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RESUMDPO

Objetivo: investigar o efeito da administracdo suprafisiolégica de Bcaroteno sobre pardmetros biolédgicos, laboratoriais e histologicos
dos ratos espontaneamente hipertensos com tendéncia ao acidente vascular encefalico (SHR-sp). Métodos: utilizaram-se 36 ratos
machos, distribuidos em trés grupos, contendo cada um dos 12 ratos das linhagens Wistar, SHR e SHR-sp, subdivididos em seis animais
controle e seis animais tratados com doses suprafisiolégicas de dcaroteno por dois periodos de dez semanas, intercalados por uma
semana de interrupcao. No experimento foram avaliados diariamente o exame fisico e a pressao arterial. Foi coletado sangue para
dosagem sérica de malondialdeido; o figado e as artérias carétidas para exame histologico. Resultados: alteracdo provisoria na
coloragao dos pelos, diminuicao significativa (p<0,0001) da pressao arterial (suplementacdo de 20mg de Bcaroteno) e dos niveis
séricos de malondialdeido (p<0,05) e aumento da quantidade de fibras elasticas na parede carotidea dos ratos SHR e SHR-sp.
Conclusdo: A suplementacdo suprafisioldgica de Bcaroteno ndo causou efeitos toxicos, apresentou resposta positiva na modulacdo
da pressdo arterial e diminuicdo na concentracdo sérica de malondialdeido. Nao foram encontradas alteracdes morfoldgicas
significativas nos grupos estudados, exceto um aumento no ndmero de fibras eldsticas da camada muscular carotidea sugerindo

elastose nos ratos SHR e SHR-sp.

Descritores: Estresse oxidativo. Malondialdeido. Betacaroteno. Ratos.

INTRODUCAO

acidente vascular encefélico (AVE) constitui um dos

mais relevantes problemas de Saude Publica na atu-
alidade devido a sua alta incidéncia e mortalidade, a
invalidez que ocasiona, aos altos custos que gera e a ca-
réncia de estratégias terapéuticas’.

Os efeitos da hipertensao arterial sistémica (HAS)
na estrutura dos vasos ocorrem tanto nas artérias maiores,
onde ha remodelamento da parede do vaso com aumento
de sua luz, o que ocasiona aumento da forca de friccao
entre o sangue e a parede do vaso, predispondo a arterios-
clerose, como nas artérias de pequeno calibre, onde ocor-
re realinhamento das células musculares e reducdo da luz
sem alteracao do conjunto dessas células, isto é, ha
reestruturacao da musculatura lisa ao redor de luz reduzi-
da, levando a resisténcia vascular sistémica?.

A HAS também agrava o processo
aterosclerotico, possivelmente por enfraquecer a parede
das artérias em pontos de maior pressao, levando a lesao

e invasao de colesterol e outros compostos®. A doenca
aterosclerotica das artérias carétidas pode provocar sinto-
mas como amaurose fugaz, cefaleia e acidente isquémico
transitorio (AIT) e é responsavel por 20 a 30% dos casos de
AVE. A progressdo da estenose assintomatica de artéria
carétida é imprevisivel e pode ser desastrosa®.

Envolve principalmente a camada de células da
tUnica intima (camada mais interna da parede arterial),
acreditando-se que é originaria de uma proliferacdo das
estrias de gorduras em placas fibrogordurosas®. Acredita-
se que o processo de aterogénese se desencadeia quando
na parede arterial, no subendotélio, os macréfagos cap-
tam descontroladamente particulas de LDL oxidadas, ricas
em colesterol, transformando-se em células espumosas que
se acumulam na parede arterial. As modificacdes oxidativas
das lipoproteinas de baixa densidade fazem com que se-
jam captadas de modo preferencial pelos macréfagos, ini-
ciando um processo inflamatdério que desencadeia a for-
macao da placa de ateroma, elemento central na lesdo
vascular aterosclerética®”’.
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Evidéncias experimentais vém confirmando a
implicacdo do processo oxidativo de macromoléculas na
lesao endotelial das doencas cardiovasculares, aumentan-
do consideravelmente o interesse pela investigacdo da pro-
vavel acdo das vitaminas de poder antioxidante no comba-
te deste processo. Da mesma forma, hipoteses recentes
vém associando o estresse oxidativo, incluindo o processo
inflamatério, ao AVE®.

Estudos em Anima Nobile demonstraram rela-
cdo entre marcadores de estresse oxidativo, AVE e baixos
niveis séricos de vitaminas antioxidantes (alfa tocoferol,
acido ascoérbico e acaroteno), sendo crescente o interesse
pela investigacao sobre a possivel acdo protetora desses
nutrientes®.

O B-caroteno possui relevante papel no combate
ao estresse oxidativo sua acao antioxidante é bastante dis-
cutida'® "2, Se a suplementacdo desta pré-vitamina for ca-
paz de controlar o estresse oxidativo do AVE, podera se
tornar uma possibilidade de terapia coadjuvante e até
subsequente no tratamento do AVE.

No que se refere ao estudo experimental do AVE,
a linhagem SHR-sp (espontaneamente hipertensos com
tendéncia ao acidente vascular encefalico) descrita por
Maguire et al.’® e lkeda et al."* 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 hiper-
tensdo acentuada, que pode atingir 300mmHg, em con-
traste a pressao sanguinea dos ratos normotensos das li-
nhagens Wistar Kyoto (WKY) e Wistar que estabilizam-se
entre 140-150 mmHg e 90-110 mmHg, respectivamente’™.
A hipertensdo, nessa linhagem de ratos, ocorre em torno
da oitava semana de idade, e pode atingir, nos machos
adultos, aproximadamente 250mmHg de pressao sistolica,
sendo mais hipertensos do que o SHR (espontaneamente
hipertensos)'®. A suscetibilidade ao AVE nesse modelo tam-
bém estd associada a fatores genéticos independentes da
pressao sistélica, motivo pelo qual usa-se essa linhagem
preferencialmente ao SHR na investigacao da doenca ce-
rebral17-20,

O objetivo desse estudo é avaliar o efeito da
administracao suprafisiolégica de B-caroteno sobre
parametros bioldgicos, laboratoriais e histolégicos dos ra-
tos espontaneamente hipertensos com tendéncia ao aci-
dente vascular encefalico (SHR-sp).

METODOS

Para realizacdo deste estudo experimental fo-
ram utilizados 36 ratos machos jovens, pesando entre 272
e 356 gramas, distribuidos em trés grupos distintos, con-
tendo cada um 12 ratos das racas Wistar, SHR e SHR-sp,
respectivamente, sendo que cada grupo era composto por
seis animais controles e seis tratados escolhidos aleatoria-
mente, obtidos de colénias mantidas pelo Biotério da Esco-

la de Nutricdo da Universidade Federal do Estado do Rio
de Janeiro. No inicio do experimento a faixa etaria dos
animais foi aproximadamente sete semanas em ambos 0s
grupos, atingindo, respectivamente, 28 semanas ao final
da pesquisa.

Os protocolos experimentais utilizados neste es-
tudo foram aprovados pelo Comité de Etica para Experién-
cia com Animais, da Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro e os ensaios foram realizados nos Laborato-
rio de Investigacdo em Nutricdo e Doencas Crénico-
Degenerativas (LINDCD) e no Laboratério de Anatomia
Patoldgica, ambos da Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro.

Os animais foram mantidos em biotério com con-
dicbes controladas de luminosidade (ciclo claro-escuro/12h),
temperatura (21 £ 2°C), umidade (60 = 10%) e ciclo de
exaustao de ar (15min/h), em gaiolas metabdlicas indivi-
duais.

Os animais receberam racao e agua ad libitum
e, apos um periodo basal de dez dias, foram submetidas a
suplementacado suprafisioldgica de B-caroteno ou veiculo
por gavagem oral via sonda de polietileno PE 190.

Inicialmente, foi estabelecida a curva dose-efei-
to para os ratos das linhagens Wistar e SHR. Os animais
dos grupos Wistar e SHR tratados foram suplementados
com doses crescentes de B-caroteno, de 2,5 a 5 mg/dia,
diluidos em 0,3ml de 6leo de coco. Cada dose foi adminis-
trada pelo periodo de dez semanas. O tratamento foi divi-
dido em duas fases, com interrupcao de uma semana para
estabelecer a cinética do Bcaroteno.

Concomitantemente, foi feita a suplementacao
do grupo SHR-sp tratado com administracdo de B-caroteno
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 é, 5mg. Os animais dos grupos controle
foram suplementados apenas com 6leo de coco.

Diariamente, os animais foram submetidos a
exame fisico, sequindo protocolo do LINDCD?' para
deteccao da ocorréncia de sinais de toxicidade ou de
interacdo entre nutrientes. Concomitantemente, foram
avaliados os parametros biolégicos gerais (ingesta de ra-
¢do, 4gua, diurese, fezes e peso corporal). A pressao sistolica
foi aferida através de pletismégrafo, mensurada duas ve-
zes na semana, seguindo metodologia de Magaldi et al.
modificada por Vianna et al.??. A mensuracao da pressao
sanguinea é feita duas vezes por semana, mantendo-se
sempre 0 mesmo horario para evitar alterages provenien-
tes do ritmo circadiano. A pletismografia foi realizada no
periodo basal e ao longo do experimento.

Para a dosagem de malondialdeido sérico, obti-
do a partir da centrifugacado do sangue coletado em tubo
descartavel sem anticoagulante, foi utilizado o método
colorimétrico para a dosagem de MDA e o acido
tiobarbiturico. A concentracdo de malondialdeido foi cal-
culada pela absorcdo a 532nm e os resultados expressos
em nmol.
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Os animais foram anestesiados por inducdo de
coma profundo, por anestesia inalatéria com éter sulfurico
e administracdo de barbiturico (tiopental sédico), via
intraperitoneal, com doses superiores a 25mg/kg. Reali-
zou-se a coleta de 5ml de sangue por puncdo cardiaca
para dosagem de MDA.

Foram retiradas as carétidas, direita e esquerda,
aorta, coracao e figado e armazenados em solucdo de
formol a 10% e enviados para analise histoldgica. As pe-
cas foram corados por hematoxilina-eosina, ou por orceina
e tricrémico de Massom. A analise morfométrica foi reali-
zada utilizando-se um microscopio éptico sob aumento 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?.

Foi realizado ANOVA One Way para avaliar a
significancia dos resultados obtidos com as diferentes do-
ses administradas, considerando p<0,05 como significancia.
Para comparagdes de valores entre grupos distintos (con-
trole x tratado) utilizamos teste T-Student.

RESULTADOS

A avaliacdo dos exames fisicos dos animais nao
atestou ocorréncia de alteracbes nos parametros biol6-
gicos gerais: peso, ingestao hidrica e de racao, diurese
e excrecao fecal. Observou-se apenas alteracdo na co-
loracdo do pelo dos animais, o qual retornava a colora-
cao normal durante periodo de interrupcao do tratamen-
to. Da mesma forma, mantiveram-se a coordenacao
motora e o comportamento dos animais dentro dos pa-
droes de normalidade. Quanto ao peso do figado, obti-
vemos peso médio do érgao igual a 7,25 + 3,29 e rela-
cao entre a média do peso do figado e o corpdéreo igual
a 0,0192g, configurando que ndo ocorreu
hepatotoxicidade.

A pressao arterial sistélica, no grupo tratado SHR-
sp nao apresentou reducao dos valores no decurso do
tratamento com as doses de 5mg e 10mg de a-caroteno,
entretanto, ao receber a suplementacdo com 20mg de B-
caroteno, apresentou decréscimo significativo (p<0,0001)
da pressao de 233,7 + 1,39mmHg para 227,5 = 1,96mmHg
na primeira suplementacdo com essa dose.

A interrupcao do tratamento por sete dias evi-
denciou um aumento do valor de pressao arterial sistélica,
que atingiu 252,3 + 0,36mmHg, porém com o reinicio da
suplementacdo este valor apresentou uma queda signifi-
cativa (p<0,0001) para 232,08 = 1,34mmHg (Figura 1).

A dosagem de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico revelou que os niveis séricos de
malondialdeido (MDA) foram significativamente (p<0,05)
menores nos ratos tratados com B-caroteno (1,97 =
0,32nmol) em comparacdo com os animais dos grupos
controles (3,50 £1,19nmol) (Figura 2).

A anélise histolégica evidenciou que a estrutura
do figado estava conservada, sem esteatose ou qualquer
outra particularidade. A avaliacdo morfoldgica das artérias
carotidas evidenciou diferenciagdo estrutural entre grupos
controle e tratado.

Em ambos os grupos nao se observou a presen-
ca de infiltrado inflamatdério na parede das artérias, assim
como, nao foi detectada formacao de placas ateromatosas.
Entretanto, foi observado um aumento discreto da quanti-
dade de fibras elasticas que constituem a parede das arté-
rias carotidas dos ratos SHR e SHR-sp do grupo controle em
comparacao aos ratos Wistar normotensos (Figuras 3 e 4).

DISCUSSAO

A hepatotoxicidade resultante da administracao
cronica de vitamina A em doses suprafisiolégicas ocasio-
nando hepatomegalia (com hipertrofia e hiperplasia), fibrose
portal e periportal foi relatada por Milksad et al., que cons-
tataram hipertensdo portal em um caso, mesmo apds cin-
co anos de interrupcao da suplementacdo com a vitamina
A% Ainda em relacdo ao uso excessivo dessa vitamina,
Seiferty et al. descreveram sintomas respiratorios causados
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Figura 4 -

por hidrotérax hepatico, o que sugere a possibilidade de
associacdo com outras manifestacoes clinicas?.

Entretanto, nosso trabalho demonstrou que mes-
mo com o uso de doses suprafisiolégicas, ndo houve efei-
tos colaterais. O estudo do parénquima hepatico, visando
verificar potencial infiltracdo gordurosa ou desenvolvimen-
to de tecido fibroso, ndo evidenciou nenhuma alteracdo
ou presenca de esteatose nos ratos tratados. A andlise
macroscopica do figado dos animais, também nao eviden-
ciou alteracées, corroborando resultados prévios de nosso
laboratorio?, uma vez que o peso médio do 6érgao e a
média da relacdo peso/érgao e peso corpéreo estavam
dentro dos padroes de normalidade, isto é, 4g para cada
100g de peso corpdreo?’.

Recente estudo de sua cinética sugere que sua
toxicidade deve ser muito reduzida, uma vez que altas
doses sdo necessarias para manutencdo do status

nutricional da vitamina A, e tem sido, inclusive, atribuido
ao B-caroteno um efeito hepatoprotetor em animais por-
tadores de fibrose hepatica?>. Adicionalmente, a admi-
nistracao das doses suprafisiolégicas de B-caroteno nao
provocou alteracdes dos parametros biolégicos gerais,
descartando assim, a ocorréncia de possivel interacdo entre
vitaminas lipossoluveis.

Em relacdo ao efeito modulador do acaroteno
sobre a pressao arterial, os resultados aqui apresentados
mostram importante efeito hipotensor da suplementacao
de B-caroteno com doses de 20mg/dia durante trés sema-
nas com os ratos da linhagem SHR-sp, confirmando estudo
anterior descrito por Oliveira e Vianna, em 200426, com
ratos da linhagem SHR, que também apresentaram res-
posta positiva em relacao ao efeito hipotensor do acaroteno,
porém, com doses de 5mg, o que demonstra maior resis-
téncia ao tratamento pela linhagem SHR-sp. A avaliacao
da cinética do B-caroteno apresentou resposta semelhante
aquela observada com outras vitaminas lipossolUveis?'22,

O mecanismo de acado associado ao efeito
hipotensor do B-caroteno, provavelmente se liga a sua ati-
vidade antioxidante, uma vez que foram significativamen-
te reduzidos os niveis séricos de malondialdeido. Estudos
em que o estresse oxidativo (ERO) foi experimentalmente
induzido, indicaram aumento do radical superéxido (02-
), do radical hidroxila (OH) e da HAS. Por outro lado, o
tratamento com antioxidantes diminuiu a pressao sangui-
nea e o elevado nivel de dxido nitrico biodisponivel. Estes
resultados proporcionaram fortes evidéncias do papel das
espécies reativas de oxigénio (ERO) tanto no inicio quan-
to na sustentacao da HAS?® e sinalizam para o importan-
te papel de nutrientes antioxidantes no controle da pres-
sdo arterial?*=°,

A andlise histolégica das carétidas dos grupos
controle e tratado nao revelou formacao de placas
ateromatosas nem a presenca de infiltrado inflamatério,
contrariando a ideia proposta de que a linhagem SHR-sp,
por apresentar hipertensdo acentuada teria alteracoes
morfolégicas inflamatérias nas preparacdes parietais
vasculares, por outro lado, confirma a inexisténcia de le-
sdo ateromatosa nessa linhagem corroborando aos acha-
dos de Ogata et al.®' e Kritchevskt et al.*2.

Entretanto, morfometricamente, foi observado
gue o numero de fibras elasticas que constituem a parede
dos vasos carotideos na linhagem SHR e SHR-sp apresen-
taram discreto aumento, caracterizando uma elastose da
camada muscular em comparacao a linhagem normotensa.

Ainda que o tratamento com B-caroteno tenha
resultado em modificacao da pressao arterial sistélica, ndo
foi capaz de prevenir a elastose na artéria carétida dos
ratos espontaneamente hipertensos. Acreditamos que o
efeito hipotensor do B-caroteno esteja positivamente asso-
ciado a sua acdo antioxidante e ndo descartamos a possi-
bilidade de que esse tratamento intensificado possa preve-
nir as alteracées morfoldgicas das artérias observadas nas
linhagens hipertensas.
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ABSTRACT

Objective: to investigate the effect of administration of supraphysiological dcaroteno on biological parameters (ectoscopy and
blood pressure), laboratory (malondialdehyde) and histological (liver and carotid arteries) of spontaneously hypertensive rats
prone to stroke (SHR-sp). Methods: we used 36 male rats were divided into three groups, each containing 12 rats Wistar, SHR
and SHR-sp, subdivided into six control animals and six animals treated with supraphysiological doses of dcaroteno for two periods
of ten weeks interspersed with one week interruption. In the experiment were assessed daily physical examination and blood
pressure (plethysmography). At sacrifice, blood was collected for measurement of serum malondialdehyde, liver and carotid
arteries for histological examination. Results: temporary change in color of the fur, decreased significantly (p<0.0001) blood
pressure (20mg supplementation dcaroteno) and serum levels of malondialdehyde (p<0.05) and increased amount of elastic fibers
in the carotid wall of SHR and SHR-sp. Conclusion: supplementation of supraphysiological dcaroteno caused no toxic effects,
showed positive response in the modulation of blood pressure and lower serum malondialdehyde. No significant morphological
changes were found in both groups, except an increase in the number of elastic fibers in the muscle layer carotid suggesting

elastosis in SHR and SHR-sp.

Key words: Oxidative stress. Malondialdehyde. Betacarotene. Rats.
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