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R E S U M OR E S U M OR E S U M OR E S U M OR E S U M O

Objetivo:Objetivo:Objetivo:Objetivo:Objetivo: investigar o efeito da administração suprafisiológica de bcaroteno sobre parâmetros biológicos, laboratoriais e histológicos

dos ratos espontaneamente hipertensos com tendência ao acidente vascular encefálico (SHR-sp). Métodos:Métodos:Métodos:Métodos:Métodos: utilizaram-se 36 ratos

machos, distribuídos em três 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 suprafisiológicas de âcaroteno por dois períodos de dez semanas, intercalados por uma

semana de interrupção. No experimento foram avaliados diariamente o exame físico e a pressão arterial. Foi coletado sangue para

dosagem sérica de malondialdeído; o fígado e as artérias carótidas para exame histológico. Resultados:Resultados:Resultados:Resultados:Resultados: alteração provisória na

coloração dos pelos, diminuição significativa (p<0,0001) da pressão arterial (suplementação de 20mg de bcaroteno) e dos níveis

séricos de malondialdeído (p<0,05) e aumento da quantidade de fibras elásticas na parede carotídea dos ratos SHR e SHR-sp.

Conclusão:Conclusão:Conclusão:Conclusão:Conclusão: A suplementação suprafisiológica de bcaroteno não causou efeitos tóxicos, apresentou resposta positiva na modulação

da pressão arterial e diminuição na concentração sérica de malondialdeído. Não foram encontradas alterações morfológicas

significativas nos grupos estudados, exceto um aumento no número de fibras elásticas da camada muscular carotídea sugerindo

elastose nos ratos SHR e SHR-sp.

DescritoresDescritoresDescritoresDescritoresDescritores: Estresse oxidativo. Malondialdeído. Betacaroteno. Ratos.
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INTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃO

O acidente vascular encefálico (AVE) constitui um dos
 mais relevantes problemas de Saúde Pública na atu-

alidade devido à sua alta incidência e mortalidade, à
invalidez que ocasiona, aos altos custos que gera e à ca-
rência de estratégias terapêuticas1.

Os efeitos da hipertensão arterial sistêmica (HAS)
na estrutura dos vasos ocorrem tanto nas artérias maiores,
onde há remodelamento da parede do vaso com aumento
de sua luz, o que ocasiona aumento da força de fricção
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 redução da luz
sem alteração do conjunto dessas células, isto é, há
reestruturação da musculatura lisa ao redor de luz reduzi-
da, levando à resistência vascular sistêmica2.

A HAS também agrava o processo
aterosclerótico, possivelmente por enfraquecer a parede
das artérias em pontos de maior pressão, levando à lesão

e invasão de colesterol e outros compostos3. A doença
aterosclerótica das artérias carótidas pode provocar sinto-
mas como amaurose fugaz, cefaleia e acidente isquêmico
transitório (AIT) e é responsável por 20 a 30% dos casos de
AVE. A progressão da estenose assintomática de artéria
carótida é imprevisível e pode ser desastrosa4.

Envolve principalmente a camada de células da
túnica íntima (camada mais interna da parede arterial),
acreditando-se que é originária de uma proliferação das
estrias de gorduras em placas fibrogordurosas5. Acredita-
se que o processo de aterogênese se desencadeia quando
na parede arterial, no subendotélio, os macrófagos cap-
tam descontroladamente partículas de LDL oxidadas, ricas
em colesterol, transformando-se em células espumosas que
se acumulam na parede arterial.  As modificações oxidativas
das lipoproteínas de baixa densidade fazem com que se-
jam captadas de modo preferencial pelos macrófagos, ini-
ciando um processo inflamatório que desencadeia a for-
mação da placa de ateroma, elemento central na lesão
vascular aterosclerótica5-7.
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Evidências experimentais vêm confirmando a
implicação do processo oxidativo de macromoléculas na
lesão endotelial das doenças cardiovasculares, aumentan-
do consideravelmente o interesse pela investigação da pro-
vável ação das vitaminas de poder antioxidante no comba-
te deste processo. Da mesma forma, hipóteses recentes
vêm associando o estresse oxidativo, incluindo o processo
inflamatório, ao AVE8.

Estudos em Anima Nobile demonstraram rela-
ção entre marcadores de estresse oxidativo, AVE e baixos
níveis séricos de vitaminas antioxidantes (alfa tocoferol,
ácido ascórbico e âcaroteno), sendo crescente o interesse
pela investigação sobre a possível ação protetora desses
nutrientes9.

O b-caroteno possui relevante papel no combate
ao estresse oxidativo sua ação antioxidante é bastante dis-
cutida10-12. Se a suplementação desta pró-vitamina for ca-
paz de controlar o estresse oxidativo do AVE, poderá 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
tendência ao acidente vascular encefálico) descrita por
Maguire et al.13 e Ikeda et al.14 vem sendo eleita como
modelo experimental de estudo do AVE humano, por
desenvolvê-los espontaneamente, resultando em danos
cerebrais similares ao do AVE humano e apresentar hiper-
tensão acentuada, que pode atingir 300mmHg, em con-
traste à pressão sanguínea dos ratos normotensos das li-
nhagens Wistar Kyoto (WKY) e Wistar que estabilizam-se
entre 140-150 mmHg e 90-110 mmHg, respectivamente15.
A hipertensão, nessa linhagem de ratos, ocorre em torno
da oitava semana de idade, e pode atingir, nos machos
adultos, aproximadamente 250mmHg de pressão sistólica,
sendo mais hipertensos do que o SHR (espontaneamente
hipertensos)16. A suscetibilidade ao AVE nesse modelo tam-
bém está associada a fatores genéticos independentes da
pressão sistólica, motivo pelo qual usa-se essa linhagem
preferencialmente ao SHR na investigação da doença ce-
rebral15,17-20.

O objetivo desse estudo é avaliar o efeito da
administração suprafisiológica de b-caroteno sobre
parâmetros biológicos, laboratoriais e histológicos dos ra-
tos espontaneamente hipertensos com tendência ao aci-
dente vascular encefálico (SHR-sp).

MÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOS

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

la de Nutrição da Universidade Federal do Estado do Rio
de Janeiro. No início do experimento a faixa etária dos
animais foi aproximadamente sete semanas em ambos os
grupos, atingindo, respectivamente, 28 semanas ao final
da pesquisa.

Os protocolos experimentais utilizados neste es-
tudo foram aprovados pelo Comitê de Ética para Experiên-
cia com Animais, da Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro e os ensaios foram realizados nos Laborató-
rio de Investigação em Nutrição e Doenças Crônico-
Degenerativas (LINDCD) e no Laboratório de Anatomia
Patológica, ambos da Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro.

Os animais foram mantidos em biotério com con-
dições controladas de luminosidade (ciclo claro-escuro/12h),
temperatura (21 ± 2ºC), umidade (60 ± 10%) e ciclo de
exaustão de ar (15min/h), em gaiolas metabólicas indivi-
duais.

Os animais receberam ração e água ad libitum
e, após um período basal de dez dias, foram submetidas à
suplementação suprafisiológica de b-caroteno ou veículo
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,
diluídos em 0,3ml de óleo de coco. Cada dose foi adminis-
trada pelo período de dez semanas. O tratamento foi divi-
dido em duas fases, com interrupção de uma semana para
estabelecer a cinética do bcaroteno.

Concomitantemente, foi feita a suplementação
do grupo SHR-sp tratado com administração 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 óleo de coco.

Diariamente, os animais foram submetidos a
exame físico, seguindo protocolo do LINDCD21 para
detecção da ocorrência de sinais de toxicidade ou de
interação entre nutrientes. Concomitantemente, foram
avaliados os parâmetros biológicos gerais (ingesta de ra-
ção, água, diurese, fezes e peso corporal). A pressão sistólica
foi aferida através de pletismógrafo, mensurada duas ve-
zes na semana, seguindo metodologia de Magaldi et al.
modificada por Vianna et al.22. A mensuração da pressão
sanguínea é feita duas vezes por semana, mantendo-se
sempre o mesmo horário para evitar alterações provenien-
tes do ritmo circadiano. A pletismografia foi realizada no
período basal e ao longo do experimento.

Para a dosagem de malondialdeído sérico, obti-
do a partir da centrifugação do sangue coletado em tubo
descartável sem anticoagulante, foi utilizado o método
colorimétrico para a dosagem de MDA e o ácido
tiobarbitúrico.  A concentração de malondialdeído foi cal-
culada pela absorção a 532nm e os resultados expressos
em nmol.
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Os animais foram anestesiados por indução de
coma profundo, por anestesia inalatória com éter sulfúrico
e administração de barbitúrico (tiopental sódico), via
intraperitoneal, com doses superiores a 25mg/kg. Reali-
zou-se a coleta de 5ml de sangue por punção cardíaca
para dosagem de MDA.

Foram retiradas as carótidas, direita e esquerda,
aorta, coração e fígado  e armazenados em solução de
formol a 10% e enviados para análise histológica. As pe-
ças foram corados por hematoxilina-eosina, ou por orceína
e tricrômico de Massom. A análise morfométrica foi reali-
zada utilizando-se um microscópio óptico sob aumento de
10x, 40x, 100x, 160x e 200x.

A determinação do peso do fígado foi realizada
usando o método de Scherle, que se baseia no Princípio de
Arquimedes23.

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

RESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOS

A avaliação dos exames físicos dos animais não
atestou ocorrência de alterações nos parâmetros bioló-
gicos gerais: peso, ingestão hídrica e de ração, diurese
e excreção fecal. Observou-se apenas alteração na co-
loração do pelo dos animais, o qual retornava à colora-
ção normal durante período de interrupção do tratamen-
to. Da mesma forma, mantiveram-se a coordenação
motora e o comportamento dos animais dentro dos pa-
drões de normalidade. Quanto ao peso do fígado, obti-
vemos peso médio do órgão igual a 7,25 ± 3,2g e rela-
ção entre a média do peso do fígado e o corpóreo igual
a 0,0192g, configurando que não ocorreu
hepatotoxicidade.

A pressão arterial sistólica, no grupo tratado SHR-
sp não apresentou redução dos valores no decurso do
tratamento com as doses de 5mg e 10mg de â-caroteno,
entretanto, ao receber a suplementação com 20mg de b-
caroteno, apresentou decréscimo significativo (p<0,0001)
da pressão de 233,7 ± 1,39mmHg para 227,5 ± 1,96mmHg
na primeira suplementação com essa dose.

A interrupção do tratamento por sete dias evi-
denciou um aumento do valor de pressão arterial sistólica,
que atingiu 252,3 ± 0,36mmHg, porém com o reinício da
suplementação este valor apresentou uma queda signifi-
cativa (p<0,0001) para 232,08 ± 1,34mmHg (Figura 1).

A dosagem de substâncias reativas ao ácido
tiobarbitúrico revelou que os níveis séricos de
malondialdeído (MDA) foram significativamente (p<0,05)
menores nos ratos tratados com b-caroteno (1,97 ±
0,32nmol) em comparação com os animais dos grupos
controles (3,50 ±1,19nmol) (Figura 2).

A análise histológica evidenciou que a estrutura
do fígado estava conservada, sem esteatose ou qualquer
outra particularidade. A avaliação morfológica das artérias
carótidas evidenciou diferenciação estrutural entre grupos
controle e tratado.

Em ambos os grupos não se observou a presen-
ça de infiltrado inflamatório na parede das artérias, assim
como, não foi detectada formação de placas ateromatosas.
Entretanto, foi observado um aumento discreto da quanti-
dade de fibras elásticas que constituem a parede das arté-
rias carótidas dos ratos SHR e SHR-sp do grupo controle em
comparação aos ratos Wistar normotensos (Figuras 3 e 4).

DISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃO

A hepatotoxicidade resultante da administração
crônica de vitamina A em doses suprafisiológicas ocasio-
nando hepatomegalia (com hipertrofia e hiperplasia), fibrose
portal e periportal foi relatada por Milksad et al., que cons-
tataram hipertensão portal em um caso, mesmo após cin-
co anos de interrupção da suplementação com a vitamina
A24.  Ainda em relação ao uso excessivo dessa vitamina,
Seiferty et al. descreveram sintomas respiratórios causados

Figura 1 -Figura 1 -Figura 1 -Figura 1 -Figura 1 - Os valores representam a pressão sistólica de ratos
SHR-sp (n=12). Significância p<0,05

Figura 2 -Figura 2 -Figura 2 -Figura 2 -Figura 2 - Os valores representam os níveis séricos de
Malondialdeído dos ratos SHR-sp.
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por hidrotórax hepático, o que sugere a possibilidade de
associação com outras manifestações clínicas25.

Entretanto, nosso trabalho demonstrou que mes-
mo com o uso de doses suprafisiológicas, não houve efei-
tos colaterais. O estudo do parênquima hepático, visando
verificar potencial infiltração gordurosa ou desenvolvimen-
to de tecido fibroso, não evidenciou nenhuma alteração
ou presença de esteatose nos ratos tratados. A análise
macroscópica do fígado dos animais, também não eviden-
ciou alterações, corroborando resultados prévios de nosso
laboratório26, uma vez que o peso médio do órgão e a
média da relação peso/órgão e peso corpóreo estavam
dentro dos padrões de normalidade, isto é, 4g para cada
100g de peso corpóreo27.

Recente estudo de sua cinética sugere que sua
toxicidade deve ser muito reduzida, uma vez que altas
doses são necessárias para manutenção do status

nutricional da vitamina A, e tem sido, inclusive, atribuído
ao b-caroteno um efeito hepatoprotetor em animais por-
tadores de fibrose hepática25. Adicionalmente, a admi-
nistração das doses suprafisiológicas de b-caroteno não
provocou alterações dos parâmetros biológicos gerais,
descartando assim, a ocorrência de possível interação entre
vitaminas lipossolúveis.

Em relação ao efeito modulador do âcaroteno
sobre a pressão arterial, os resultados aqui apresentados
mostram importante efeito hipotensor da suplementação
de b-caroteno com doses de 20mg/dia durante três 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 relação ao efeito hipotensor do âcaroteno,
porém, com doses de 5mg, o que demonstra  maior resis-
tência ao tratamento pela linhagem SHR-sp. A avaliação
da cinética do b-caroteno apresentou resposta semelhante
àquela observada com outras vitaminas lipossolúveis21,22.

O mecanismo de ação associado ao efeito
hipotensor do b-caroteno, provavelmente se liga à sua ati-
vidade antioxidante, uma vez que foram significativamen-
te reduzidos os níveis séricos de malondialdeído. Estudos
em que o estresse oxidativo (ERO) foi experimentalmente
induzido, indicaram aumento do radical superóxido (O2-
), do radical hidroxila (OH) e da HAS. Por outro lado, o
tratamento com antioxidantes diminuiu a pressão sanguí-
nea e o elevado nível de óxido nítrico biodisponível. Estes
resultados proporcionaram fortes evidências do papel das
espécies reativas de oxigênio (ERO) tanto no início quan-
to na sustentação da HAS28 e sinalizam para o importan-
te papel de nutrientes antioxidantes no controle da pres-
são arterial29,30.

A análise histológica das carótidas dos grupos
controle e tratado não revelou formação de placas
ateromatosas nem a presença de infiltrado inflamatório,
contrariando a ideia proposta de que a linhagem SHR-sp,
por apresentar hipertensão acentuada teria alterações
morfológicas inflamatórias nas preparações parietais
vasculares, por outro lado, confirma a inexistência de le-
são ateromatosa nessa linhagem corroborando aos acha-
dos de Ogata et al.31 e Kritchevskt et al.32.

Entretanto, morfometricamente, foi observado
que o número de fibras elásticas que constituem a parede
dos vasos carotídeos na linhagem SHR e SHR-sp apresen-
taram discreto aumento, caracterizando uma elastose da
camada muscular em comparação a linhagem normotensa.

Ainda que o tratamento com b-caroteno tenha
resultado em modificação da pressão arterial sistólica, não
foi capaz de prevenir a elastose na artéria carótida dos
ratos espontaneamente hipertensos.  Acreditamos que o
efeito hipotensor do b-caroteno esteja positivamente asso-
ciado à sua ação antioxidante e não descartamos a possi-
bilidade de que esse tratamento intensificado possa preve-
nir as alterações morfológicas das artérias observadas nas
linhagens hipertensas.

Figura 3 -Figura 3 -Figura 3 -Figura 3 -Figura 3 - Parede da artéria carótida com cinco camadas de
fibras elásticas, sem anormalidades (ratos Wistar);
Orceína, 200x.

Figura 4 -Figura 4 -Figura 4 -Figura 4 -Figura 4 - Parede da artéria carótida com nove camadas de
fibras elásticas: elastose (ratos SHR-sp); Orceína, 200x.
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