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RESUMO

Neste trabalho experimental procedeu-se
a medicio da espessura e a caracterizagdo
histolégica de lesdes ateroscleréticas, em
suinos de raca Alentejana, procurando-se
estabelecer uma relacdo entre estas e oS
valores dos parametros sanguineos associa-
dos ao desenvolvimento deste processo
patoldgico. As concentracdes plasmaticas de
triacilglicerdis, fosfolipidos, colesterol total,
colesterol livre, LDLc e HDLc foram
determinadas por métodos enzimaticos.
Foram também feitas andlises histopatoldgi-
cas a amostras da artéria corondria esquerda.
Os animais foram divididos em 2 grupos de
6 individuos cada: Grupo I, com elevada co-
lesterolémia (4,25 mmol/L) e Grupo II, com
niveis normais (2,53 mmol/L). Os valores
do ganho médio diario (GMD) dos dois gru-
pos foram semelhantes. Os animais do Gru-
po I apresentaram valores significativamen-
te mais elevados (P<0,001) para: colesterol
total, colesterol livre, colesterol esterificado
e LDLc. A drea de lesdo foi significativa-
mente superior (P<0,05) no Grupo I. Verifi-
cou-se uma relacdo linear entre a drea de
lesdo (fases iniciais do tipo I e II) e os teores

1

plasmaticos de colesterol total, de LDLc e
de colesterol livre, o que sugere a influéncia
destes pardmetros na dimensdo da drea de
lesdo. Os resultados deste trabalho sugerem
que os suinos de raca Alentejana podem
desenvolver lesdes aterosclerdticas ao longo
do seu ciclo de vida, tal como o observado
em humanos e outras ragas de suinos. Estas
lesdes estdo associadas a hipercolesterole-
mia que poderdo ser devidas a mutacOes ge-
néticas em apolipoproteinas, sistemas enzi-
méticos ou receptores. SAo necessarios estu-
dos futuros, quer a nivel histolégico quer a
nivel de biologia molecular, para um maior
aprofundamento do conhecimento das
lesdes aterosclerdticas em suinos de raca
Alentejana.

ABSTRACT

The present study aimed to assess the
histopathological characterization of athero-
sclerotic lesions in Alentejano pigs, and to
evaluate the relationship between several
blood parameters and lesions development.
Histomorphometric ~ determinations  of
atherosclerotic lesions were performed on
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the left coronary artery and plasmatic levels
of triacylglycerols, phospholipids, and of to-
tal, free, LDL and HDL cholesterol were
measured by enzymatic methods. Pigs were
assigned to two groups (n=6): Group I, with
hypercholesterolemic pigs (4,25 mmol/L),
and Group II, with normocholesterolemic
ones (2,53 mmol/L). Average daily gain
was similar in both groups. Plasmatic levels
of total, free, esterified and LDL cholesterol
were significantly higher (P<0,001) in
Group 1. The atherosclerotic lesion area was
significantly higher (P<0,05) in the same
group. Linear correlations between athero-
sclerotic lesion area (in initial Phases I and
1) and plasmatic levels of total, free and
LDL cholesterol were observed. The results
of this study suggest that the Alentejano pig,
like humans and other swine, may develop
atherosclerotic lesions during its life cycle.
Such lesions, associated with hypercholes-
terolemia, may be due to genetic mutations
in apolipoproteins, lipid enzymes or recep-
tor genes. Further studies on molecular ge-
netics and on hysthopathology of this type
of atherosclerostic lesion, in Alentejano pigs
are required.

INTRODUCAO

A aterosclerose é uma doenca dos vasos
arteriais multifactorial, caracterizada pela
migragdo e proliferacdo de células muscula-
res lisas, formacdo de tecido conjuntivo,
presenca de células inflamatdrias, formagao
de trombo e calcificacdo e acumulacdo de
colesterol (Hiltunen et al., 2002). A parede
arterial € constituida por 3 tdnicas: a {ntima,
a média, e a adventicia. Esta tltima transita
gradualmente para o tecido periadventicio,
que é tecido adiposo associado a artéria
(Chaldakov et al., 2000). Ao nivel da parede
arterial, a hipercolesterolémia esta associada
ndo s6 a um maior depdsito de lipidos nas

lesdes, mas também a alteracio de diferen-
tes funcdes, tanto das células endoteliais,
como das células musculares lisas e dos
mondcitos. A fungdo endotelial € alterada
pelas LDLs (do inglés Low Density Lipo-
proteins: lipoproteinas de baixa densidade)
através de uma resposta diminuida da dila-
tacdo dependente do endotélio e um incre-
mento das moléculas de adesdo (Martinez-
Gonzilez et al., 2001). A doencga ateroscle-
rética surge no decurso da formacao de pla-
cas de lipidos na parede arterial, de forma
que lesdes avangadas podem obstruir o
Iimen do vaso (Francoso & Coates, 2002).

O colesterol ¢ transportado no plasma
como componente das lipoproteinas e no
Homem e em suinos a sua maioria circula
ligado as LDLs. Por esta razdo, concentra-
¢oes plasmdticas elevadas de LDLc (coles-
terol ligado as LDL) sdo um factor de risco
para o desenvolvimento prematuro de ate-
rosclerose e cardiopatia isquémica (Marti-
nez-Gonzalez et al., 2001). Segundo Mo-
ghadasian (2002), suinos que apresentam
mutacdes em determinados genes, desen-
volvem hipercolesterolémia e aterosclerose
nas artérias corondrias, ilfacas e femorais,
mesmo com dietas pobres em lipidos e isen-
tas de colesterol. Alguns estudos demonstra-
ram que a extensdao e complexidade das le-
sOes aterosclerdticas estdo correlacionadas
com o grau e a duracdo da hipercolestero-
lémia em suinos com mutagdes naturais
Lpb5 (epitopo da apoB, apolipoproteina B)
e Lpul (epitopo da apoU, apolipoproteina
U) (Lee et al., 1990).

No presente trabalho experimental, pre-
tendeu-se estudar e caracterizar, do ponto de
vista histoldgico, lesdes aterosclerdticas em
suinos de raca Alentejana, a nivel da artéria
corondria esquerda, procurando-se estabele-
cer uma possivel relagdo entre estas e os
valores dos pardmetros sanguineos associa-
dos ao desenvolvimento do processo ateros-
clerdtico.
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MATERIAIS E METODOS
Animais

Utilizaram-se 12 suinos de raca Alente-
jana de ambos os sexos (6 machos e 6 fé-
meas), castrados, que no inicio do ensaio
tinham cerca de 5 meses de idade e 36 kg
de peso vivo (PV). Os animais foram sujei-
tos a confinamento e a sua alimentag@o ba-
seou-se num alimento composto completo,
de fabrico comercial, com 3107 Kcal de
energia digestivel/Kg e 150 g kg de pro-
teina bruta, sem adi¢ao de colesterol. Este
regime, destinado a suinos de raga Alente-
jana, continha também: 7% de celulose
bruta, 3% de gordura bruta, 8% de cinza
bruta, 0.95% de lisina, 20% de fibra NDF
(do inglés Neutral Detergent Fiber: fibra
solivel em detergente neutro), 3500 UI de
vitamina A, 1000 UI de vitamina D3, 15
mg de vitamina E, 100 mg de cobre, 10 mg
de avillamicina, antioxidante BHA (Buti-
lhidroxianisol) e aglomerante sepiolita
(max. 2%). A é4gua foi distribuida em sis-
tema ad libitum.

Colheita de amostras de sangue e deter-
minacao dos parametros plasmaticos

Ao atingirem um PV de 100 + 2 kg, os
animais foram abatidos no Matadouro
Regional do Alto Alentejo, recorrendo-se a
electronarcose e sangria. Ao abate, foram
recolhidas da jugular amostras de sangue
individuais, em tubos de vidro Venoject,
com heparina de litio (10mL; Terumo Eu-
rope NV, Leuven, Bélgica). Estes tubos
foram posteriormente centrifugados (Beck-
man J-6B, Bucks, Reino Unido) a 1500 x g
e a 4°C, durante 20 minutos. O plasma
obtido foi colocado em eppendorfs, e sujei-
to a ultracongelagdo (-80 °C; Heto UF460,
Brondby, Dinamarca) até a realizagdo das
andlises. Os pardmetros analisados foram

os trigliacilglicerdis, os fosfolipidos, o
colesterol total, o colesterol livre, as LDLc
e as HDLc (colesterol ligado as HDL; do
inglés High Density Lipoproteins: lipopro-
teinas de elevada densidade). Os niveis
plasmaticos de triacilglicer6is e fosfolipi-
dos foram determinados por testes enzima-
ticos (Roche Diagnostics) num analisador
automdtico (Hitachi 704; Hitachi, Tokyo,
Japan). O colesterol livre foi medido num
espectrofotometro (Beckam DU-530; Ful-
lerton, CA, USA) e o colesterol total num
analisador automatico Hitachi 917, igual-
mente por testes enzimaticos (Wako Che-
micals e Roche Diagnostics, respectiva-
mente). O colesterol esterificado foi deter-
minado pela diferenga aritmética entre o
colesterol total e o colesterol livre. As con-
centracOes plasmdticas de LDLc e de
HDLc foram determinadas por método en-
zimético directo (Roche Diagnostics) num
analisador automatico Hitachi 917, de
acordo com Nakamura et al. (1997) e
Sugiuchi et al. (1995), respectivamente.

Processamento histolégico de amostras
de tecido arterial

Ap6s o abate dos animais, procedeu-se
a recolha de amostras de tecido arterial
que foram imediatamente fixadas em
formaldeido neutro a 10%, tamponado
(fosfato), durante 24 horas, sendo poste-
riormente processadas por técnica histo-
l6gica de rotina (incluidas em parafina e
cortadas em micrétomo rotativo em sec-
¢des com 5 um de espessura). Para obser-
vagdo da estrutura geral, os cortes foram
estendidos em laminas de vidro de 75 x
25 mm, e corados com Hematoxilina e
Eosina, com Tricromico de Masson (Bio-
Optica, ref* 010802) e pelo método de
Weigert (para fibras eldsticas; Bio-Optica,
ref* 050802). As preparagdes definitivas
foram observadas em microscépio Nikon
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Eclipse 600, sendo as imagens, para anali-
se histomorfométrica, obtidas através de
camara digital Nikon DN100.

Determinacdo das areas de lesdo, da
espessura da parede arterial e classifica-
¢ao do tipo histolégico de lesiao

Nas fotomicrografias digitais foi deter-
minada a 4rea de lesdo, em valor percen-
tual (%), tendo para tal sido utilizado o
programa Sigma Scan Pro versio 5
(SPSS, 2005). O valor da area de lesao foi
obtido pela diferenca entre a drea do
Idmen, englobando a lesdo, e a drea do
limen sem a lesdo. O valor obtido, para
cada animal, representa a média de 3
medi¢des. Também se determinou a
espessura da parede vascular em pm, no
que se refere ao seu valor total, e as tini-
cas média e adventicia. Os valores obti-
dos, para cada animal, resultaram da
média de 10 medigdes. Estes valores
foram obtidos através de medi¢do com
ocular micrométrica. A classificacdo his-
topatoldgica das lesdes foi realizada atra-
vés da escala descrita por Frangoso e
Cotes (2002).

Analise estatistica

Para efeitos da analise estatistica, foram
constituidos dois grupos, compostos por 6
animais cada, de acordo com os valores do
colesterol plasmético total: Grupo I, com
valores mais elevados e Grupo II, com valo-
res mais baixos. Foi efectuada uma andlise
de variancia unifactorial usando o GML (do
inglés General Linear Model: modelo linear
geral) do programa SPSS 11.0 (SPSS,
2005). As comparacdes das médias foram
realizadas por um teste de Newman-Keuls.
Realizaram-se ainda andlises de regressao
entre algumas variaveis usando o programa
SPSS 11.0.

RESULTADOS
Parametros fisiologicos

Os valores do GMD dos dois grupos de
suinos foram semelhantes (Quadro 1). Os
animais do Grupo I apresentaram valores
significativamente mais elevados (P<0,001)
para os teores plasmaticos analisados (coles-
terol total, colesterol livre, colesterol esteri-
ficado, LDLc), mas ndo para os triacilglice-
réis e HDLc (Quadro 1).

No que se refere aos parametros histol6-
gicos, ndo foram verificadas diferengas sig-
nificativas em relagdo aos valores médios
dos dois grupos. A tnica excep¢ao foi a drea
de lesdo, significativamente superior no
Grupo I (P<0,05) (Quadro 1).

Relacio entre algumas variaveis estuda-
das

Das andlises de regressdo efectuadas entre
as diferentes variaveis, verificou-se uma re-
lagdo linear entre a drea de lesdo e o teor
plasmatico de colesterol total, a drea de le-
sdo e o teor plasmatico de LDLc e a area de
lesdo e o teor plasmaético de colesterol livre
(Quadro 2), o que sugere que estes parame-
tros plasmaticos influenciaram a dimensao
da drea de lesdo.

A relacdo entre a drea de lesdo e o coleste-
rol esterificado, apresenta uma tendéncia
significativa (P=0,058). Por outro lado, o
teor plasmatico de LDLc ndo foi influencia-
do pelo GMD dos suinos (P=0,839) (Qua-
dro 2).

Tipos de lesoes

As lesdes observadas nas artérias corona-
rias esquerdas foram, de acordo com Fran-
¢oso & Coates (2002), classificadas como
sendo do tipo I ou II. Como se mostra no
Quadro 3, no Grupo I verificou-se que 2
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QUADRO 1 - GMD, parametros plasmaticos, area de lesao (%) e espessura das tiinicas arteriais

(artéria corondria esquerda) nos grupos (n = 6) de suinos Alentejanos estudados

Parametros Grupo | Grupo II EPM ANOVA
GMD (g/dia) 428,87 434,18 11,63 NS
Triacilglicerdis (mmol/L) 59,50 57,67 8,78 NS
Fosfolipidos (mmol/L) 2,01% 1,46 b 0,08 FkE
Colesterol total (mmol/L) 4,254 2,53° 0,12 kK
Colesterol livre (mmol/L) 1,05% 0,65° 0,06 ik
Colesterol esterificado (mmol/L) 3,20% 1,88 b 0,10 Fakk
LDLc (mmol/L) 3,00° 1,38° 0,15 sk
HDLc (mmol/L) 1,20 0,98 0,09 NS
Espessura total (um) 280,33 298,46 29,13 NS
Ttdnica média (um) 196,96 221,00 21,04 NS
Tunica adventicia (um) 83,38 77,46 9,31 NS
Area de lesdo (%) 19,61° 7,49° 3,57 *

NS - sem significancia; * - significancia para P<0,05; *** - significancia para P<0,001

QUADRO 2 - Relacoes observadas entre algumas variaveis estudadas (n = 12)
Parametros Equacdes R? Significancia
[;DLc / GMD y =1,236432 + 0,02206 x GMD 0,004 NS; P=0,839
Area de lesao/Colesterol total y =-10,427416 + 7,073624 x Col tot 0,402 * P=0,027
/}rea de lesao/LDLc y =-2,670950 + 7, 411353 x LDLc 0,418 *P=0,023
Area de lesao / Colesterol livre y =-14,355471 + 32,737246 x Col liv 0,591 P =0,004
Area de lesao/Colesterol esterificado y =-6,995787 + 8,097511 x Col est 0,314 NS; P =0,058

NS - sem significancia; * - significAncia para P<0,05; ** - significancia para P<0,01

animais apresentaram lesdes de tipo I e 4
animais lesdes de tipo II. Por outro lado, no
Grupo 11, 4 animais apresentaram lesdes de
tipo I, e 2 animais apresentaram lesdes de
tipo II (Quadro 3).

QUADRO 3 - Tipo histolgico da lesao apresen-
tado pelos animais dos 2 grupos

Tipo histologico da

Grupo' Animal

lesao
1 1
2 1
1 3 11
4 11
5 11
6 11
7 1
8 11
I 9 1
10 1
11 11
12 1

'Grupo I: animais com valores mais elevados do co-
lesterol plasmatico total; Grupo II: animais com va-
lores mais baixos do colesterol plasmético total

As lesoes de tipo I caracterizaram-se por
um espessamento da tdnica intima. Nas
lesdes de tipo II, além do espessamento da
tinica intima, ocorreu uma degradacdo da
lamina elastica externa e migracdo de célu-
las musculares lisas da tinica média para a
tlnica intima, sendo também visiveis algu-
mas células fagocitarias modificadas (célu-
las espumosas). Em todas as lesdes ateros-
cleréticas foi visivel um espessamento da
tlnica {ntima.

DISCUSSAO

O GMD observado nos dois grupos foi
semelhante ao obtido por Freitas (2003)
para suinos de raca Alentejana com um
intervalo de peso compreendido entre 37,5 e
100 kg de PV em regime alimentar seme-
lhante (498 g/dia).
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A hipercolestorolémia é o factor de risco
dominante que esta associado com a ateros-
clerose (Stokes et al., 2002). Como se pdde
observar pelos parimetros sanguineos, o
Grupo I apresentou valores de colesterol to-
tal (4,25 mmol/L) bastante superiores aos
encontrados em estudos anteriores (Martins
et al submetido), onde os valores normais
de colesterolémia, em porcos sujeitos a dieta
sem adicdo de colesterol, eram de
2,68 mmol/L. A maioria do colesterol plas-
matico, tal como referido por Dixon et al.
(1999), foi transportado em particulas de
LDL.

Existiu uma clara diferenca nos valores
observados para alguns dos parametros
plasmaticos, nos dois grupos de suinos em
estudo. Esta diferenca (P<0,001) foi obser-
vada para os fosfolipidos, o colesterol total,
o colesterol livre, o colesterol esterificado e
o LDLc. Relativamente aos triacilglicerdis e
HDLc nio se verificaram diferengas signifi-
cativas entre ambos 0s grupos. Ao contrario
do HDLc, que desempenha uma importante
fung¢do anti-aterogénica, através do transpor-
te reverso do colesterol das células periféri-
cas para o figado, o LDLc é um factor de
risco (Fredenrich & Bayer, 2003), pelo que
niveis elevados deste correspondem a uma
propensdo acrescida para o desenvolvimen-
to de lesdes aterosclerdticas, o que efecti-
vamente se verificou no presente ensaio.

Atendendo a que os dois grupos de ani-
mais ingeriram o mesmo tipo de dieta e
apresentaram um GMD semelhante, o apa-
recimento de animais hipercolesterolémicos
e com lesdes do tipo II nas artérias corona-
rias esquerdas, poderd indiciar que alguns
destes animais possuiriam genes mutados
conforme o verificado por Attie e Prescott
(1988) e Hasler-Rapacz et al. (1998). Estes
autores verificaram a existéncia de lesdes
aterosclerdticas iniciais, ao ano de idade,
embora os suinos ingerissem uma dieta
isenta de colesterol, baixa em gordura.

Também Moghadasian (2002) relacionou
situagdes de hipercolesterolémia, em suinos
que ingeriam dietas isentas de colesterol,
com o aparecimento de lesdes aterosclerdti-
cas.

No que se refere a relacdo entre os valores
dos parametros plasmaticos (colesterol total,
colesterol livre, colesterol esterificado e
LDLc) e a area de lesdo, verificou-se existir
uma relacdo significativa entre estas varia-
veis, excepto para o colesterol esterificado
(P=0,058). Tal como o verificado por
Hackman et al. (1996), em estudos realiza-
dos com suinos obesos, observou-se uma
relacdo linear significativa entre os parame-
tros colesterol total e LDLc, com a area de
lesdo. A relagdo entre os niveis de colesterol
e a drea de lesdo também foi constatada em
estudos efectuados por Bocan et al. (1993)
em porcos miniatura do Tucatdo. O coleste-
rol livre, que € citotoxico (Martinez-
Gonzalez et al., 2001), apresentou uma sig-
nificAncia ainda maior (P=0,004) na sua
relagdo com a drea de lesdo.

No respeitante a classificacdo das lesdes,
e de acordo com a escala de classificagdo
histolégica apresentada por Frangoso &
Coates (2002), as lesoes encontradas sao de
tipo I e II, verificando-se uma predominan-
cia das lesdes de tipo I nos animais com ni-
veis de colesterolémia mais baixos (Grupo
I). Por outro lado, as lesdes mais avancadas
(tipo II) surgiram sobretudo nos animais que
apresentaram valores de colesterolémia
mais elevados (Grupo I), o que estd de acor-
do com os resultados obtidos por Gerrity et
al. (2001). Da observagdo das alteracoes
histoldgicas ao nivel das lesoes, € de salien-
tar um espessamento da tdnica intima tal
como observado por Shimokawa et al.
(1996), uma degradaciio da lamina elastica
externa como o observado por Graf et al.
(1998), migracao de células musculares lisas
da tinica média para a tdnica intima como o
indicado por Hackman et al. (1996) e o apa-
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recimento de células espumosas, alteracoes
que foi possivel visualizar neste ensaio nas
coloracdes com hematoxilina-eosina, Wei-
gert ou tricrémico de Masson.

CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho sugerem que
as lesdes aterosclerdticas em suinos de raga
Alentejana podem surgir mesmo em ani-
mais sujeitos a uma dieta sem adi¢do de
colesterol, o que poderd indiciar mutagdes
genéticas como as observadas no Homem e
outras racas de suinos. Com efeito, verifi-
cou-se que, embora os animais tivessem
cerca de 11 meses de idade, ja apresentavam
lesdes aterosclerdticas com caracteristicas
histol6gicas correspondentes a fases inicias
(tipo I e II) do processo aterogénico. Por
outro lado, os animais que apresentaram
colesterolémias mais elevadas, também
apresentaram areas de lesdo maiores.

Para um maior aprofundamento do
conhecimento das lesdes aterosclerdticas em
suinos de raga Alentejana, sdo necessarios
estudos futuros, quer a nivel histoldgico
quer a nivel de biologia molecular.
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