weiss). A hidroxila

(OH) ¢ um dos mais reativos e dos mais toxicos metabolitos do oxigénio (Figura 2).

0, +e » O,

20,7+ 2H* B H,0, + O,

2H202 & ZHZO + 02

Fe+ + 02— ﬁ Fe+ + 02
3 2

Fe+ + H202 ﬁ Fex + OH="+ OH~
2 3

02_+ H202 ﬁ 02 + OH'+OH_

REACAO DE HABER - WEISS CATALISADA PELO Fe

Figura 2. Reacdes quimicas responsaveis pela formacao de radicais livres de oxigénio

(Fonte: MORARD, M.R.S.2003).

Durante a década de 80, os principais estudos sobre radicais livres derivados do
oxigénio estiveram vinculados as alteracdes morfologicas do tecido e da célula, bem como
a producdo de metabodlitos da peroxidagdo lipidica (malondialdeido e glutation) e a

utilizacao de inativadores das EROs (Figura 3). (HALLIWELL, B. et al 1999)



ACIDOS GRAXOS POLINSATURADOS + OH-

0O,

HIDROPEROXIDOS RADICAIS, HIDROPEROXIDOS LIPIDICOS
(LOO) (LOOH)

MALONDIALDEIDO, CONJUGADOS DIENOS

Figura 3. Peroxidacao lipidica da membrana celular iniciada pelo radical hidroxila (Fonte:

MORARD, M.R.S.2003).

A partir da década de 90, uma nova abordagem sobre a agdo deletéria do estresse
oxidativo passou a ser adotada, mais precisamente através da quantificagdo da
concentracdo de proteina carbonilada, mediante a utilizagdo do classico método de
espectrofotometria, sugerida por Levine e Cols que foi o ponto de partida para o estudo

dessas proteinas.

Durante o processo de transferéncia de elétrons que ocorre no metabolismo celular
associado a exposi¢do a fatores exdgenos, acontece a formacao de radicais livres, via acao
catalitica de enzimas. Contudo, na condi¢ao de pro-oxidante, a concentragao dessa espécie
reativa de oxigénio pode aumentar devido a maior geragdo intracelular ou pela deficiéncia

dos mecanismos antioxidantes. O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes



que resulta na indugcdo de danos celulares pelos radicais livres tem sido chamado de

estresse oxidativo. (BIANCHI, MLP. et al 1999)

Os radicais livres podem comprometer todas as principais classes de
biomoléculas, sendo os lipideos os mais susceptiveis. Os acidos graxos poliinsaturados
(PUFA) das membranas celulares sdo rapidamente lesados por radicais oxidantes. A
destrui¢do oxidativa dos PUFA, conhecida como peroxidagao lipidica, ¢ bastante lesiva por

ser uma reacao de auto-programacao na membrana. (KOURY, JC. et al, 2003)

A sintese de radicais livres desempenha um forte papel no processo de
arteriosclerose. Este processo pode ser inibido por antioxidantes tais como PBcaroteno,
Vitamina C ou Vitamina E, que inativam os efeitos lesivos dos radicais livres. Embora nio
possa ser provado que vitaminas antioxidantes previnam doengas cardiovasculares através
da modulagio da peroxidagdo de lipideos, diversos estudos epidemioldgicos
observacionais e algumas experimenta¢des clinicas sugeriram uma associagdo inversa

entre a ingesta de frutas e a pressao sanguinea. (CZERNICHOW, S. et al 2004)

As vitaminas antioxidantes podem proteger a LDL da oxidacdo. Sua alta ingestao
ou concentragdes sanguineas elevadas estdo associadas com um risco reduzido de doenga

cardiovascular. (GALE, CR. et al 2001)

Evidéncias que os antioxidantes podem impedir a doenga aterosclerotica estdo
crescendo. (KRITCHEVSKY, SB. et al, 1995) Segundo Iribarren e Cols, (1997) existe
uma associagdo inversa entre niveis circulantes de alguns carotenoides e a espessura média
da tinica intima da car6tida. Por outro lado, ¢ escasso o nimero de experimentacdes
randomizadas que avaliem nd3o invasivamente o impacto da suplementacdo de

antioxidantes na estrutura e fun¢do das artérias. Da mesma forma, nem sempre os



resultados sd@o unanimes, nao sendo observado efeito benéfico da suplementacao diaria de
baixa dose de vitaminas e minerais antioxidantes a longo prazo na aterosclerose da artéria

cardtida e na sua rigidez parietal. (ZUREIK, M. et al, 2004)

A ingestao elevada de carotenoides parece reduzir o risco de formacao de placas
ateroscleroticas. Pesquisadores examinaram as ligagcdes entre o consumo de carotenoides
com atividades pro-vitamina A e a formacao de placas de ateroma nas artérias carotidas de
12.773 participantes com idade entre 45-65 anos. Foi também avaliada a ingestao dietética
de um modo geral. Os resultados indicaram que tanto homens quanto mulheres que
consumiram uma quantidade elevada de carotenodides, tinham uma prevaléncia menor de
placas; quando comparados com aqueles com baixa ingestdo de carotendides. Os homens
apresentaram um risco reduzido em 15% e as mulheres em 18%, porém, observaram uma

associagdo inversa com o tabagismo. (KRITCHEVSKY, SB. et al, 1999)

Apesar de ter sido uma das primeiras vitaminas descobertas, uma vasta gama de
funcdes da vitamina A, ainda esta para ser definida. Estruturalmente similares a vitamina
A, os carotendides sdo um grupo de quase 600 compostos, dentre os quais, somente cerca
de 50 possuem atividade de pro-vitamina A. Ha fortes evidéncias que os carotendides
podem ser eficientes antioxidantes para inibir o desenvolvimento das doengas

cardiovasculares. (PALACE, VP. et al, 1999)

O termo pro-vitamina A também ¢é utilizado para descrever os carotenodides que

exercem fung¢do de vitamina A. (WILLIANS, SR. 1997)

Os carotendides sdo convertidos em vitamina A na parede intestinal e no figado.

O Pcaroteno ¢ considerado como possuidor de atividade pré-vitamina A; outros
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carotendides importantes sdo: a luteina, zeaxantina, criptoxantina e o licopeno.

(VANNUCCHL, H. et al, 2001)

Carotenoides sdo pigmentos vegetais importantes, encontrados no pigmento
fotossintético, um complexo protéico de plantas, bactérias fotossintéticas, fungos e algas,
que sdo responsaveis pelas cores brilhantes de varias frutas e vegetais. A cor dos
carotendides nos tecidos das plantas verdes € sobrepujada pela clorofila e torna-se evidente
apenas apds a degradacdo do pigmento verde no outono. (DEMMIG-ADANS, B. et al

1996)

A cor e as atividades antioxidantes dos carotenodides sdo conseqiiéncia de sua
estrutura Unica, um sistema estendido de duplas ligagdes conjugadas. Carotenoides como o
betacaroteno, sdo tetraterpenos formados pela ligacdo entre as extremidades de duas
cadeias de 20 carbonos (C-20) e, em muitos deles, os grupos terminais sdo modificados em
anéis compostos de cinco ou seis carbonos, gerando compostos monociclicos e diciclicos

(Figura 4). (STAHL, W. et al1996)

Carotenoides sdo descoloridos quando expostos a radicais como os formados
durante a peroxidacdo lipidica, o que indica que estes pigmentos interceptam radicais
livres. Suas moléculas longas e repletas de duplas ligacdes fazem deles excelentes
substratos para o ataque de radicais livres, que s@o eliminados do organismo. (KLEIN, BP.

etal 1995)
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B - Caroteno

Figura 4. Molécula de Bcaroteno, formula estrutural e visdo tridimensional.

Carotendides como o fcaroteno podem reagir multiplas vezes com radicais
peroxila para formar moléculas estaveis. Acredita-se que uma molécula de Bcaroteno possa
reagir com até 1.000 radicais superdxido, antes de ser oxidada e perder suas propriedades

antioxidantes. (BURTON, GW. 1989)

Os carotenoides possuem a propriedade Unica de dissipar a energia adquirida dos
radicais superoxidos na forma de calor. (SIES, H. et al 1992) Sua deficiéncia esta
associada a diminuicdo da capacidade imunolégica, retardo no crescimento e dificuldades
visuais. (CORREIA, MITD. 2001) As fontes ricas de Bcaroteno incluem cenoura, batata
doce, abobora, espinafre, brocolis e a maioria de vegetais folhosos verde escuros. Nao

existe uma recomendagao dietética para o Bcaroteno. (VANNUCCHI, H. et al, 2001)
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O Bcaroteno possui relevante papel no combate ao estresse oxidativo e diversas
referéncias podem ser encontradas discutindo sua agdo antioxidante. (KRITCHEVSKY,

SB.1999;PALACE, P.et al 1999; SIGNAL, PK. et al ,1998)

A acdo antioxidante do Bcaroteno se deve a sua cadeia hidrofobica que seqiiestra
radicais de oxigénio, combina e estabiliza peroxidos e neutraliza certos radicais, em geral,
quanto maior sua cadeia, maior serd a acdo antioxidante e estabilizante. Devido a sua
estrutura, o Bcaroteno pode se auto-oxidar quando a tensdo de oxigénio aumenta, portanto
¢ um excelente antioxidante somente nas baixas tensdes de oxigénio tipicamente

encontradas nos tecidos em niveis fisiolégicos. (PALACE, VP. et al, 1999)

Ainda em relacdo ao Bcaroteno encontramos controvérsias na literatura que
incluem desde o possivel papel toxico dessa vitamina, até seu papel na prevengdo dos
processos aterosclerotico e de infarto cerebral. (LEPPALA, JM. et al, 2000; GALE, CR. et

al, 2001)

Resultados obtidos por Dwyer e Cols. em 2004 sugerem que niveis elevados de
carotendides incluindo o alfa-caroteno possam ser protetores contra o inicio da

aterosclerose.

Se a suplementagao desta pro-vitamina for capaz de controlar o estresse oxidativo
do AVE, podera se tornar uma possibilidade de terapia coadjuvante e até subseqliente no

tratamento do AVE.

Paralelamente, um estudo de meta-analise publicado por Vivekananthan e Cols
em 2003, evidenciou um interessante achado por apresentar dados conflitantes em relagao

a suplementagdo com Bcaroteno indicando um pequeno, porém, significativo aumento na
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mortalidade global (7,4% contra 7,0%) e na mortalidade por causas cardiovasculares (3,4%
contra 3,0%) nos individuos suplementados com doses diarias entre 15mg a 50 mg. Aponta
0 Pcaroteno como um pobre antioxidante da LDL e, quando associado ao tabagismo, tem
sua molécula desestabilizada, resultando numa transformagdo anormal com aumento de

fatores de crescimento associados a génese de tumores.

O modelo experimental de rato espontanecamente hipertenso (SHR), pode
apresentar similaridade com a HAS essencial humana, o que vem sendo amplamente
estudado. Hoje, reconhecemos que da mesma forma que alguns grupos populacionais
apresentam aumento do contetido de sédio (Na) e célcio (Ca) intracelular, alteracdo do
potencial de membrana e da reatividade vascular, alteragdo do metabolismo da vitamina D
e calcio, os ratos SHR também apresentam tais anomalias. (BOER HV, et al 2000;

VIANNA, LM. et al 1992, 1996, 2002)

Além disso, relatos vém associando uma lipoperoxidagdo aumentada com injuria
endotelial ao processo etiopatologico das doencgas cardiovasculares. (VIANNA LM, 2002)
Dessa forma, aumenta consideravelmente o interesse pela investigagdo da provavel agdo de

vitaminas de poder antioxidantes nesse processo.

No que se refere ao estudo experimental do AVE, a linhagem SHR-sp descrita
por Maguire e Cols, em 2004 e Ikeda e Cols, em 2003, vem sendo eleita como modelo
experimental de estudo do AVE humano, por desenvolvé-los espontaneamente, resultando
em danos cerebrais similares ao do AVE humano e apresentar severa hipertensao, que pode
atingir 300 mmHg, em contraste a pressao sanguinea dos ratos normotensos das linhagens
Wistar Kyoto (WKY) e Wistar que estabilizam-se entre 140-150 mmHg e 90-110 mmHg

respectivamente. (FUKUDA, S et al 2004)
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A hipertensao nessa linhagem de ratos ocorre em torno da oitava semana de idade,
e vai se acentuando a medida que os animais se tornam adultos, chegando os machos a
atingir aproximadamente 250 mmHg de pressdo sistdlica, sendo mais hipertensos do que o
SHR. (NOGUCHI, T. et al, 2003) Estudos tém mostrado que a suscetibilidade ao AVE
nesse modelo também esta associada a fatores genéticos independentes da pressdo
sistélica, motivo pelo qual usa-se essa linhagem preferencialmente ao SHR na investigagao
da doenca cerebral. (IKEDA, K. et al 2003; YAMORI, Y. 1991, 1999, 2004; TAKEMORI,

K. 1996)
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IT - OBJETIVOS

II.1 - OBJETIVO GERAL

e Investigar o efeito da administra¢do suprafisiologica de Pcaroteno sobre os parametros

biologicos gerais dos ratos SHR e SHR-sp.

I1.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Monitorar as alteracdes dos niveis de pressdo sistolica de ratos SHR-sp em fungao da

suplementagdo suprafisiologica de Bcaroteno;

e Investigar o efeito do tratamento nos niveis séricos de malondialdeido;

e Observar a integridade morfoldgica das artérias cardtidas dos animais controle e

tratados;

e Investigar a possibilidade de ocorréncia de efeitos toxicos.
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III - METODOS

ITI.1 — ANIMAIS

Para realizacdo deste estudo experimental foram utilizados 36 ratos machos
jovens, pesando entre 272 g e 356 g distribuidos em trés grupos distintos, contendo cada
um 12 ratos das ragas Wistar, SHR e SHR-sp respectivamente, sendo que cada grupo era
composto por seis animais controles e seis tratados escolhidos aleatoriamente, obtidos de
colonias mantidas pelo Biotério da Escola de Nutricdo da Universidade Federal do Estado
do Rio de Janeiro. No inicio do experimento a faixa etaria dos animais foi de
aproximadamente sete semanas em ambos os grupos atingindo respectivamente 28

semanas ao final da pesquisa.

36 Ratos
12 Ratos 12 Ratos 12 Ratos
Wistar SHR SHR-sp
6 Ratos 6 Ratos 6 Ratos 6 Ratos 6 Ratos 6 Ratos
controle tratados controle tratados controle tratados

Figura 5. Esquema de representacdo da metodologia.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com “Principles of

Laboratory Animal Care” (NIH publication n® 85-23 revised 1985). Os protocolos
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experimentais utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica para
experiéncia com animais, da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro e os
ensaios foram realizados nos Laboratdrio de Investigagdo em Nutrigdo e Doengas Cronico
Degenerativas e no Laboratério de Anatomia Patologica, ambos da Universidade Federal

do Estado do Rio de Janeiro.

I11.2 - CONDICOES AMBIENTAIS

Os animais foram mantidos em biotério com condi¢des controladas de
luminosidade (ciclo claro-escuro/12hs), temperatura (21+2°C), umidade (60+£10%) e ciclo

de exaustdo de ar (15 min/h), em gaiolas metabolicas individuais (Figura 6).

Figura 6. Gaiola metabdlica.
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I11.3 - DIETA E SUPLEMENTACAO

Os animais receberam ragdo Nuvilab da Nuvital® ¢ dgua ad libitum e apds um
periodo basal de dez dias foram submetidas a suplementagao suprafisioldgica de fcaroteno
ou veiculo por gavagem oral via sonda de polietileno PE 190. Inicialmente, foi
estabelecida a curva dose-efeito para os ratos das linhagens Wistar ¢ SHR. Os animais dos
grupos Wistar e SHR tratados foram suplementados com doses crescentes de fcaroteno (C-
9750 Sigma,St. Louis.MO), de 2,5 a Smg/dia, diluidos em 0,3 ml de 6leo de coco (Florasil
Produtos Vegetais e Farmacéuticos LTDA). Cada dose foi administrada pelo periodo de
dez semanas. O tratamento foi dividido em duas fases, com interrup¢do de uma semana
para estabelecer a cinética do fcaroteno. Concomitantemente, foi feita a suplementacdo do
grupo SHR-sp tratado com administragdo de Pcaroteno na dose de 5 a 20 mg. A dose
inicial neste grupo foi a mesma que apresentou resultado hipotensor na linhagem de ratos
SHR, isto ¢, 5 mg. Os animais dos grupos controle foram suplementados apenas com 6leo

de coco (Figura 7).

Figura 7. Procedimento de Gavagem.
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II1.4 — ANALISE DOS PARAMETROS BIOLOGICOS GERAIS

Diariamente os animais foram submetidos a exame fisico, seguindo protocolo do
laboratério LINDCD (VIANNA LM, 2005) para deteccdo da ocorréncia de sinais de
toxicidade ou de interagdo entre nutrientes. Concomitantemente, foram avaliados os

parametros biologicos gerais (ingesta de racao, agua, diurese, fezes e peso corporal).

ITILI.5 - PLETISMOGRAFIA

A pressdo sistolica foi aferida através de pletismografo (Bio-oficina ®, Br),
mensurada duas vezes na semana, seguindo metodologia de Magaldi e Cols. modificada
por Vianna e Cols. em 1992 apresentada aqui, de modo resumido. A artéria caudal
posicionada no pletismografo, sofre uma pressdo externa que colaba suas paredes cessando
o fluxo sanguineo; ao descomprimir lentamente o manguito, a pressdo sangiiinea atinge um
nivel suficiente para forcar um jato de sangue que serd registrado como pressao sistolica, e
que serd lida na coluna liquida do aparelho que se modificou mediante a alteracdo de
volume. A mensuracdo da pressdo sangiiinea ¢ feita duas vezes por semana mantendo-se
sempre o mesmo horario para evitar alteragdes provenientes do ritmo circadiano. A

pletismografia foi realizada no periodo basal e ao longo do experimento (Figura 8).
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Figura 8. Pletismografo e demonstracdo do procedimento de pletismografia.

I11.6 - ANALISE DE MALONDIALDEIDO (MDA)

O material utilizado para a dosagem de Malondialdeido foi o soro, obtido a
partir da centrifugacdo do sangue colhido em tubo descartavel, sem anticoagulante durante
o sacrificio do animal. O sangue centrifugado em centrifuga CELM modelo Kombat
(afericao e calibracdo Control-Lab) a 3500 rpm por 15 minutos. O soro, separado dos
componentes celulares pela centrifugagao, foi retirado do tubo primario por pipetagem com
ponteiras descartaveis e acondicionado em tubos secundarios, identificados e estéreis. O
soro foi conservado em refrigerador com temperatura controlada de 8°C. Foi utilizado o
método colorimétrico para a dosagem de MDA, utilizando o equipamento Micronal B442 e
o acido tiobarbiturico. A concentragdo de malondialdeido foi calculada pela absorc¢ao a

532 nm e os resultados expressos em nmol.
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II1.7 - SACRIFICIO E COLETA DE MATERIAL

Os animais foram anestesiados via indug¢do de coma profundo, por anestesia
inalatéria com éter sulfurico e administragdo de barbitarico (tiopental sédico), via intra

peritonial com doses superiores a 25 mg/kg.

O animal anestesiado foi entdo fixado através das patas em posi¢do dorsal. A via
de acesso cirurgico utilizada foi uma cervico—esterno—laparotomia com ampla abertura das
cavidades tordcica e abdominal. Realizou-se a dissec¢do para obter acesso até os grandes
vasos abdominais, colheita de 05 ml de sangue por pun¢ao cardiaca para dosagem de MDA
e morte por exanguinagdo do animal através da sec¢ao da aorta. Logo em seguida, efetuou-
se a dissecgao e ressecgdo das artérias cardtidas direita e esquerda, do bloco cardio-adrtico
e do figado dos animais. Todo material foi armazenado em solu¢do de formol a 10% e
enviado para analise histologica, realizada no Laboratorio de Anatomia Patologica do
Hospital Universitario Gaffrée e Guinle, da Universidade Federal do Estado do Rio de

Janeiro (Figura 9).
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Figura 9. Extracdo de artérias carotidas e aorta.

Com o material (carotidas direita e esquerda, aorta, coracdo e figado) enviado para
o Laboratério de Anatomia Patoldgica, foram preparadas as laminas para analise
histologica das artérias cardtidas, sendo realizado corte de 5 micra de espessura, no
micrétomo Gung, RM.2025 (Leica). As pecas foram coradas por Hematoxilina-eosina, ou
por Orceina e Tricromico de Massom. A analise morfométrica foi realizada utilizando-se
um microcopio Optico (Zeiss Axioplan, Zeiss, Alemanha), sob aumentos de 10X, 40X,

100X, 160X e 200X.

A determinacdo do peso do figado foi realizada usando o método de Scherle, que
se baseia no Principio de Arquimedes (SCHERLE, 1970); o 6rgdo removido ¢ suspenso
por um fio e imerso em solucdo salina fisiologica dentro de um Becker, sem tocar as

paredes, esse sistema encontra-se sobre uma balanga analitica de acuracia de 0,001g.
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II1.8 — ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado ANOVA One Way para avaliar a significincia dos resultados
obtidos com as diferentes doses administradas, considerando p < 0,05 como significancia.
Para comparagdes de valores entre grupos distintos (controle x tratado) utilizamos test

T-student.
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IV —RESULTADOS

A avaliagdo dos exames fisicos dos animais nao atestou ocorréncia de alteracdes
nos parametros bioldgicos gerais: peso, ingestdo hidrica e de ragdo, diurese e excrecao
fecal. Observou-se apenas altera¢dao na coloragdao do pé€lo dos animais, o qual retornava a
coloracdo normal durante periodo de interrupcdo do tratamento. Da mesma forma,
mantiveram-se a coordenagdo motora e o comportamento dos animais dentro dos padrdes
de normalidade. Quanto ao peso do figado, obtivemos peso médio do 6rgio igual a 7,25 +
3,2 g e relagdo entre a média do peso do figado e o corporeo igual a 0,0192g configurando

que ndo ocorreu hepatotoxicidade.

Quanto aos valores da pressdo arterial sistdlica, o grupo tratado SHR-sp ndo
apresentou reducdo dos valores de pressdo arterial sistolica, no decurso do tratamento com
as doses de Smg e 10mg de B-caroteno, entretanto, ao receber a suplementacdo com 20 mg
de B-caroteno, apresentou decréscimo significativo (p < 0,0001) da pressao de 233,7 + 1,39
mmHg para 227,5 + 1,96 mmHg na primeira suplementagdo com essa dose. A interrupcao
do tratamento por sete dias evidenciou um aumento do valor de pressdo arterial sistolica,
que atingiu 252,3 + 0,36 mmHg, porém com o reinicio da suplementagcdo este valor
apresentou uma queda significativa (p < 0,0001) para 232,08 + 1,34 mmHg. Estas

variagdes podem ser observadas no Grafico 1.
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Grifico 1: Os valores representam a X + SD da pressao sistolica de ratos SHR-sp (n= 12).

Significancia p < 0,05.

A dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico revelou que os niveis
séricos de malondialdeido (MDA) foram significativamente (p < 0,05) menores nos ratos
tratados com B-caroteno (1,97 £ 0,32 nmol) em comparagcdo com os animais dos grupos

controles (3,50 1,19 nmol) (Grafico 2).
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Grafico 2: Os valores representam a X + SD dos niveis séricos de Malondialdeido dos

ratos SHR-sp.
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A analise histologica evidenciou que a estrutura do figado estava conservada, sem
esteatose ou qualquer outra particularidade (Figura 10 A e B). A avaliagao morfologica das
artérias carodtidas evidenciou diferenciagdo estrutural entre grupos controle e tratado. Em
ambos 0s grupos ndo se observou a presenca de infiltrado inflamatério na parede das
artérias, assim como ndo foi detectada formacdo de placas ateromatosas. Entretanto, foi
observado um aumento discreto da quantidade de fibras eldsticas que constituem a parede
das artérias carotidas dos ratos SHR e SHR-sp do grupo controle em comparacio aos ratos

Wistar normotensos (Figuras 11A, 11B, 11C e 11D).

Figura 10. Parénquima hepatico, ampliagdo 40 x (A) e 160 x (B).
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Figura 11 A. Artéria car6tida sem anormalidades (ratos Wistar); Orceina, 10x e 100 x.

Figura 11 B. Artéria carétida com elastose (ratos SHR e SHR-sp); Orceina, 10x e 100x.
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Figura 11 C. Parede da Artéria cardtida com 5 camadas de fibras eldsticas, sem
anormalidades (ratos Wistar); Orceina, 200x.

Figura 11 D. Parede da Artéria cardtida com 9 camadas de fibras elasticas: elastose (ratos
SHR-sp); Orceina, 200x.



29

V — DISCUSSAO

Relatos de hepatotoxicidade resultante da administracdo cronica de vitamina A em
doses suprafisiologicas, entre eles: hepatomegalia (com hipertrofia e hiperplasia) e fibrose
portal e peri-portal vém sendo encontrados na literatura. Croquet e Cols., em 2000,
também relataram hepatotoxicidade, que foi caracterizada por hipertensao portal, mesmo
apos cinco anos de interrupgdo da suplementacdo com a vitamina A. Ainda em relagdo ao
uso excessivo dessa vitamina, encontramos citagdes referentes a sintomas respiratorios
causados por hidrotorax hepatico, o que sugere a existéncia de outras manifestagdes

clinicas. (MIKSAD R. et al, 2002)

Nagai K, e Cols., em 1999, igualmente relataram sinais de toxicidade relacionados
a vitamina A e ao Pcaroteno, curiosamente enfatizando que tais efeitos podem ser oriundos

de fonte alimentar ¢ ndo de suplementagao.

Entretanto, nosso trabalho demonstrou que mesmo com o uso de doses
suprafisioldgicas, ndo houve efeitos colaterais. O estudo do parénquima hepatico, visando
verificar potencial infiltragdo gordurosa ou desenvolvimento de tecido fibroso, ndo
evidenciou nenhuma alteragdo ou presenca de esteatose nos ratos tratados. A analise
macroscopica do figado dos animais, também ndo evidenciou altera¢des, corroborando
resultados prévios de nosso laboratorio (OLIVEIRA, GS. et al 2004), uma vez que o peso
médio do 6rgdo e a média da relagdo peso/orgdo e peso corporeo estavam dentro dos
padroes de normalidade, isto é, 4g para cada 100g de peso corporeo. (BAKER H. et al,

1980)
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Prévios trabalhos que atingiram até¢ 10 mg de Pcaroteno/dia (BANDO N. et al,
2003), também nao relataram toxicidade. Discute-se também que os supostos efeitos
toxicos relacionados ao Pcaroteno poderiam estar associados a sua conversdo em vitamina

A.

Entretanto, recente estudo de sua cinética, realizado por Barua e Cols., em 2003,
sugere que sua toxicidade deve ser muito reduzida, uma vez que altas doses sdo necessarias
para manuten¢do do status nutricional da vitamina A, e tem sido inclusive atribuido ao
Bcaroteno, um efeito hepatoprotetor em animais portadores de fibrose hepatica. (SEIFERT
WF et al, 1995) Adicionalmente, a administragdo das doses suprafisioldgicas de fcaroteno
nao provocou alteragdes dos parametros bioldgicos gerais, descartando assim, a ocorréncia

de possivel interacdo entre vitaminas lipossoluveis.

Em relagdo ao efeito modulador do Bcaroteno sobre a pressao arterial, os resultados
aqui apresentados mostram importante efeito hipotensor da suplementagdo de Pcaroteno
com doses de 20mg/dia durante trés semanas com os ratos da linhagem SHR-sp,
confirmando estudos anteriores descritos por Oliveira ¢ Vianna em 2004, com ratos da
linhagem SHR, que também apresentaram resposta positiva em relagdo ao efeito
hipotensor do Bcaroteno, porém, com doses de Smg, o que demonstra maior resisténcia ao
tratamento pela linhagem SHR-sp. A avaliacdo da cinética do Pcaroteno apresentou
resposta semelhante aquela observada com outras vitaminas lipossoluveis. (VIANNA LM,

1992, 2005)

Na realidade, embora vitaminas lipossoliveis sejam metabolizadas mais
lentamente e, portanto, tenham vida média 1util mais longa que substancias hidrossoluveis,

a manuten¢do de seus efeitos fisioldogicos também demanda sua administragdo continua,
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uma vez que ¢ descrito que a interrup¢do da administracao das vitaminas por trés semanas
(VIANNA, LM. et al, 1996), provocaria um aumento gradativo da pressdo arterial

sistélica, corroborando os achados deste trabalho que utilizou uma semana de interrupgao.

O mecanismo de acdo associado ao efeito hipotensor do Bcaroteno, provavelmente
se liga a sua atividade antioxidante, uma vez que foram significativamente reduzidos os
niveis séricos de malondialdeido. Estudos em que o estresse oxidativo (ERO), foi
experimentalmente induzido, indicaram aumento do radical superoxido (O, ), do radical
hidroxila (OH) e da HAS. Por outro lado, o tratamento com antioxidantes diminuiu a
pressdo sangiliinea e o elevado nivel de 6xido nitrico biodisponivel. Estes resultados
proporcionaram fortes evidéncias do papel das espécies reativas de oxigénio (ERO) tanto
no inicio quanto na sustentacdo da HAS (MANNING Jr, RD. et al, 2005) e sinalizam para

o importante papel de nutrientes antioxidantes no controle da pressao arterial.

No que se refere a caracteristica morfologica das preparagdes, ja foi observado que
o arranjo morfoldgico das células do musculo liso vascular estd desorganizado na artéria
basilar dos ratos SHR e SHR-sp, quando comparado com os ratos Wistar. Esta alteracao
estrutural no sistema vascular cerebral dos ratos SHR-sp pode contribuir para a
suscetibilidade ao AVE, influenciando a circulagdo colateral, causando modificagdes na

reologia do fluxo sanguineo ou vulnerabilidade da parede arterial a alta pressao arterial.

Além disso, ha relatos que o AVE nessa linhagem ndo se da devido a lesdes
ateromatosas, mas sim, por necrose fibrindide das pequenas artérias e edema severo,
similar as lesdes observadas em humanos com hipertensdo maligna, sugerindo que este
modelo (SHR- sp) ¢ 1til para estudos de fatores genéticos, os quais sdo causa comum para

hemorragia intracerebral e infarto lacunar. (OGATA, J. et al, 1981)
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A andlise histologica das carotidas dos grupos controle e tratado nao revelou
formacao de placas ateromatosas nem a presenga de infiltrado inflamatério, contrariando a
idéia proposta de que a linhagem SHR-sp, por apresentar severa hipertensdo teria
alteracdes morfologicas inflamatorias nas preparagdes parietais vasculares, por outro lado,
confirma a inexisténcia de lesdo ateromatosa nessa linhagem corroborando aos achados de

OGATA e Cols.

Entretanto, morfometricamente, foi observado que o nimero de fibras elasticas
que constituem a parede dos vasos carotideos na linhagem SHR e SHR-sp apresentaram
discreto aumento, caracterizando uma elastose da camada muscular em comparagdo a

linhagem normotensa.

Ainda que o tratamento com Pcaroteno tenha resultado em modificacdo da pressao
arterial sistélica, ndo foi capaz de prevenir a elastose na artéria cardtida dos ratos
espontaneamente hipertensos. Acreditamos, que o efeito hipotensor do Pcaroteno esteja
positivamente associado a sua agdo antioxidante e ndo descartamos a possibilidade de que
esse tratamento intensificado, possa prevenir as alteragdes morfologicas das artérias

observadas nas linhagens hipertensas.
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VI - CONCLUSOES

Nossos achados ndo confirmaram a presenca de efeitos toxicos gerais e/ou

hepaticos atribuidos a suplementacao suprafisiolodgica de Bcaroteno;

A suplementacdo de Pcaroteno apresentou resposta positiva na modulagdo da
pressdo arterial e provocou diminui¢do na concentracao sérica de malondialdeido,

o que provavelmente explica seu efeito hipotensor;

Nao foram encontradas alteragdes morfologicas significativas entre os diferentes
grupos estudados, exceto um discreto aumento no numero de fibras elasticas da
camada muscular carotidea sugerindo elastose nos ratos SHR e SHR-sp controle e

tratados em relagdo a linhagem normotensa.
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