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ARTIGO ORIGINAL

Aterogénese em artéria iliaca comum de suinos submetidos
a homocisteinemia induzida pela ingestdo de metionina

Atherogenesis in swine iliac artery with homocystinemia induced by methionine ingestion

Luis Henrique Gil Franca!, Adamastor Humberto Pereira?, Silvio César Perini?,
Celso Curcio Aveline*, Rodrigo Argenta®, Roseli de Oliveira Mollerke®, Marcos Eugenio Soares®,
Fernanda Nobrega®, Marcio Poletto Ferreira®

Resumo

Objetivo: Avaliar os efeitos da homocisteinemia induzida na ar-
téria iliaca de suinos.

Material e método: Realizou-se estudo experimental comparati-
vo em dois grupos homogéneos de sete suinos da raga Macau, com
peso entre 20 e 30 kg durante 30 dias. Os animais foram divididos em
dois grupos, sendo um deles alimentado com metionina adicionada a
dieta por um periodo de 4 semanas. Foram colhidas amostras de san-
gue para a dosagem de colesterol, triglicerideos, HDL e homocisteina.
Os animais foram submetidos a arteriografia para avaliagdo da
perviedade das artérias iliacas e, posteriormente, sacrificados. As arté-
rias iliacas foram enviadas para analise histologica.

Resultados: Os animais sobreviveram ao experimento, e ndo houve
alteracdes significativas nos niveis de colesterol total, triglicerideos e
HDL nos dois grupos. O exame microscopico do grupo-controle ndo
apresentou alteragdes patoldgicas e foi semelhante em todas as prepa-
racdes examinadas. No grupo da dieta com metionina, as placas eram
formadas por macréfagos espumosos, mas nao foram observadas cé-
lulas musculares lisas, cristais de colesterol ou células inflamatdrias. A
tunica média apresentava-se com lamina eléstica interna integra. No
grupo-controle, ndo houve alteracdo nos niveis de homocisteina du-
rante o experimento. No grupo-metionina, houve aumento dos niveis
séricos da homocisteina, com valor médio de 59,80 umol/l ap6s 30
dias de dieta rica em metionina.

Conclusdo: A homocisteinemia induzida pela metionina causa
aterogénese nas artérias iliacas de suinos.

Palavras-chave: Homocisteina, suinos, artéria iliaca.

Abstract

Objective: To assess the effects of induced homocystinemia in the
swine iliac artery.

Material and method: A comparative experimental study with
two homogeneous groups of seven pigs from the Macao specimen,
weighed between 20 and 30 kg, which were assessed during 30 days.
The pigs were divided into two groups. One of them was fed with a
methionine-rich diet for a 4-week period. Blood samples were collected
for analyses of total cholesterol, triglycerides, HDL and homocysteine
concentrations. The animals were submitted to arteriography to
evaluate the patency of iliac arteries and then sacrificed. The iliac artery
segment was removed for histological analysis.

Results: All animals survived the procedure, and there were no
significant changes in total cholesterol, triglycerides and HDL
concentrations in both groups. Microscopic examinations of the
control group did not show pathological changes and was similar in
all analyses. In the group receiving the methionine diet, the plaques
were formed by foamy macrophages, but smooth muscle cells,
cholesterol crystals or inflammatory cells were not seen. The tunica
media had the internal elastic lamina intact. In the control group,
there was no change in homocysteine levels during the experiment. In
the methionine group, there was an increase in plasma homocysteine
levels, with an average value of 59.80 umol/l after 30 days with a
methionine-rich diet.

Conclusion: Homocystinemia induced by methionine causes
atherogenesis in the swine iliac artery.

Key words: Homocysteine, pigs, iliac artery.
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As doencas do aparelho circulatério apresentam
altas taxas de morbidade e mortalidade, e, dentre as
varias etiologias conhecidas, a mais comum é a ateros-
clerose. Atualmente, a aterosclerose é definida como
um processo crénico, progressivo e sistémico, conse-
quiente a uma resposta inflamatdria e fibroproliferativa
causada por agressao a superficie arterial. Nos ultimos
anos, houve um consideravel progresso nas pesquisas
experimentais e clinicas, que evidenciaram a importan-
cia do processo inflamatorio na sua génesel-2.

Estudos epidemioldgicos revelam que pessoas com
homocisteina elevada tém risco aumentado de serem
acometidas de doenca cardiovascular3. Estudos clinicos
e experimentais sugerem que concentrages anormal-
mente elevadas de homocisteina podem ser responsa-
veis por tendéncias aterogénicas e trombdticas em paci-
entes com hiper-homocisteinemia, embora 0 mecanis-
mo exato de sua a¢do ainda ndo tenha sido completa-
mente elucidado. A importante questdo de como a
homaocisteina—aminoacido que contém enxofre — afeta
0s processos bioguimicos das células e tecidos das
paredes arteriais para produzir placas ateroscleroticas é
ainda hoje um campo ativo de investigacdo®.

O presente trabalho propde o desenvolvimento de
um modelo experimental de lesdo aterogénica em sui-
nos, mediante a administracdo por via oral de metioni-
na, um aminoécido do produto da homocisteina, para
inducéo da lesdo.

Obijetivo

Diante da hipotese de que uma dieta rica em
metionina induz a hiper-homaocisteinemia em suinose,
conseqiientemente, a aterogénese em artérias iliacas
destes animais, 0 objetivo desta pesquisa € desenvolver
um modelo experimental de aterogénese em suinos e
avaliar os efeitos da homocisteinemia induzida pela
dieta com adicdo de metionina em artéria iliaca de
suinos.

Material e método

O trabalho foi realizado na Unidade de Experimen-
tacdo Animal do Centro de Pesquisas do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), vinculado a Univer-
sidade Federal do Rio Grande do Sul.

Critérios de incluséo

Foram incluidos todos os animais que preencheram
0S requisitos nos itens anteriores.
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Critérios de exclusdo

Os critérios de exclusdo, pelos quais 0s animais
ou as pecas histologicas coletadas no estudo foram
estabelecidos previamente a execuc¢do do experimen-
to, sdo: trombose da artéria iliaca do suino; infecgdo
de tecidos adjacentes; 6bito do animal antes do prazo
estabelecido para a coleta de material para analise
histopatol6gica; e falhas técnicas no preparo ou pro-
cessamento dos tecidos.

Variaveis em estudo

As varidveis em estudo foram: 1) aterogénese em
artérias iliacas de suinos submetidos a homocisteinemia
induzida; e 2) perviedade da artéria iliaca dos suinos
com dieta normal e dieta rica em metionina.

Materiais

Os animais utilizados foram suinos da raca Macau,
originados de varias matrizes, com idade aproximada de
8 semanas, peso entre 15 e 25 kg, alimentacéo indepen-
dente e fornecidos pelo mesmo produtor. A amostra
utilizada neste estudo consistiu de 14 animais.

Inicialmente, os animais foram divididos aleatori-
amente em dois grupos, e cada grupo foi colocado em
pocilga separada. Os animais foram alojados em baias
com agua corrente ad libitum e alimentados com racédo
para suinos sem suplementagéo lipidica adicional, ba-
lanceada e adaptada para a idade. O estudo foi dividido
em duas fases. Na primeira fase, 0s animais foram
alimentados desde o desmame (em torno de 40 dias)
com uma quantidade de 950 g/dia de ragdo, durante 30
dias, paraalcancar o peso desejado. A racdo utilizada foi
a base de cereais (75% de milho e 25% de soja) para o
grupo-controle (grupo C).

Normalmente, é necessaria, na dieta suina, uma
quantidade de 4,6 g/dia de metionina + cistina (0,48%
de metionina em 950 g de ragdo) e em torno de 8% de
gordura saturada presente no leite de suinos. Sendo
assim, para obter-se uma homocisteinemia induzida, o
segundo grupo recebeu a racdo com adicdo de 3% de
metionina na dieta também por um periodo de 30 dias
(grupo M).

Asegunda fase iniciou-se 30 diasap6sa primeira, na
qual foram coletadas as artérias iliacas. As artérias foram
retiradas em monoblocos para a realizacdo de exame
macroscopico e anatomopatoldgico. Os animais foram
anestesiados e submetidos a eutanasia, através de inje-
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¢do intracardiaca de cloreto de potéssio, conforme o
protocolo do Centro de Pesquisas do HCPA.

Os exames laboratoriais solicitados foram os se-
guintes: colesterol total, colesterol HDL e trigliceride-
0s, para permitir a inferéncia de que, provavelmente,
estes resultados ndo tiveram influéncia no desenvolvi-
mento da aterogénese.

A dosagem da homocisteina plasmética foi feita
pelo método high performance liquid chromatography
(HPLC) e paracomprovar a homocisteinemia induzida
pela alimentacdo com adi¢do de metionina.

Preparo do tecido para andlise morfoldgica

Os tecidos retirados foram fixados com solucéo de
aldeido férmico a 10% e, posteriormente, conservados
a 4 °C por 10 dias. Apos a fixacdo do segmento
ressecado, a artéria iliaca foi excisada, e realizou-se nova
macroscopia com descricdo das alteracGes. Entéo, pro-
cedeu-se a sec¢do de uma porcdo de tecido de 1 cm de
extensdo das artérias iliacas. Os segmentos foram pro-
cessados, incluidos em blocos de parafina e, posterior-
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mente, submetidos a cortes histol6gicos medindo 4 cm
de espessura. As laminas foram preparadas e coradas
com hematoxilina-eosina.

Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada através do progra-
ma SPSS for Windows, e, para comparacédo das médias
entre 0s grupos, foram utilizados o teste t de Student e
0 teste de Mann-Whitney. O nivel de significancia (P)
considerado foi de 5%.

Resultados

Todos 0s animais sobreviveram ao experimento,
ndo ocorreram intercorréncias clinicas durante o
estudo, e ndo houve alteragdes significativas nos
niveis de colesterol total, triglicerideos e HDL nos
dois grupos. Os valores dos resultados dos exames
estdo expressos nas Tabelas 1, 2 e 3. Houve alteracdo
significativa, com aumento nos niveis de homociste-
ina, entre o grupo M e o grupo C no periodo de 30
dias (Tabela 4).

Tabelal- Resultados das dosagens de colesterol total
Momento Grupo Mediana Amplitude Minimo Méximo  Média Desvio Valor
interquartilica padréo de P
0 dia Controle 86 13 71 92 82,57 7,66 0,9015
Metionina 85 6 63 111 85,86 14,01
30 dias Controle 85 31 71 120 90,57 17,92 0,6200
Metionina 92 42 49 101 80,57 22,23
Tabela 2 - Resultados das dosagens de HDL
Momento Grupo Mediana Amplitude Minimo Maximo  Média Desvio Valor
interquartilica padréo de P
0 dia Controle 38 5 31 45 37,71 4,54 0,0530
Metionina 42 4 39 48 42,57 2,94
30 dias Controle 42 8 35 52 42,29 5,56 1
Metionina 48 24 21 52 40,00 12,94
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Tabela 3 - Resultados das dosagens de triglicerideos
Momento Grupo  Mediana Amplitude Minimo Maximo  Meédia Desvio Valor
interquartilica padréo de P
0 dia Controle 26 10 22 34 27,57 4,79 0,2086
Metionina 33 15 21 45 33,71 8,48
30 dias Controle 33 29 25 62 38,00 14,85 0,1282
Metionina 57 68 19 118 62,29 36,65
Tabela 4 - Resultados das dosagens de homocisteina
Momento Grupo  Mediana Amplitude Minimo Maéaximo  Meédia Desvio Valor
interquartilica padréo de P
0 dia Controle 13,1 3,2 12 20 14,40 2,79 0,3829
Metionina 16,4 10,1 10 28 17,47 6,14
30 dias Controle 16,1 54 13 24,2 16,73 3,88 0,0006
Metionina 56,7 13,7 45 84,1 59,80 12,64

Por ndo existirem niveis normais estabelecidos para
animais de experimentacéo, considerou-se como nor-
mal a média dos niveis plasmaticos da homocisteina do
grupo C, paraserem comparados aos niveis plasmaticos
da homocisteina do grupo M. No grupo C, néo houve
alteracdo nos niveis de homocisteina durante o experi-
mento; 0s animais apresentavam valores médios de
14,40 pmol/l na primeiraamostra e de 16,73 pumol/l na
segunda amostra. No grupo M, houve aumento dos
niveis séricos dahomocisteina, partindode 17,47 umol/I
na primeira coleta para o valor médio de 59,80 umol/I
na segunda amostra.

No exame histoldgico da artéria iliaca do grupo
C, predomina camada intima delgada sem dep6sitos
subendoteliais, lamina elastica interna bem definida
e auséncia de células inflamatdrias (Figura 1). No
grupo M, os cortes histologicos mostram depositos
subendoteliais de macrofagos espumosos, fazendo
protusdo na luz do vaso, sem sinais da presenca de
célcio ou cristais de colesterol, diferentemente de

lesBes arteriais produzidas por dislipidemia ou a ela
relacionadas, confirmando aterogénese produzida
pela hiper-homocisteinemia (Figuras 2 e 3).

Figura 1l -
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Figura 2 -

Artéria iliaca do grupo M (aumento de 40x)

N s e —

Figura3 - Artéria iliaca do grupo M (aumento de 200x)

Discussao

Estudos experimentais tém demonstrado o efeito
de certas substancias quimicas no desenvolvimento da
aterosclerose, sugerindo que as respostas dependem da
espécie do animal envolvido no estudo. Em 1974,
Harker infundiu continuamente L-homocisteina du-
rante 5 dias em babuinos, produzindo descamagédo em
placas do endotélio e diminuicdo do tempo de sobrevi-
da das plaquetas. Assim, concluiu que a formacéo de
trombo arterial em pacientes homocistindricos resulta
da lesdo arterial produzida pela homocisteina®.

Os resultados com experimentos a respeito do
metabolismo do &cido aminossulfarico em suinos séo
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mais semelhantes aos obtidos com humanos. Em 1995,
Rolland observou concentragdes elevadas de homocis-
teina plasmatica, lesdes na Iamina eléstica das artérias e
ocorréncia de eventos trombéticos em suinos que rece-
beram dieta rica em metionina por 4 meses®. Em
animais hiper-homocisteinémicos, a ativacdo da elasta-
se da célula aortica explica a degeneragdo caracteristica
da elastina em placas ateroscleréticas.

Recentemente, Chen demonstrou que, em culturas
de células do musculo liso da parede arterial de seres
humanos e de carétidas de suinos, a homocisteina tem
efeito prejudicial na proliferacdo das células do musculo
liso e efeito citotoxico nas células endoteliais’. Stead
verificou que, colocando metionina em contato com
hepatdcitos de ratos, estas células transportavam mais
homocisteina, sugerindo que o figado é o responsavel
pela regulacio dos niveis plasmaticos da mesma8. O
efeito da homocisteina elevada no plasma de ratos
diminui a vasodilatacdo e contribui para inativar o
oxido nitrico no endotélio, como foi demonstrado por
Eberhardt®.

Tsai relatou que o efeito promotor do crescimento
da homocisteina sobre células do musculo liso vascular,
junto com seu efeito inibidor sobre o crescimento das
células endoteliais, representa um mecanismo impor-
tante para elucidar a aterosclerose produzida pela ho-
mocisteinal®. Woo demonstrou esse fato usando ultra-
som de alta resolucdo, o que induziu altera¢fes no
endotélio arterial que foram precursoras de aterosclero-
se precoce em pacientes adultos assintomaticos, porém,
com homocisteina entre 34,8 + 8,5 pmol/I11,

Clarke, em 1991, concluiu que a hiper-homaocistei-
nemia é fator de risco independente para a doenca
vascular, incluindo coronariopatial2. O risco associado
a hiper-homocisteinemia depende da sua concentragéo
plasmatica, e ndo da sua associacdo aos fatores de risco
tradicionais paraaaterosclerose, sendo estimadoem 1,4
vezes para cada 5 pumol/l de aumento do total da
homocisteina plasmétical3,

Diversos mecanismos explicam os possiveis efeitos
aterogénicos da homocisteina. E descrito o efeito cito-
toxico direto da homocisteina sobre as células endote-
liais e, possivelmente, sobre a sintese de prostaciclina.
Tem sido sugerido efeito sobre as plaguetas, aumentan-
do sua adesividade e agregabilidade, favorecendo a
trombose. Além disso, alguns estudos também demons-
traram efeitos sobre fatores da coagulacéo, favorecendo
a trombofilia com ativacéo do fator V14,
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Ao administrar, em coelhos, uma dieta com 2% de
colesterol e, em outro grupo, a mesma dieta, mas com
auséncia de vitamina By e injetando homocisteina
subcutanea, McCully demonstrou lesdes ateroscler6ti-
cas mais intensas no grupo no qual foi injetado homo-
cisteinal®. Recentemente, Sthalke mostrou aterogénese
em aorta de coelhos ao adicionar metioninaadietal. O
presente trabalho demonstraum modelo de aterogénese
em suinos num periodo relativamente curto (30 dias),
mediante homocisteinemia induzida pela ingestao oral
de metionina.

Conclusdo

Concluiu-se que a homocisteinemia induzida pela
ingestdo de metionina, por um periodo de 30 dias,
causa aterogénese na artéria iliaca de suinos.
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