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RESUMO




Nosso estudo teve o objetivo de analisar o efeito da hiperhomocisteinemia (HHcy) leve e
controlada no desenvolvimento da aterosclerose em modelos murinos normais, deficientes

'/') ou hemofilicos

de apolipoproteina E (apoE'/ ), deficientes dos receptores de LDL (LDLR
B. Foi realizada a quantificacdo das lesdes aterosclerdticas no seio adrtico e andlise do
estresse do reticulo endoplasmatico (RE) pela técnica de western-blot. As concentragdes de
acido folico e vitamina B, foram determinadas por radioimunoensaio e, a concentragdo da
homocisteina (Hcy) plasmatica por HPLC-MS/MS. Os camundongos receberam dietas
enriquecidas em metionina por gavage com baixos ou altos niveis de 4cido fdlico, vitamina
B, e Bg (dietas B e C, respectivamente), e dieta com baixos niveis de dcido félico, vitamina
B2 e Bg (dieta D), para induzir uma HHcy leve. Os animais alimentados com dietas B, C e
D apresentaram niveis de Hcy 3 a 5 vezes maiores que os encontrados nos animais normais
alimentados com dieta padrio (dieta A), o que é proporcional a definicdo de HHcy leve em
humanos. Os camundongos normais e hemofilicos B ndo desenvolveram lesdo
aterosclerética, mesmo na presenga da HHcy. Entretanto, os camundongos normais com
dieta B por 24 semanas apresentaram aumento na expressao das proteinas Grp78 e Grp94,
representando um estresse do RE. Os camundongos apoE'/ "¢ LDLR” com dietas B, C e D
por 8 e 20 semanas apresentaram aumento progressivo da lesdo aterosclerética, comparados
aos camundongos alimentados com dieta A. Os camundongos apoE”™ com dieta B por 20
semanas apresentaram maior lesdo quando comparados aos camundongos com dietas C e
D. Esses resultados sugerem que a interacao de fatores de risco podem ter um efeito aditivo
e/ou sinérgico sobre o desenvolvimento da aterosclerose. Os camundongos apoE " tratados
com dieta enriquecida em 4cido fdlico, vitamina Bj; e Bg (dieta C) por 20 semanas
mostraram menor desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas que os camundongos apoE'/‘
tratados com dieta deficiente destas vitaminas (dieta B), ambos submetidos a uma
sobrecarga de metionina. Estes resultados corroboram o efeito protetor das vitaminas,
particularmente a longo prazo. Como ja sugerido em outros estudos, a metionina parece ter
um efeito toxico sobre a vasculatura arterial, evidenciado neste estudo pelo maior grau de
lesdo nos grupos de animais que tiveram como diferenca na dieta a presenca deste
aminodcido (grupo B vs grupo D). Como os animais hemofilicos morreram muito

precocemente, em decorréncia de hemorragias, a andlise dos resultados ficou

Resumo
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comprometida, apenas permitindo demonstrar que nao houve formagdo de lesao

aterosclerdtica com 8 semanas de exposicao as dietas, apesar do aumento da Hcy.
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This study evaluated the effect of controlled mild hyperhomocysteinemia (HHcy) in the
development of atherosclerosis using normal, apolipoprotein E-deficient (apoE'/'), LDL
receptor-deficient (LDLR™), or hemophilia B mice. We quantified atherosclerotic lesions at
the aortic sinus and analyzed endoplasmic reticulum (RE) stress by western-blot technique.
Concentrations of folic acid and vitamin Bj, were determined using radioimmunoassay and
homocysteine (Hcy) plasma levels were determined using HPLC-MS/MS. Mice received
diets enriched in methionine with low or high levels of folic acid, vitamin B>, and B¢ (diets
B and C, respectively), and diet only with low levels of folic acid, vitamin B, and B (diet
D), to induce mild HHcy. Mice that received diets B, C, and D presented Hcy levels of
about 3 to 5 fold the concentration found in wild-type mice fed on standard rodent chow
(diet A), representing the same proportional increase of mild HHcy defined in humans.
Normal mice and hemophilia B mice did not develop atherosclerotic lesions, even in the
presence of mild HHcy. However, normal mice fed on diet B for 24 weeks presented
increases in protein Grp78 and Grp94 expressions, representing RE stress. The apoE” and
LDLR™ mice fed on diets B, C, and D for 8 and 20 weeks presented a progressive increase
in arteriosclerotic lesions, compared to mice fed on diet A. The apoE” mice fed on diet B
for 20 weeks presented a greater area of the lesion than mice fed on diets C and D. These
results suggest that an interaction of risk factors may have a synergic or additive effect in
the development of atherosclerosis. The apoE'/ “mice fed on the diet enriched in folic acid,
vitamin B}, and B¢ (diet C) for 20 weeks showed a lower development of atherosclerotic
lesions than apoE‘/' mice fed on a diet with low levels these vitamins (diet B), both
subjected to an overload of methionine. These results corroborated the protective effect of
vitamins, particularly in the long term. As suggested in other studies, methionine may have
a toxic effect on arterial vasculature, demonstrated in this study by greater lesions in the
animal groups that presented this amino acid in the diet (group B vs group D). Since
hemophilia B mice died very early, due to hemorrhage, the analysis of the results was
compromised. We could only demonstrate that they did not develop atherosclerotic lesions

with 8 weeks of exposure to diets, in spite of increase of Hcy levels.
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A aterosclerose ¢ considerada a principal causa das doencas cardiovasculares,
caracterizando-se por um processo inflamatdrio cronico complexo, que se inicia nos locais
de injuria endotelial e culmina na formacdo de lesdes na parede arterial (ROSS, 1999;
SPADY, 1999). As principais caracteristicas das lesdes ateroscleroticas sdo: infiltragdo
subendoltelial monocitaria, proliferacdo e migragao de células musculares lisas, acumulo de
colesterol e formacdo de uma matriz extracelular. O colesterol ¢ carregado pelas células
musculares lisas e macrofagos, sendo morfologicamente reconhecidas como células
espumosas, ¢ sdo observadas em todos os estagios do desenvolvimento da lesdo (STARY et
al., 1994; STARY et al., 1995). A importancia do colesterol e seus derivados oxidados na
patogénese da aterosclerose foram confirmados por estudos demonstrando a sua presenga
dentro das lesdes, tanto em pacientes como em animais (SUARNA et al., 1995; LUSIS,
2000). Tradicionalmente, o colesterol e seus derivados oxidados parecem acumular nas
lesdes ateroscleroticas, contribuindo deste modo para a formagdo de ateromas avancados.
Essas lesOes aterosclerdticas avangadas causam estreitamento progressivo do limen
vascular (Fig. 1), levando a sintomas isquémicos, sindromes coronarianas agudas,

geralmente como resultado da ruptura da lesdo, e trombose (ROSS, 1999).

Os fatores de risco convencionais para doencgas cardiovasculares incluem
hipercolesterolemia, hipertensdao, tabagismo e diabetes, presentes em aproximadamente
50% de todos os casos (ROSS, 1999; LUSIS, 2000). Evidéncias indicam que
hiperhomocisteinemia (HHcy) ¢ um importante fator de risco para doenga cardiovascular
aterosclerotica (MCCULLY, 1996; UELAND et al., 2000; WELCH et al., 1998). Além
disso, mais de 40% dos pacientes diagnosticados com doenga arterial coronariana
prematura, doenca vascular periférica ou trombose venosa recorrente apresentam HHcy

(UELAND et al., 2000; MCCULLY, 1996).
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Artéria saudavel

Fluxo sangiiineo

Estagio inicial da aterosclerose
Placa

Fluxo sangiiineo

Estagio intermediario da aterosclerose

Fluxo sangiiineo restrito Placa Artéria reduzida

Estagio avancado da aterosclerose

Artéria Placa
reduzida

Fluxo sangiiineo muito restrito Placa

Figura 1- Desenvolvimento progressivo das lesdes aterosclerdticas.
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1.1- Fatores nutricionais e genéticos que influenciam as concentragoes da Hcy

plasmatica

A homocisteina (Hcy) ¢ um metabdlito intermedidrio do grupo sulfidrila
formado durante a conversdo da metionina, que ¢ um aminoacido essencial proveniente da
dieta. O metabolismo intracelular da Hey ocorre através de duas vias: a via de remetilagao
na qual a Hcy originard novamente a metionina, e a via de transulfuracdo que culmina na
formacdao de cisteina (JAMES et al., 2000). A figura 2 demonstra como ocorre o

metabolismo da Hcy e os principais fatores envolvidos.

Mutagdes em genes responsaveis pelo metabolismo da Hcy pode resultar em
homocistinaria, uma forma grave de HHcy (WILCKEN et al., 1992). A causa genética mais
comum de homocistintria ¢ a deficiéncia em homozigose da cistationina p-sintase (CBS),
resultando em concentracdes da Hecy plasmatica acima de 400 pmol/L. Normalmente, as
concentragdes da Hcy no plasma variam de 8 a 12 pmol/L. A deficiéncia em homozigose
da CBS ¢ herdada como uma desordem recessiva autossomica com varias manifestacdes
clinicas, incluindo retardamento mental, ectopia lentis, anomalias esqueléticas e esteatose
hepatica (WILCKEN et al., 1992). Além disso, os pacientes apresentam um risco maior de
aterosclerose prematura e trombose, sendo a principal causa de morte (WELCH et al.,
1998). Embora a deficiéncia em homozigose da CBS seja rara, a deficiéncia em
heterozigose ocorre em aproximadamente 1% da populagdo geral e estd associada com
aterosclerose prematura e trombose em individuos fenotipicamente normais (MCCULLY,

1996).

A deficiéncia de metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), enzima envolvida
na remetilacio da Hcy para metionina, também causa HHcy e pode levar ao
desenvolvimento de aterosclerose e doengas cardiovasculares (FROSST et al., 1995).
Recentemente, nosso grupo de pesquisa mostrou que a associagdo de polimorfismos nos
genes da MTHFR e CBS pode levar a alteracdes nas concentragdes da Hecy plasmatica em

criangas saudaveis (ALESSIO et al., in press).
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As deficiéncias nutricionais de vitaminas requeridas no metabolismo da Hcy,
incluindo acido folico, vitaminas Bi,, Bg € B, (SELHUB et al., 1993) sd3o a causa mais
importante de HHcy na populagdo. Recentemente, demonstramos que a diminui¢do na
concentragdo do acido folico durante a infancia levou ao aumento na concentracdo de Hcy,
sendo considerado um fator de risco independente para HHcy neste grupo de criangas
(ALESSIO et al., 2004).

Outras formas de folato

Proteina da dieta

Serina
Folato dietético ATP

Ppi + Pi

Vitamina B Tetraidrofolato Metionina

Metionina adenosil

transferase

Vitamina By, S-Adenosilmetionina (AdoMet)

5,10-Metileno- L
tetraidrofolato Metionina
Sintase

N, N-dimetil Aceptor
glicina

Betaina
homocisteina
metil transferase

Aceptor
MTHF redutase metilado
Betaina =a—— (Colina

NADP*

S-Adenosilhomocisteina

5-Metil-
tetrahidrofolato HOMOCISTEINA
Vitamina B, l Cistationina B-
Serina == sintase
Adenosina
Cistationina -_H_""""‘---._
NADPH Vitamina B, l_\ a-cetobutirato

A-Cistationase NHT
Proteina da dieta - s 3
Cisteina -__“_‘_-‘-
_'_)-—"’"—;) l Proteina

SO, ~

Taurina

Figura 2- Metabolismo da Hey (LENTZ, 2001a).
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1.2- Hcey e doenca vascular

Os pacientes com homocistintria desenvolvem espessamento da camada intima
arterial e placas fibrosas ricas em colageno e células musculares lisas (WILCKEN et al.,
1992; REFSUM, et al., 1998). Estas lesdes fibrosas sdo mais numerosas que as lesdes
ateroscleroticas ricas em gordura, € estdo presentes nas principais artérias dos pacientes

homocistinaricos (REFSUM, et al., 1998).

Trombose venosa e arterial ¢ comum em pacientes com homocistintria
(BRATTSTROM et al., 2000). A trombose induzida pela Hcy parece resultar de disturbios
no potencial tromboético das células endoteliais, levando ao desenvolvimento de um
fendtipo pro-trombotico consistente com disfungdo vascular (WELCH et al.,, 1998;

WILCKEN et al., 1992).

E estimado que 5 a 7% da populagdo geral apresenta HHcy leve ou moderada
(MCCULLY, 1996). Como varios estudos caso-controle e epidemioldgicos tém indicado
que concentragdes aumentadas de Hey plasmatica estdo associadas com o desenvolvimento
de aterosclerose, bem como trombose arterial e venosa (ARONOW et al., 2000), o controle
da HHcy leve pode ser importante na preven¢do da aterosclerose, principalmente quando

outros fatores de risco confirmados estdo presentes.

O European Concerted Action Project demonstrou que a HHcy pode ser
considerada um fator de risco de magnitude semelhante ao tabagismo e a
hipercolesterolemia (GRAHAM et al., 1997). Além disso, este estudo sugere que HHcy
leve pode ter um efeito sinérgico com outros fatores de risco, tais como diabetes e

hipertensao.

Contudo, estudos prospectivos ndo conseguiram demonstrar essa associagao de
modo tdo convincente, principalmente quando realizados com individuos sadios, sem
doenga cardiovascular prévia (THE HOMOCYSTEINE STUDIES COLLABORATION,
2002). Esses achados discordantes, entre estudos caso-controle e prospectivos podem
decorrer dos diferentes modelos empregados na sele¢do, objetivos finais, heterogeneidade

genética e nutricional, que resultam na andlise de diferentes perfis populacionais.
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1.3- Mecanismos celulares pelos quais a Hcy promove aterosclerose
1.3.1- Resposta inflamatodria

Estudos in vitro vém demonstrando que a HHcy aumenta a produgao de varias
citocinas pro-inflamatorias. A expressao da proteina quimiotatica para mondcitos 1 (MCP-
1) esta aumentada em culturas de células endoteliais, musculares e monocitos humanos
tratados com Hcy. Ja se sabe que a MCP-1 aumenta a ligagdo e o recrutamento do monocito
para o espago endotelial, um passo inicial importante na formacdo de estrias gordurosas
(YLA-HERTTUALA et al.,, 1989). A Hcy também pode aumentar a expressdo de
interleucina-8 (IL-8) (PODDAR et al., 2001), um quimiotatico para neutréfilos e linfécitos
T, na cultura de células endoteliais. Apos a indugao da HHcy, a expressao de MCP-1 e IL-8
nos mondcitos e nas células endoteliais parece ocorrer através da ativagdo do fator nuclear
kappa B (NF-xB), um fator de transcri¢do relacionado a modulagdo do processo pro-
inflamatorio (COLLINS et al., 2001). O NF-xkB ativo ¢ encontrado nas lesdes
ateroscleroticas e estimula a producdo de citocinas, interferon, moléculas de adesdo
leucocitéria e fator de crescimento hematopoiético — todos os quais parecem influenciar a

inflamacao vascular e aterosclerose (COLLINS et al., 2001).

1.3.2- Estresse oxidativo

Estudos in vitro e in vivo sugerem que a producdo de espécies reativas de
oxigénio, tais como radical anion superéxido e peroxido de hidrogénio, € uma menor
producao de 6xido nitrico endotelial seriam os mecanismos centrais pelos quais a exposicao
vascular a uma concentracdo aumentada de Hcy levariam a um dano oxidativo nas

superficies vasculares a longo prazo (LOSCALZO et al., 1996).

Um estudo in vivo realizado em humanos demonstrou que o aumento moderado
da Hcy plasmatica apés uma sobrecarga de metionina, resultou na diminuicdo da
vasodilatagdo da artéria braquial, em resposta a infusdo de acetilcolina. Este processo foi

suprimido na presenca de acido ascérbico antioxidante (KANANI et al., 1999).
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1.3.3- Estresse do reticulo endoplasmatico (RE)

Perturbacdes na sintese de proteinas no RE acionam uma cascata de sinalizagdo
que integra diretamente o limen do reticulo ao nucleo em células de mamiferos
(KAUFMAN, 2004), conhecida como resposta a proteinas nao-enoveladas (UPR). Estas
vias de sinalizagdo resgatam a homeostase da qualidade da sintese protéica, elevando a
expressdao das chaperonas do reticulo e diminuindo a sintese total ou mesmo a proteolise
das proteinas malformadas (SITIA et al., 2003). Desequilibrios na sinalizagdo da UPR
podem conduzir a condicdo de “estresse do RE” presente em varias patologias

(KAUFMAN, 2002; POCKLEY, 2003).

Em mamiferos, as vias da UPR sdao desencadeadas por trés proteinas
transmembrana presentes no RE: um fator de transcricdo ATF6 e duas quinases IRE1 e
PERK (Fig. 3) (KAUFMAN, 2002; SCHRODER et al., 2005). A ativagdo destas vias
conduz a um programa de sinalizagdo celular que resulta em uma reducdo dos fatores de
iniciacdo de tradugdo e elevagio da transcri¢do de determinados genes (SCHRODER et al.,

2005).

A chaperona do reticulo Grp78 ¢ um elemento chave na UPR atuando como um
sensor desta cascata. Em geral ela encontra-se associada as quinases PERK e IRE1 e ao
fator ATF6 na porc¢ao luminal, regulando a UPR negativamente. Em condigdes de estresse
celular, como o acimulo de proteinas mal enoveladas no reticulo, a Grp78 se desliga destas
proteinas, permitindo a homodimerizagdo e auto-fosforilagdo das quinases PERK e IREI
(processo reversivel) e clivagem do ATF6. Esta ativacdo aciona vias distais que vao resultar
em efeitos biologicos de sobrevivéncia (principalmente pela elevagao da expressdo de
Grp78 e Grp94) e pro-apoptoticos (expressdo de CHOP e XBP1 e também clivagem da pro-
caspase 12) (SCHRODER et al., 2005). Estes efeitos sdo dependentes da qualidade e
intensidade de estimulos que desencadeiam ou sustentam o0s seus componentes

(RUTKOWSKI et al., 2006).
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Figura 3- Esquema da resposta celular a UPR em mamiferos.

Legenda:

Grp78 (78-kDa glucose-regulated protein);

Grp9%4 (94-kDa glucose-regulated protein);

XBP-1 (X-box binding protein-1);

ATF3, ATF4 e ATF6 (fatores de transcrigdo 3, 4 ¢ 6);

CHOP (CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein),

PP1c (protein phosphatase-1);

IRE1 (Inisitol requering endoplasmic reticulum-to-nucleus signaling-1);

PERK (PKR-like endoplasmic reticulum kinase/pancreatic elF2a kinase);

PKR (Double-stranded RNA-activating protein Kinase).
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Um dos mecanismos de injaria celular, envolvendo a capacidade da Hcy de
causar o estresse do RE, esta relacionado a reducdes na formacao de ligagdes dissulfidicas,
levando ao mal-dobramento das proteinas que passam pelo RE (OUTINEN et al., 1999;
OUTINEN et al., 1998; RON, 2001). Além disso, muitos estudos demonstram que
concentragdes elevadas da Hcy intracelular aumentam a expressdo de varios genes
relacionados ao estresse do RE, incluindo Grp78 e Grp94 (OUTINEN et al, 1999;
OUTINEN et al., 1998).

O estresse cronico e transitorio do RE observado na HHcy causa varias
disfungdes celulares envolvidas no desenvolvimento e progressdo da aterosclerose,
incluindo alteragdes na biosintese dos lipideos, morte celular programada e inflamagao

(LAWRENCE DE KONING et al., 2003).

1.3.4- Mecanismos adicionais

A HHcy também foi associada com estados pro-tromboticos. Durand et al
(1997) sugeriram que a HHcy aumentaria a agregagdo das plaquetas e a produ¢do do fator
tecidual. Além disso, o0 aumento da ativacao de fatores de coagulagdo, tais como, fator V, X
e XII e a diminuigdo da ativagdo de proteina C e da trombomodulina estariam relacionados

com a HHcy (LENTZ et al., 1991).

Outros estudos sugerem que o aumento na concentracdo de Hcy estimularia a
proliferacdo de células musculares lisas (LUBEC et al., 1996), e aumentaria a oxidagao de

lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (HIRANO et al., 1994).
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1.4- Modelos animais de HHcy

Estudos utilizando modelos animais de HHcy, induzida tanto através da dieta
como por deficiéncia genética de enzimas envolvidas no metabolismo da Hcy, tém
mostrado que HHcy moderada ou grave acelera o desenvolvimento da aterosclerose
(KONING DE LAWRENCE et al., 2003). Além disso, estes estudos corroboram muitos
mecanismos propostos in vitro e fornecem uma maior perspectiva fisiologica da fungdo da

Hcy na indu¢do da doenca cardiovascular.

A HHcy plasmatica pode ser induzida através da dieta e/ou modificacdes
genéticas. O enriquecimento da dieta com metionina e¢/ou diminui¢do de vitamina By, Bg e
acido folico ¢ utilizado para induzir HHcy leve a grave. Camundongos geneticamente
modificados, com deficiéncia de MTHFR ou CBS, sao utilizados como modelos animais de
HHcy. Camundongos com deficiéncia em homozigose para CBS apresentam concentragdes
de Hcy plasmatica 40 vezes maior que o normal, desenvolvendo retardamento mental,
ectopia lentis e esteatose hepatica — alteracdes fenotipicas também observadas em pacientes
com deficiéncia em homozigose da CBS (WATANABE et al., 1995). Entretanto, os
camundongos com deficiéncia em heterozigose da CBS ndo apresentam as mesmas
alteragdes que os camundongos homozigotos, exceto que a HHcy leve presente nesses
animais, ap6s um longo periodo, causou disfun¢ao endotelial pela diminui¢ao do 6xido
nitrico vascular (EBERHARDT et al., 2000; WEISS et al., 2002). Coelhos e macacos
alimentados com dieta para induzir a HHcy também apresentaram disfun¢do endotelial
(LANG et al., 2000; LENTZ et al., 2000; LENTZ et al., 2001b). Embora os camundongos
com deficiéncia da CBS e os modelos ndo-murinos de HHcy apresentaram disfungao

endotelial, ¢ importante ressaltar que eles ndo desenvolveram aterosclerose.

Camundongos com deficiéncia da MTHFR foram desenvolvidos para avaliar o
efeito da HHcy resultante de deficiéncias genéticas na via de remetilagdo (CHEN et al.,
2001). Embora os camundongos com deficiéncia da MTHFR compartilhem similaridades
fenotipicas béasicas com os camundongos deficientes em CBS, eles sdo os Unicos que
apresentam  predisposicdo para desenvolver aterosclerose. Camundongos idosos
homozigotos ou heterozigotos para MTHFR acumulam lipideos na artéria aorta proximal

(CHEN et al., 2001). Isto ¢ significativo, dado que as concentragdes de lipideos no plasma
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sd0 normais nesses animais. Contudo, as inclusdes lipidicas na aorta nao sao semelhantes as

lesdes encontradas em modelos murinos de aterosclerose, tais como os camundongos com
A s . , v A .

deficiéncia de apolipoproteina E (apoE™) e os camundongos com deficiéncia dos receptores

para LDL (LDLR™).

Estudos tém demonstrado que HHcy moderada ou grave acelera a aterosclerose
em camundongos apoE'/' (ZHOU et al., 2001; HOFMANN et al., 2001). Zhou et al (2001)
mostrou que camundongos apoE” alimentados com dietas enriquecidas em metionina ou
Hcy desenvolveram lesdes arteriais maiores, mais numerosas € mais complexas,
comparados aos camundongos alimentados com dieta controle. Uma importante
caracteristica destas alteragdes patologicas foi que elas ocorreram sem uma elevagao
significante nas concentracdes de lipideos no plasma. A maioria das lesdes era rica em
colageno, favorecendo a hipotese que a Hcy estimularia a proliferagcdo de células
musculares lisas (MAJORS et al., 1997; MAJORS et al., 2002). Hofmann et al (2001)
demonstrou que os camundongos apoE'/ " alimentados com dietas enriquecidas com
metionina para induzir HHcy moderada apresentaram um aumento significante na area de
lesdo aterosclerdtica, comparados aos camundongos alimentados com dietas controle. Além
disso, a HHcy induzida pela dieta favoreceu a ativagdo de NF-kB no tecido aortico, levando
ao aumento na expressao da molécula de adesdo celular expressa pelo endotélio vascular-1
(VCAM-1), assim como de mediadores pro-inflamatorios, tais como receptor para produtos

de glicosilacdo avangada (RAGE) e ligante transdutor de sinal para RAGE (EN-RAGE).

1.5- Modelos animais apoE™

A apolipoproteina E (apoE) ¢ uma das dez apolipoproteinas que mediam o
metabolismo das particulas lipoprotéicas. A apoE e suas isoformas assim como seus
defeitos genéticos sao relacionados a dislipidemias e doenca arterial. Elas atuam como um
ligante para o receptor de LDL (LDLR), e sdo cruciais tanto para a remocao direta das
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), como para sua conversdo em particulas

lipoprotéicas menores.
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Em humanos, a deficiéncia de apoE gera acimulo de IDL e quilomicrons,
levando a um quadro de hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, com acimulo das beta-
VLDL, que s3o aterogénicas, numa condi¢do conhecida como disbetalipoproteinemia (ou
hiperlipoproteinemia tipo III), caracterizada por desenvolvimento precoce de doenca

aterosclerotica e aparecimento de xantomas planares (GHISELLI et al., 1981).

Em 1992, camundongos da linhagem C57BL/6 deficientes em apoE criados em
laboratério por recombinacdo homologa de células primordiais embriondrias,
desenvolveram hipercolesterolemia grave e lesdes aterosclerdticas precocemente, com
caracteristicas e distribuicdo semelhantes as encontradas em humanos (ZHANG et al.,
1992). Estes animais desenvolveram nao apenas lesdes gordurosas, mas também placas de

fibrose em sitios vasculares tipicamente afetados em humanos.

O desenvolvimento de hipercolesterolemia e destas lesdes sdo evidentes e
exacerbados quando os animais s3o expostos a uma dieta rica em colesterol e gordura, tipo
Western (contendo 0,15% de colesterol e 21% de gordura). Através de estudo
cromatografico foi identificado que este aumento de colesterol dava-se principalmente
pelas fragdes da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) e IDL. E interessante
ressaltar que estes resultados foram obtidos com animais homozigotos para a deficiéncia.
Animais heterozigotos ndo apresentaram diferencas significativas nos niveis de lipides ou

lipoproteinas, mesmo quando submetidos a uma dieta tipo Western.

1.6- Modelos animais LDLR™

Em 1994, Ishibashi et al, através de recombinacdo homodloga de células
primordiais embrionarias, desenvolveram uma linhagem de camundongos LDLR™ da
linhagem C57BL/6, que fenotipicamente manifestam diminui¢do do clearance de VLDL,

IDL e LDL no plasma.

Como resultado, o nivel médio de colesterol plasmatico total se eleva acima de
2 vezes, com aumento de sete a nove vezes nos niveis de IDL e LDL. Quando estes animais

sdo submetidos a um periodo mais prolongado com dieta aterogénica, desenvolvem lesdes
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arteriais com placa fibrosa, como a encontrada em humanos (BRESLOW, 1993).

1.7- Modelos animais com deficiéncia de fator IX

O desenvolvimento de camundongos deficientes em fator IX (FIX) por
knockout génico permitiu a investigagao in vivo das fungdes desse fator. De maneira geral,
esses animais mimetizam a doenca hemorrdgica em humanos, denominada de hemofilia B,

e apresentam heranca ligada ao cromosssomo X, reproduzindo-se normalmente.

A hemofilia B ¢ uma coagulopatia hereditaria mais freqiiente em homens, e
dessa forma possibilita determinar o papel do FIX no desenvolvimento das complicagdes
vasculares da aterosclerose, no grupo de individuos de maior risco até a quinta década de
vida. Em estudo publicado em 1989 sobre mortalidade e causas de 6bito em hemofilicos na
Holanda, Rosendaal et al sugeriu que a mortalidade por doenca coronariana isquémica em
hemofilicos ¢ menor que na populagdo geral, ndo somente pelas diferengas relacionadas aos
fatores de risco, mas sim por um efeito protetor relacionado a deficiéncia do FIX.
Posteriormente, esta observacdo inicial foi confirmada por um estudo comparativo de
fatores de risco para doenga coronariana isquémica entre hemofilicos e a populacdo geral
(ROSENDAAL et al., 1990). Algumas hipdteses t€ém sido sugeridas para explicar essa
baixa incidéncia, tentando associar a importancia da trombose e fatores pro-cogulantes a
patogénese do ateroma e da obstrucdo arterial. Primeiro, estes pacientes teriam uma
sobrevida menor, ndo chegando na grande parte dos casos a faixa etaria de maior risco para
desenvolver doenga aterosclerdtica, o que atualmente ndo se justificaria frente as novas
terapéuticas aplicadas a doenga. Segundo, por algum mecanismo desconhecido, esses
pacientes desenvolveriam menos ateromatose, e terceiro, eles teriam uma menor tendéncia
a formar trombos oclusivos nos vasos com ateromatose. A a¢do protetora nestes pacientes
pode ser relacionada a menor geracdo de trombina, ou pela agdo direta destes fatores na

aterogénese.

Trés modelos de grandes delecdes do gene do FIX foram gerados, por

laboratorios distintos e com semelhangas quanto ao fenotipo e caracteristicas reprodutivas.
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Utilizando-se de método plug-socket de manipulacdo de genes, Lin et al
desenvolveram em 1997, um modelo murino deficiente em FIX, substituindo o promotor
do exon 3 do gene do FIX pelo neoAHPRT, que ¢ um gene funcional, mais o minigene

parcialmente deletado da hipoxixantina fosforibosil transferase.

Os varios modelos animais utilizados em estudos da hemostasia demonstraram
que a coagulacdo parece interferir no processo de aterosclerose. Em modelos de
hipocoagulacao, como na deficiéncia de fator de von Willebrand ou do inibidor do ativador
de plasminogénio tipo-1 (PAI-1), verificou-se reducdo das lesdes aterosclerdticas,
principalmente nos pontos onde a coagulacdo parece mais ativada (bifurcagdes e
turbilhonamentos), com influéncia na presenga das lesdes, no tempo para seu aparecimento

€ nas suas caracteristicas.
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Os objetivos deste trabalho foram:

e Através do controle estrito da dieta, induzir HHcy leve nos camundongos

normais, com hemofilia B, camundongos LDLR” e camundongos apoE'/ N

e Determinar as concentracdes de Hcy plasmatica, vitamina B, e dcido félico

dos camundongos, antes e apds o recebimento das dietas;
e Avaliar o efeito das dietas sobre o desenvolvimento da aterosclerose;

e Analisar o efeito da concentragdo plasmatica de Hcy, obtida com diferentes

dietas, sobre o estresse do RE nos camundongos normais e apoE"".
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3.1- Modelos animais

Os procedimentos envolvendo animais estdo de acordo com os principios éticos
na experimentacdo, recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). O protocolo experimental teve aprovagio do CEEA (Comissio de Etica na

Experimentacdo Animal) do Instituto de Biologia da Unicamp, sob nimero 624-1.

Os camundongos machos hemofilicos B e os camundongos machos normais,
ambos da linhagem C57BL/6, foram fornecidos pelo CEMIB (Centro de Bioterismo da
Unicamp) com idade de 3 a 5 semanas. Os animais com deficiéncia de FIX foram doados

pela Dra. Katherine High do The Children’s Hospital of Philadelphia.

Tanto os camundongos machos LDLR” (ISHIBASHI et al., 1994) como os
camundongos machos apoE'/' (PLUMP et al., 1992; ZHANG et al.,1992), também da
linhagem C57BL/6, sdo provenientes do Laboratério Jackson (Bar Harbor, ME, EUA) e
foram mantidos no Biotério do Laboratério de Hemostasia e Pesquisa (Certificado de
Biosseguranca Hemocentro: CQB 0072/98, com data de publicacdo em 30 de setembro de
1.998).

Ficou definido que cada grupo de animais seria constituido por 8 a 12

camundongos.

3.2- Dieta

Os camundongos foram mantidos com rag¢do para roedores Nuvilab CR-1
(Nuvital), fornecida pelo Biotério do Nucleo de Medicina-Unicamp, até a idade de 8
semanas. Posteriormente os animais foram divididos em quatro grupos, recebendo quatro

dietas especificas, tais como:

e  Grupo 1: dieta normal (ra¢do para roedores Nuvilab CR-1) (dieta A);
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e  Grupo 2: dieta enriquecida com metionina e com baixos niveis de acido félico,

vitamina B, e B¢ (dieta B);

e Grupo 3: dieta enriquecida com metionina, dcido félico, vitamina B, e Bg

(dieta C);
e  Grupo 4: dieta com baixos niveis de acido félico, vitamina B, e B¢ (dieta D).

A racdo enriquecida com dcido félico, vitamina B, e Bg e a ra¢do deficiente em
acido fdlico, vitamina B, e B¢ foram adquiridas da empresa HN&C Consultoria, vinculada
ao ITAL (Instituto Tecnoldgico de Alimentos). As racdes foram formuladas de acordo com
a dieta AIN93M (REEVES et al., 1993), com modificacdes nas concentragdes de acido

félico, vitamina B, e Be.

Os animais receberam L-Metionina (Ajinomoto) por gavage (0.5 g/Kg de peso
por dia), conforme avaliagdo semanal do peso de cada animal. Como os animais

alimentados com as dietas A e D ndo recebiam metionina, eles foram gavados com dgua.

Os camundongos normais foram alimentados com as dietas especificas por 8 e
24 semanas; os camundongos hemofilicos B, apenas por 8 semanas; e os camundongos

LDLR” e apoE'/ ", por 8 e 20 semanas.

3.3- Coleta de sangue

Foram realizadas duas coletas de sangue de cada camundongo. A primeira
coleta foi realizada antes de qualquer dieta e a segunda coleta, apds o recebimento das

dietas especificas.

As coletas de sangue foram feitas com os camundongos sob anestesia
inalatéria, por via caudal ou retro-orbital. Foi coletado 400 a 700 uL de sangue em
eppendorf contendo 18 a 29 ul. de EDTA a 10%, sendo posteriormente centrifugado a

3.000 rpm durante 15 minutos. Foram separadas duas aliquotas de plasma, sendo uma para
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a dosagem de Hcy plasmadtica (armazenada a —80°C), e a outra para a dosagem de

colesterol, acido félico e vitamina B, (armazenadas a —20°C).

3.4- Extracao de DNA

A extragdo do DNA murino foi realizada com kit para extracdo de DNA (GFX
Genomic Blood DNA Purification Kit — Amersham Pharmacia Biotech Inc, Piscataway,

NJ, EUA).

3.5- Genotipagem
3.5.1- Genotipagem para os alelos do gene do FIX

A amplificacdo do DNA gendmico para identificacdo do gene do FIX murino
normal ou mutante (LIN et al., 1997) foi realizada utilizando um termociclador automatico
(PTC 100 Peltier Thermal Cycler, MJ Research) a partir da reacdo com 1,5 ul. do DNA
gendmico, 2,5 ul. de tampao de reacdo (Tris HCI a 75 mM, pH 9,0), 0,8 uL de MgCl, a
50mM, 0,5 pL. de dNTP a 10 mM, 0,3 pL. de 10 pmol/uLL de cada primer, e 1,5 U de Taq

polimerase. Os primers utilizados estdo descritos abaixo:
P1: 5°-AACAgggATAgTAAgATTZTTCC-3>  gene do FIX normal (sense).
P2: 5’-AgCTATggAATTACATZAAC-3’ gene do FIX normal (antisense).
P3: 5’-ATATACAgTTACCAAATTCAgA-3"  gene do FIX mutante (sense).
P4: 5°-CAgTAATETTgACTETATTTTCCAA-3’ gene do FIX mutante (antisense).

Os parametros da Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizados foram os
seguintes: desnaturacdo inicial com duracdo de 4 minutos a 94°C, seguidos por 35 ciclos

com 1 minuto de desnaturacdo do DNA a 94°C, 1 minuto para anelamento dos primers a
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52°C, 1 minuto e 30 segundos para extensdo do DNA a 72°C e uma extensdo final de 10

minutos a 72°C.

O gene do FIX mutante envolvido contém uma seqiiéncia adicional que rompe
com o gene normal (identificado pelo uso dos primers P3 e P4). O material amplificado
pela PCR relativo a cépia normal do FIX € identificado por um fragmento de 1.0 kb,

enquanto o gene mutante (que inclui a seqiiéncia artificial) gera um produto de 1.4 kb.

O material amplificado pela PCR foi submetido a corrida em gel de agarose
1,5% (Fig. 4). As amostras foram aplicadas no gel da seguinte maneira: no primeiro pogo
foi aplicado o material obtido com primers relacionados ao gene normal (P1 e P2) e, no

segundo poco, o material obtido com os primers relacionados ao gene mutante (P3 e P4).

Y R A A A A A A P

— 1.4 Kb
— 1.0Kb

Figura 4- Gel de eletroforese para identificagdo do gene do FIX.

Legenda:
-/- (camundongo hemofilico B).
+/+ (camundongo normal).

M: marcador (100pb DNA Ladder, Gibco BRL).
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3.5.2- Genotipagem para os alelos do gene da apoE

A amplificacdo do DNA gendmico para identificacio do alelo normal ou
mutante do gene da apoE foi realizada conforme o protocolo do Laboratério Jackson

(www.jax.org), utilizando-se os seguintes primers:
- oIMRO180 (5’-gCCTAgCCgAgggAgAgCCg-3’);
- oIMRO181 (5’-TgTgACTTgggAgCTCTgCAgC-3’);
- 0oIMRO182 (5’-gCCgCCCCgATgCATCT-3’).

O produto da PCR para o alelo normal do gene da apoE apresenta um

fragmento de 155pb e para o alelo mutante um fragmento de 245pb (Fig. 5).

— W > 245 pb

— 155pb

Figura 5- Gel de eletroforese para identificagdo do gene da apoE.

Legenda:
-/- (camundongo homozigoto para a deficiéncia da apoE).
+/+ (camundongo normal).

M: marcador (100pb DNA Ladder, Gibco BRL).
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3.5.3- Genotipagem para os alelos do gene do LDLR

A amplificacdo do DNA gendmico para identificacdo do alelo normal ou
mutante do gene do LDLR foi realizada conforme o protocolo do Laboratério Jackson,

utilizando-se os seguintes primers:

- oIMR0046 (5°-ACCCCAAgACgTeCTCCCAggATg-3");

- 0IMRO059 (5'-CgCAgTgCTCCTCATCTgACTTET-3’);

- oIMRO14 (5’-AggTgAgATgACAggAgATC-3").

Na primeira reagdo foram adicionados os primers oIMR0046 e oIMRO059; e na

segunda reacdo, os primers oIMR0046 e oIMRO14.

O produto da PCR para o alelo normal do LDLR apresenta um fragmento de

400pb, e para o alelo mutante um fragmento de 800pb (Fig. 6).

M -/- -~ 4+

—> 800 pb
—> 400 pb

Figura 6- Gel de eletroforese para identificacdo do gene do LDLR.

Legenda:
-/- (camundongo homozigoto para a deficiéncia do LDLR).
+/+ (camundongo normal).

M: marcador (X174 DNA — Hae III, Gibco BRL).
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3.6- Dosagem da Hcy plasmatica

A dosagem de Hcy foi padronizada por Cromatografia Liquida da Alta
Resolucdo acoplada a Espectrometria de Massa (HPLC/MS/MS), utilizando-se o
equipamento Q-Trap (Applied-Biosystems-QqQTrap). Cada amostra foi preparada com
50uL de plasma murino, 10 uL. de homocistina-dg, utilizado como padrao interno, 10 puLL de
Dithiotreitol (DTT-500 mM) e agitada em vortex durante 15 segundos. Apds 15 minutos
em temperatura ambiente, foi adicionado 100 pL de uma mistura desproteinizante
constituida de acetonitrila, 4cido férmico e A4cido trifluoracético (TFA)
(100mL:0,1:mL:0,05 mL), agitado em vortex durante 1 minuto, e centrifugado a 3600 rpm
durante 15 minutos. Retirou-se 10 pL do sobrenadante e injetou-se em uma coluna C18 de
5 um de comprimento. Foram monitoradas as dissociacdes dos fons m/z 136 — m/z 90 da
Hcy e m/z140 — m/z 94 para a homocisteina-ds. As curvas de calibracdo e adicao de padrao

em matriz biolégica mostrou 6timos resultados (r°=0,9972), como apresentado na Figura 7.

B ecylttable of 11_71_Twrdb (homoeysteine): "Linear' Reqression ("1 /' weighting) v = 00223 +-0.022 (1= 0.9972)

080 #
0804
0.70 4
0604 *
0.50

0.404

Analyte Area IS Area

0.30 4

0204

10 12 14 16 13 20 22 24 26 28 30 32 34 kli 38
Analyte Cone. /15 Conc.

Figura 7- Curva analitica em matriz biolégica: Hey (m/z 90) e homocisteina-dy (m/z 94)
nas concentracdes de 2.5, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 60.0 mmolar.
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3.7- Analise do acido folico e vitamina B,

As dosagens de 4cido félico e vitamina B, foram realizadas com o kit da
Dualcount de fase s6lida sem fervura (Diagnostic Products, Los Angeles, CA, EUA), teste
de radioimunoensaio desenvolvido para a medida simultanea de vitamina B, e dcido félico
(LEE et al., 2004). No procedimento estdo envolvidas trés etapas: desnaturagdo alcalina de
proteinas endégenas, competicdo pelo ligante purificado em pH de 9,3 e separacdo da fase

solida.

3.8- Analise do colesterol

As concentracdes plasmaéticas do colesterol total (Roche®) foram determinadas

com kit enzimatico colorimétrico conforme as instru¢des do fabricante.

3.9- Western-blot

Foi realizada a técnica de western-blot, utilizando-se o anticorpo anti- KDEL
que marca as chaperonas Grp78 e Grp94, para avaliar o estresse do RE nos camundongos

normais e apoE'/'.

As carétidas foram trituradas em nitrogénio liquido e submetidas a extracio de
proteinas com tampao de lise contendo 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10% Glicerol, 1%
Triton, 1 mM EGTA, 1,5 mM MgCl,, 1 ug/mL aprotinina, 1 pg/mL leupeptina e 1 mM
PMSF. Os extratos (30ug) foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% a
uma corrente de 25 mA por gel. A transferéncia das proteinas para a membrana de
nitrocelulose foi obtida pelo sistema de transferéncia semi-seco por 1 hora a uma corrente
de 50 mA. A eficiéncia da transferéncia foi analisada pela detec¢do de proteinas na
membrana com o reagente Ponceau. A membrana foi submetida ao bloqueio com TBS
contendo 0,1% de Tween 20 (TBS-T) e 5% de leite desnatado por 2 horas. Ap6s lavagem
com TBS-T, a membrana foi incubada com anticorpo anti- KDEL (1:1000) (Stressgen)
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overnight a 4°C. Decorrido este periodo, a membrana foi lavada com TBS-T, incubada com
anticorpo secunddrio anti-mouse-HRP (1:2000) (Calbiochem) por 1 hora, submetida a
reacdo quimiluminescente com ECL (Enhanced Chemiluminescence System-ECL,
Amersham) e exposta a filmes autoradiograficos. As imagens obtidas das membranas foram

quantificadas no programa Scion Image.

3.10- Analise histologica
3.10.1- Quantificacdo das lesdes do seio adrtico

Ap6s perfusdo com salina, seguido de solugcdo neutra de formalina a 10% no
ventriculo esquerdo, o coracdo foi retirado e mantido em formalina 10% durante pelo
menos dois dias. O coracdo foi embebido em gelatina G2500 tipo A (Sigma)
seqliencialmente em 5%, 10% e 25%. Os cortes foram processados e corados como
previamente descrito (PAIGEN et al., 1987). Resumidamente, apds aplicacdo de tissue-tek
optimum cutting temperature compound (Sakura Finetek, Torrance, CA, EUA) nos blocos
de gelatina contendo os coragdes, estes foram cortados transversalmente em criostato (HM
560 Microm) a uma temperatura de -25°C com uma espessura de 10 pm. As laminas
contendo 8 cortes foram coletadas a partir do aparecimento das valvulas semi-lunares até
seu desaparecimento. Assim, foi utilizado um microscépio para visualizar a localizacao das
valvulas semi-lunares na aorta. Os cortes foram corados com Oil Red-O (0,24%) e contra-
corados com Light Green (0,25%) e Hematoxilina de Harris (2,4%). As lesdes lipidicas
foram quantificadas como descrito por Rubin et al (1991), usando o programa Image Pro
Plus software (versdo 3.0). As laminas foram lidas antes da identificacdo dos gendtipos e no
aumento de 20x. A drea da lesdo foi expressa como a soma das lesdes em 6 cortes de 10
um, obtidos a uma distancia de 80 um entre eles, ao longo de uma extensao de 480 um da

aorta.
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3.11- Analise estatistica

No presente trabalho, aplicamos a andlise de médiatdesvio padrdo para as
varidveis continuas. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparagdo das varidveis

continuas entre dois grupos. O nivel de significancia empregado foi de 5%.
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4- RESULTADOS
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4.1- Camundongos normais

Inicialmente foi realizado um piloto onde oito camundongos normais foram
tratados com as quatro dietas especificas por um periodo de 8 semanas. Antes do inicio das
dietas, os valores de média e desvio padrao da Hcy plasmatica, vitamina B, e acido folico
foram 2,6+0,8 umol/L (n=8); 15.081+2.072 pmol/L (n=8); e 77,3%20,7 ng/mL (n=8),

respectivamente.

Apo6s receber as dietas, os camundongos alimentados com as dietas B, C ¢ D
apresentaram concentracdo aumentada da Hcy plasmatica quando comparados aos

camundongos alimentados com a dieta A (Tabela 1).

As concentragoes de vitamina B, e acido folico estavam diminuidas nos
camundongos alimentados com dietas B ¢ D comparados aos camundongos alimentados
com as dietas A e C (Tabela 1). Além disso, os camundongos alimentados com dieta C
apresentaram as maiores concentracdes de vitamina Bj, quando comparados com os

camundongos alimentados com as outras dietas.

A andlise histologica do seio adrtico mostrou que os camundongos normais nao
desenvolveram lesdo aterosclerdtica no seio aortico apos 8 semanas de dieta, mesmo na

presenga da HHcy leve.
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Tabela 1- Valores de média e desvio padrao da Hcy, acido félico e vitamina Bj, dos

camundongos normais alimentados com as dietas especificas por 8 semanas.

Antes da dieta Dieta A Dieta B Dieta C Dieta D
(n=8) (n=2) (n=2) (n=2) (n=2)
Hcy
2,610,8 3,1+0,6 20,7+0,5 14,5+1,5 12,540,1
(umol/L)
B
12 15.081+2.072 18.427+3.044 8.695+521 29.837+1.205 9.779+124
(pmol/L)
Ac. Félico
77,3+20,7 81,6+23,3 8,4+1,6 25,4+7.9 7,5+1,9
(ng/mL)
Legenda:

Dicta A: dieta normal.
Dieta B: dieta enriquecida com metionina e com baixos niveis de acido folico, vitamina By, e Bg.
Dieta C: dieta enriquecida com metionina, acido folico, vitamina By, e Bg.

Dieta D: dieta com baixos niveis de acido folico, vitamina B, € Be.

Como os camundongos normais ndo desenvolveram lesdo aterosclerética no
seio aortico apds 8 semanas de dieta, prolongou-se o periodo com diferentes dietas para 24
semanas. Foram tratados 25 camundongos normais por 24 semanas. Antes da dieta, os
valores de média e desvio padrdo da Hcy plasmatica, vitamina B, e 4cido folico foram
1,5£0,7 pmol/L (n=25); 12.3444£3.202 pmol/L (n=25); e 76,4t12,7 ng/mL (n=25),

respectivamente.

A tabela 2 apresenta os valores da Hcy plasmatica, acido félico e vitamina By,
dos camundongos normais apos 24 semanas de dietas. Os camundongos alimentados com
dietas B, C e D apresentaram HHcy leve. As concentracdes de vitamina B, e acido folico
estavam diminuidas nos camundongos alimentados com dietas B ¢ D comparados aos
camundongos alimentados com as dietas A ¢ C (p<0,01). Além disso, os camundongos
alimentados com dieta C apresentaram as maiores concentracdes de vitamina B, quando

comparados com os camundongos alimentados com as outras dietas (p<0,01).

Resultados

80



A andlise histolégica do seio adrtico ndo mostrou formagdao de lesdo
aterosclerotica nos camundongos normais, apds 24 semanas de dieta, mesmo na presenga

da HHcy (Fig. 8).

Tabela 2- Valores de média e desvio padrao da Hcy, acido f6lico e vitamina Bj; nos

camundongos normais alimentados com as dietas especificas por 24 semanas.

Antes da dieta Dieta A Dieta B Dieta C Dieta D
(n=25) (n=4) (n=6) (n=10) (n=5)

Hey 1,5+0,7 3,040,8 18,2472 12,146,0 9,342,6°
(umol/L)
Bi 12.34443.202  18.964+4.024  7.227+1.229  30.889+4.076  8.738+1.372
(pmol/L)
Ac. Folico 76,4+12,7 72,1+18,7 9,6+4,8 63,2+13,0 10,6+4,2
(ng/mL)
Legenda:

Dieta A: dieta normal.

Dieta B: dieta enriquecida com metionina e com baixos niveis de acido folico, vitamina By, e Bg.

Dieta C: dieta enriquecida com metionina, acido fdlico, vitamina By, e Bg.

Dieta D: dieta com baixos niveis de acido folico, vitamina B, e Bg.

Analise Estatistica: (1) Hcy: dieta A vs dieta B, p<0,01; dieta A vs dieta C, p<0,01 e dieta A vs dieta D,
p<0,01. (2) By,: dieta A vs dieta B, p<0,01; dieta A vs dieta C, p<0,01; dieta A vs dieta D, p<0,01; dieta C vs
dieta B, p<0,01 e dieta C vs dieta D, p<0,01. (3) Ac. folico: dieta A vs dieta B, p<0,01; dieta A vs dieta D,
p<0,01; dieta C vs dieta B, p<0,01 e dieta C vs dieta D, p<0,01.
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Figura 8- Fotomicrografias de secOes transversais da aorta proximal ascendente de

camundongos normais (C57BL/6) alimentados com diferentes dietas por 24 semanas, nao
mostrando lesdes aterosclerdticas.

Os cortes foram submetidos a coloragdo com Oil Red, Light Green e Hematoxilina. O
painel (a) representa o grupo com dieta A, (b) o grupo com dieta B, (¢) o grupo com dieta C

e (d) o grupo com dieta D.
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4.2- Camundongos hemofilicos B

Foi realizada a genotipagem para os alelos do gene do FIX em todos os animais

com hemofilia B, confirmando a presenca da mutacao.

Tivemos algumas dificuldades em manter os camundongos hemofilicos B até o

final da dieta (periodo de 8 semanas), devido aos sangramentos ¢ hematomas.

Foram tratados 13 camundongos hemofilicos B. Antes da dieta, os valores de
média e desvio padrdo da Hcy plasmatica, vitamina B, e 4cido folico foram 1,9+1,4

umol/L (n=13); 14.821£2.380 pmol/L (n=13); e 52,6£15,2 ng/mL (n=13), respectivamente.

A tabela 3 mostra as concentracdes da Hcy plasmadtica, vitamina Bj, e acido
folico dos camundongos hemofilicos B ap6s 8 semanas de dieta. Os camundongos
alimentados com as dietas B e C apresentaram concentragdes estatisticamente aumentadas
de Hcy plasmatica quando comparados aos camundongos alimentados com a dieta A
(p=0,02 e p=0,03, respectivamente). As concentracdes de acido folico estavam diminuidas
nos camundongos alimentados com as dietas B, quando comparados aos camundongos

alimentados com as dietas A e C (p<0,05).

A andlise histoldgica do seio aortico nos camundongos hemofilicos B mostrou
que nenhum camundongo alimentado com as dietas especificas por 8 semanas desenvolveu
lesdo aterosclerotica. O periodo de dieta ndo pode ser prolongado para 24 semanas devido

a0 alto indice de mortalidade.
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Tabela 3- Valores de média e desvio padrao da Hcy, acido félico e vitamina Bj; nos

camundongos hemofilicos B tratados com as dietas especificas por 8 semanas.

Antes da dieta Dieta A Dieta B Dieta C Dieta D
(n=13) (n=3) (n=4) (n=4) (n=2)
Hcy 1,9+1,4 1,640,8 22,6+12,8 6,2+5,0 7,1£0,05
(umol/L)
B, 14.82142.380  15.666+2.427  8.926+3.056  27.52046.952  11.462+1.711
(pmol/L)
Ac. folico 52,6+15.2 52.3422.4 10,3+4.6 42.7428.0 6.2+1.7
(ng/mL)
Legenda:

Dieta A: dieta normal.

Dieta B: dieta enriquecida com metionina e com baixos niveis de acido folico, vitamina By, e Bg.

Dieta C: dieta enriquecida com metionina, acido folico, vitamina By, e Bg.

Dieta D: dieta com baixos niveis de acido folico, vitamina B, € Be.

Analise Estatistica: (1) Hey: dieta A vs dieta B, p=0,02 e dieta A vs dieta C, p=0,03. (2) By,: dieta A vs dieta
B, p=0,03; dieta A vs dieta C, p=0,03 ¢ dieta C vs dieta B, p=0,01. (3) Ac. félico: dieta A vs dicta B, p=0,03 ¢
dieta C vs dieta B, p=0,01.

4.3- Camundongos apoE'/ )

Foi realizada a genotipagem para os alelos do gene da apoE, confirmando a
presenga da mutagdo. Foram tratados 40 camundongos apoE'/' por 8 semanas e 42
camundongos apoE'/' por 20 semanas, com as quatro dietas especificas, totalizando 82

camundongos.

Antes do inicio das dietas os valores de médiatdesvio padrio da Hcy
plasmatica foram: 1,640,7 umol/L (n=31) para o grupo que recebeu as dietas por 8 semanas,

e 2,5+0,9 umol/L (n=42) para o grupo que recebeu as dietas por 20 semanas.
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A tabela 4 mostra as concentragdes da Hcy plasmatica dos camundongos apoE'/ )
apds 8 e 20 semanas de dieta. A andlise estatistica demonstrou que os camundongos
alimentados com as dietas B, C e D, tanto por 8§ como por 20 semanas, apresentaram um
aumento estatisticamente significativo na concentragdo da Hcy plasmatica, quando

comparados aos camundongos alimentados com a dieta A (p<0,05).

Tabela 4- Valores de média e desvio padrdao da Hcy plasmatica de acordo com as dietas.

Hcy (umol/L) Hcy (umol/L)
8 semanas de dieta 20 semanas de dieta
Antes da dieta 1,6+0,7 (n=31) 2,5+0,9 (n=42)
Dieta A 3,7£1,8 (n=10) 3,1£0,9 (n=10)
Dieta B 15,8+12,1 (n=7) 17,1+6,1 (n=10)
Dieta C 10,9+4,5 (n=8) 11,948,6 (n=11)
Dieta D 8,6+6,0 (n=7) 8,3£3,7 (n=11)

Legenda:

Dieta A: dieta normal.

Dieta B: dieta enriquecida com metionina e com baixos niveis de acido folico, vitamina By, e Bg.

Dieta C: dieta enriquecida com metionina, acido félico, vitamina B, ¢ Bg.

Dieta D: dieta com baixos niveis de acido folico, vitamina B, e Bg.

Nos animais alimentados por 8 semanas, a comparag@o das concentragcdes de Hey plasmatica entre os grupos
de acordo com as dietas, mostraram que os seguintes valores de P: dieta A vs dieta B, p<0,01; dieta A vs dieta
C, p<0,01 ¢ dieta A vs dieta D, p=0,03. A comparagdo da Hcy entre os grupos alimentados por 20 semanas
demonstrou que dieta A vs dieta B, p<0,01; dieta A vs dieta C, p<0,01 ¢ dieta A vs dieta D, p<0,01.

Os valores de média e desvio padrao da vitamina B, antes da administra¢ao das
dietas para o grupo de animais tratados por 8 semanas foi 12.695+4.570 pmol/L e para o

grupo de camundongos tratados por 20 semanas foi 10.584+5.586 pmol/L.
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A tabela 5 apresenta os valores de vitamina B, antes e apos o recebimento das
dietas. Podemos observar que os camundongos tratados com a dieta C apresentaram as
maiores concentragdes de vitamina B, quando comparados com os outros grupos (p<0,01).
Além disso, os camundongos que receberam dietas B ¢ D mostraram as menores

concentragdes de vitamina By (p<0,01).

Tabela 5- Valores de média e desvio padrdo da vitamina B, de acordo com as dietas.

Vitamina B, (pmol/L) Vitamina B, (pmol/L)
8 semanas de dieta 20 semanas de dieta
Antes da dieta 12.695+4.570 (n=30) 10.584+5.586 (n=42)
Dieta A 16.123+3.582 (n=10) 7.801£2.780 (n=10)
Dieta B 6.639+3.420 (n=10) 4.280+1.438 (n=10)
Dieta C 26.957+8.803 (n=10) 36.378+7.077 (n=11)
Dieta D 11.056+2.196 (n=8) 2.630+£702 (n=11)

Legenda:

Dieta A: dieta normal.

Dieta B: dieta enriquecida com metionina e com baixos niveis de acido félico, vitamina By, ¢ Bg.

Dieta C: dieta enriquecida com metionina, acido félico, vitamina B, ¢ Bg.

Dieta D: dieta com baixos niveis de acido folico, vitamina By, e Bg.

O resultado da analise estatistica, tanto no grupo tratado por 8 semanas como no grupo tratado por 20
semanas, mostrou que a comparacdo das concentragdoes de By, entre os grupos de acordo com as dietas foi
estatisticamente significativo (dieta A vs dieta B, p<0,01; dieta A vs dieta C, p<0,01; dieta A vs dieta D,
p<0,01; dieta C vs dieta B, p<0,01 e dieta C vs dieta D, p<0,01).
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Os valores de média e desvio padrao do acido folico antes da administracao das
dietas para o grupo de animais tratados por 8 semanas foi 76,6+24,3 ng/mL e para o grupo

de camundongos tratados por 20 semanas foi 90,5+30,2 ng/mL.

A tabela 6 apresenta os valores de acido folico antes e apds o recebimento das
dietas. Os camundongos tratados com as dietas B e D apresentaram concentragdes de acido

folico estatisticamente diminuidas, comparados com os camundongos que receberam dietas

A ¢ C (p<0,05).

Tabela 6- Valores de média e desvio padrao do acido folico de acordo com as dietas.

Acido félico (ng/mL) Acido félico (ng/mL)
8 semanas de dieta 20 semanas de dieta
Antes da dieta 76,6£24,3 (n=30) 90,5+£30,2 (n=42)
Dieta A 71,5£25,8 (n=10) 88,4+26,1 (n=10)
Dieta B 9,546,0 (n=10) 7,7£2,0 (n=10)
Dieta C 46,0+26,5 (n=8) 83,9£15,6 (n=11)
Dieta D 19,8+14,1 (n=8) 12,2+7,3 (n=11)

Legenda:

Dieta A: dieta normal.

Dieta B: dieta enriquecida com metionina e com baixos niveis de acido folico, vitamina By, e Bg.

Dieta C: dieta enriquecida com metionina, acido folico, vitamina By, e Bg.

Dieta D: dieta com baixos niveis de acido folico, vitamina B, € Be.

Nos camundongos tratado por 8 semanas, a comparagdo das concentragdes de acido folico entre os grupos de
acordo com as dietas mostrou os seguintes valores de P: dieta A vs dieta B, p<0,01; dieta A vs dieta D,
p<0,01; dieta C vs dieta B, p<0,01 e dieta C vs dicta D, p=0,05). A mesma comparacdo foi realizada nos
camundongos tratados por 20 semanas (dicta A vs dieta B, p<0,01; dieta A vs dieta D, p<0,01; dieta C vs dicta
B, p<0,01 e dieta C vs dieta D, p<0,01).
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A tabela 7 mostra os valores da area de lesdo aterosclerdtica no seio aortico dos
camundongos apoE™ de acordo com as dietas. Os camundongos que receberam as dietas B,
C e D por 8 semanas apresentaram um aumento estatisticamente significativo na area de

lesdo comparados aos camundongos alimentados com a dieta A (p<0,01) (Fig. 9).

A andlise estatistica mostrou que os camundongos tratados com as dietas B, C e
D por 20 semanas apresentaram um aumento significativo na area de lesdo aterosclerotica
quando comparados aos camundongos alimentados com a dieta A (p<0,01) (Fig. 10). Além
disso, os camundongos alimentados com a dieta B (excesso de metionina e deficiéncia de
vitaminas) por 20 semanas apresentaram a maior area de lesdo quando comparados aos

camundongos alimentados com as dietas C e D (p<0,05).
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Tabela 7- Valores de média e desvio padrao da area de lesdo aterosclerotica de acordo com

as dietas.
Area de lesdo (umz) Area de lesdo (umz)
8 semanas de dieta 20 semanas de dieta
Dieta A 58.107+48.135 (n=10) 402.180+£351.930 (n=10)
Dieta B 204.874+106.340 (n=10) 2.258.880+777.020 (n=10)
Dieta C 194.081£154.970 (n=10) 1.765.327+437.460 (n=11)
Dieta D 185.705+£151.030 (n=10) 1.586.190+£383.100 (n=10)
Legenda:

Dieta A: dieta normal

Dieta B: dieta enriquecida com metionina e com baixos niveis de acido folico, vitamina By, e Bg

Dieta C: dieta enriquecida com metionina, acido folico, vitamina By, e Bg

Dieta D: dieta com baixos niveis de acido félico, vitamina B, € Bg

Nos animais alimentados por 8 semanas, a comparacdo da area de lesdo nos grupos de acordo com as dietas,

mostraram que os seguintes valores de P: dieta A vs dieta B, p<0,01; dieta A vs dieta C, p<0,01 e dieta A vs

dieta D, p<0,01. Nos grupos alimentados por 20 semanas foi demonstrado que dieta A vs dieta B, p<0,01;

dieta A vs dieta C, p<0,01; dieta A vs dieta D, p<0,01; dieta C vs dieta B, p=0,05 e dieta B vs dieta D, p=0,04.
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Figura 9- Fotomicrografias de secdes transversais da aorta proximal ascendente de
camundongos apoE” (C57BL/6) alimentados com diferentes dietas por 8 semanas,
mostrando formagao de lesdes ateroscleroticas.

Os cortes foram submetidos a coloragdo com Oil Red, Light Green e Hematoxilina. O

painel (a) representa o grupo com dieta A, (b) o grupo com dieta B.
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Figura 10- Fotomicrografias de secdes transversais da aorta proximal ascendente de

camundongos apoE'/ " (C57BL/6) alimentados com diferentes dietas por 20 semanas,
mostrando lesdes aterosclerdticas representativas.
Os cortes foram submetidos a coloragdo com Oil Red, Light Green e Hematoxilina.

O painel (a) representa o grupo com dieta A, (b) o grupo com dieta B.
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Como nao havia amostra para analise de colesterol plasmatico de todos os
camundongos, a mesma foi realizada nos camundongos apoE” apenas apos o recebimento
das dietas. A tabela 8 apresenta os valores de média e desvio padrao do colesterol em cada
grupo de acordo com a dieta. Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa nas

concentragdes do colesterol entre os grupos.

Tabela 8- Valores de média e desvio padrao do colesterol plasmatico de acordo com as

dietas.
Colesterol (mg/dL)
Dieta A 461,8+£134,2 (n=5)
Dieta B 625,2+114,2 (n=5)
Dieta C 562,2+288,1 (n=5)
Dieta D 785,24265,2 (n=5)
Legenda:

Dieta A: dieta normal.
Dieta B: dieta enriquecida com metionina e com baixos niveis de acido folico, vitamina By, e Bg.
Dieta C: dieta enriquecida com metionina, acido félico, vitamina B, ¢ Bg.

Dieta D: dieta com baixos niveis de acido folico, vitamina B, e Bg.
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4.4- Camundongos LDLR”

Foram tratados 40 camundongos LDLR™" por 8 semanas e 39 camundongos
LDLR™ por 20 semanas com as quatro dietas especificas, totalizando 79 camundongos. A
genotipagem para os alelos do gene do LDLR confirmou a presenga da mutacdo nos

animais deficientes.

Antes de receber as dietas, foi realizada a coleta de sangue dos camundongos
LDLR™ para anilise da Hcy plasmatica. Os camundongos apresentaram os seguintes
valores de média e desvio padrdo da Hey plasmatica: 1,5+0,9 pmol/L (n=40) para o grupo
que recebeu as dietas por 8 semanas, e 2,8+1,4 umol/L (n=35) para o grupo que recebeu as

dietas por 20 semanas.

A tabela 9 apresenta os valores de média e desvio padrao da Hcy plasmatica dos
camundongos LDLR ™" apos a alimentagio por 8 e 20 semanas com as diferentes dietas. Os
animais LDLR”" alimentados durante 8 semanas com as dietas B, C e D apresentaram
valores da Hcy plasmatica estatisticamente maiores comparados aos camundongos
alimentados com a dieta A (p<0,01). O mesmo foi observado nos camundongos LDLR™
alimentados por 20 semanas com as dietas B, C e D (dieta A vs dieta B, p<0,01; dieta A vs

dieta C, p<0,01; dieta A vs dieta D, p<0,01).
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Tabela 9- Valores de média e desvio padrdao da Hcy de acordo com as dietas.

Hcy (umol/L) Hcy (umol/L)
8 semanas de dieta 20 semanas de dieta
Antes da dieta 1,540,9 (n=40) 2,8+1,4 (n=35)
Dieta A 2,4+1,7 (n=10) 2,440,8 (n=5)
Dieta B 14,2+3,9 (n=10) 21,6£18,1 (n=4)
Dieta C 11,9£7,9 (n=11) 13,5+12,0 (n=10)
Dieta D 5,3£2,7 (n=9) 10,8£3,6 (n=6)

Legenda:

Dieta A: dieta normal.

Dieta B: dieta enriquecida com metionina e com baixos niveis de acido folico, vitamina By, e Bg.

Dieta C: dieta enriquecida com metionina, acido félico, vitamina B, e Bg.

Dieta D: dieta com baixos niveis de acido folico, vitamina B, e Bg.

Nos camundongos tratado por 8 semanas, a comparagdo das concentracdes de Hey entre os grupos de acordo
com as dietas mostrou os seguintes valores de P: dieta A vs dieta B, p<0,01; dieta A vs dieta C, p<0,01 e dieta

A vs dieta D, p<0,01.

Os valores de média e desvio padrdo da vitamina Bj, antes da administragdo
das dietas para o grupo de animais LDLR tratados por 8 semanas foi 15.278+3.803pmol/L

e para o grupo de animais tratados por 20 semanas foi 9.3304+2.409 pmol/L.

A tabela 10 apresenta os valores de média e desvio padrdo da vitamina B,
antes e apos o recebimento das dietas. Podemos observar que os camundongos tratados com
a dieta C apresentaram as maiores concentragoes de vitamina B, quando comparados com
os outros grupos (p<0,01). Além disso, os camundongos que receberam dietas B ¢ D

tiveram concentragdes de vitamina B, mais baixas.
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Tabela 10- Valores média e desvio padrdo da vitamina B;, de acordo com as dietas.

Vitamina By, (pmol/L) Vitamina B, (pmol/L)
8 semanas de dieta 20 semanas de dieta
Antes da dieta 15.278+3.803 (n=40) 9.330+2.409 (n=22)
Dieta A 18.023£2.427 (n=10) 11.443+£2.811 (n=5)
Dieta B 8.874£2.794 (n=10) 10.464+3.994 (n=8)
Dieta C 28.830+4.229 (n=10) 26.481+6.607 (n=10)
Dieta D 13.236+4.856 (n=9) 6.370+5.129 (n=8)

Legenda:

Dieta A: dieta normal.

Dieta B: dieta enriquecida com metionina e com baixos niveis de acido folico, vitamina By, e Bg.

Dieta C: dieta enriquecida com metionina, acido folico, vitamina B, ¢ Bg.

Dieta D: dieta com baixos niveis de acido folico, vitamina B, e Bg.

Analise estatistica da vitamina By,. (1) Apo6s 8 semanas de dieta: dieta A vs dieta B, p<0,01; dieta A vs dieta
C, p<0,01; dieta A vs dieta D, p=0,02; dieta C vs dieta B, p<0,01 e dieta C vs dieta D, p<0,01). (2) Apds 20
semanas de dieta: dieta A vs dieta C, p<0,01; dieta C vs dieta B, p<0,01 e dieta C vs dieta D, p<0,01).

Os valores de média e desvio padrao do acido folico antes da administra¢do das
dietas para o grupo de animais LDLR™" tratados por 8 semanas foi 88,2+31,4 ng/mL e para

o grupo de animais tratados por 20 semanas foi 65,4+21,4 ng/mL.

A tabela 11 apresenta os valores de acido folico antes e apds o recebimento das
dietas. Os camundongos tratados com as dietas B e D apresentaram concentragdes de acido

folico B, diminuidas comparados com os camundongos que receberam dietas A e C.
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Tabela 11- Valores de média e desvio padrao do acido folico de acordo com as dietas.

Acido félico (ng/mL) Acido félico (ng/mL)
8 semanas de dieta 20 semanas de dieta
Antes da dieta 88,2+31,4 (n=40) 65,4+21,4 (n=26)
Dieta A 103,5+18,5 (n=10) 64,7£23,6 (n=5)
Dieta B 17,2+7,1 (n=10) 12,9£7,9 (n=9)
Dieta C 65,7£29,0 (n=10) 39,6+£28,4 (n=9)
Dieta D 32,8+19,1 (n=9) 10,6+6,7 (n=8)

Legenda:

Dieta A: dieta normal.

Dieta B: dieta enriquecida com metionina e com baixos niveis de acido folico, vitamina By, e Bg.

Dieta C: dieta enriquecida com metionina, acido folico, vitamina B, ¢ Bg.

Dieta D: dieta com baixos niveis de acido folico, vitamina B, e Bg.

Analise estatistica do acido félico. (1) Apos 8 semanas de dieta: dieta A vs dieta B, p<0,01; dieta A vs dieta
D, p<0,01; dieta C vs dieta B, p<0,01 e dieta C vs dieta D, p=0,01). (2) Apds 20 semanas de dicta: dieta A vs
dieta B, p<0,01; dieta A vs dieta D, p<0,01; dieta C vs dieta B, p=0,01 e dieta C vs dieta D, p<0,01).

A anilise histologica mostrou que os camundongos LDLR™ alimentados com
as dietas especificas por 8 semanas apresentaram formagao de lesdo aterosclerotica no seio
aortico (Fig. 11). A tabela 12 mostra os valores da area de lesdo aterosclerdtica no seio
aortico dos camundongos LDLR™ de acordo com as dietas. Os camundongos que
receberam as dietas B, C e D por 8 semanas apresentaram um aumento estatisticamente

significativo na area de lesdo, comparados aos animais alimentados com a dieta A (p<0,05).

Os camundongos LDLR”" alimentados com as dietas B, C e D por 20 semanas
demonstraram um aumento significativo na area de lesdo aterosclerdtica comparados aos

camundongos alimentados com a dieta A (p<0,05) (Fig. 12).
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Tabela 12- Valores de média e desvio padrdo da area de lesdo aterosclerotica de acordo

com as dietas.

Area de lesdo (umz)

8 semanas de dieta

Area de lesdo (umz)

20 semanas de dieta

Dieta A

Dieta B

Dieta C

Dieta D

28.756+16.984 (n=10)

59.470+20.647 (n=10)

58.140+31.853 (n=10)

51.944+15.452 (n=9)

155.700+88.893 (n=10)

700.300£430.720 (n=7)

407.462193.930 (n=8)

480.314+117.350 (n=7)

Legenda:

Dieta A: dieta normal.

Dieta B: dieta enriquecida com metionina e com baixos niveis de acido folico, vitamina By, e Bg.

Dieta C: dieta enriquecida com metionina, acido folico, vitamina By, e Bg.

Dieta D: dieta com baixos niveis de acido folico, vitamina B, € Be.

Nos animais alimentados por 8 semanas, a comparacdo da area de lesdo nos grupos de acordo com as dietas,
mostraram que os seguintes valores de P: dieta A vs dieta B, p<0,01; dieta A vs dieta C, p=0,01 e dieta A vs
dieta D, p=0,01. Nos grupos alimentados por 20 semanas foi demonstrado que dieta A vs dieta B, p<0,01;

dieta A vs dieta C, p<0,01 e dieta A vs dieta D, p<0,01.
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Figura 11- Fotomicrografias de secdes transversais da aorta proximal ascendente de
camundongos LDLR™ (C57BL/6) alimentados com dieta B por 8 semanas, mostrando
lesdes ateroscleroticas representativas.

Os cortes foram submetidos a coloragdo com Oil Red, Light Green e Hematoxilina.
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Figura 12- Fotomicrografias de segOes transversais da aorta proximal ascendente de
camundongos LDLR™ (C57BL/6) alimentados com as dietas por 20 semanas, mostrando
lesdes aterosclerdticas representativas.

Os cortes foram submetidos a coloragdo com Oil Red, Light Green e Hematoxilina. O

painel (a) representa o grupo com dieta A, (b) o grupo com dieta B.
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Foi realizada a andlise do colesterol plasmatico total nos camundongos LDLR”
apods o recebimento das dietas. A tabela 13 apresenta os valores de média e desvio padrao
do colesterol em cada grupo de acordo com a dieta. Nao foi observada diferenga
estatisticamente significativa nas concentragdes do colesterol quando os grupos foram

comparados.

Tabela 13- Valores de média e desvio padrdo do colesterol plasmatico total de acordo com

as dietas.
Colesterol (mg/dL)
Dieta A 422.2+79,8 (n=5)
Dieta B 430,0+178,7 (n=5)
Dieta C 466,6+£75,7 (n=5)
Dieta D 549,4+118,7 (n=5)
Legenda:

Dieta A: dieta normal.
Dieta B: dieta enriquecida com metionina e com baixos niveis de acido folico, vitamina By, e Bg.
Dieta C: dieta enriquecida com metionina, acido félico, vitamina B, ¢ Bg.

Dieta D: dieta com baixos niveis de acido folico, vitamina B, e Bg.
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4.5- Western-blot

Para a analise do estresse do RE utilizou-se o western-blot de amostras
carotideas tanto de camundongos apoE”" alimentados com dietas A, B ¢ D por 8 e 20

semanas, como de camundongos normais alimentados com dietas A, B ¢ D por 24 semanas.

Os resultados desta andlise demonstraram que os camundongos apoE'/ )
alimentados com as diferentes dietas por 8 semanas ndo apresentaram diferenca da
expressdo das chaperonas Grp78 e Grp94. Entretanto, foi observado um aumento na
intensidade das bandas relacionadas as chaperonas Grp78 e Grp94 no grupo de
camundongos apoE'/ " alimentados com dieta B por 20 semanas, com relagdo aos grupos que

receberam dietas A e D (Fig. 13).

Da mesma forma, os camundongos normais tratados com dieta B por 24
semanas apresentaram um aumento na expressdo das chaperonas Grp78 e Grp94 com

relacdo aos que receberam dieta A (Fig. 14).
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Figura 13- Analise da expressdo das chaperonas Grp78 e Grp97 em camundongos apoE™
alimentados com dietas A, B e D por 20 semanas, utilizando a técnica de western-blot.

Pool de 6 a 10 cardtidas.
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Figura 14- Analise da expressdo das chaperonas Grp78 ¢ Grp94 em camundongos normais
alimentados com dietas A, B e D por 24 semanas, utilizando a técnica de western-blot.

Pool de 6 a 10 cardtidas.
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Estudos epidemiologicos demonstraram que mesmo a HHcy leve estd associada
com o desenvolvimento da aterosclerose, incluindo doenga arterial periférica, doenga
coronariana e doenga cerebrovascular (BOUSHEY et al., 1995). Outros estudos definiram a
HHcy como um fator de risco independente para doenga cardiovascular (EIKELBOOM et
al., 1999). Estudos prospectivos subseqiientes que incluiram um grande numero de
participantes confirmaram esses achados, mas com um menor grau de significancia,
especialmente para doenga coronariana (THE HOMOCYSTEINE STUDIES
COLLABORATION, 2002).

Estes dados tém grande relevancia em saude publica, pois a HHey leve é um
achado comum e decorrente principalmente pela deficiéncia dietética de acido folico e
vitamina B. Portanto, tornou-se atrativo considerar a corre¢do terapéutica da HHcy através
da reposi¢do de acido folico, vitamina Bj, e Bs, uma medida simples e econdmica que
poderia diminuir o risco de doenga cardiovascular (HOMOCYSTEINE LOWERING
TRIALISTS' COLLABORATION, 2005). Inimeros estudos que randomizaram dezenas de
milhares de participantes, finalizados at¢ o momento, ndo evidenciaram nenhum beneficio
da suplementacdo de vitaminas B e da diminuicdo da Hcy sobre a reducdao do risco de
doenga cardiovascular coronariana (TOOLE et al., 2004; LONN et al., 2006; BONAA et
al., 2006). Uma das possibilidades para esse achado negativo ¢ que a maioria dos estudos
incluiu pacientes com doenca vascular preexistente, que ndo seria revertida apesar da

diminui¢do de Hcy.

Desde 1990, ambos os governos Americano e Canadense decidiram enriquecer
os graos com acido folico para prevencao de defeitos do tubo neural (DTN) em recém-
nascidos, além da preven¢do da HHcy. Os estudos mostraram que a medida de fortificacdo
dos graos com acido folico foi eficaz na redugdo das concentragdes de Hcy na populacio
geral (BOSTOM et al., 2002; RADER, 2002; ANDERSON et al., 2002). Entretanto, os
estudos mostraram que nao houve redug¢do no risco de desenvolver aterosclerose e
trombose (BOSTOM et al., 2002). Recentemente, a ANVISA adotou a medida de
fortificacdo das farinhas de trigo e milho com acido f6lico e ferro para prevengao de varias
doengas. Estudos no Brasil estdo sendo desenvolvidos para avaliar a eficacia desta medida,

tanto na prevencdo de DTN como da HHcy.
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Um modelo animal de HHcy leve secundaria a deficiéncia vitaminica dietética
¢ muito interessante, pois permite mimetizar e avaliar os efeitos dessa situacdo sobre as
artérias. Apesar da deficiéncia de vitaminas em primatas poder desencadear outros efeitos
que também podem modular a fung¢ao arterial, essa deficiéncia como citado anteriormente &
muito comum em humanos (LENTZ et al., 2001b). Adicionalmente, a analise da associacao

de HHcy com outros fatores de risco para doenga arterial também ¢ interessante.

Nosso estudo teve seu foco sobre o efeito da HHcy leve controlada, induzida
por diversas dietas no desenvolvimento da aterosclerose aortica em modelos murinos
normais (C57BL/6), deficientes de apoE”, LDLR”" ou hemofilicos B. Os camundongos
receberam doses didrias de metionina por gavage e dietas com baixos ou altos niveis de
acido folico, vitamina B, e B¢ (dietas B e C, respectivamente), e dieta com baixos niveis de
acido folico, vitamina B, e B¢ (dieta D), para induzir a uma HHcy leve. A investigacdo

incluiu analise morfoldgica da aorta e do estresse do RE em artérias carotideas.

Através desse controle os animais desenvolveram niveis de Hcy 3 a 5 vezes
maiores que os encontrados nos animais normais alimentados com dieta padrdo, o que ¢

proporcional a definicdo de HHcy leve em humanos.

Pacientes assintomaticos com HHcy leve s3o os mais beneficiados com o
avango no conhecimento dessa alteragdo e suas conseqiiéncias. Nosso estudo difere de
outros estudos de modelos animais com inducdo de HHcy por dieta, nos quais o grau de

HHcy foi moderado ou grave.

J4

A aterosclerose ¢ uma condigdo clinica progressiva que se inicia ja ao
nascimento, sugerindo que fatores ambientais e genéticos ja t€ém uma participacdo na
patogénese da aterosclerose desde a infancia (PERSONEL et al., 1996; STARY, 1987).
Recentemente analisamos a mutagdo C677T no gene da MTHFR e a Hey plasmatica em um
grupo de criangas e adultos saudéveis brasileiros (ALESSIO et al., 2004). Nossos
resultados mostraram que a apesar de mais rara na infancia, a HHcy ja pode estar presente
nessa idade, e que o 4cido folico ¢ o fator determinante mais importante. Portanto,
poderiamos especular que a HHcy leve assintomatica, presente ja na infancia, poderia

contribuir para as alteragdes vasculares funcionais e/ou anatdmicas que culminariam com a
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aterosclerose do adulto. Isto poderia explicar em parte os resultados negativos da
fortificacdo dos graos com 4cido folico e vitamina B, que ndo reverteriam lesdes ja
instaladas na idade adulta, apesar da normalizacdo da Hcy. Talvez conclusdes definitivas
apenas possam ser feitas apds 5 a 6 décadas dessa fortificagdo, quando as criangas que
receberam essa dieta desde o nascimento estardo na faixa de risco de doenca cardiovascular

aterosclerotica.

Muitos estudos tém demonstrado que a HHcy acelera o desenvolvimento da
aterosclerose em camundongos apoE'/' (ZHOU et al., 2003; HOFMANN et al., 2001).
Apesar dos estudos mostrarem que HHcy ¢ aterogénica, pelo menos na presenca de
hiperlipidemia, a via patogénica responsavel por este efeito ainda ndo estd claramente

definida (LENTZ, 2001).

Viérias hipoteses tém sido formuladas tentando explicar os mecanismos pelos
quais a HHcy promove aterosclerose e doenca cardiovascular, incluindo estresse oxidativo,
estresse do RE e a ativagdo de fatores pro-inflamatorios. Deste modo, fizemos a anélise de
western-blot, utilizando o anticorpo anti-KDEL que marca as chaperonas Grp78 e Grp94,
para avaliar o estresse do RE nos camundongos normais e apoE”". Com isso, pretendemos
verificar se 0s animais estavam apresentando alguma alteragdo a nivel celular que pudesse
favorecer o desenvolvimento da aterosclerose. As chaperonas Grp78 e 94 sdo induzidas em
resposta a uma variedade de agentes patologicos e/ou condi¢des que causam estresse do RE

(LEE, 2001).

Os camundongos apoE™ desenvolvem hipercolesterolemia devido a diminuigio
no transporte de colesterol para o figado, levando, desse modo, ao acimulo de residuos
ricos em colesterol no plasma. Esta hipercolesterolemia grave e persistente (acima de 5
vezes o valor normal) leva ao desenvolvimento prematuro de lesdes ateroscleroticas

complexas (ZHANG et al., 1992).

No nosso estudo os camundongos apoE'/ " tratados com as dietas B, C e D por 8
e 20 semanas apresentaram HHcy leve e um aumento significativo no tamanho das lesdes
aterosclerdticas do seio adrtico. E importante ressaltar que ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas com relagdo as concentragdes de colesterol plasmatico total e

as dietas.
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Nossos resultados corroboram dois estudos que examinaram a relagdo da HHcy
induzida pela dieta com lesdes vasculares em camundongos apoE”~ (HOFFMAN et al.,
2001; ZHOU et al., 2001). Hoffman et al (2001) mostraram que camundongos apoE'/'
alimentados com dieta deficiente em vitaminas B, B e acido folico e enriquecida com
metionina por 8 semanas resultou em HHcy grave e duplicagdo no tamanho e complexidade
das lesdes aterosclerdticas do seio aortico. Zhou et al (2001) comparou a aceleracdo das
lesdes do seio aortico usando tanto dieta enriquecida com metionina como com Hcy. As
duas dietas resultaram em HHcy moderada e na aceleracdo das lesdes aterosclerdticas. A
dieta enriquecida com metionina foi toxica e resultou na morte dos camundongos apds um

periodo de 8 meses.

E dificil ajustar esses dados com a observagdo de que defeitos congénitos raros
no metabolismo da Hcy estdo associados com trombose prematura e aterosclerose, se os
defeitos s3o em genes da via de transsulfuracdo (associados ao aumento de metionina) ou
da via de metilacao (associados a diminui¢do de metionina) (MCCULLY et al., 1975). Esta
observacdo tem sido freqiientemente citada como evidéncia chave, apoiando o conceito de
que a doenga vascular pela HHey ¢ devido a Hcy por si s6 ao invés de um efeito dos seus
determinantes metabolicos. Tentativas de mimetizar estas condigdes humanas em
camundongos knockout com defeitos na via de transsulfuracao da Hcy, ou camundongos
com deficiéncia de CBS, foram realizadas. Entretanto, apesar dos animais apresentarem
disfun¢do endotelial, eles ndo desenvolveram aterosclerose, mesmo da presenca da HHcy
(WATANABE et al., 1995). Este achado ndo permite responder quais aspectos da patologia
vascular podem estar causalmente associados a Hcy, ou se fatores adicionais sao
necessarios para que as supostas propriedades vasotoxicas da Hcy tornem-se aparentes

(BRATTSTROM et al., 2000; UELAND et al., 2000).

Uma situacdo experimental similar de HHcy e aterosclerose foi observada em
porcos e primatas alimentados com dieta aterogénica (AMBROSI et al., 1999; LENTZ et
al., 2001b). Ambrosi et al (1999) mostraram que porcos alimentados com uma dieta
enriquecida em metionina por 4 meses apresentaram HHcy e aterosclerose. A
suplementagdo com 4cido fbélico na dieta enriquecida com metionina normalizou as

concentragdes de Hcy plasmatica, mas nao reduziu as lesdes vasculares induzidas pela
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metionina. Similarmente, Lentz et al (2001b) alimentaram macacos com uma dieta
contendo altos niveis de gordura e colesterol por 13 a 26 meses, induzindo ndo s6 a
hipercolesterolemia e aterosclerose, mas também a HHcy e deficiéncia de vitaminas B.
Quando a mesma dieta foi suplementada com acido foélico, vitamina By, e vitamina Bg, as
concentragdes da Hcy plasmatica e das vitaminas foram normalizadas, entretanto, nao

ocorreu atenua¢ao da aterosclerose ou da disfunc¢ao vascular.

Ainda ndo estd definido se o excesso na ingestdo de metionina em humanos ¢
aterogénico. Entretanto, evidéncias importantes de experimentos com animais sugerem que
0 aumento na ingestdo deste aminoacido produz lesdes aterosclerdticas em ratos (MORITA

etal., 2001) e coelhos (TOBOREK et al., 1995; FUIIMOTO et al., 2003).

Devido a esses resultados relatados na literatura, considerando o excesso na
ingestdo da metionina na formagdo de placas aterosclerdticas e os valores da concentracdo
da HHcy plasmatica (TROEN et al., 2003; HOFMANN et al., 2001), incluimos em nossa
analise camundongos normais e apoE'/ " tratados com uma dieta com excesso de metionina e
de vitaminas (dieta C), por 8 e 20 semanas. Assim como Hofmann et al (2001), verificamos
um aumento nas concentracdes de Hcy tanto nos camundongos normais como nos
camundongos apoE'/ ". Contudo, observamos lesdes aterosclerdticas no arco adrtico apenas
nos camundongos apoE'/ ", em ambos os tempos de tratamento, confirmando os resultados
de estudos anteriores. Assim, poderiamos especular que a toxidade da metionina poderia

induzir a HHcy como uma conseqiiéncia da lesdo vascular.

Quando comparamos os camundongos apoE'/ " tratados com as dietas B (excesso
de metionina e deficiéncia de vitaminas) e D (apenas deficiéncia de vitaminas) por 20
semanas, os resultados mostraram tanto uma lesdo vascular como um aumento significativo
nas concentragdes de Hcy plasmatica mais proeminente no grupo de camundongos tratados
com a dieta B, sugerindo um sinergismo entre os fatores aterogénicos, deficiéncia das

vitaminas e excesso da metionina.

Além disso, os camundongos apoE™" tratados com dieta B por 20 semanas foi o
Unico grupo que apresentou estresse do RE aumentado em relagdo aos outros grupos. Um

estresse do RE cronico ou transitério secundario a HHcy mostrou afetar desfavoravelmente
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varias fungdes celulares envolvidas no desenvolvimento e progressdo da aterosclerose,
incluindo inflamagdo, morte celular programada e alteragdo dos lipideos (LAWRENCE DE
KONING et al., 2003). Werstuck et al (2001) demonstrou que o estresse do RE induzido
pela Hey causa alteragdes na biosintese de lipideos pela ativagdo de proteinas de ligacdo a
elemento regulador de esterol (SREBPs), fatores de transcrigdo residente no RE
responsaveis pela inducdo dos genes da biosintese de colesterol e triglicérides (SHIMANO
ET al., 1996; HORTON ET al., 1999). Além disso, estudos demonstraram que a ativagado in
vitro de NF-«kB ocorre nas células passando por estresse do RE (PAHL et al., 1995a; PAHL
et al., 1995b; PAHL et al., 1996). Este resultado sugere que o estresse do RE induzido pela
Hcy poderia contribuir para o desenvolvimento da aterosclerose pelo aumento direto da
resposta inflamatdria via ativacdo de NF-kB. Hofmann et al (2001) demonstraram que ha
um aumento da ativagio de NF-«kB na lesdo aterosclerdtica de camundongos apoE™
alimentados com dietas para induzir HHcy. Embora o mecanismo responsavel por este
efeito pro-inflamatorio da HHey nao seja conhecido, o estresse do RE induzido pela Hey
poderia aumentar a fosforilagdo e ativagdo de proteina quinase NH,-terminal de c-Jun
(JNK), levando, deste modo, a mais inflamac¢do e morte celular programada (URANO et
al., 2000). Baseado nesses dados, o estresse do RE induzido pela Hcy demonstra ser um
importante mecanismo que nao sO contribui para o desenvolvimento da aterosclerose, mas

também influencia outras doengas especificas, incluindo diabetes e hipertensdo.

Estudos tém demonstrado que as concentragdes da Hcy plasmatica e as
concentragdes do acido folico e vitamina Bg correlacionam-se inversamente (SELHUB et
al., 1993). Baixas concentragdes do acido folico e vitamina Bg sdo mais freqiientes entre
pacientes com aterosclerose e trombose que entre individuos do grupo controle
(ROBINSON et al.,, 1998; GRAHAM et al., 1997). Mais recentemente estudos tém
mostrado que o acido folico é capaz de reverter a disfungdo endotelial tanto in vitro como
in vivo (MOAT et al., 2004). Além disso, o acido folico e 5-metiltetrahidrofolato parecem
ter um efeito direto na vasculatura, que sdo independentes das mudangas nas concentragdes
de Hcy (DOSHI et al., 2001; VERHAAR et al., 1998). No nosso estudo, os camundongos
apoE'/' tratados com dieta enriquecida em acido folico, vitamina B, e B¢ (dieta C) por 20
semanas mostraram menor desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas que os camundongos

apoE'/' tratados com dieta deficiente destas vitaminas (dieta B), ambos submetidos a uma
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sobrecarga de metionina. Estes resultados corroboram o efeito protetor das vitaminas,
particularmente a longo prazo, uma vez que os camundongos apoE”" alimentados com a
dieta C por 8 semanas apresentaram aceleragdo no desenvolvimento da aterosclerose e a

suplementagdo com acido folico, vitamina B, e Bg ndo atenuou seu desenvolvimento.

Este ¢ o primeiro estudo que avaliou o efeito de varias dietas para induzir HHcy
leve no desenvolvimento da aterosclerose, utilizando camundongos LDLR™. Considerando
as dietas, a concentragdo de Hcy plasmatica e formagdo de lesdo aterosclerotica, os
camundongos LDLR™ se comportaram da mesma forma que os camundongos apoE™". A
unica diferenca foi que os camundongos LDLR” apresentaram menor area de lesdo

aterosclerotica quando comparados com os camundongos apoE'/ .

Os camundongos LDLR™ caracterizam-se pela diminuicio do clearance de
VLDL, IDL e LDL no plasma. Como resultado, as concentragdes de colesterol plasmatico
total se elevam e um aumento de sete a nove vezes nos niveis de IDL e LDL sdo
observados (ISHIBASHI et al., 1994). Apesar de aumentado, nao se observou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos em relacdo as concentracdes de colesterol
plasmatico total com as diferentes dietas. Esse resultado sugere que o colesterol ndo
influenciou a aceleragio da aterosclerose, observada mnos camundongos LDLR”

alimentados com as dietas B, C e D.

Uma relagdo entre HHcy induzida pela dieta e aceleracdo do desenvolvimento
da aterosclerose foi estabelecido nos camundongos apoE”™ ¢ LDLR™. Entretanto, ndo é
possivel saber se o efeito pro-aterogénico da HHcy nesses animais ¢ independente da
hiperlipidemia. Assim, examinamos camundongos normais (C57BL/6) submetidos ao
mesmo regime alimentar dos camundongos apoE” ¢ LDLR” por 8 e¢ 24 semanas.
Observamos que apesar da indu¢cdo de uma HHcy leve, ndo houve desenvolvimento de
lesdo aterosclerdtica em nenhum dos grupos analisados. Entretanto, uma anormalidade
funcional, demonstrada pelo aumento no estresse do RE estava presente nos camundongos
normais tratados com dieta B por 24 semanas, o Uinico grupo com associacdo de todos os
fatores deletérios que predispdem a aterosclerose. Assim, poderiamos sugerir que isto ¢

uma alteracdo inicial que poderia contribuir para lesdes ateroscleréticas futuras.
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O tUnico estudo publicado anteriormente que investigou o efeito da HHcy leve
sobre a aterosclerose adrtica empregou um modelo murino deficiente em MTHFR (CHEN
et al., 2001). Nesse estudo os animais heterozigotos apenas mostraram deposic¢ao lipidica
arterial apds 14 meses de exposicao. Em nosso estudo, camundongos normais alimentados
por 6 meses com 4 dietas diferentes, apesar de desenvolverem HHcy ndo mostraram
nenhuma altera¢do vascular microscopica, sugerindo que o tempo de exposi¢do possa ser
um fator relevante. Adicionalmente, camundongos knockout heterozigotos podem
apresentar outras alteragdes que podem ter uma interferéncia sobre outros parametros da
lesdo arterial. Da mesma forma, nosso modelo também tem variagdes que podem interferir

sobre a analise final.

Recentemente, uma tese de doutorado desenvolvida em nosso laboratorio
(FABRI, 2008), avaliou o papel do FIX da coagulacio no desenvolvimento da
aterosclerose. Para isso, foi realizado cruzamento entre os camundongos hemofilicos B e
modelos animais murinos de aterosclerose, incluindo camundongos apoE'/' e LDLR™.
Esses animais foram alimentados com dieta rica em colesterol por 22 e 37 semanas. Os
resultados deste estudo demonstraram que a deficiéncia do FIX da coagulacdo foi um fator
de piora na evolugdo da doenga aterosclerotica nos dois modelos de aterosclerose. Uma
possivel explicacdo para esse fendmeno pode ser a auséncia do papel protetor do fator IX
na regulacdo de processos inflamatorios das células endoteliais mediante sua ligacdo ao

colageno.

Assim, decidimos incluir os camundongos hemofilicos B neste trabalho, para
verificar se 0 mesmo papel protetor estaria presente, diante da HHcy leve induzida pelas
diversas dietas. Nossos resultados demonstraram que os camundongos hemofilicos B
alimentados com dietas B, C e D por 8 semanas apresentaram HHcy leve mas sem
formacdo de lesdo aterosclerdtica no seio aodrtico. Contudo, infelizmente nao pudemos
prolongar o periodo de observagdo, pois a gavage levou a morte precoce, secundaria a

hematomas e obstrucao respiratoria.

E importante enfatizar que um ponto relevante do nosso estudo foi o controle
estrito da metionina por gavage para obter uma HHcy leve. Isto ¢ diferente dos outros

estudos, nos quais se observa uma HHcy moderada ou grave. Pacientes assintomaticos sob
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esta condicao (HHcy leve) sdo os mais beneficiados com avangos neste conhecimento.

Concluindo, nossos resultados demonstraram que camundongos normais sob
dieta que induziu HHcy leve mostraram apenas alteracdes vasculares funcionais, quando
varios dos fatores de risco estavam presentes, isto €, na dieta B. A suplementagdo com
acido folico, vitamina Bj,; e B¢ teve um efeito protetor no desenvolvimento das alteracdes
ateroscleroticas, nos animais apoE”", tempo dependente. Ha indicios que o mesmo
fendmeno esta presente nos animais LDLR™". Finalmente, a metionina parece ter um efeito

toxico direto sobre a vasculatura arterial nos camundongos apoE” ¢ LDLR™".
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6- CONCLUSAO
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1- A presenca de vérios fatores de risco para HHcy leve, incluindo o excesso na
ingestdo de metionina e/ou deficiéncia de 4cido félico, vitamina B, e Be,
aceleram progressivamente a aterosclerose, tanto nos camundongos apoE™

como nos camundongos LDLR™.

2- Nossos resultados sugerem que a suplementagdo com acido félico, vitamina
B e Bs € importante como fator protetor para a doenca vascular,
independente da concentracdo da Hcy no plasma, particularmente a longo

prazo.

3- A metionina parece ter um efeito toxico direto sobre o endotélio,

contribuindo para o desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas.

4- A HHcy leve por até 24 semanas, em modelos murinos normais (C57BL/6),

nao induziu a aterosclerose.

5- Os camundongos normais expostos a maior nimero de fatores de risco para
doenca aterosclerdtica apresentaram alteracdes no estresse do RE, que pode

predispor a lesdes arteriais futuras.
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Objective- We focused on the effect of mild HHcy on the development of atherosclerosis,

. -/- .
using apoE™" and normal mice.

Methods and Results- Eight-week-old male normal and apoE” mice were fed on diet-
induced mild HHcy. Normal mice that presented mild HHcy did not develop atherosclerotic
lesions. However, increased endoplasmic reticulum stress was present in normal mice fed
on diet B (diet wit deficiency of B-vitamins and excess of methionine). ApoE”™ mice fed on
diet B for 20 weeks presented the greatest atherosclerotic lesion area at the aortic sinus than
other groups. These results suggest that the methionine may have a toxic effect on
endothelium, and the B-vitamins addition on diet may have a protective effect in the long

term, despite the increase on Hcy levels.

Conclusions- Mild HHcy accelerated the development of atherosclerosis in apoE™™ mice,
and suggest that supplementation with B-vitamins is important for prevention of vascular

disease, principally in the long term.

Key Words: HHcy; atherosclerosis; apoE'/' mice; normal mice (C57BL/6); folate
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Epidemiological studies have shown that even mild hyperhomocysteinemia (HHcy)
is associated with an increased risk of atherosclerosis, including peripheral arterial
occlusive disease, coronary artery disease and cerebrovascular disease (Boushey et al.,
1995). Subsequent large prospective cohort studies in general supported the earlier findings,
although the magnitude of the observed associations was significantly lower, especially for
coronary heart disease (CHD) (THE HOMOCYSTEINE STUDIES COLLABORATION,
2002). In addition, epidemiological studies suggested a graded and independent association
between homocysteine (Hcy) levels and CVD risk extending to mild and even normal Hcy
levels (Eikelboom et al., 1999). This is important because mild HHcy is common and
frequently caused by dietary folate and other B vitamin deficiencies. So it was attractive to
consider therapeutically altering Hey levels by folic acid and vitamin B,,, which raises the
prospect that simple and inexpensive dietary supplementation with B vitamins could lower
CVD risk. (Homocysteine Lowering Trialists' Collaboration, 2005). Several large trials that
randomized tens of thousands of participants, most with preexistent vascular disease,
completed to date do not provide clear evidence of any beneficial effects of B vitamin
supplementation in CVD risk reduction (Toole et al., 2004; Lonn et al., 2006; Bonaa et al.,
2006). One possible reason for the failure of the initial trials of Hcy lowering to demonstrate
clinical benefits is that the individuals included had already a chronic Hcy elevation with

vascular alterations not reversed by vitamin supplementation.

Endothelial dysfunction is an early and persistent vascular abnormality in the
evolution of atherothrombotic disease. In patients with atherosclerotic risk factors, impaired
endothelial vasodilator function is notable early in the process of atherogenesis, even prior
to the development of frank atherosclerotic lesions. Its extent is related to the intensity and
duration of risk factor exposure and suggest that the endothelium is both a target and a

mediator of atherothrombosis (Weiss et al., 2002; Worthley et al., 2001).

Several hypotheses have been proposed to explain the cellular mechanism by which
HHcy promotes cardiovascular disease, including oxidative stress, endoplasmic reticulum
(ER) stress and the activation of pro-inflammatory factors (Lawrence de Koning et al.,
2003). A proposed mechanism of vascular injury involves the ability of Hcy to cause ER

stress by disrupting disulphide bond formation and causing misfolding of proteins
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traversing the ER (Outinen et al., 1998; Outinen et al., 1999; Kokane et al., 2000; Ron,
2001). Transient and chronic ER stress elicited by Hey has been shown to adversely affect
several cellular functions involved in the development and progression of atherosclerosis,
including lipid dysregulation, programmed cell death and inflammation (Lawrence de

Koning et al., 2003).

Genetic- and diet-induced animal models of HHcy demonstrated a relationship
between HHcy, endothelial dysfunction and accelerated atherosclerosis. Mild HHcy due to
reduced cystathionine [-synthase (CBS) expression impairs endothelium-dependent
vasodilation, likely due to impaired nitric oxide bioactivity, and increased oxidative stress

apparently contributes to inactivating nitric oxide in chronic, mild HHcy (Eberhardt et al.,

2000).

Two studies demonstrated that a moderate elevation of plasma Hcy (36 to
47umol/L) accelerates the development of atherosclerotic lesions in apoE” mice (Hofmann
et al., 2001; Zhou et al., 2001). Hofmann et al (2001) found that, when apoE'/ " mice were
fed on a hyperhomocysteinemic diet for 8 weeks, they developed atherosclerotic lesions in
the aorta of greater size and complexity than those seen in apoE”” mice fed on normal
chow. Furthermore, diet-induced HHcy promoted NF-kB activation in aortic tissue, leading
to the increased expression of the pro-inflammatory adhesion molecule VCAM-1, as well
as the pro-inflammatory mediators RAGE and EN-RAGE. The ability of Hcy to activate
NF-kB and enhance vascular inflammatory processes may in part be related to its ability to
cause ER stress (Pahl et al., 1995; Pahl et al., 1996). Zhou et al (2001) fed apoE” mice a
high-fat diet, and some mice received supplemental methionine or Hcy to produce
moderate HHcy. After 3 months, the mice fed on hyperhomocysteinemic diets had
significantly larger mean aortic lesion areas, compared with apoE” mice fed on a control
diet. These studies represent a major advance in the understanding of the pathophysiology
of HHcy, since they demonstrated that HHcy is atherogenic, at least in the presence of

another potent risk factor (Hofmann et al., 2001; Zhou et al., 2001).

In the present study, we sought to test the effects of early and late mild HHcy
induced by different diets on the development of atherosclerosis using apoE” and normal

(C57BL/6) mice. In addition, we measured the expression of protein related to ER stress.
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Materials and Methods
Animals and Diet

The animal protocols were approved by the University’s Committee for Ethics in
Animal Experimentation and followed the “Principles of Laboratory Animal Care”. Normal
mice (C57BL/6) were obtained from CEMIB (Bioterism Center at the State University of
Campinas) at 3-5 weeks of age, and apoE™™ mice (C57BL/6), from Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME, EUA), and maintained at our laboratory (Hematology and Hemotherapy
Center Biosafety Certificate: CQB 0072/98, published on September 30th, 1998). Male
normal and apoE” mice were maintained on standard rodent chow (diet A) until 8 weeks of
age. Mice were divided into four groups, receiving specific diets: diet A; diet enriched in
methionine with low levels of folate, vitamins Bi,, and B¢ (diet B); diet enriched in
methionine and folate, vitamins B, and Bg (diet C), and diet with low levels of folate,
vitamins Bj,, and B¢ (diet D). The diet enriched in folate, vitamins B, and Bg, and the diet
with low levels of folate, vitamins Bj,, and Bg were acquired from HN&C Consultory,
linked to the ITAL (Food Technology Institute). These diets were formulated on basis of
the AIN93M diet (Reeves et al., 1993) with modifications in levels of folate, vitamin By,
and B¢ (Table 1) (Troen et al., 2003). Mice received L-Methionine (Ajinomoto) by gavage
(0.5 g/Kg body weight per day) and body weights were evaluated weekly to control

methionine ingestion.

Collection of blood

Blood was collected twice. The first blood sample was collected before starting the
treatment of the mice. The second sample was taken after receiving the diets. Blood was
collected into EDTA-containing eppendorfs, and centrifuged at 3 000 rpm for 15 minutes.

Plasma was stored at -80°C until further analysis.
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Plasma analysis for Hcy, B;, and folic acid

The plasma Hcy level was analyzed by the HPLC/MS/MS, using Q-Trap equipment
(Applied-Biosystems-QqQTrap). The plasma vitamin B, and folic acid levels were
measured with the >’Co vitamin By, and '®I folic acid Dualcount solid phase, no boiling

radioassay (Diagnostic Products, Los Angeles, CA) (Lee et al., 2004).

Extraction of DNA and genotyping of the apoliprotein E alleles

Extraction of DNA in apoE” mice was performed using the GFX Genomic Blood
DNA Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech Inc, Piscataway, NJ). The
polymerase chain reaction (PCR) was performed using 2 ul (5-20 ng) of the DNA per
reaction, and the primers oIMRO180 (5’-gCCTAgCCgAgggAgAgCCg-3’), oIMRO181 (5°-
TgTgACTTgggAgCTCTgCAgC-3’), and oIMRO182 (5’-gCCgCCCCgATgCATCT-3").
The product of the PCR for the normal allele presents a fragment of 155 pb and the mutant
allele presents a fragment of 245 pb.

Histological analysis of atherosclerotic lesions

Hearts from anesthetized mice were perfused with isotonic saline solution (0.9%)
followed by buffered neutral formalin (10%), after which they were excised and fixed in
formalin (10%) for at least two days. The hearts were then embedded sequentially in 5%,
10% and 25% gelatin. Processing and staining were carried out, according to Paigen et al
(1987). The lipid stained lesions were quantified as described by Rubin et al (1991), using
the Image Pro Plus software (version 3.0) for image analysis (Media Cybernetics, Silver
Spring, MD; USA). The slides were analyzed without identification of the diet and
genotypes. The area of the lesions was expressed as the sum of the lesions in six 10 um-
sections, at a distance of 80 um from each other, along 480 um of the aorta. Since several

studies have revealed a predilection for the development of lesions in the aortic root (Rubin
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et al., 1991), the segment that was chosen for analysis extended from beyond the aortic

sinus up to the point where the aorta first becomes rounded.

Western blot

Carotids were triturated in liquid nitrogen and submitted to protein extraction with a
lysis buffer containing 20mM HEPES, 150mM NaCl, 10% Glicerol, 1% Triton, 1mM
EGTA, 1.5 mM MgCl,, 1pg/ml aprotinin, 1pug/ml leupeptine and ImM PMSF. The extracts
(30pg) were submitted to electrophoresis in 10% polyacrilamide gel at an electric current of
25mA per gel. Semi-dry transfer was used to transfer proteins to the nitrocellulose
membrane for 1 hour with a 50mA electric current. Transfer efficiency was analyzed by
membrane protein detection using Ponceau reagent. The membrane was blocked with TBS
containing 0.1% Tween 20 (TBS-T) and 5% skim med milk for 2 hours. After TBS-T
washing, the membrane was incubated with anti-KDEL antibody (1:1000) (Stressgen)
overnight at 4°C. After this period, the membrane was washed with TBS-T, incubated with
secondary anti-mouse-HRP antibody (1:2000) (Calbiochem) for 1 hour, and submitted to

quimiluminescent reaction with ECL and exposed to autoradiographic film.

The expression of the Grp78 and Grp94 proteins were analyzed in the apoE'/ " mice
at three time points: 2 weeks, 8 weeks and 20 weeks; and in the normal mice these protein

expressions were measured at two time points: 2 weeks and 24 weeks.

Statistical Analysis

Data are reported as median and range measurements. The Mann-Whitney test was
used to compare continuous variables between the two groups. Values of P<0.05 were

considered significant.
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Results
Normal mice (C57BL/6)

Table 2 shows the plasma Hcy, folate, and vitamin B, levels in normal mice
according to diets. Normal mice fed with diets B, C, and D presented a mild increase in
Hcy levels when compared to mice treated with diet A (diet B vs. diet A, P=0.009; diet C
vs. diet A, P=0.002; diet D vs. diet A, P=0.02). Vitamin B, levels were statistically
increased in mice treated with the diet C compared to mice treated with the other diets (diet
A vs. diet C, P=0.003; diet B vs. diet C, P=0.0004; diet D vs. diet C, P=0.001). Mice fed on
diets B and D presented decreased vitamin By, levels, when compared to mice fed on diet A
(diet B vs. diet A, P=0.009; diet D vs. diet A, P=0.01). Folate levels were decreased in mice
fed on diets B and D, compared to mice fed on diets A and C (diet A vs. diet B, P=0.009;
diet A vs. diet D, P=0.01; diet C vs. diet B P=0.0002; diet C vs. diet D, P=0.0007). The
histological analysis demonstrated that normal mice fed on four specific diets for 24 weeks

did not develop atherosclerotic lesions in the aortic root.

ApoE'/ " mice

Genotyping of the apoliprotein E alleles was performed in all apoE” mice to
confirm the presence of the mutation. Table 3 demonstrates the plasma Hcy levels, and
values of the atherosclerotic lesion in the apoE”™ mice treated for 8 and 20 weeks, according
to diets. ApoE™" mice, fed on diets B and C for 8 weeks, presented a statistically significant
increase in Hey levels, when compared to the apoE”™ mice fed on the diet A (P=0.0001 and
P=0.0004, respectively). The same increase was observed in the apoE'/ " mice treated for 20
weeks with diets B, C and D (diet A vs diet B, P<0.0001; diet A vs diet C, P<0.0001; diet A
vs diet D, P=0.0004).

Statistical analysis showed that apoE” mice fed on diets B, C and D for 20 weeks
presented a significant increase in atherosclerotic lesion, compared to apoE'/ " mice fed on
diet A (P<0.0001). However, the increase in the atherosclerotic lesion in apoE'/' mice fed

on diets C and D for 20 weeks was lower than in mice fed on diet B, and this difference
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was statistically significant (P=0.05 and P=0.04, respectively). ApoE'/ “mice fed on diets B,
C, and D for 8 weeks presented a statistically significant increase in atherosclerotic lesion,

compared to mice fed on diet A (P=0.001, P=0.009, and P=0.01, respectively).

Folate and vitamin Bj, levels were decreased in mice that fed on diets B and D,
compared to mice that fed on diets A and C (P<0.05). Mice fed on diet C presented higher
vitamin Bj; levels than mice fed on diet A (P<0.05), however, the folate level did not

demonstrate any statistically significant difference between these groups (Table 4).

Western blot

Possible vascular alterations were assessed at the physiological level by Western
blotting. Due to the lower number of animals, pool of carotid samples from apoE” and
normal mice fed on diets A, B and D were assessed. The results of this analysis
demonstrated that normal mice fed on diet B for 24 weeks presented a mild increase in ER
stress, in relation to the control. However, in normal mice treated for 2 weeks no difference
was observed in ER stress, compared to mice fed on the other diets. The apoE” mice fed on
diet B for 20 weeks presented an increase in ER stress, compared to the other diets.
However, apoE” mice fed on diets to induce HHcy for 2 and 8 weeks did not demonstrate

any difference in ER stress, compared to the other diets.

Discussion

A model of chronic mild HHcy due to vitamin-deficient diet is very useful for
mimicking and assessing the specific adverse vascular effects of Hcy, as vitamin-B
deficiency is the more common cause of HHcy in human. Although vitamin-deficient diet
studies in primates may be accompanied by other effects of vitamin deficiency states that
modulate arterial function, this represents a very common finding in humans (Lentz et al.,
2001a). Indeed, the analysis of association between mild HHcy and other risk factors for

arterial disease is also very interesting.
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In this study, we focused on the effect of controlled mild HHcy on the development
of atherosclerosis using apoE” and normal mice. Mice received diets enriched in
methionine with low or high levels of folate, vitamins Bj,, and Bg, and diet only with low

levels of folate, vitamins Bi,, and Bg.

It should be emphasized that one relevant point of our study is the strict control of
the oral methionine intake by gavage and different chows to obtain a mild HHcy. Plasma
Hcy levels of about 3 to 5 fold the concentration found in wild-type mice represents the

same proportional increase of mild HHcy defined in human.

Asymptomatic patients with this condition (mild HHcy) are the most benefited by
advancing knowledge. Our study differs from other controlled diet studies, in which a
moderate or severe HHcy was observed. The only previous study investigating the effect of
mild HHcy on atherosclerotic lesion of the aortic root used mice deficient in
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) (Chen et al., 2001). Heterozygous knockout
mice showed mild HHcy with lipid deposition only after 14 months of age. In our study
wild-type mice fed for 6 months with four different diets despite showing mild HHcy,
presented no histological vascular lesion, suggesting that time of exposition could be an
important factor to be considered. Indeed, heterozygous knockout mice presented other
alterations, not excluding the intervention of other parameters in arterial lesion. In our
study, despite strict control of mild HHcy, there was always an association with other
factors that may or may not favor an effect, such as the increased methionine intake and
deficiency of B-vitamins. These observations show the difficult to find a model that

contemplates all variables for this analysis.

Atherosclerosis is a progressive condition that begins early in life. Fatty streaks and
intimal thickenings, the initial lesions of atherogenesis, have been found in the coronary
arteries of infants and children, suggesting a role for the prenatal and childhood
environment in the pathogenesis of atherosclerosis (Personel et al., 1996; Stary et al.,
1987). Previously we analyzed C677T MTHFR mutation and Hcy levels in children and
adults healthy Brazilian individuals (Aléssio et al., 2004). We showed that even less
common, HHcy can be present at infancy and that B-vitamin status is the more important

determinant factor. So, we could speculate that asymptomatic mild HHcy starting at infancy
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could induce histological or functional vascular alterations, contributing to atherosclerotic
disease in adulthood. This could explain, in part, the negative results observed on
prospective studies regarding arterial disease after grain enrichment with B-vitamin,
besides normalization of Hcy levels. Maybe, micro or macroscopic vascular lesions already
present since childhood could not be reversed, in spite of Hcy normalization. So, the final
results of B-vitamin enrichment only will be concluded in 4 to 5 decades, when the children

that received this enriched diet since birth will be adults.

Studies have demonstrated that HHcy accelerates atherosclerosis in apoE” mice
(Zhou et al., 2001; Zhou et al., 2003). Although these studies showed that HHcy is
atherogenic, at least in the presence of hyperlipidemia, the pathogenic pathways responsible

for this effect are not clearly defined (Lentz, 2001b).

In our study, ApoE”™ mice fed for 8 weeks on diets supplemented in methionine
with or without B-vitamin (diets B and C, respectively), or only by B-vitamin deficiency
(diet D) showed mild HHcy and a significant increase in the atherosclerotic lesion size of

the aortic root.

Furthermore, mild HHcy was associated with acceleration of atherosclerosis in
apoE” mice fed on these diets for a period of 20 weeks. However, the increase in
atherosclerotic lesions in apoE'/ " mice fed on diet B was significantly higher than that in
mice fed on diets C and D. These results emphasize the interaction of factors on the
development of atherosclerosis. The synergism of a decreased folate, vitamin B, and Bg
levels, increased methionine intake, and mild HHcy associated with dislipidemia represents

the most important association, present in group B.

McClully et al (1975) demonstrated that rare congenital defects in Hcy metabolism
are associated with premature thrombotic and atherosclerotic disease, whether the defects
occur in the genes of the transsulfuration pathway (which are associated with elevated
methionine) or of the methylation pathway (which are associated with low methionine).
This observation has often been cited as key evidence supporting the view that vascular

disease in HHcy and particularly atherosclerosis is due to Hey per se rather than an effect
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of its metabolic determinants. However, Hcy levels are so high in those individuals that

methionine could be considered a secondary factor in this context.

The literature reports discrepant results regarding the effect of an excess of
methionine intake on artery plaque formation and HHcy (Hofmann et al., 2001; Troen et
al., 2003). As such, we included normal and apoE'/' mice fed on diet C with increased
methionine and normal B-vitamin for 8 and 20 weeks, to investigate the role of methionine
about this aspect. Unexpectedly, as observed by Hofmann et al (2001), we found increased
Hey levels in normal and apoE”™ mice. However, increased atherosclerotic lesions were
observed only in apoE” mice, at both times of observation. Maybe, the time of exposition

could explain absence of vascular lesions on normal mice.

When comparing apoE” mice fed on diets B and D, which differ only by the
presence of methionine, results support the hypothesis of a toxic effect of this amino acid
on vasculature, associated with an increase in Hcy levels. HHcy was higher in the group B,

and this may be the consequence of both B-vitamin deficiency and vascular lesion.

Studies have demonstrated that total plasma Hcy, plasma folate and vitamin Bg
levels correlate inversely (Selhub et al., 1993), and that low folate and vitamin B levels are
more frequent among patients with athero-thrombosis than among control subjects (Graham
et al., 1997; Robinson et al., 1998). Moreover, previous studies have shown that folic acid
is capable of reversing endothelial dysfunction both in vitro and in vivo (Moat et al., 2004).
More recently, folic acid and 5-methyltetrahydrofolate have been shown to have direct
effects on the vasculature that are independent of changes in Hey concentrations (Doshi et
al., 2001; Verhaar et al., 1998). In our study, apoE'/ " mice fed on a diet enriched in folate,
vitamins B, and Bg (group C) showed a decreased development of atherosclerotic lesions
than mice treated with diet deficient in these vitamins (diet B), both subjected to an
overload of methionine. These results suggest a protective time-dependent effect of B-

vitamins on vascular disease.

A causal relationship between diet-induced HHcy and accelerated atherosclerosis
has been established in the apoE” mice. However, it is not known whether the

proatherogenic effect of HHcy in apoE”™ mice is independent of hyperlipidemia and/or
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deficiency of apoE. The inclusion of normal mice (C57BL/6) submitted to the same
regimens of apoE” mice for 24 weeks showed that mild HHcy was not associated with
atherosclerotic lesions, even in the presence of increased methionine intake, or decreased
folate, vitamins Bj, and B¢ levels. However, a functional abnormality, demonstrated by
increased ER stress, was present only in the group B, in which mice were maintained on a
diet that associated all deleterious factors predisposing to atherosclerosis. As such, we
could suggest that this is an initial alteration that could contribute to future atherosclerotic

lesions.

In conclusion, normal mice fed on diet-induced mild HHcy showed functional
vascular alteration only when various risk factors are present. Furthermore, our results
suggested that in a time-dependency, supplementation with folate, vitamin B;, and B¢ can
protect arterial vascular disease even in the presence of mild HHcy. Finally, methionine

overload induced atherosclerotic lesions on apoE'/ " mice.
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Table 1. Folate, B,, and Bg levels in diets

Nutrient content per Kg diet

Diet Folate, mg B, ug
Diet A 2 30
Diet B 0.11 1.8
Diet C 6 75
Diet D 0.11 1.8
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Table 2. Hcy, folate, and vitamin B, levels in normal mice after 24 weeks on diet

n Hcy (umol/L) Folate (ng/mL) By, (pmol/L)
Diet A 4 3.4 (2.1-4.0) 87.1 (56.7-102.9) 19 026 (14 719-23 086)
Diet B 6 15.7 (11.6-32.1) 8.6 (5.5-17.6) 7 448 (5 566-8 489)
Diet C 10 13.3 (6.1-20.7) 62.1 (36.0-84.6) 31 744 (25 575-37 464)
Diet D 5 9.4 (5.3-12.5) 9.5 (6.8-16.5) 8 382 (7 502-10 648)

Values are median (min-max)

Legend:

Diet A: standard rodent chow

Diet B: diet enriched in methionine with low levels of folate, vitamins B,, and Bg

Diet C: diet enriched in methionine and folate, vitamins B;, and Bg

Diet D: diet with low levels of folate, vitamins B, and By
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Table 3. Plasma Hcy, and atherosclerotic lesion in apoE” mice, according to diets

8 weeks on diet

20 weeks on diet

Diet Lesion area (um?) Hcy (umol/L) Lesion area (um?) Hcey (umol/L)
42 945 (6 500-165 300) 3.1(1.2-6.4) 291 250 (46 200-1 261 800) 3.0 (1.7-5.0)
A
n=12 n=10 n=10 n=10
B 150 400 (59 000-364 600) 11.4(9.9-43.1) 2089 500 (1431 000-3 587 100) 13.8 (11.5-29.2)
n=10 n=7 n=10 n=10
C 146 630 (55 400-541 600) 11.1(5.6-17.3) 1500 600 (1 270 800-2 374 500) 9.3 (5.6-32.2)
n=10 n=7 n=11 n=11
D 161 430 (20 100-499 700) 9.6 (1.0-15.6) 1 662 600 (743 600-2 014 000) 7.3 (2.3-14.5)
n=10 n=7 n=10 n=11

Values are median (min-max)
Legend:

Diet A: standard rodent chow

Diet B: diet enriched in methionine with low levels of folate, vitamins B;,, and B

Diet C: diet enriched in methionine and folate, vitamins B, and By

Diet D: diet with low levels of folate, vitamins B;,, and B¢
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Table 4. Vitamin B, and folate levels in ApoE™™ mice after 20 weeks on diet

n Folate (ng/mL) By, (pmol/L)
Diet A 8 101.8 (75.6-117.6) 12 860 (10 086-18 329)
Diet B 12 7.7 (4.4-13.2) 4 748 (2 451-7 467)
Diet C 12 89.9 (65.1-96.1) 34 948 (28 613-48 465)
Diet D 8 14.3 (8.8-26.4) 3 084 (1 785-4 058)

Values are median (min-max)

Legend:

Diet A: standard rodent chow

Diet B: diet enriched in methionine with low levels of folate, vitamins B,, and Bg
Diet C: diet enriched in methionine and folate, vitamins B;, and Bg

Diet D: diet with low levels of folate, vitamins B, and By
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2003.

CERTIFICATE
We certify that the protocol n® 624-1, entitled "EVALUATION OF

DEFICIENT MICE", is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research
established by the Brazilian College for Anmimal Experimentation (COBEA). This
project was approved by the institutional Cormmittee for Ethics in Animal Research
(State University of Campinas - UNICAMP) on December 5, 2003.

dé Dezembro de 2003,

r
'/ :
'I'wi/x_.g' o AL oA

|
Profa. Dra. Liana Verinaud Fa tiWo
Presidente - CEEA/IB/UNICAMP Secretaria’- CEEA/IB/UMICAMP
LNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS TELEFONE 55 1% 3788-6359
IMETITUTD DE BIOLOGLA FAX 5% 19 32893124

CIDADE UNIVERSITAREA ZEFERING VAZ
CEP -13.081-970 - CAMPINAS - 5F = BRASTL

Anexos

159



	01-capa
	CAMPINAS

	02-folha rosto
	ANA CLAUDIA MORANDI ALÉSSIO
	ORIENTADORA: PROFA. DRA. JOYCE M. ANNICHINO-BIZZACCHI
	CAMPINAS
	FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA



	03-banca
	04-dedicatoria
	DEDICATÓRIA

	05-agradecimentos
	AGRADECIMENTOS

	06-Recurso FAPESP
	07-epigrafe
	Almir Sater e Renato Teixeira

	08-sumario
	SUMÁRIO
	RESUMO..................................................................................................................
	ABSTRACT.............................................................................................................


	09-lista abreviaturas
	LISTA DE ABREVIATURAS
	DTT   Ditiotreitol


	10-lista tabelas
	LISTA DE TABELAS

	11-lista figuras
	LISTA DE FIGURAS

	12-capa resumo
	13-resumo
	14-capa abstract
	15-abstract
	16-capa introduçao
	17-introduçao
	1.6- Modelos animais LDLR-/-
	Em 1994, Ishibashi et al, através de recombinação homóloga de células primordiais embrionárias, desenvolveram uma linhagem de camundongos LDLR-/- da linhagem C57BL/6, que fenotipicamente manifestam diminuição do clearance de VLDL, IDL e LDL no plasma.

	18-capa objetivo
	19-objetivo
	20-capa materiais e metodos
	21-materiais e metodos
	3.1- Modelos animais
	3.3- Coleta de sangue
	3.4- Extração de DNA
	3.5- Genotipagem


	22-capa resultados
	23-resultados
	24-capa discussao
	25-discussao_1
	26-capa conclusao
	27-conclusao
	28-capa referencias
	29-referencias
	30-capa anexos
	31-anexo 1
	ANEXO 1 
	The animal protocols were approved by the University’s Committee for Ethics in Animal Experimentation and followed the “Principles of Laboratory Animal Care”. Normal mice (C57BL/6) were obtained from CEMIB (Bioterism Center at the State University of Campinas) at 3-5 weeks of age, and apoE-/- mice (C57BL/6), from Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EUA), and maintained at our laboratory (Hematology and Hemotherapy Center Biosafety Certificate: CQB 0072/98, published on September 30th, 1998). Male normal and apoE-/- mice were maintained on standard rodent chow (diet A) until 8 weeks of age. Mice were divided into four groups, receiving specific diets: diet A; diet enriched in methionine with low levels of folate, vitamins B12, and B6 (diet B); diet enriched in methionine and folate, vitamins B12 and B6 (diet C), and diet with low levels of folate, vitamins B12, and B6 (diet D). The diet enriched in folate, vitamins B12 and B6, and the diet with low levels of folate, vitamins B12, and B6 were acquired from HN&C Consultory, linked to the ITAL (Food Technology Institute). These diets were formulated on basis of the AIN93M diet (Reeves et al., 1993) with modifications in levels of folate, vitamin B12 and B6 (Table 1) (Troen et al., 2003). Mice received L-Methionine (Ajinomoto) by gavage (0.5 g/Kg body weight per day) and body weights were evaluated weekly to control methionine ingestion.
	Collection of blood


	32-anexo 2
	ANEXO 2


