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RESUMO

O rato hipertenso com propens&o ao acidente vascular encefalico (SHRSP) & um
modelo animal para a disfungcado endotelial, estresse oxidativo, hipertensao arterial e
acidente vascular encefalico. O alfa-tocoferol, um potente antioxidante, foi
suplementado nesse modelo animal. Foram utilizados 12 ratos SHRSP, divididos em
2 grupos, tratado e controle, (n = 6, cada). Os parametros avaliados foram: peso,
diurese, ingestdo de ragédo e agua, pressao arterial sistolica, colesterol total, LDL-
colesterol, HDL-colesterol, triglicerideos, malondialdeido (MDA), parametros
neurologicos (teste de memodria, de equilibrio, de forgca e termo-sensério-motor) e
toxicidade hepatica. A suplementagdo com alfa-tocoferol reduziu significativamente
(p<0,05), niveis de colesterol total e LDL-colesterol, a pressao arterial sistolica e
niveis de malondialdeido. O HDL-colesterol aumentou significativamente no grupo
tratado. Os niveis de triglicerideos, parametros bioldgicos e neurolégicos néao
apresentaram modificagdes entre os grupos. Assim, o alfa-tocoferol pode ser
considerado um potente agente anti-hipertensivo, antioxidante e
hipocolesterolémico, em ratos hipertensos com propensdo ao acidente vascular
encefalico.

Palavras-chave: Alfa-tocoferol. Acidente vascular encefalico. Hipertenséo. Estresse
oxidativo. Ratos SHRSP.



ABSTRACT

The stroke-prone spontaneously hypertensive rat (SHRSP) is an animal model for
endothelial dysfunction, oxidative stress, hypertension and stroke. Alpha-tocopherol,
a powerful lipid-soluble antioxidant, was supplemented in these animal models
through of the experimentation of twelve rats SHRSP, divided in treated and control
groups (n=6, each). The measured parameters were: body weight, diuresis, intake of
food and water, systolic blood pressure, total cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-
cholesterol, triglycerides, malondialdehyde (MDA) and neurological conditions
(memory, equilibrium, strength and termo-sensory-motors test). Alpha-tocopherol
supplementation reduced significantly (p<0.05) total cholesterol, LDL-cholesterol,
systolic blood pressure, malondialdehyde levels. HDL-cholesterol was increased in
treated group. Triglycerides levels, biological and neurological parameters did not
present alteration. Thus, alpha-tocopherol can be considered a potential
antihypertensive, antioxidant and hypocholesterolemic agent in animal models of
hypertension and stroke.

Key-words: Alpha-tocopherol. Stroke. Hypertension. Oxidative stress. SHRSP Rats.
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1 INTRODUCAO

O acidente vascular encefalico (AVE) € uma das principais causa de morte
em paises desenvolvidos, além de ser uma das principais causas de incapacidades
a longo prazo, aumentando, assim, os encargos das relagdes econémicas no futuro
(TORNWALL et al., 2004). Nao somente nos paises desenvolvidos, o AVE é um dos
maiores problemas de saude publica nos paises da América Latina e do Caribe
(LAVADOS et al., 2007). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), tem estimado
que entre 1990 a 2020 havera no mundo um aumento na mortalidade pelo acidente
vascular encefalico de 78% em mulheres e 106% em homens (HUANG, 2007).

Contudo, apesar das perspectivas mundiais, estudos apontaram que no
Brasil houve um declinio da mortalidade por AVE nas regides sul, sudeste e centro-
oeste. No entanto, na regido nordeste do pais foi relatado um aumento da
mortalidade por esta enfermidade (DE SOUZA et al., 2006). Independentemente dos
casos fatais, o AVE é uma doencga prevalente e os sobreviventes requerem uma
reabilitacdo prolongada e cuidados crénicos, sendo os tratamentos efetivos limitados
(LEE; FOLSOM; BLAIR, 2003).

Dentro deste quadro, é importante o entendimento etiopatolégico da doencga
e a prevencao dos fatores de risco.

A hipertensdo arterial € um dos fatores de risco mais importante para o
desenvolvimento de doengas vasculares, sendo responsavel por 40% das mortes
por acidente vascular encefalico e 25% daquelas por doencga arterial coronariana.
Estima-se que 22% a 68% da populacdo adulta mundial apresentem hipertensao
arterial. No Brasil, na ultima década, foram realizados diversos inquéritos
populacionais em amostras representativas, que indicaram variacdes na prevaléncia
de hipertensao arterial entre 22% a 44% da populagao adulta (FUNCHS; CASTRO;
FUNCHS, 2004).

Além da hipertensao arterial, as dislipidemias também sdo um dos principais
fatores de risco para as doengas vasculares. Alguns estudos randomizados e
controlados com placebo, demonstraram que o aumento do colesterol total e do
LDL-colesterol aumenta a incidéncia de eventos vasculares (MOREIRA et al., 2005).
Adicionalmente, os tradicionais fatores de risco, como o fumo e o diabetes séo

relacionados com a disfung¢ao endotelial (DUVALL, 2005).
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Atualmente, ha também fortes evidéncias da implicagdo do estresse
oxidativo na etiopatogenia das disfungdes vasculares em geral (PAWLAK;
PAWLAW; MYSLIWILEC, 2005). Contudo, uma série de estudos tem sido realizada
com a finalidade de identificar terapias alternativas para o tratamento dessas
doencas, que incluem a possivel acdo de nutrientes protetores do endotélio vascular
(BORGES et al., 1999, 2002).

Na realidade, o cérebro é um grande consumidor de oxigénio do corpo e a
atividade das enzimas antioxidantes parece ser relativamente baixa. Isso contribui
para que o cérebro seja alvo do dano oxidativo e explica como o estresse oxidativo
poderia estar envolvido na génese de doengas neuroldégicas agudas ou crbnicas
(VIANNA, 2005).

Em adicdo, Nanetti e colaboradores (2007), descreveram que a atividade
antioxidante do plasma poderia ser um importante fator de protecdo cerebral.
Interessantemente, algumas evidéncias tém indicado os efeitos benéficos dos
nutrientes antioxidantes em isquemias cerebrais (IKEDA; NEGISHI; YAMORI, 2003),
com possibilidades de combinar terapias incluindo estas substancias, nas fases
aguda e convalescente do AVE (ALEXANDROVA; BOCHEV, 2005), sendo até
mesmo utilizados no tratamento dos fatores de risco ligados a doenca (DE
CHAMPLAIN et al, 2004).

Neste contexto, a vitamina E tem sido estudada ha mais de 50 anos e vem
sendo considerada um potente antioxidante lipossoluvel presente nas células
(PRYOR, 2000), tendo a possibilidade de exercer acdo benéfica sobre o sistema
cardiovascular. Em adigdo, no modelo de estudo da hipertenséo arterial essencial,
com ratos SHR, e utilizando o modelo hipertenso e diabético com ratos SHR-DD, ja
foi demonstrado o efeito hipotensor desta vitamina (COSTA et al.,, 2005; COSTA;
VIANNA, 2005). Entretanto, no modelo de hipertensdo mais severa e que se
constitui em propensdo ao acidente vascular encefalico, empregando-se ratos

SHRSP, a literatura ainda é escassa.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se a administracdo de alfa-tocoferol em ratos espontaneamente
hipertensos com propensao ao acidente vascular encefalico (SHRSP) interfere em

alguns dos fatores de risco associados ao AVE.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o possivel efeito dessa suplementacéo:

e  Sobre os parametros biolégicos nutricionais (peso, diurese, ingestdo hidrica e
de racao);

° Na pressao arterial sistélica;

o No perfil lipidico sérico (colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol e
trigliceridios);

o Na modulacdo do estresse oxidativo (mensuragdo do malondialdeido
plasmatico);

o Na funcdo neuroldgica (teste de memodria, de equilibrio, de forgca e termo-

sensorio-motor).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO

O acidente vascular encefélico é a principal causa de incapacidade fisica e
esta apenas atras da doenca isquémica cardiaca em causa de morte nos paises
desenvolvidos. A incidéncia do acidente vascular encefalico aumenta
exponencialmente com a idade, mas varia entre os paises. Aproximadamente 15
milhdes de pessoas sofrem AVE a cada ano, € mesmo com 0s avangos nos
medicamentos, 5 milhdes de pacientes vao morrer e ao menos 5 milhdes ficardo
com algum tipo de incapacidade. Dos 3 milhdes de americanos que sobreviveram a
um AVE, ao menos 2 milhdes vao sustentar alguma incapacidade, que custara a
nacao cerca de 40 bilhdes de ddlares por ano (JORDAN et al., 2007).

O acidente vascular encefdlico ndo é uma doenca simples, pode ser
isquémico ou hemorragico, sendo que a formagao é quase que comum (JORDAN et
al.,, 2007). Pesquisadores relataram que aproximadamente 75% dos acidentes
vasculares encefalicos sao isquémicos, 15% consiste em hemorragia intracerebral,
5% em hemorragia subaracnéidea e 5% pertence a outros tipos (THRIFT et al.,
2001). O bloqueio embdlico dos vasos sanguineos € a causa mais frequente do AVE
isquémico e pode envolver pequenas ou grandes artérias, ser intracranial ou
extracranial e outros mecanismos com trombose local ou hipoperfusdao podem
ocorrer (JORDAN et al., 2007).

A incidéncia de AVE hemorragico intracerebral varia de 15/100000 e
60/100000, dependendo da origem étnica dos estudos (INAGAWA et al., 2003;
FLAHERTY et al., 2005). O risco dos afro-americanos sofrerem um AVE
hemorragico intracerebral € aproximadamente o dobro do risco dos americanos
brancos, particularmente em idades jovens e em pacientes hipertensos (FLAHERTY
et al., 2005).

As hemorragias intracerebrais sdo geralmente classificadas de acordo com a
localizacdo da hemorragia e se € uma hemorragia primaria ou secundaria. O local da
hemorragia é divido em lobos, profundidade, tronco encefalico ou cerebelar. Cerca
da metade das hemorragias € localizada profundamente nos ganglios da base, cerca
de um terco é lombar, enquanto o restante esta localizado na fossa craniana
posterior (MAYER; RINCON, 2005). O local do hematoma pode fornecer uma
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indicacdo se representa uma hemorragia primaria ou secundaria. As causas
secundarias sao aneurisma, malformacao arteriovenosa, malformagédo cavernosa,
tumor cerebral, coagulopatias, trombose venosa sinusal e angiopatia amiloide, bem
como outras doencas (RENNING et al., 2008).

O AVE isquémico & um processo dinamico que envolve uma série de
mecanismos exocitotoxicos, inflamatérios e microvasculares que conduzem a
necrose tecidual. No entanto, alguns tecidos cerebrais isquémicos podem ser salvos
se ocorrer uma reperfusao antes dos danos se tornarem irreversiveis. Inicialmente
apo6s uma oclusao arterial, a area central mal perfundida é rodeada por uma area de
disfungdo causada por disturbios metabdlicos e ibnicos com prevencdo da
integridade estrutural (penumbra isquémica) (JORDAN et al., 2007).

A penumbra isquémica tem sido documentada em animais de laboratorio
como o tecido do cérebro ainda com potencialidade de recuperagao, assim, 0s
esforgos da terapia do AVE agudo estao voltados para essa regiao, com base na
reperfusdo, que tem como objetivo restaurar o fluxo sanguineo cerebral (JORDAN et
al., 2007).

A evolucdo do AVE é bem variada e pode ser influenciada por diversos
fatores como idade, sexo, etnia. Pode ser influenciada por comorbidades e
medicagoes, responsaveis por cerca de 80% de aproximadamente 70.000 eventos
vasculares nos Estados Unidos a cada ano. Provavelmente, pela enorme variedade,
mesmo com a existéncia de anos de pesquisas intensas, o tratamento para essa
doenga continua sendo um dos mais modificados na medicina (JORDAN et al.,
2007).

Acredita-se que no AVE, a possibilidade do emprego de agentes com
propriedade neuroprotetora  envolveria a inibigdo da cascata de eventos
moleculares patoldgicos que ocorrem na isquemia e que conduzem ao influxo de

calcio e a ativacéo de reacdes de radicais livres (JORDAN et al., 2007).

3.2 HIPERTENSAO ARTERIAL E DOENGAS VASCULARES

A hipertensao arterial sistémica pode ser definida como uma doenca cronica,
multifatorial, caracterizada por pressao arterial elevada e que afeta tanto a funcao

quanto a estrutura dos vasos sanguineos, principalmente pequenas artérias e
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arteriolas. Essa patologia € uma das mais importantes causas de morbi-mortalidade
universal, e identificada como um dos mais prevalentes fatores de risco para o
desenvolvimento de doenga coronariana, acidente vascular cerebral, doenca
vascular periférica, insuficiéncia renal e insuficiéncia cardiaca congestiva
(ANDRADE et al., 2002).

A pressao arterial elevada é o principal fator de risco para todos os subtipos
de acidente vascular encefalico (HAAPANIEMI; HILLBOM; JUVELA, 1997).
Corroborando com esse fato, Leppaléa e colaboradores (1999), estudaram os
diferentes fatores de risco para os diferentes subtipos de acidente vascular
encefalico. Verificaram 28519 individuos do sexo masculino e fumantes, com idade
entre 50 e 69 anos. Durante os 8 anos de estudo, um total de 1057 homens
sofreram algum subtipo de acidente vascular encefalico. Dentre esse numero, 85
sofreram hemorragia subaracndidea, 112 sofreram hemorragia intracerebral, 807
sofreram infarto cerebral e 53 sofreram um acidente vascular encefalico inespecifico.
Os autores chegaram ao resultado que valores de pressao arterial sistélica maior ou
igual a 160 mmHg, aumenta o risco de desenvolver todos os subtipos de acidente
vascular encefalico.

A hipertensdo arterial € especialmente prejudicial a individuos jovens,
fumantes e pacientes com uso descontinuo de medicamentos anti-hipertensivos
(THRIFT et al., 1998).

Os efeitos da hipertensao na estrutura dos vasos ocorrem tanto nas artérias
maiores, onde ha remodelamento da parede do vaso com o aumento de luz, que
ocasiona aumento da forca de friccdo entre o sangue e a parede do vaso
predispondo a aterosclerose, como nas artérias de pequeno calibre, onde ocorre
realinhamento das células musculares e reducao da luz sem alteracdo da massa
dessas células. Assim, ocorre uma reestruturagdo da musculatura lisa ao redor de
luz reduzida, levando ao aumento da resisténcia vascular sistémica (FUSTER et al.,
1996).

O sistema renina angiotensina (SRA), que promove uma cascata regulatéria
que atua como fator essencial no controle da pressdo arterial, balanco
hidroeletrolitico, tem um papel importante, uma vez que a estimulacéo inapropriada
deste sistema tem sido associada a hipertensdo. A angiotensina clivada pela renina
a partir do angiotensinogénio € convertida a angiotensina Il através da enzima

conversora de angiotensina (ECA), que é primariamente encontrada nas células
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endoteliais. A angiotensina |l constitui o principal ativador do SRA e é responsavel
por uma série de acoes fisioldgicas, as quais influenciam o balanco hidroeletrolitico e
a presséo arterial (LI et al., 2004).

Como um contribuinte principal da patogenia da hipertenséo arterial, 0 SRA
tem sido um alvo importante das intervencdes terapéuticas que visam a hipertensao.
Por outro lado também, tem-se encontrado na literatura demonstragdes que
determinados fatores da dieta poderiam modular a transcricdo da renina e, portanto,
reduzir a consequéncia maléfica deste sistema quando exacerbado (LI et al., 2004).

Apesar dos beneficios da terapia com drogas antihipertensivas, alguns
agentes antihipertensivos sdo ainda onerosos e podem produzir efeitos colaterais
indesejaveis (RICHTER et al., 2001).

3.3 DISLIPIDEMIA E DOENCAS VASCULARES

As dislipidemias representam aumento ou diminuicdo das lipoproteinas
plasmaticas, envolvidas direta e indiretamente, por varios mecanismos, no processo
aterotrombodtico. As lipoproteinas de menor densidade remanescente dos
quilimicrons, lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteina de
densidade intermediaria (IDL) e lipoproteina de baixa densidade (LDL), sé&o
comprovadamente aterogénicas e trombogénicas, enquanto as de alta densidade
(HDL) sao antiaterogénica e antitrombogénica. Na pratica, entretanto, as alteracdes
dos niveis séricos das lipoproteinas sdo reconhecidas pelas determinagdes do
colesterol ligado as lipoproteinas de baixa densidade (LDL), dos triglicerideos ou de
ambos, bem como de colesterol ligado a lipoproteina de alta densidade (HDL)
(BERTOLAMI; BERTOLAMI, 2006).

A hipercolesterolemia na vasta maioria dos pacientes € de origem
secundaria, provocada por agentes tais como: obesidade, estilos de vida (dieta,
sedentarismo, fumo e alcoolismo), desordens enddcrinas (diabetes mellitus e
hipotireoidismo), e desordens do figado e dos rins. Também pode ter origem no uso
de agentes farmacolégicos, tais como: os diuréticos, os B-bloqueadores, os
glucocorticéides, os derivados do acido retindico e os interferons a, B e y. Também
ha possibilidade da hipercolesterolemia ser de origem genética (GARG; VINAYA,
2007).
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Niveis plasmaticos elevados de lipoproteina de baixa densidade (LDL) sao
considerados um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares. A hipdtese para esta injuria propdée que o primeiro passo na
aterogénese seja a disfuncdo endotelial induzida por fatores de risco, em especial,
pela exposi¢cado do endotélio vascular a LDL oxidada (LDL-ox) (XAVIER et al., 2004).

Estudos revelam que as preparagdes de LDL humana isolada exercem
efeitos toxicos sobre células em cultura. As LDL nativas (LDLn) sofrem alteragdes
quimicas relacionadas com a peroxidagdo dos acidos graxos poliinsaturados,
constituintes da lipoproteina, produzindo um grande aumento na sua
susceptibilidade a fagocitose e a degradacao por macréfagos (XAVIER et al., 2004).

Em estudos in vivo, os mecanismos moleculares que iniciam a oxidacdo da
LDL ainda sédo desconhecidos. Porém, in vitro foi demonstrado que os principais
tipos de células da parede vascular, as células endoteliais, as células musculares
lisas e os macrofagos sdo capazes de oxidar a LDL nativa. A LDL oxidada inibe a
migragdo das células endoteliais, mecanismo essencial nos processos de
restabelecimento da integridade vascular apds dano na angiogénese, de forma
proporcional a concentragao e ao grau de oxidacao da LDL, mediado pela formagao
dos hidroperoxidos lipidicos (XAVIER et al., 2004).

Niveis baixos da lipoproteina de alta densidade (HDL) também representam
um fator de risco para as doencas cardiovasculares. Essa correlagdo pode ser
atribuida a habilidade da HDL de retirar o excesso das células de colesterol das
paredes vasculares e transporta-las para o figado (transporte reverso de colesterol)
(MIURA; SAKU, 2007).

A relagdo entre colesterol total e HDL colesterol com acidente vascular
encefalico, ainda nao esta claro. Ha evidéncias que a concentracdo sérica de
colesterol total € inversamente associado com o risco de desenvolvimento de
acidente vascular hemorragico (KAGAN et al., 1985; ISO et al., 1989; YANO; REED;
MACLEAN, 1989). Contrariando essas evidéncias, elevados niveis séricos de
colesterol total parece elevar o risco para infarto cerebral (KAGAN et al., 1985; ISO
et al., 1989; REED, 1989; LINDERSTROM; BOYSEN; NYBOE, 1994).

Estudos sobre HDL colesterol e risco para acidente vascular encefalico sao
escassos, mas ha a possibilidade de que elevados niveis séricos de HDL colesterol

poderiam proteger contra infarto cerebral (GORDON et al., 1981).
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O estudo de Leppala e colaboradores (1999), o qual associou a hipertensao
arterial como fator de risco para todos os subtipos de acidente vascular encefalico,
também estudou as dislipidemias como fator de risco para esses subtipos. Os
autores concluiram que elevados niveis séricos de colesterol total parece diminuir o
risco de hemorragia intracerebral, mas em contrapartida parece aumentar o risco
para infarto cerebral. Em contraste com esse resultado, niveis baixos de HDL
colesterol pode aumentar o risco de infarto cerebral, mas ndo parece aumentar o
risco para hemorragia intracerebral.

Com relacdo a isso, vem sendo postulado que baixos niveis séricos de
colesterol total causam enfraquecimento do endotélio de pequenas artérias
intracerebrais, e que em conjunto com a hipertensao arterial, pode aumentar o risco
do desenvolvimento de hemorragia. Porém, ainda deve haver algum mecanismo
desconhecido, pois a hemorragia intracerebral e o infarto cerebral compartilham dos
mesmos fatores de risco (BRONNER; KANTER; MANSON, 1995).

3.4 ESTRESSE OXIDATIVO

As espécies reativas de oxigénio (EROS), conhecidas como radicais livres,
sao componentes quimicos que apresentam um ou mais elétrons desemparelhados,
que reagem com proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucléicos, oxidando-os.
As fontes de radicais livres podem ser enddégenas (metabolismo do oxigénio,
fagocitose, apoptose ou coagulagdo) ou entdo exdgenas (cigarros, drogas, dieta,
pesticidas, ozdnio, nitrogénio, dioxido sulfurico, raio-X e luz ultravioleta). Os radicais
livres em humanos podem incluir radicais hidroxil, &nions superéxidos, peréxidos de
hidrogénio e a molécula simples do oxigénio (EMMERT; KIRCHNER, 1999).

A oxidagdo pode alterar a estrutura molecular e, posteriormente, a sua
funcdo. Essas alteragdes acontecem de modo eventual, provavelmente por
comandos anatdbmicos e fisioldgicos desordenados, como malignidade e doencgas
cardiovasculares. E estimado que o DNA humano receba a cada dia cerca de
10.000 impactos oxidativos, indicando que o estresse oxidativo € onipresente.
Portanto, o mecanismo antioxidante do sistema de defesa dos seres humanos é
excelente, envolvendo métodos de prevengdo (executado por proteinas

extracelulares), de reparo (através de enzimas, como a superdxido desmutase,
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catalase e glutationa peroxidase) e de intercepg¢ao (agentes antioxidantes, como as
vitaminas C e E e os carotenodides) (EMMERT; KIRCHNER, 1999).

As espécies reativas de oxigénio tém um importante papel no
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, que incluem a hipertensao arterial, a
arteriosclerose, o diabetes, a hipertrofia cardiaca, a insuficiéncia cardiaca, os danos
de isquemia/reperfusédo e o acidente vascular encefalico. Em larga escala, esse fato
€ uma consequéncia da produgdo excessiva de oxigénio, do decréscimo da
producdo de O6xido nitrico e também do decréscimo da capacidade antioxidante
(TOUYZ, 2003; VAZIRI; RODRIGUEZ-ITURBE, 2006; TAIN; BAYLIS, 2006).

A familia das espécies reativas de oxigénio compreende em diversas
moléculas com efeitos divergentes no funcionamento celular, como a regularizagéo e
a diferenciagao do crescimento celular, a modulacéo e a discriminagao da produgao
de matrix extracelular, a inativagdo do Oxido nitrico e do incentivo a genes
inflamatdrios e kinases (TOUYZ, 2005; HARRISON et al., 2006). Diversas dessas
acdes sao associadas com modificagbes patoldogicas observadas em doencgas
vasculares (PARAVICINI; TOUYZ, 2008).

O oxigénio € uma molécula abundante no sistema biolégico. Apesar de ser
um radical, € moderadamente reativo, porque os dois elétrons desemparelhados sao
situados em diferentes 6rbitas moleculares e demonstram rotacdo paralela. Desse
modo, o0 oxigénio sofre redugéo, tornando-se univalente e formando superoxido (O3)
por meio de enzimas como a adenosina nicotinamida dinucleotideo fosfato
(NADH/NADPH) oxidase e a xantina oxidase (XO). Sem a acado de enzimas, 0
oxigénio também pode se tornar superoxido por meio de reagdes redox de
componentes ativos, tais como a semiubiquinona da cadeia mitocondrial de
transporte de elétrons. Por meio da acdo da superdxido dismutase (SOD), o anio
superéxido é dismutado para formar o peroxido de hidrogénio (H,O,) (DROGE,
2002).

Estudos recentes indicam que tanto niveis elevados quanto a atividade
aumentada da NADPH oxidase vascular estdo associados com a principal fonte
geradora de superoxido. A ativacdo do sistema renina angiotensina vem sendo
proposta como a principal causa da estimulagcao da ativacdo da NADPH oxidase e
consequente produgdo de espécies reativas de oxigénio na hipertensdo humana
(HARRISON et al., 2003; LASSEGUE; CLEMPUS, 2003).
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Ja a xantina oxidase, que esta presente no endotélio vascular (LACY;
GOUGH; SCHIMID-SCHONBEIN, 1998), mesmo estando associada no contexto das
doencas cardiacas, pode estar também envolvida na disfuncdo endotelial na
hipertensdo. O estudo de Suzuki e colaboradores (1998) demonstraram que ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) apresentam elevados niveis de xantina
oxidase, além da elevada producao de espécies reativas de oxigénio, e assim,
sendo associado com o aumento do ténus arteriolar.

Similarmente, a disfungdo endotelial em modelos animais com hipertenséo
espontanea vem foi associada com o aumento da atividade da xantina oxidase
(MERVAALA et al., 2001).

A disfuncdo endotelial é resultado de uma desregularizagdo da homeostase
vascular. Uma das propostas para o mecanismo da disfuncdo endotelial envolve a
degradacgao acelerada do 6xido nitrico (NO). A reducédo da concentragao de EROS
através de terapia antioxidante € um potente mecanismo para o tratamento da
disfuncdo endotelial, através da manutencdo da fungdo endotelial e também
prevenindo a oxidag&o da lipoproteina de baixa densidade (LDL) (DUVALL, 2005).

O o6xido nitrico (NO) € um radical livre, gasoso, inorgéanico, incolor, que
possui sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron
desemparelhado. Até meados da década de 1980, o NO era considerado apenas
membro de uma familia de poluentes ambientais indesejaveis e carcindbgenos
potenciais. Atualmente, o NO constitui um dos mais importantes mediadores de
processos intra e extracelulares. Este radical é produzido a partir da L-arginina, por
uma reacdo mediada pela enzima NO-sintase constitutiva (c-NOS) e induzivel (i-
NOS). O NO apresenta um papel dubio, as vezes benéfico, outras vezes prejudicial
ao organismo. Esta envolvido no relaxamento vascular e tem um papel de grande
importancia na protecdo do vaso sanguineo. Constitui um importante mediador
citotoxico de células imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patégenos e células
tumorais. Possui, ainda, um papel como mensageiro/modulador em diversos
processos biolégicos essenciais. No entanto o NO é potencialmente téxico. A
toxicidade se faz presente particularmente em situagdes de estresse oxidativo,
geracdo de intermediarios do oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante
(DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

O NO produzido pela NO-sintase endotelial (e-NOS) induz a produgéo da

enzima superoxido dismutase (SOD) na camada muscular do vaso e extracelular,
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diminuindo o O, disponivel e, consequentemente, a producdo de peroxinitrito
(ONOO"). O NO também induz a sintese de ferritina, que se liga a ions ferro livres e
previne a geragado de O,". Por outro lado, na presenga da placa aterosclerotica, os
macrofagos ativados produzem Oy, expressam i-NOS e produzem NO. Desta forma,
sdo produzidos ONOO™ e o radical hidroxil (OH), comprometendo, ainda mais, a
integridade tissular, favorecendo a ativagao da coagulagdo e contribuindo para a
obstrucdo da luz vascular (WOLIN, 2000).

Portanto, o NO é um importante componente para o controle da homeostase
vascular, pois controla o tonus vascular, o fenétipo das células musculares lisas e a
adesdao e agregagao das plaquetas e dos leucocitos (KEANEY; SIMON;
FREEDMAN, 1999).

No sistema biolégico, o superdoxido apresenta uma vida bioldgica curta
devido a sua rapida reducao a peroxido de hidrogénio (JOHNSON; GIULIVI, 2005).
A carga do anion superoxido o faz incapaz de atravessar as membranas celulares,
exceto pelos canais de ions. Em contrapartida, o peroxido de hidrogénio, por ter uma
vida biologica mais longa que a do superoxido, sendo assim mais relativamente
estavel, é capaz de atravessar as membranas celulares com mais facilidade. A
principal fonte de perdxido de hidrogénio no tecido vascular é pela dismutagcao do
superoxido. Essa reacdo pode ser espontanea ou pode ser catalizada pela acdo da
superoéxido dismutase (SOD), que se apresenta em trés diferentes isoformas: SOD
cobre/zinco, SOD mitocondrial e SOD extracelular. A principal isoforma vascular é a
SOD extracelular (MENDEZ; NICHOLSON; TAYLOR, 2005).

As distintas propriedades entre o superdxido e o peroxido de hidrogénio e
seus diferentes locais de distribuigdo, significa que diferentes espécies reativas de
oxigénio podem ativar diferentes vias patolégicas, que consequentemente,
conduzem a divergentes respostas funcionais. Por exemplo, o aumento dos niveis
de superoxido inativa o vasodilatador 6xido nitrico, o que leva a uma disfungao
endotelial, caracterizando diversas doengas vasculares (CAl; HARRISON, 2000;
TABET et al., 2004). Por outro lado, o peréxido de hidrogénio atua como um vaso
dilatador em alguns leitos vasculares, incluindo as artérias cerebrais, coronarias e
mesentéricas (MATOBA et al., 2000; LIU et al., 2003; PARAVICINI et al., 2004).

Normalmente, ha um perfeito balan¢o entre os oxidantes e os antioxidantes,
mas toxinas externas, mutacdes incorretas do DNA e oxidacdo dos lipidios das

membranas podem eventualmente afetar esse balango, promovendo assim, as
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doencas. De todos os componentes estudados na literatura cientifica, a vitamina E
vem se mostrando como um dos mais benéficos agentes antioxidantes (EMMERT;
KIRCHNER, 1999).

Na hipertensdo arterial vem sendo sugerido a existéncia de uma forte
associagdo com o aumento do estresse oxidativo (MADAMANCHI; VENDROV,
RUNGE, 2005). A base molecular da hipertensao arterial € bastante complexa, na
qual mais de 50 genes vem sendo implicado na regulagdo da pressao arterial
(GARBERS; DUBOIS, 1999). No entanto, no passado recente, o papel do receptor
AT1 na regulagao da hipertensdo vem sendo motivo de intensas investigacdes tanto
in vitro quanto em modelos animais. A angiotensina Il modula a hipertensao através
dos efeitos sobre o sistema renina angiotensina e a estimulagdo dos receptores na
parede dos vasos ativa a NADH/NADPH oxidase nas células vasculares. Assim, o
estresse oxidativo resultante é considerado um mecanismo unificador da
hipertensao e da aterosclerose (ZALBA et al., 2001; NICKENIG; HARRISON, 2002).

Adicionalmente, o tratamento de pacientes com bloqueadores do receptor
AT1, ndo somente reduziu a pressao arterial e os niveis de malondialdeido (KOH et
al., 2003), como também permitiu a reversao da resisténcia nas paredes dos vasos
induzida pela hipertensao arterial (SCHIFFRIN et al., 2000). Esses dois estudos em
conjunto, reforcam a sugestdo de que o estresse oxidativo € um modulador da
hipertensdo, doenca considerada como o principal fator de risco para doengas
vasculares.

Estudos vém relatando a implicagdo do estresse oxidativo em danos
cerebrais apds eventos de isquemia/reperfusdo. A produgao de espécies reativas de
oxigénio durante a isquemia cerebral induz a peroxidagdo lipidica, oxidacdo de
proteinas e danos no DNA (CHAN, 2001).

Em roedores, a manipulagdo de genes responsaveis pela produgao de
enzimas antioxidantes, fornece com clareza a evidéncia da associacdo do estresse
oxidativo na injuria cerebral. Em camundongos com bloqueio da dismutase
superéxido (SOD), observou-se um exarcebado aumento da area infartada, uma
desregularizacdo dos marcadores de estresse oxidativo, assim como um aumento
da liberagado mitocondrial de citocromo c e fragmentagdo de DNA apds a indugao da
isquemia cerebral (MURAKAMI et al., 1998; FUJIMURA et al., 1999). Em adigéo a
esse resultado, camundongos com uma elevada expressdo da dismutase

superoéxido, apresentaram uma protecédo neuronal (KELLER et al., 1998).
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Em pacientes que sofreram um acidente vascular encefalico, foi observado
um aumento significativo nos niveis de homocisteina plasmatica, na peroxidagcao
lipidica e nos niveis de NO, assim como um decréscimo significativo na quantidade
de acido ascorbico, quando comparados com individuos saudaveis (controle) (EL
KOSSI; ZAKHARY, 2000). Portanto, esses estudos oferecem evidéncias que o

estresse oxidativo tem um distinto papel na patogénese da isquemia cerebral.

3.5 VITAMINA E

A vitamina E foi descoberta por Evans e Bishop (1922) como sendo um
micronutriente essencial para a reproducdo em ratos, na qual atua na prevencao da
perda de espermatozoéides e também na reabsorcao fetal. Na natureza, a vitamina E
se apresenta sob oito formas diferentes, sendo quatro tocoferdis (a, B, ©, y) € quatro
tocotriendis (a, B, 8, y). A estrutura molecular dos tocotriendis € bastante
semelhantes a dos tocoferdis, exceto que contém trés duplas ligagées nas posi¢cdes
3,7¢e11 (CHOW, 2004).

Das formas de vitamina E, o gama-tocoferol é o mais predominante na dieta
humana, porém o alfa-tocoferol € o mais ativo biologicamente, sendo encontrado
nas principais formas de suplemento de vitamina E (DUTTA; DUTTA, 2003). Porém,
existem estudos em que o gama-tocoferol comparado ao alfa-tocoferol apresentou
um resultado melhor, diminuindo processos inflamatérios em ratos (DEVARAJ;
TRABER, 2003; JIANG; AMES, 2003) mas os resultados ainda ndo sao conclusivos.

A vitamina E tem sido amplamente estudada por ser um potente
antioxidante. Assim, ela atua nas células protegendo os acidos graxos insaturados,
proteinas e DNA da oxidacao (IKEDA; NEGISHI; YAMORI, 2003). Essa vitamina
também esta associada a diminuicdo da press&o arterial sanguinea, adesao e
agregacao plaquetaria e reducdo dos marcadores inflamatérios e marcadores da
peroxidagao lipidica (KEANEY; SIMON; FREEDMAN, 1999; PRATICO, 2005), além
da modulacdo do perfil lipidico (HODIS et al., 2002) e inibicdo da atividade da
proteina kinase C (OZER et al., 1993).

Porém, como qualquer componente redox-ativo, a vitamina E pode exercer
além da fungcdo antioxidante, uma funcido pré-oxidante, dependendo da reagao
presente (BRIGELIUS-FLOHE; TRABER, 1999). Esta funcdo pode ser
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desencadeada através da co-regulacdo do metabolismo ou da absor¢cao de
antioxidantes, onde a caréncia de outros antioxidantes pode acarretar na agao pro-
oxidante da vitamina E (HODIS et al., 2002).

Adicionalmente, quando um radical livre inicia uma reagdo com 4acidos
graxos poliinsaturados, presentes na membrana fosfolipidica, estes lipidios perdem
um hidrogénio pela reacdo com o radical, sendo convertidos em radicais livres de
acidos graxos poliinsaturados. Estes radicais podem iniciar uma reagdo com outros
acidos graxos, transformando-os em radicais peroxil. A repeticdo deste processo
constitui uma reacdo em cadeia de radicais livres. A reacao desta estrutura com o
tocoferol resulta na producao de acidos graxos poliinsaturados hidroxido peréxido
(AGPI-OOH) e radical tocoferol. Estes dois compostos formados podem reagir entre
si e formar novamente um radical livre de acido graxo poliinsaturado. Esta reagéo
constitui o mecanismo pro-oxidante das acgbes do alfa-tocoferol (HERRERA;
BARBAS, 2001).

Entretanto, esta agédo pro-oxidante € suprimida quando o radical de tocoferol
€ regenerado através de outros antioxidantes, como a vitamina C e a coenzima Q10
(HERRERA; BARBAS, 2001).

A absorgcdo da vitamina E necessita de acidos biliares (secretados pelo
figado), acidos graxos e monoglicérides (liberados da gordura alimentar por enzimas
pancreaticas) para a formagdo da micela. Apos a captagdo para o interior dos
enterdcitos do intestino, todas as formas dietéticas da vitamina E s&o incorporadas
em quilomicrons. Estas lipoproteinas ricas em ftriglicérides sao secretadas na
circulagdo, onde ocorre a lipdlise pela lipase de lipoproteinas (LPL) ligadas a
camada endotelial das paredes dos capilares. Os remanescentes dos quilomicrons
resultantes sédo captados principalmente pelo figado. Durante a lipdlise, varias
formas de vitamina E podem ser transferidas aos tecidos ou a lipoproteinas de alta
densidade (HDL). A vitamina E pode ser trocada entre a HDL e outras lipoproteinas
circulantes, que podem, também, liberar a vitamina E para os tecidos periféricos
(HERRERA; BARBAS, 2001).

Todas as formas de vitamina E sofrem o mesmo processo de absorcgao.
Porém, apds a passagem pelo figado, ha uma preferéncia do plasma pelo alfa-
tocoferol. As demais formas sido secretadas pela bile ou excretadas pelas fezes
(MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2005). A razao para tal preferéncia € explicada pela

existéncia no figado da proteina de transferéncia de alfa-tocoferol (a-TTP), que
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difere entre as diferentes formas da vitamina E atuando somente sobre o alfa-
tocoferol (RIGOTTI, 2007).

Assim, no seu catabolismo, a vitamina E € primariamente oxidada em
tocoferil quinona biologicamente inativa, que pode ser reduzida em tocoferil
hidroquinona (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2005).

No que se refere a toxicidade, a vitamina E € uma da menos téxica. Apds
anos de pesquisas com altas doses desta vitamina, foi provado que é uma vitamina
ndo mutagénica e nao teratogénica (EMMERT; KIRCHNER, 1999). Contudo, em
altas doses, pode haver uma interacéo desta vitamina com o retinal (CHING et al.,
2002) e promove a acao pro-oxidante da mesma (HODIS et al., 2002).

A vitamina E é encontrada no germe de trigo e em seu 6leo, assim como nos
Oleos de soja, arroz, algodao, milho, girassol, gema de ovo, vegetais folhosos e
legumes. Os alimentos de origem animal s&o relativamente pobres em vitamina, com
excecgao da gema de ovo, figado e tecido adiposo (FRANCO, 2007).

O possivel potencial do tratamento antioxidantes proveniente da vitamina E
associado ao estresse oxidativo €& baseado em investigagbes experimentais,
achados observacionais, pequenos estudos clinicos e estudos epidemioldgicos
(CHEN et al., 2002). Portando, os achados sao inconsistentes e os estudos ainda
sao inconclusivos, principalmente quando se trata de estudos em seres humanos.

Na revisdo sistematica de Jialal e Devaraj (2003), que utilizou 12 trabalhos
de larga escala, 5 estudos demonstraram beneficios com o tratamento de
antioxidantes e 7 nao relaram sucesso associado ao uso de antioxidantes. O
Cambridge Heart Antioxidant Study apresentou uma significativa redu¢cdo de mortes
cardiovasculares e de infarto do miocardio, com a suplementacédo de alfa-tocoferol
nas doses de 400 ou 800 Ul por dia. O Secondary Prevention With Antioxidant of
Cardiovascular Disease In End Stage Renal Disease, verificou que a administragao
de 800 Ul por dia de alfa-tocoferol em pacientes em hemodialise e com doenca
cardiovascular pré existente diminuiu o numero de infartos do miocardio (fatal e nédo
fatal), de AVE isquémico, de doencga vascular periférica e de angina instavel. O
Antioxidant Supplementation in Atherosclerosis Prevention (ASAP) Study,
demonstrou que apds 6 anos de suplementagdo com vitamina E e com vitamina C,
houve uma redugao na progressao de aterosclerose de carotida.

Os estudos Heart Outcomes Prevention Evolution e Gruppo Italiano per lo

Studio della Sopravvivenza nell'Infarto Miocardio ndo demonstraram efeitos positivos
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com a suplementacdo de vitaminas antioxidantes, incluindo a vitamina E. No
entanto, mais de 75% dos pacientes incluidos nesses estudos eram tratados com
aspirina ou algum outro agente antiplaquetario, e muitos também recebiam [3-
bloqueadores, agentes hipocolesterolémicos e bloqueadores do canal de calcio.
Assim, os efeitos esperados proveniente dos antioxidantes podem ter sido anulados
(JIALAL; DEVARAJ, 2003).

Diferentemente dos estudos de larga escala, os estudos clinicos menores
vém mostrando respostas mais positivas em pacientes hipertensos tratados com
antioxidantes, sendo em terapias em conjunto (zinco, acido ascérbico, alfa-tocoferol,
beta caroteno e outros) como também em terapias isoladas (vitamina C ou vitamina
E). Estudos com humanos utilizando doses de 400 a 1000 Ul por dia de vitamina E
demonstraram efeitos benéficos na sensibilidade a insulina, na diminui¢do dos niveis
séricos de glicose, no aumento intracelular de magnésio e na redugao da resisténcia
vascular (REDON et al., 2003; HOUSTON, 2005).

Dados de 1946 do estudo British Birth Cohort reportaram que a baixa
ingestdo de vitamina E durante a infancia e na fase adulta foi um bom preditor da
hipertenséo arterial aos 43 anos de idade (MISHRA et al., 2003). Adicionalmente,
Yachum, Folsom e Kushi (2000), observaram uma associagdo inversa entre a
ingestao de vitamina E e o AVE fatal em mulheres p6s menopausa.

A aparente incapacidade de prevencgao de doencgas, a partir de terapias com
antioxidantes, pode ser atribuida a importantes razées. Uma delas é que por mais
que a suplementagdao de antioxidantes possa ser benéfica por meio de uma
metodologia aprovada contra o estresse oxidativo, ndo se sabe ainda deduzir quem
sdo os reais individuos que terédo respostas para esse tipo de tratamento (JIALAL;
DEVARAJ, 2003). E possivel que o tratamento com vitamina E tenha um valor
terapéutico apenas para os individuos com elevados niveis de estresse oxidativo.

Outra razao para a ineficacia dos antioxidantes pode ser relatada pela dose
otima e o tipo de antioxidante usado. Para essa questdo, foram sugeridas como
eficazes a dose de 800 Ul por dia de alfa tocoferol (JIALAL; DEVARAJ, 2003). Além
disso, a chave é a formulagdo do antioxidante utilizado. Cinco dos sete trabalhos
que reportaram ineficacia da vitamina E, no estudo de revisdo de Jialal e Devaraj
(2003), utilizaram o all-rac-tocoferol (forma racémica) e quatro trabalhos

descreveram sucesso com o uso de RRR-tocoferol (forma natural).
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Outra possivel razao para um provavel insucesso dos antioxidante pode ser
devido a complexidade das reacgdes redox “in vivo”, por exemplo, as vitaminas C e E
podem apresentar propriedades pré oxidantes (HALLIWELL, 2000). E capaz
também que a administracdo oral de antioxidantes possa ser inacessivel para as
fontes de espécies reativas de oxigénio, particularmente se estes forem gerados em
compartimentos intracelulares ou em organelas (CAl; GRIENDLING; HARRISON,
2003).

Além disso, as vitaminas antioxidantes podem n&o atuar sobre o perdxido de
hidrogénio, atuando somente sobre o superdxido, o que pode ser crucial na
prevencao das doencgas vasculares (PARAVICINI; TOUYZ, 2008).

Portanto, nos estudos em humanos que obtiveram resultados negativos com
0 uso de agentes antioxidantes, nunca foi provado de fato que esses individuos
apresentavam um aumento do estresse oxidativo. Ndo ha nenhum estudo em larga
escala que recrutou os individuos baseado em elevada formacdao de espécies
reativas de oxigénio (PARAVICINI; TOUYZ, 2008).

CHA,

CH=

Alfa tocoferol

Figura 1: Representagcio quimica do alfa-tocoferol

3.6 MODELO SHRSP

Durante décadas, animais tém sido usados para entender doencas
humanas, tanto de uma perspectiva fisiopataldégica quanto da administragédo de
drogas. O rato € um animal utilizado com frequéncia em pesquisas sobre o sistema
cardiovascular (BATRA; RAKUSAN, 1992; CLEUTJENS et al., 1995). Isso se deve

ao fato de existir uma semelhanga morfolégica e funcional do sistema cardiovascular



31

do rato com o de outros animais, inclusive com o homem (CAMPBELL; RAKUSAN;
GERDES, 1989).

O SHR e SHRSP s&o os modelos animais mais largamente empregados nos
estudos de hipertensdo, por causa de alguns processos patofisiologicos serem
similares aqueles da hipertensao arterial. A diferenca de caracteristicas genéticas e
metabdlicas entre estes animais hipertensos e seus controles normotensos Wistar
Kyoto (WKY) é de grande interesse porque permite estabelecer um discernimento
entre a regulagcdo da pressao sanguinea na hipertensdo essencial humana (AKIRA;
IMACHI; HASHIMOTO, 2005).

O rato SHRSP ¢é um modelo animal com disfungcdo endotelial,
espontaneamente hipertenso e com propensdo ao acidente vascular encefalico
(MICHIHARA et al., 2002; McBRIDE et al., 2005). Esta linhagem de rato foi
estabelecida em 1974 por Okamoto e Yamori e Nagaoka, através do cruzamento
nao seletivo de ratos SHR. Nesses animais, a geracdo de anions superoxidos e
radicais hidroxil, estdo aumentadas e consequentemente o estresse oxidativo é
elevado (KISHI et al., 2004). Além disso, a manutenc¢do da hipertensdo nestes ratos
esta associada aos radicais livres (McINTYRE et al., 1997).

O SHRSP serve como um modelo de hipertensao maligna. Entretanto os
fatores patofisiolégicos que causam essa hipertensdo maligna nos SHRSPs
permanecem nao estabelecidos (TAKEDA, 2004).

O modelo tem sido usado para o estudo de alteragcao do tecido cerebral e
vasculatura tanto estruturalmente como funcionalmente e a relacdo entre estudos
histopatoldgicos e comportamentais ou anormalidades metabdlicas (ex: aumento da
agressividade, hipocinesia ou hipercinesia, prejuizo da barreira hematoencefalica,
proteinuria, repentina perda de peso) tem sido extensivamente investigado
(GUERRINI; SIRONI, 2002).
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS E DIETA

Foram selecionados 12 ratos espontaneamente hipertensos com propensao
ao acidente vascular encefalico (SHRSP), do sexo masculino, jovens (8 semanas).
Eles foram mantidos em gaiolas metabdlicas no biotério da Escola de Nutricao, com
condigdes de luminosidade (ciclo de 12 horas manhéa/noite de iluminagao artificial),
de temperatura (21 +/- 2°C) e de umidade (60 +/- 10%) controladas, recebendo

racao Nuvilab da Nuvital Co e agua ad libitum.

Figura 2: Gaiola metabdlica

Primeiramente, apos o periodo basal de 10 dias, os ratos foram divididos em
dois grupos com n igual a 6 cada (controle e tratado). Os animais tratados foram
suplementados, durante um periodo de 4 semanas, por gavagem orogastrica
usando sonda PE 190 com dose de 120 Ul de acetato de alfa-tocorefol (T - 3376
Sigma®, St Louis, MO) diluido em 0,1 ml de dleo de coco. O controle recebeu
somente o veiculo (0,1 ml de dleo de coco). Os ensaios foram realizados no
Laboratério de Investigacdo em Nutricio e Doengas Crdnico-Degenerativas
(LINDCD) e seguiram as normas adotadas pelo guia convencional para

experimentos com animais (NIH Publication N°. 85-23, revisada 1996).
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Figura 3: Gavagem orogastrica

4.2 AVALIAGAO DAS CARACTERISTICAS BIOLOGICAS GERAIS

Diariamente, os animais eram submetidos a avaliacdo de massa corporal e
consumo de ragdo em balanga Filizolla, diurese e ingestdo hidrica em proveta
milimetrada. Essa avaliagao incluiu também a realizacdo de exame fisico para a
possivel detecgao de efeitos toxicos ou sinais de caréncia nutricional ocasionados
por interacdo de nutrientes. Assim foram observados o aspecto e coloragdo das
mucosas e pelagem, a postura do animal, o comportamento seguindo protocolo

descrito por Vianna (2009).

4.3 DETERMINAGAO DA PRESSAO ARTERIAL

A medicao da pressao arterial sistdlica foi realizada por pletismografia duas
vezes na semana em dias alternados seguindo metodologia de Magaldi modificada
por Vianna, Paiva e Paiva (1992), que consiste em aquecer o animal numa caixa
com temperatura controlada de aproximadamente 37°C durante 10 minutos para
vasodilatar a cauda e assim, facilitar a afericado da pressao arterial sistélica. O animal
entdo, € colocado num cilindro de contencdo e sua cauda introduzida no
pletismografo com agua aquecida a 35°C. Em seguida, comprimi-se a cauda dentro
do aparelho com a finalidade de expulsar o maximo de sangue. Insufla-se o
manguito a 220mmHg (SHRSP), aguarda—se a estabilizagao do liquido e afrouxa-se
lentamente o manguito para permitir a passagem de sangue pela artéria

previamente comprimida. Quando o sangue passa para a cauda, o volume do liquido



34

contido na coluna indicadora (repleta de liquido) se alterada, e neste momento,

executa-se a leitura da pressao arterial sistolica do animal.

Figura 4: Caixa de aquecimento

Figura 6: Plestimografo
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4.4 TESTES NEUROLOGICOS

Todos os testes neuroloégicos foram realizados desde o periodo basal até o
final do experimento seguindo metodologia empregada pelo Laboratério de
Investigagdo em Nutricdo e Doengas Crodnico-Degenerativas (LINDCD), que
descreveremos abaixo. Os animais foram submetidos a avaliagdo neurolégica
através de testes de cognicdo, de forga, de equilibrio e termo-sensorio-motores.

Igualmente foi monitorada a ocorréncia de ataques isquémicos transitorios (AIT).

4.4.1 Teste cognitivo (teste de memaria - labirinto)

O teste do cognitivo foi aplicado com a finalidade de testar a habilidade do
rato em percorrer o trajeto de um labirinto, o qual criava a necessidade de
armazenamento de memoria, através de um mapa cognitivo (FUJIMOTO et al.,
2004). A analise do teste foi realizada por medicdo do tempo utilizado para

completar todo o percurso (Figura 7).

Figura 7: Teste cognitivo

4.4.2 Plano Inclinado

Neste teste os animais eram colocados num plano reto na posi¢ao
horizontal, com a cauda voltada para o lado oposto em que a tabua seria suspensa.
Com isso, promoviamos o levantamento da tabua em posi¢éo vertical girando sobre

seu proprio eixo visando ao final uma volta de 180°, testando a for¢a e equilibrio do
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animal (Figura 8). A avaliagao seguia os seguintes padrdes: Grau 0: o rato n&o caia
da rampa quando girada; Grau 1: o animal escorrega ou cai a 30°; Grau 2: o rato cai
ou escorrega a 90°; Grau 3: o rato cai ou escorrega a 180° (ABOU-DONIA et al.,
2002).

Figura 8: Plano Inclinado

4.4.3 Barra de equilibrio (tempo de agarre das patas)

A barra de equilibrio consiste numa estrutura de madeira com 5mm de
didmetro, cuja fungao era avaliar o tempo em que o animal conseguiria suportar seu
préprio peso através da forca da pata dianteira ao coloca-lo segurando na barra
(Figura 9). O tempo em que os ratos levavam segurando a barra era cronometrado
(ABOU-DONIA et al., 2002).

Figura 9: Barra de equilibrio
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4.4.4 Viga de equilibrio

A fungdo deste teste é avaliar globalmente a fungao vestibulomotora e
cerebelar do equilibrio. Desta forma, o animal era colocado em uma estreita viga de
madeira com dimensdes 1,5cm de largura e aproximadamente 1m de altura (Figura
10). De acordo com Fujimoto e colaboradores (2004), os animais com lesdes
cerebrais podem ser capazes de ficar na viga por mais de 60 segundos, mas podem
assumir posturas que séao diferentes de animais normais, como, abragar a viga ou se
equilibrar com as patas dependuradas para se sustentar (FUJIMOTO et al., 2004).
Assim, foi estipulado o tempo de 60 segundos para que o animal permanega na
viga. Se 0s animais conseguissem a marca estipulada, era anotado 60 segundos,
caso ele caisse antes do tempo delimitado o valor de tempo correspondente era

anotado.

Figura 10: Viga de equilibrio

4.4 5 Termo-sensério-motor

Este teste avalia a resposta sensoério-motora do animal através da exposi¢cao
da cauda do rato a uma superficie quente. Esta avaliagdo segue o principio do Hot
Plate Analgesia Meter (San Diego Instruments) e foi adaptado no Laboratério de
Investigagdo em Nutrigdo e Doengas Cronico-Degenerativas para ser utilizado
diariamente sem representar danos fisicos aos animais. Com isso, introduziamos a
cauda do animal em agua a 80°C e cronometravamos a resposta termo-sensoéria-

motora (Figura 11).
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Figura 11: Termo-sensério-motor

4.5 SACRIFICIO

Apds o periodo do experimento, os ratos do grupo controle e do grupo
tratado foram anestesiados com pentobarbital e sacrificados através de puncgao
cardiaca. Posteriormente, o sangue foi coletado, colocado em tubos e centrifugados
a 2000 x g por 10 minutos para a obtengdo do soro. Esse procedimento também

permitiu a remogéao do figado para a determinagao de seu peso.

4.6 DETERMINACAO DO PERFIL LIPIDICO

Os niveis de colesterol total, HDL colesterol e triglicerideos foram
mensurados empregando-se uma enzima. Os niveis de LDL colesterol foram
calculados pela formula de Friedewald: LDL = TC - HDL - (TG/5).

4.7 MARCADOR DE ESTRESSE OXIDATIVO

A avaliagao do estresse oxidativo foi realizada através da mensuragao dos
niveis de malondialdeido plasmatico (MDA), um marcador de peroxidacao lipidica.
Para isso, utilizou-se acido tiobarbiturico e o equipamento Micronal B442, realizando
a analise por colorimetria e calculando a concentragdo de MDA a absorcao de 532

nm. Os valores foram apresentados por nmol/mL.
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4.8 TOXICIDADE HEPATICA

Foi determinada avaliando a presenca de hipertrofia do 6rgdo sendo adotado
o método de Scherle (1970), que em linhas gerais, consiste na afericdo do
deslocamento de liquido de um 6rgao submerso em solugdao salina fisiologica,
suspenso por um fio em um recipiente, sem tocar nas paredes deste, apoiado sobre
uma balanga de precisdo. Considerando-se que o volume = peso / gravidade
especifica (g), e que a gravidade da solugéo fisiolégica é de 1,0048g, considera-se

entdo que peso = volume.

4.9 TRATAMENTO ESTATISTICO

A andlise estatistica foi realizada pelo software GraphPad Prism® 4.0 vers&o
para Windows® (GraphPad Software, San Diego, CA). O tratamento estatistico
utilizado foi média * desvio-padrao, e aplicados os métodos ANOVA Two-Way para
comparagao de mais de duas médias (acompanhamento da pressao arterial sistdlica
durante os periodos de tratamento entre os grupos controle e tratado), e teste t de
Student para comparagédo entre tratado e controle nos demais parametros (peso,
diurese, ingestdo hidrica, ingestdo de ragao, toxicidade hepatica, colesterol total,
HDL colesterol, LDL colesterol, triglicerideos e malondialdeido plasmatico), tendo

considerado como estatisticamente significativo p<0,05.
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5 RESULTADOS

O exame fisico ndo revelou alteragbes e a avaliagdo dos parametros
biolégicos dos animais confirmou a auséncia de toxicidade ou caréncia decorrente

da suplementacao. (Tabela 1).

Tabela 1: Média + desvio-padréo dos parametros fisiologicos do grupo tratado (n=6)
e do grupo controle (n=6), ao final do experimento.

Tratado Controle
Peso (9) 200,51 + 16,88 197,57 £ 18,10
Diurese (mL) 2,52 +1,07 3,14 £ 1,44
Agua (mL) 27,54 + 2,16 28,38 + 1,03
Ragéo (g) 17,66 + 1,96 15,57 + 3,13

Os testes neuroldgicos também né&o revelaram diferengas entre os grupos
tratado e nao tratado. Entretanto, o tempo de resposta aos testes parece ter sido
influenciado pela idade dos animais, pois foi observado um decréscimo no tempo de

resposta a medida que as semanas avancgaram (Tabela 2).

Tabela 2: Média + desvio padrdo dos exames neuroldgicos de ratos SHRSP tratados
(n=6) com alfa - tocoferol comparados aos ratos controle (n=6).

Periodo Grupo Memodria Plano Barra de Vigade  Termo-sensorio

Inclinado Equilibrio Equilibrio motor

Basal Alfa-tocoferol 0’27745 0,00 0’14776 1’00700 0’00758
t + + + +

0’06792 0,00 002748 0’00”00 0°00"03

Controle 0’14735 0,00 0’14735 1’00700 0'00"63
t * + t *

0’04784 0,00 0’04784 0’00700 0°00”08

12 Semana Alfa-tocoferol 025”70 0,00 012715 1’00700 0'00748
* * + t *

0'06”16 0,00 0’01793 0’00700 000”11

Controle 0’18778 0,00 018778 1°00”00 0’00754
t * + t *

0’03793 0,00 0’03793 0’00700 0’00°'03

22 Semana Alfa-tocoferol 0’17795 0,00 0’11726 1°00”00 0’00742
t * + t *

0’04762 0,00 0’01740 0’00700 0’00”06

Controle 0’11724 0,00 011724 1°00”00 0’00747
+ + + + +

0'02"96 0,00 0'02"95 0'00700 0'00"03
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Periodo Grupo Memoria Plano Barrade Vigade Termo-sensorio

Inclinado Equilibrio  Equilibrio motor

32 Semana Alfa-tocoferol 017731 0,00 010777 1’0000 0’00751
+ + + + +

0'04”31 0,00 0’01743 0’00700 0’00701

Controle 0’11741 0,00 0’11740 1’00700 0’00744
+ + + + +

00271 0,00 002"02 0’00700 000’13

42 Semana Alfa-tocoferol 0’15776 0,00 0’10753 1°00”00 0’00744
+ + + + +

0'04748 0,00 0’01705 0’00700 0’00707

Controle 0’11741 0,00 009720 1°00”00 0’00756
+ + + + +

00271 0,00 002728 000700 0’00”03

Com relacdo a pressao arterial sistolica foi observado que durante as 4
semanas de experimento ocorreu um aumento significativo da mesma no grupo
controle, enquanto que no grupo tratado com o alfa-tocoferol, ao longo do
experimento foi observada uma reducgao significativa (Grafico 1). Durante o periodo
basal, o grupo controle apresentou uma pressao arterial sistdlica de 222 + 0,47
mmHg e na 4 @ semana um valor de 226,22 + 0,47 mmHg. Ja no grupo tratado com
o alfa-tocoferol, a pressao arterial sistélica durante o periodo basal foi de 221,04 +

2,04 mmHg caindo na 4 ? semana de tratamento para 213,03 + 0,05 mmHg.
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Grafico 1: Média + desvio padrao da pressao arterial sistdlica dos grupos controle (n=6) e
tratado (n=6) ao longo das semanas de experimento (*p<0,05)
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Durante o experimento, também foi observada uma melhora significativa no
perfil lipidico dos ratos tratados com o alfa-tocoferol quando comparados ao grupo
controle. O colesterol total diminuiu de 74,5 £ 1,29 mg/dL para 60,5 + 4,80 mg/dL
(Gréfico 2), o LDL-colesterol diminuiu de 37,5 + 3,54 mg/dL para 11,61+ 1,10 mg/dL
(Gréafico 3) e o HDL-colesterol aumentou de 27 + 3,07 mg/dL para 40,25 + 4,92
mg/dL (Grafico 4). Somente nos triglicerideos nao houve uma diminuigao
significativa. A variagao foi de 50 + 2,63 mg/dL para 43,50 + 12,45 mg/dL (Gréfico 5).
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Grafico 2: Colesterol total (média + desvio padréo) entre os grupos. * p<0,05
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Grafico 3: LDL-colesterol (média * desvio padrao) entre os grupos. * p<0,05
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Grafico 4: HDL-colesterol (média + desvio padrao) entre os grupos. * p<0,05
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Grafico 5: Média * desvio padrao dos triglicerideos plasmaticos

Em adigdo, o grupo tratado com alfa-tocoferol demonstrou uma redugao
significativa nos niveis de malondialdeido plasmatico quando comparado com o
grupo controle (4,55 £ 0,12 nmol/dL vs. 2,73 + 0,21nmol/dL, p<0,05), sugerindo uma

atenuacédo no estresse oxidativos desses animais (Grafico 6).
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Grafico 6: Niveis de malondialdeido plasmatico (média + desvio padrédo) entre os grupos.
*p<0,05

Por fim, ndo houve alteragéo significativa do peso do figado entre o grupo
controle e o grupo tratado com alfa-tocoferol (9,526 + 0,71g vs. 9,895 + 0,48q,
respectivamente), sugerindo que a vitamina administrada nédo apresentou efeitos
hepatotdxicos (Grafico 7).
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Grafico 7: Peso do figado entre os grupos (média * desvio padrao)
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou claramente que os ratos SHRSP s&o
responsivos a suplementacdo de alfa-tocoferol e esse tratamento € capaz de
modular os fatores de risco associados ao AVE.

Em trabalhos prévios, nosso grupo demonstrou também os efeitos positivos
da suplementagao do alfa-tocoferol em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e
em ratos espontaneamente hipertensos diabéticos (SHR-Db) (COSTA et al., 2005;
COSTA; VIANNA, 2005). Costa e colaboradores (2005) demonstraram que em ratos
SHR ocorre um efeito hipotensor desta vitamina em torno de 15%, e, além disso,
uma importante reducao na viscosidade sanguinea (mais de 45%) propondo que
este seria seu mecanismo de agéo.

Na realidade, a acao hipotensora do alfa-tocoferol vem sendo atribuida em
grande parte a sua propriedade antioxidante. Assim, Noguchi e colaboradores
(2001), observaram efeito hipotensor acompanhado de menor excrec¢ao urinaria de
8-hidroxi-2-deoxiguanosina em ratos SHRSP tratados com essa vitamina.

Outros autores observaram redugao da atividade da NADPH oxidase e um
aumento da atividade da dismutase superdxido (CHEN et al., 2002). No presente
trabalho optamos pela avaliagdo do malondialdeido que € reconhecidamente um
marcador de estresse oxidativo de uso disseminado (MICHEL et al., 2008).

A redugdo do estresse oxidativo per si, certamente explica a resposta
hipotensora do alfa-tocoferol, pois nesse caso todos os mecanismos associados a
injuria do endotélio e ao desequilibrio entre a secregdo de substéncias
vasoconstritoras e vasorelaxantes é prevenido. Em 2006, Fiorelli, Oliveira e Vianna,
em uma revisdo sobre vitaminas antioxidantes, assinalaram que durante a injuria
provocada por radicais livres, todo o mecanismo de funcionamento de troca idnica
celular responsavel pela homeostase das células vasculares encontra-se
comprometido. Dessa forma, as proteinas ancoras de membrana, tais como, a sodio
potassio ATPase (Na-KATPase), o canal de potassio, dentre outras, terdo sua
atividade inibida favorecendo os mecanismos vasoconstritores.

E importante também assinalar, que Vasdev e colaboradores (2002), em
trabalhos prévios também observaram que a terapia com a vitamina E provocou uma
significativa reduc&o na pressao arterial, atenuando alteragdes vasculares renais em

ratos espontaneamente hipertensos (SHR), e segundo os autores, esse resultado
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positivo foi devido a acado antioxidante desse nutriente pela diminuicao de aldeidos
além da restauracao da funcdo do 6xido nitrico. Newaz e colaboradores (1999) e
Vaziri e colaboradores (2000) também atribuiram a elevag&o da atividade da oxido
nitrico sintase a acéo hipotensora do alfa-tocoferol.

Concomitantemente, foi demonstrado nesse trabalho que os animais
tratados tiveram significativa redugao do colesterol-LDL e o aumento do colesterol-
HDL o que também reforgaria a modulagéo dos seus niveis tensionais. Em trabalhos
prévios, Costa e Vianna (2005), usando o modelo SHR induzido ao diabetes,
também observaram uma redugao significativa da pressao arterial sistélica nos ratos
tratados com alfa-tocoferol que foi associada a corregao do perfil lipidico destes
animais.

Além disso, a literatura vem ao longo dos anos comprovando via estudos
clinicos randomizados e/ou observacionais longitudinais a existéncia de uma relagéo
inversa entre colesterol-HDL e pressao arterial (DOMINGUES et al., 1990; ZIDEK et
al., 2009).

Embora ndo tenhamos investigado, creditamos a modulag¢ao do perfil lipidico
pelo tocoferol a duas de suas agdes ja relatadas na literatura, a saber, sua influéncia
na inibicdo da proteina de transferéncia de ester colesteril (CETP), que é a
responsavel pelo aumento do LDL-colesterol e pela redugdo do HDL-colesterol
(SHEN; NOVAK; ANGEL, 1996) e ao fato de que o tratamento com antioxidantes é
capaz de também proteger a enzima lecitina colesterol acil transferase (LCAT), que
tem capacidade de esterificar o colesterol livre em HDL-colesterol (McCALL et al.,
1995).

Ainda que os achados aqui apresentados tenham sido encontrados em
diferentes modelos animais (SCHWENKE; BEHR, 1998, FRENOUX et al., 2002), é
importante destacar que o estudo de Hasty e colaboradores (2007), ndo revelou
efeito positivo com a administracdo de vitamina E, em ratos obesos e com
hiperlipidemia, tanto no parametro do perfil lipidico quando na diminuicdo do
estresse oxidativo, determinado pelos niveis de isoprostanos urinarios.

Esse resultado poderia ser explicado pelo fato da vitamina E nao ter potente
efeito inibidor do estresse oxidativo que se desenvolve a partir da obesidade e da
hiperlipidemia. Em ratos, o consumo de uma dieta elevada em colesterol pode
reduzir os efeitos dessa vitamina, fazendo com que niveis elevados ao extremo de

lipidios plasmaticos, aproximadamente 250 mg/dL, ndo permitam que a
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suplementacédo de vitamina E tenha qualquer impacto no metabolismo das
lipoproteinas. Assim, vem sendo sugerido que a hiperlipidemia severa pode
prevalecer sobre os beneficios da terapia antioxidante (PARKER et al., 1995).

Embora o tratamento tenha corrigido os fatores de risco associados ao AVE,
nesse ensaio ndo foram encontrados efeitos sobre a fungédo neurolégica dos animais
avaliada pela bateria de testes que investiga equilibrio, resposta sensorio-motora e
cognicao. Na realidade, ndo encontramos achados diferentes também entre os ratos
do grupo controle e aqueles tratados, o que atribuimos a idade dos animais. Em
trabalhos prévios, ficou claro o comprometimento neurolégico e a presenca de AIT
em ratos somente a partir de 15 semanas de idade (PEREZ; VIANNA, 2005). Na
fase adulta ja bem instalada, seria, portanto, possivel observar os sinais que
antecedem ao AVE.

Por outro lado, foi demonstrado tanto em ratos Wistar como em ratos
SHRSP, com indugéo da oclusédo da artéria cerebral média, que a administracéo de
alfa-tocoferol foi capaz de reduzir danos neuronais causados durante o processo de
isquemia/reperfusdo (TAGAMI et al., 1999; CHAUDHARY; SINHA; GUPTA, 2003;
ZHANG et al., 2004).
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7 CONCLUSAO

Os dados do presente trabalho demonstraram que a suplementacéo de alfa-
tocoferol em ratos SHRSP conseguiu reduzir a pressao arterial sistélica, o colesterol
total e o LDL-colesterol e aumentar o HDL-colesterol. Além disso, essa vitamina
mostrou-se eficaz na redugao do estresse oxidativo.

Assim, esse trabalho sugere que o alfa-tocoferol, como um potente agente
antihipertensivo, hipocolesterolémico e antioxidante, pode despertar interesses
futuros na utilizagdo deste como um tratamento adjuvante as terapias convencionais
nas doengas vasculares como a hipertensao arterial e consequentemente na

prevencao do acidente vascular encefalico.
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