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ABREVIACOES / NOMENCLATURA

APO A e apolipoproteina A1

BOBE oo o apolipoproteina E.

apo B100..............oooeiieiiii. apolipoproteina B100

& R — colesterol éster

2| colesterol livre
14C-0OC......ccoooeiiiieece e, oleato de colesterol

CEIP.... i proteina transferidora de colesterol éster
DAC......eee Doenca Arterial Coronariana

DINAL. b acido desoxirribonucleico

L o T ey colesterol livre triciado
HCL...oooeee acido cloridrico

HOL-B. oo colesterol de alta densidade
IDL-C...oovrreiiee e colesterol de densidade intermediaria
IMC..oooeeee e indice de massa corporea.

KOA = quilodalton
KBQ....ooiiiiiiiieee e, quilobequerel

L brometo de potassio

LCAT ..., lecitina colesterol acil-transferase
i 6 o NN S colesterol de baixa densidade
e lipase lipoprotéica

TPM. e rotacGes por minuto
T triglicérides

fLE 5 - SO taxa fracional de remocao

L7 10 5 | colesterol de densidade muito baixa
D T volume a volume



RESUMO



A cinética plasmatica de uma emuls&o lipidica, que se liga aos
receptores de LDL, foi estudada em 23 pacientes com Doenca Arterial
Coronariana (DAC) e em 16 individuos sadios (n&o apresentaram lesbes
obstrutivas, nem irregularidades, apdés serem submetidos a
cineangiocoronariografia). Foram selecionados 39 participantes, sendo 30
do sexo masculino e 9 do sexo feminino, na faixa etaria de 30 a 84 anos,
com indice de Massa Corpérea (IMC) entre 21 e 41 ( kg/m? ) , divididos
em 2 grupos: DAC e Sadio. Apo6s jejum de 12 horas, foram coletadas
amostras de sangue total para determinagéo dos niveis séricos de lipidios
e apolipoproteinas. A seguir foram injetadas, endovenosamente,
emulsées com marcacdo radioativa , constituidas por lipides puros (40
mg), trioleina (TG) 1 mg, oleato de colesterol (CE) 20 mg, colesterol (CL)
0,5mg e os isdtopos radioativos '“C-oleato de colesterol e *H-colesterol.
A cada participante foi administrado um volume da emulséo,
correspondente a atividade de 37 kBq para o isétopo '“C e de 74 kBq
para o is6topo °H. Amostras de sangue foram colhidas nos intervalos 0,08
, 1,4, 10 e 24 h , ap6s a aplicacdo da emuls&o.O colesterol-éster e o
colesterol livre foram isolados e tiveram suas radioatividades medidas em
cintilador. As taxas fracionais de remocdo do '“C-oleato de colesterol e
do *H-colesterol livre, foram estimadas por anélise compartimental, com
auxilio de um programa computacional. Observou-se que: - ndo ha
diferenca entre os dois grupos, em relacdo a idade, porcentagem de
individuos do sexo masculino e feminino e o IMC. Pacientes do grupo
DAC apresentam niveis de HDL-colesterol (p=0,0005) e de
apolipoproteina A1 ( p=0,009), reduzidos em relagdo aos individuos do
grupo Sadio. As taxas fracionais de remocdo do '*C-oleato de colesterol
ndo diferiram entre os grupos DAC e Sadio (0,107+ 0,026 horas 'vs
0,064 + 0,009 horas ~' |, p=ns ). A taxa fracional de remogdo do *H-
colesterol livre foi maior no grupo DAC do que no Sadio ( 0,152 + 0,014
horas 'vs 0,096 + 0,019 horas ™ .p= 0,032). A taxa fracional de remocao
do °H-colesterol livre correlacionou-se diretamente com os niveis
plamaticos de triglicérides (r= 0,37, p= 0,002) e inversamente com os de
HDL-C(r=-0,47, p=0,002 ) e LDL-C ( r=- 0,35, p = -0,03). Nao houve






ABSTRACT



The plasma kinetics of a lipidic emuision that binds to LDL receptors was
studied in patients with coronary artery disease (CAD) and in conirol
subjects without CAD as documented by coronary angiography. CAD
group consistent in 23 subjects (20 male and 3 of female sex , 37-70 year
21-37 body mass index), whereas the healthy control group had 16
subjects (10 male,30-84 aged, 21-41 body mass index). The emulsion
was prepared by ultrassonic irradiation of a lipid mixture in aqueous buffer
and purified by a two-step ultracentrifugation procedure. The emulsion
composition was lipids (40 mg), triglycerides (1 mg), cholesterc! (0,5 mg),
cholesterol oleate( 20 mg) and was labeled with C'* and °H . The
emulsion was injected intravenously into the subjects after a 12 h fast and
plasma samples were colected at 0.08, 1, 4, 10 and 24 hour time periods
after the injection for determination of the plasma decaying curves of the
radioactive lipids. With this purpose, the plasma samples were lipid
extracted and the lipids were separated by thin-layer chromatography.
Radiocactivity was counted in a liquid scintillation solution. The plasma
Fractional Clearance Rate (FC R, in h " ) was estimated from the
decaying curves by the method of minimum squares, with the aid of a
computational software. The two study groups did not differ regarding
age, sex, and BMI. The CAD group had smaller plasma HDL cholesterol
and apolipoprotein (apo) A1 values, but LDL and VLDL cholesterc! as well
as apo B, were similar between the two groups. 14C-cholesteryl ester
FCR-of the CAD group was not different from the controls (CAD: and
Healthy: p). However, *H-cholesteroi FCR was greater in the CAD group
than in the controis (0,152 + 0,014 h ' vs 0,096 + 0,019 h ' ,p=0,032 ). *H
cholesterol FCR was positively correlated with ftriglyceride plasma
concentration ( r=0,37, p=0,002) and negatively correlated with HDL {r=-
0,47, p=0,002) and LDL (r=-0,35, p=0,03). Therefore, the emulsion
particles were similarly removed from the circulation in both CAD and
healthy groups. Disturbances of cholesterol esterification and removal

from the plasma of free-cholesterol are related with presence of CAD.






As lipoproteinas  s&o particulas  esféricas, constituidas de
diferentes  lipideos = proteinas (KOSTNER, 19383, REDGRAVE 2
MARANHAO, 1885.). No centro dessas particulas concentram-se os
linideos apolares, os  ésteres de colesterol e os triglicérides. Na
superficie encontram-se os fosfolipideos, colestero! livre e proteinas
(GOTTO ef 2/,1986). Essas proteinas, as apolipoproteinas, facilitam a
estruturacdo dos lipideos, regulam a atividade enzimética obre as
inoproteinas & mediam 2  captagdo das lipoproteinas pelos
receptores celulares (MAHLEY ef 2/ 1984, PACKARD ef a/. 1984). As
inoproteinas podem  ser classificadas em cinco grandes classes, de
acordo com sua densidade: os quilomicrons (d<0,095 g/ml), as
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL 0,95<d<1,006 g/mi), as
lipoproteinas de densidade intermedidria (IDL 1,006<d<1,019 mg/dl), as
1,019<d<1,062 g/ml} e as

gt |

lipoproteinas de alta densidade (HDL 1,063<d<1,210 g/m!) (BREWER et

2/.1988, CHAPMAN ef 2/.1981; GOLDSTEIN ef a/. 1979, GOTTO &f 2!,
986},

lipoproteinas de baixa densidade (LDL

)

.

A funcéo das lipoproteinas € a de transportar os lipidios de origem
exogena, ou seja, provenientes da dieta, ou enddgena derivados da
sintese, para os diversos tecidos do organismo. (KESANIEM! ef af. 1983;
PACKARD et a/. 1984).

Os quilomicrons e as VLDL so lipoproteinas ricas em triglicérides,
sintetizadas no intestinc e figado, respectivamente (GOTTO ef a/. 1985).
Os remanescentes de VLDL (IDL) 2 as LDL, assim como os
remanescentes de quilomicrons, s8o formados na circulagéo durante o
catabolismo de lipoproteinas ricas em triglicérides (BERGMAN et a/.1971;
BILHEIMER et a/.1978; EISENBERG & LEVY 1975). As lipoproteinas de
alta densidade (HDL) s&o sintetizadas no figado (GOTTO ef 2/.1986;
MATTHEWS 1957; PAUCIULLO et a/.1988), intestino (CHAPMAN 1986;
GLICKMAN et a/.1978; GREEN et a/.1979) e provavelmente durante a
lipdlise de quilomicrons e VLDL (REDGRAVE & MARANHAO 1985).

No homem, a regulagdo dos niveis plasméticos do colesterol
depende basicamente da sintese hepdtica das VLDL, que originam,

através do seu catabolismo intravascular, as LDL, e da captacdo celular
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Os Eipideos sintetizados no figado s&c secretados para 3
circulacio através de lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL)
Mais de 90% dos triglicérides presentes no sangue de individuos em
jeium sdo transportados nessas lipoproteinas (EISENBERG & LEVY
1975; JANERO et al. 1984). Na circulagdo, as VLDL sofrem varias
transformacdes. Nos capilares dos tecidos periféricos, interagem com &
enzima lipase lipoproteica (LLP), ocorrendo hidrolise dos seus
triglicérides. Os acidos graxos liberados durante a hidrolise podem ser
transportados pela albumina diretamente para ¢ figado, ou captados ¢
utilizados como fonte energética pelos tecidos,ou ainda captados pelos
adipécitos e estocados como ftriglicérides (FIELDING 1976, GOTTO et

No curso do processo de lipdlise, as VLDL transferem para outras
lipoproteinas, principalmente as HDL, o excesso de componentes de
superficie | fosfolipideos, colesterol livre e apolipoproteinas. A apo B100,
por ser insolivel em meio aquoso, n&o & dissociada da particula durante
a lipdlise (BROWN ef 2/.1986;, GOTTO et al. 1986 ). O colestero! livre
transferido as HDL & esterificado na posicdo 3 pela enzima lecitina
colesterol aciltransferase ( LCAT), pela utilizag&o do acido graxo na
posicds 2 da fosfatidilcolina (DOBIASOVA ef 2/.1991; GLOMSET 1973).
Os ésteres de colesterol s&o levados para o nucleo da HDL e
transferidos de volta para as VLDL, processo mediado por uma proteina
de ftransferéncia do ester de colesterol (BARTER ef 2/1982).
Simultaneamente, moléculas de triglicérides das VLDL s3o transferidas
as HDL pela mesma proteina de transferéncia(BARTER ef a/1979;
KOBAYASHY ef a2/.1979).

Dessa forma, as VLDL transformam-se em particulas menores,
com maior densidade e menor tamanho, recebendo a denominagdo de
remanescentes de VLDL ou lipoproteinas de densidade intermediaria (
iDL ) (BERMAN ef a/1978BILHEIMIER ef 5/1972; REDGRAVE &
MARANHAO 1985). Essas lipoproteinas, ricas em colesterol esterificado,
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sdo reconhecidas na superficie das células hepaticas (JONES et al.
1984 ) e de outros tecidos, por duas classes de receptores: os
receptores B/E e os receptores LRP. Estes Ultimos reconhecem a
apolipoproteina E presente na superficie dos remanescentes, enquanto
os receptores B/E reconhecem tanto a apolipoproteina E quanto a
apolipoproteina B100. No homem, aproximadamente 50% dos
remanescentes de VLDL sdo captados pelo figado por endocitose
mediada por receptores. Os outros 50% s&o transformados em LDL
(REDGRAVE & MARANHAO 1985).

As LDL s&o particulas globulares compostas por um nucleo de
lipideos apolares, principalmente ésteres de colesterol e uma quantidade
residual de triglicérides, circundados por fosfolipideos, colesterol livre e
apolipoproteinas (B100 e E, aproximadamente 2,0%) (CHAPMAN 1986).
Praticamente a Unica apolipoproteina da LDL é a apo B100 (98%)
(CHAPMAN 1986; GOLDSTEIN & BROWN 1977). A apo B100 humana é
uma glicoproteina constituida de 4.536 aminoacidos, totalizando 25
residuos de cisteina (CLA DARAS et al.1986; KNOTT et al. 1986), cuja
sequéncia primaria foi determinada por sequenciamento de DNA
(CLADARAS et al.1986). Seu peso molecular é de 513 kDa, havendo
uma molécula de apo B100 por particula de LDL. Essa apolipoproteina,
insoluvel em meio aquoso, possui cinco dominios, sendo que o quarto
dominio situado entre os residuos dos aminoéacidos 3070-4100 (KNOTT
1985), é a responsavel pelo reconhecimento das LDL pelos receptores
B/ E localizados na superficie das membranas celulares (BROWN &
GOLDSTEIN 1983; GOTTO et al. 1986; MAHLEY & INNERARITY 1983).
As LDL, particulas ricas em ésteres de colesterol, tém como fungéo
principal o transporte de colesterol para os tecidos periféricos, onde é
utilizado na sintese de membranas, na formacdo de hormonios
esterdides pelo cértex da supra-renal e pelas gdnadas, além de outras
funcGes (KOBAYASHI et al.1979). Apos interagdo com o receptor B/E, a
particula de LDL ¢ interiorizada, sofrendo, a seguir, hidrélise lisossomal
de seus componentes (GOLDSTEIN et al. 1979), enquanto que os
receptores voltam para a superficie da célula, onde ficam disponiveis
para nova ligagao (BROWN et al. 1983; BROWN & GOLDSTEIN 1983).



GOLDSTEIN 1983). As moléculas de apolipoproteina B10C sofrem
staque de enzimas hidroliticas, degradando-se em pequenos peptidecs e
aminoacidos. Simultaneamente, o colesterol éster do nucleo da particula
sofre aco da lipase &cida, transformando-se em colesterol livre, com
liberacdo de acidos graxos (GOLDSTEIN & BROWN 1974). O aumento
do colesterol livre intracelular ativa trés mecanismos, que regulam sua
concentragao:

1 - Inibicdo da atividade da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-
Coenzima A redutase (HMG-CocA redutase), e conseqlente inibicdo do
colesterol;

2 - Aumento da satividade da enzima acil-Coenzima A-colesterol
aciltransferase ( ACAT), de forma a armazenar ¢ excesso de colesterol
na forma de ésteres de colesterol;

3 - Inibicdo da sintese de receptores de LDL, evitando entrada
adicional de colesterol, protegendo a célula do excesso dessa substancia
(BROWN & GOLDSTEIN 1979; YANG ef a/. 1989).

Quando as particulas de LDL s3o captadas pelo figado, ©
colesterol liberado por elas pode ser excretado pela bile, apds
oxidagdo a acidos biliares, ou ser utilizado na biossintese de
lipoproteinas (MAHLEY & INNERARITY 1983).

A captacédo da LDL através de receptores inespecificos acontece
quando a particula LDL sofre modificagdo na sua composig&o lipidica ou
proteica (DAVIES 1986). Deste modo n&c  ocorre regulagdo do
metabolismo de colesterol, pois ndo ha controle na atividade desses
receptores. O acumulo de lipideos nos macrofagos pode provocar a
transformagéo dos mesmos em células espumosas, semelhantes 3as
encontradas nas lesdes ateroscleréticas (BROWN & GOLDSTEIN 1983).

O mecanismo de captacgdo € de grande importancia no controle dos
niveis de colesterol plasmatico, pois altas concentragdes desse lipidio
na circulagéo sistémica tém sido reconhecidas como um dos principais
fatores de risco no desenvolvimento de doencga aterosclerética (GIANNINI
1989). Fatores constitucionais como idade, sexo, exercicios e
alimentacdo rica em gorduras saturadas estdo associados a elevagdo do
colesterol sanguineo.



A esterificac8o do colesterol no plasma € catalizada pela
colesterol-acil-transferase (LCAT), usando a apolipoproteina A1 (apo At)
como co-fator (GLOMSET 1968; DAVIES ef al 1982). Esta reagdo
ocorre na superficie da  lipoproteina e predominantemente na fragéo
HDL, onde a maioria da apo A1 plasmatica se encontra. O colesterol-
éster recém-formado dirige-se da superficie para o interior da
lipoproteina, de modo que o gradiente de incorporacdo da nova molécula
de colesterol nao esterificado € mantido (EISENBERG 1984; FIELDING &
FIELDING 1995). O colestero! esterificadc pode ento ser eliminado
através do catabolismo direto do HDL no figadoe (via direta).
Alternativamente, ele pode ser transferido para as lipoproteinas gue
contém apolipoproteina B100 { VLDL e LDL) pela proteina transferidora
de colesterol-éster (CETP) e entdo removido como componente da LDL
pelos receptores B/E (via indireta) (FIELDING & FIELDING 1995;
FRANCESCHINI ef al. 1991). Defeitos na esterificacdo plasmatica do
colestero! t&m sido relacionados com hiperlipidemia (DOBIASOVA ef 2/,
1991) e aterosclerose (RIFAl 1986). Entretanto, ha controvérsias neste
campo, tanto no excesso (DOBIASOVA et al. 1951) como na redur;é'o da
esterificagéo (KUSIS ef a/.1982; RIFAI 1986).

A avaliagao da esterificagdo do colesterol plasmatico pode ser feita
por métodos in vivo e in vitro. As técnicas in vifro consistem nas
determinacbes da atividade da LCAT, da taxa de esterificagdo do
colesterol e da taxa fracional de esterificacdo da HDL.A atividade da
LCAT 2 normalmente determinada, incubando-se plasma com um
substrato ( uma HDL analoga), marcada radioativamente com °H-
colesterol livie. A taxa de esterificagdo do colesterol depende
principaimente da quantidade de >H-coiesterol livre como substrato para
a LCAT. Niveis muito elevados de colesterol plasméatico total e
consequentemente colesterol livre, competirdo pela LCAT com
diminuicdo da taxa de esterificagdo. Os resultados obtidos s&o
geralmente equivalentes a quantidade de LCAT presente no plasma .
Entretanto, esse método pode superestimar a taxa molar real de
esterificacdo no plasma.



A esterificagdo in vivo do colesterol plasmatico tem sido avaliada
através da injecdo de H-acido mevaldnico ou de *H-colesterol no plasma.
Esses substratos podem  ser injetados diretamente ou  serem
incorporados em lipoproteinas plasmaticas ou em lipossomas ( YEN &
NISHIDA 1990; KUDCHODKAR & SCDHI 1976, BARTER, 1974). Essas
tecnicas se correlaciocnam com os valores de atividade de LCAT in vitro.
O uso de emulsdes ricas em colesterol | semelhantes & estrutura lipidica
de lipoproteinas naturais, & uma alternativa para as técnicas de avaliagao
in vivo.
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A necessidade da realizagdc de estudos  cinéticos

M

m revisdo de 1986 (BROWN & GOLDSTEIN 19386), onde os autores

nl
ponta

1)

3

ainda os obstaculos para atingir este objetivo. O risco de
contrair doencgas infecciosas como hepatite e AIDS, obriga a utilizag&o de
LDL autéloga. Isto, além do fato da obtenc&o e marcagio radioativa da
tDL  plasmatica ser um procedimento laborioso, limita em muito a
capacidade de realizacdo desses estudos. Além do mais, a composicao
da lipoproteina varia muito em um mesmo individuo, em fungc@c da
variacdo da dieta. Os autores também apontam que a coleta de sangue,
visando separar 2 LDL do plasma, tende =z selecionar as particulas
menos aptas a interagir com o receptor, enquanto as de maior afinidade
apresentam maior probabilidade de ser removidas da circulaggo. Todas

essas limitagdes conduzem & necessidade de

7))

e dispor de uma
preparagéo padronizada e de facil obtencéo.

Uma solugédo para realizar estudos do metabolismo intravascular
da LDL no ser humanc de maneira pratica e segura foi sugerida por
Maranh&o e cols(CESAR ef al. 1987), a partir de observagdes sobre o
comportamento em rato de uma microemulséo lipidica sem proteina e
com estrutura parecida com a estrutura lipidica da LDL. Ao injetar a
emuls&o artificial marcada radioativamente na circulagdo sanguinea de
ratos, verificaram que ela apresentava metabolismo que lembrava o das
LDL. Essas emulses adsorvem, em contatc com as lipoproteinas do
plasma, as apolipoproteinas sollveis, principalmente 2 apoc E. A apo E
funciona como meio ligante das particulas aos receptores celulares B/E
(CESAR et al. 1987).

E importante frisar que a LDL natural liga-se ao receptor B/E
através da apo B100. A apo B100, pelo seu tamanho e baixa solubilidade
no meio aquoso, ndo se transfere das lipoproteinas naturais para a
emulsdo artificial. No entanto, em trabalho recente, a possivel influéncia
da apo B100 na remogéo plasmatica das particulas artificiais de LDL foi
aquilatada (HIRATA et al. 1999). Ao adicionar apo B100 a emulsao, os
autores verificaram que a remog&o plasmatica da emulséo ficava bem

mais lenta. Este resultado confirmou as descricbes da literatura, de



estudos de incubagdo com células | mostrando que 2 apo E tem mais
afinidade pelo receptor B/E do que a2 apo B100. Portanto, a emulsio
artificial tem mais afinidade pelo receptor da LDL do que a propria LDL
natural (MARSH 1974},

Desta forma, no presente trabalho, utilizamos o modelo da
emuls&o artificial semelhante 8 LDL para estudar, em pacientes com

Doenca Arterial Coronariana (DAC) , o metabolismo intravascular das
LDL.

Qiﬁf‘ﬁfﬁ CA -
aculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Universidade de Sao Paulo
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OBJETIVO



O objetivo do presente trabalhc foi verificar se a cinética
plasmatica de uma emulsdo semethante 2 LDL em pacientes com
Doenga Arterial Coronariana (DAC), & diferente da obtida em individuos
sem Doenca Arterial Coronariana (DAC), visando avaliar a existéncia de
correlagdo entre a cinética dos componentes colesterol esterificado e

colesterol livre da emulsio e a presenca da doenga.



CASUISTICA, MATERIAL E METODOS
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Os 39 participantes do experimento eram pacientes do
Ambulatério do Instituto do Coragdo do Hospital das Clinicas da
Universidade de S&o Paulo, sendo 30 do sexc masculino € 9 do sexo
feminino, na faixa etaria de 30 a 84 anos, com Iindice de Massa
Corpérea (IMC) entre 21 e 41 (Tabelas 1 e 2). Foram divididos em dois
grupos de estudo:

Grupo DAC - 23 pacientes que, submetidos & cineangiocoronariografia,
apresentaram 30 z 40 % de lesdes obstrutivas em artérias coronarias
{Tabela 1).
Grupo Sadio - 16 individuos que ndo apresentaram lesdes obstrutivas,
nem irregularidades, a2 cineangiocoronariografia (Tabela 2).

Os participantes dos dois grupos tinham faixa etaria semelhante,
onforme mostrado nas Tabelas 1 € 2. Os individuos n&o tinham outras
patologias além de  hiperlipidemias e diabetes (2 no grupoc DAC),
podendo ser obesos. Toda medicagdo anti-hipertensiva e de agdo no
sistema cardiovascular foi suspensa um dia antes & no decori‘er dos
experimentos. Os participantes foram previamente informados do
procedimento e objetivo do estudo e assinaram termo de

consentimento.

Este protocolo foi aprovado pelo Comité Cientifico e pelo Comité

de Etica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo.



IDADE IMC
NUMERO SEXO (ANOS) (KG/M?
50 M 81 o7
51 M 54 28
52 M 60 27
53 M 37 24
5 M 63 26
55 F 70 26
56 M 61 28
57 M 62 25
58 M 51 =
59 M 63 24
60 M 42 28
61 M 46 30
62 M 59 25
63 F 58 21
64 M 50 34
65 M 61 -
66 M 63 23
87 M 61 33
88 M 49 26
69 M 39 21
70 F 38 21
71 M 46 37
72 M 7 27
Média E 55 27
Erro Padrdo - 20 0.8

tMC- Indice de massa corpérea.



Tabela 2. Caracteristicas individuais dos componentes do grupo Sadio.

IDADE IMC
NUMERO SEXO (ANOS) (KG/M?)

01 F 62 41
02 F 36 27
03 F 45 34
04 M 48 26
05 M 30 30
06 M 61 22
07 M 50 24
08 F 53 28
C9 F 59 26
10 M 52 25
11 M 84 25
12 F 65 28
13 M 38 21
14 M 58 37
15 M 54 32
16 M 59 23
Média - 54 28
Erro Padrao - 32 1,4

'MC- Indice de massa corpbrea.



2. MATERIAL

Os isdtopos radioativos [1-'“CJ-oleato de colesterol e °H-
colesterol, utilizados na preparacdo das emulsdes-LDL foram obtidos da
Amersham International (Amersham, Reino Unidc). Os lipidlos puros,
trioleina (TG), oleato de colesterol (CE) e colesterol (CL) utilizados na
producdo das emulsdes, a partir de solugdes-estoque, foram adquiridos
na Nu-Chek Prep. (Elysian, EUA). A fosfatidiicolina foi obtida da Lipid
Products (Surrey,Inglaterra). A técnica de Cromatografia em Camada
Delgada (em placas de 0,5 mm de espessura), utilizando silica-gel60H e
sistema solvente de hexano:éter etilico:acido acetico (70:30:1, vlv) foi
empregada para verificar a pureza dos lipideos. Os demais reativos e
solventes foram adquiridos da Merck-Quimitra (Rio de Janeiro, RJ), e
da Sigma Chemical Company (St.Louis, EUA).

Toda a vidraria utilizada nesse experimento foi submetida &
asterilizagcdo a séco (estufa a 180°C, por 1 h e 30 min.) e a vapor
(autoclavagem a 120°C, por 20 min.). O material plastico e de borracha
foi submetido a esterilizagdo por exposigéo a luz ultravioleta por 12 h.
Todo esse procedimento foi realizado pelo Setor de Esterilizacdo do
Instituto do Coragdo das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (INCOR).

3. METODOS
3.1. Preparacdo da Emuisdo Marcada com [1-'“CJ-oleato

de colesterol e *H-colesterol.

A emulsdo foi preparada a partir da mistura de 40 mg de
fosfatidilcolina (PL), 20 mg de colesterc! oleato (CE), 1 mg de trioleina
(TG), e 0,5 mg de colesterol livre (CL), dissolvidos em cloroférmio-etanol
(2.1 viv). Os lipideos foram pipetados em frasco de vidro, onde
adicionaram-se os is6topos [1-'“C]-oieato de coiesterol e *H-coiesterol,
correspondentes a uma atividade especifica de 37 kBg/mg e 74 kBg/mg,

respectivamente. A seguir, as misturas foram secas sob fluxo de



vacuc, por 16 h, 2 4°C, para a remogéo total dos solventes residuais,

Ao final desse tempo, adicionou-se 10 mi de tampéo TRIS-HCI 001 M,
oH 80 | & mistura dessecada. A seguir, 2 suspenséo de lipideos foi
emulsificada por irradiag@c ultrassdnica durante 3 h, sob atmosfera de
nitrogénio, com temperatura variando entre 51 e 55°C, na qual os
componentes estfo em estado de transigdo cristal-liquido, controlada
por termbmetro digital inserido  diretamente no frasco de vidro. A
irradiac&o ultrassdnica foi realizada com uma poténcia de 125 watts, em
modc  continuo de operagdc por um disruptor de células Branson,
mod. B 450 (Arruda Ultrassom, S&o Paulo, SP), equipado com ponta de
titdnio de 1 cm de diametro.

Ao término da irradiagdo ultrassénica as emulses foram
purificadas por ultracentrifugagdo (Ultracentrifuga Sorvall, mod. OTD
Combi. Rotor TH 841, Wilmington, USA), durante 30 min., a 35.000 rpm,
e a 4°C. O sobrenadante da solugio (1,0 m!) contendo particulas que
flotavam em densidade de 1,006 g/ml, foi retirado e descartado. O volume
restante foi submetido a nova ultracentrifugacdo a 35.000 rpm, durante 2
h, a 4°C, apds adigdo de KBr sdlido, para ajustar a densidade em 1,210
g/ml. Do sobrenadante foram removidos 2,0 ml, os quais continham a
fracdo das particulas de tamanho e composicéo desejados.

A emuls&o purificada foi dialisada utilizando-se 4,0 litros de
tampéo estéril TRIS- HC! 0,01 M, pH 8,0 e saco de didlise Spectrapor 6,
que retém moléculas de proteina de peso molecular 12 Kdaltons
{Spectrum Medical Ind., Los Angeles,EUA), por 16 h, a 4°C, para a total
remogao dos sais de KBr utilizados na etapa final de purificacdo. A
seguir, 2 emuls&o foi submetida & esterilizagdo por filtracdo em filtros

com poreos de 0,2 micra de digmetro (Millipore, Sdo Paulo, SP).

3.2 Remogédo Plasmatica da Emulsdo

3.2.1 Protocolo experimental

Ap6s um jejum de 12 h, amostras de sangue total foram
coletadas dos participantes , para a determinacdo dos lipideos e

apolipoproteinas  plasmaticas.( Tabelas 3 e 4). As emulsdes com



rcagéo radioativa foram entdo injetadas, por via endovenosz, nos

a
individuos dos dois grupos de estudos, com 2 finalidade de estudar a

e

foi administrado um volume de aproximadamente 02 a 06 ml

correspondente & atividade de 37 kBq para o isétopo '“C e a de 74

kBg para o isétopo °H.  Apds a injecdo, foram coletadas amostras de
sangue (10,0 mi) nos intervalos de 0.08, 1,4 10224 h.



Tabela 3. Caracteristicas laboratoriais dos pacientes do grupo DAC

{lipides em mg/d! e apolipoproteinas em g/t).

Namero Col. T VLDL LDL HDL TG Apoc-A1 Apo-B
50 229 27 179 28 136 1,09 1,41
51 252 fi3) 140 2 373 1,74 1,52
52 266 64 170 32 320 1,66 1,81
53 188 36 146 33 179 1,51 1,35
54 173 25 115 33 126 2,30 1,87
55 230 50 132 30 252 2,14 1.75
56 297 49 218 30 245 2,05 1,81
87 315 77 201 37 385 222 1.75
58 348 48 252 48 238 214 1,69
59 270 31 202 ar 154 1,81 1,63
680 297 *- = 24 i 1.51 125
81 229 81 136 32 306 1,41 1,15
62 239 58 154 27 230 1,08 1,20
83 294 37 217 40 184 1,59 1.52
54 275 34 211 30 168 1.51 1,58
85 2186 52 139 25 260 1,30 1,41
86 199 42 126 31 212 1,59 1,38
87 158 22 126 30 111 1,30 1,25
58 209 48 132 29 240 1,41 1,41
89 216 28 155 33 142 1.51 1,36
70 205 23 129 53 116 2,14 1,52
71 186 27 131 28 133 1,97 1,46
2 209 16 138 55 78 2,14 1,52

Média 236 44 165 34 223 1,70 1,50
Erro Padrao eRe] 3,8 8,8 : F 4 21 0,08 0,04

* valor ndo caiculado *¥* soro lipémico



Tabela 4. Caracteristicas laboratorais dos individuos do grupo Sadio.

(lipides em mg/d! e apolipoproteinas em g/t).

28

Ndmero Col. T VLDL LDL HDL TG Apo-A1 Apo-B

01 207 16 148 55 80 1,97 1.52

02 276 68 203 28 318 2,22 1,63

03 220 26 127 104 130 3,12 1,36
04 244 42 167 35 211 1,89 1,75
05 334 41 249 44 207 1,30 1,81
06 194 24 117 53 121 2,22 125
07 256 20 179 74 100 2,05 1,52

08 226 29 134 63 144 1,97 1,46

09 233 36 133 64 181 2,48 1,52

10 182 28 118 36 138 1.01 1.52
11 239 23 176 40 116 1,51 1,58

1 210 46 123 41 231 2,74 1,81
13 175 33 110 32 167 2,05 1,58
14 281 59 176 45 275 2,57 1,87

15 206 45 123 41 231 1,51 1,58
16 210 23 135 52 113 2,895 1,20
Média 230 35 151 50 171 2,07 1,56
Erro Padréao S¢S i 8,2 44 17,0 0.12 0,05
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3.2.2 Analise das Amostras do Plasma

As amostras de sangue (10,0 ml) colhidas em tubos de ensaio
contendo heparina (50 Ul/ml de sangue) como anticoagulante, foram
centrifugadas por 10 minutos a 2.500 rpom. Em seguida, retirou-se 1,5
ml de plasma para proceder a extracdo de lipideos em
metanol:cloroférmio:agua (12,5:25,0:12,5 v/v) por uma noite, a 4°C. A
fase organica foi transferida para tubo de ensaio e seca sob fluxo de
nitrogénio. Os lipideos foram ressuspensos com 5 ml de solugdo de
Folch (cloroférmio:metanol 2:1), e transferidos para tubos de ensaio. A
seguir, foram secos sob fluxo de nitrogénio, ressuspensos com 300
microlitros de Folch e submetidos a separag@o por cromatografia em
camada delgada (silica-gel 60 H, 0,5 mm de espessura), com sistema
solvente contendo hexano:éter etilico:acido acético (70:30:1, v/v). As
bandas correspondentes ao éster de colesterol e ao colesterol livre, apés
revelagcao em vapores de iodo metélico, foram separadas e transferidas
para frascos de cintilagdo contendo 7,0 ml de solugdo de cintiliagéo
(PPO/Dimetil-POPOP/Triton X-100/Tolueno: 5,0 g/ 0,5 g/ 333 ml/ 667 ml)
A radioatividade de cada fragdo foi medida em cinti'lador Beckman,
modelo LS-100.

3.3 Analise das Amostras de Soro

As determinagdes bioquimicas de colesterol em amostras de
soro obtidas do sangue coletado, antes de injecdo da emulséo, foram
realizadas pelos métodos de Siedel e cols. (SIEDEL et al. 1981) e
Wahlefeld (WAHLEFELD 1985).

A dosagem do colesterol das HDL foi feita pelo mesmo
método empregado para o colesterol total, apos a precipitacéo da VLDL e
LDL pelo método de Burnstein e cols.(BURSTEIN 1970).

A dosagem de ftriglicérides foi feita pelo método
colorimétrico-enzimatico.
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A concentracdo de colesterol das VILDL e das LDL foi
calculada pela aplicagdo da formula de Friedewald (FRIEDEWALD
1972).

Os niveis plasmaticos de apolipoproteinas A1 e B foram
determinados pelo método de imunodifus&o radial simples, com as
placas, Lipo-Partigen R-Apo A-l e Nor-Partigen R-Apo B da Hoescht-
Behring (Rucil-Malmaison, Franga) .

3.4 Tratamento dos dados

3.4.1 Calculo da Taxa Fracional de Remogéo

A taxa fracional de remocéo (TRF) foi calculada com base
no método dos minimos quadrados, segundo a fungéo:

y=ale®V+a2e™

onde ¥y indica o decaimento do material radioativo em funcéo do tempo
(t); a indica o coeficiente linear € b, o coeficiente angular, o qual
representa a taxa fracionai de remocao (TRF), medida em horas™ .

As taxas fracionais de remogdo do '“C-oleato de colesterol e do
°H-colesteroi livre foram estimadas a partir dos parametros a1, a2, b1
e b2, segundo o método de Matthews (MATTHEWS 1957), pela
aplicagcdo da férmula abaixo:

TFR = (al/b1 + a2/b2)
Os céalculos foram realizados com o auxilio de’ um programa
computacional desenvolvido por Mesquita. (MESQUITA 1994)

3.4.2 Andlise estatistica

Os parametros clinicos (idade, indice de massa corpérea e sexo) e
taboratoriais ( colesterol total, HDL-C, LDL-C, VLDL-C, triglicérides, apo
A1 e apo B) dos pacientes do grupo DAC e dos individuos do grupo
Sadio, foram comparados pelo teste { de Student e pelo teste exato de
Fisher.

A esterificagéo do *H-colesterol livre foi avaliada de trés maneiras:
1- Peia cinética plasmatica do *H-colesteroi livre da emuis&o, expressa

pela taxa fracional de remog&o, que corresponde & remocédc da
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particula e & transformacédo do >H-colesteroi livie em °H-coiesterol
esterificadc.

Pela analise ponto a ponto (0,08 horas, 1hora, 4horas |, 10 horas e 24
horas) do decaimento da radioatividade total do tricio (radioatividade
do °H-colesterol livre + radioatividade do *H-colesterol esterificado)
expressa pela % em relagdo ao ponto 0,08 horas. Foi célculada
também a taxa fracional de remocéo total da radiacao triciada.

Pelo célculo da razdo de esterificacdo ponto a ponto (0,08 horas,
1hora, 4horas, 10 horas e 24 horas) definida como : °H-colesterol livre/
®H-colesterol livre esterificado.

A esterificagdo do colesterol nos pacientes do grupo DAC e nos

individuos do grupo Sadio foi comparada pelo teste t de Student.

A cinética do '“C-oieato de colesterol (taxa fracional de remogéo ),

que correponde a remogdo da particula de emulsio do plasma foi

avaliada entre os grupos pelo teste t de Student.

A analise de correlagéo entre as taxas fracionais de remogéo do

*H-colesterol livre e do “C-oleato de colesterol e os parametros idade.
Colesterol total, LDL-C, HDL-C,VLDL-C, triglicérides e apolipoproteinas
A1 e B, foi efetuada pelo teste de Spearmann.

Os dados estéo expressos como média + errro padrdo da média. A

significancia estatistica foi aceita com p bicaudal < 0,05
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NZo houve diferenca entre os individucs dos grupos DAC e Sadio
com relagdc & idade (550 £ 20 anos vs. 53,0 = 3,0 anos) ,
porcentagem de individuos do sexo masculino (87 % vs. 62,5 %) e indice
de massa corporea ( 26,6 + 0,9 kg/m? vs. 28,0 + 1,4 kg/m?).

A taxa fracionai de remogdo do *H-coiesteroi livre foi maior nos
pacientes do grupo DAC do que nos do grupo Sadioc (0,152 £ 0,014
horas™ vs. 0,096 + 0,019 horas™, p= 0,032). As curvas de decaimento
plasmatico dos lipides radioativos da emuls&o encontram-se na Figura 1.

A somatdria da radioatividade do tricio (*H-colesterol livre + °H-
colesterol esterificado) foi similar nos tempos 0,08 horas , thora e 4
horas, a partir da injecdo da emulsdo. Houve tendéncia & valores
menores nos individuos do grupo DAC ,apds 10 horas da injecdo da
emulsdo (p= 0,077) e houve diferengca no tempo 24 horas (p= 0,02)
(Tabela 5). As curvas de decaimento da soma 3H-colesterol livre + °H-
colesterol esterificado encontram-se na Figura 2.

A taxa fracional de remogcdo da soma da radioatividade do °H-
colesterol livre + *H-colesteroi esterificado, foi maior nos individuos do
grupo DAC, do que nos do grupo Sadio (0,031 + 0,022 horas™ vs.
0,004 + 0,00085 horas™, p= 0,037).

Na Tabela 6 encontram-se os dados da razdo de esterificacdo dos
pontos de 0,08 horas a 24 horas, nos dois grupos. Podemos ver que no
grupo DAC, a razdo é menor do que no grupo Sadio ,nos tempos 10
horas ( p= 0,017) e 24 horas ( p= 0,024) ,ndo sendo diferente nos demais
tempos.

N&o houve diferenca entre as taxas fracionais de remocéo do '“C-
oleato de colesterol entre os individuos do grupo DAC e os individuos do
grupo Sadio (0,107 + 0,026 horas™ vs. 0,064 + 0,009 horas™, p= n.s.) .
As curvas de decaimento encontram-se na Figura 3.

Os niveis de HDL-C (p= 0,0005) e apolipoproteina A1 (p= 0,009)
{Tabela 7) do grupo DAC, foram menores do que os do grupo Sadio.

A taxa fracional de remogéo do *H-colesterol livre correlacionou-se

diretamente com 0s niveis séricos de triglicérides (r = 0,37, p = 0,002);



houve correlacdo inversacom o LDL-C {r
=-0,47 , p=0,002).

Ndo houve correlagdo da taxa fracional de remogdo do °H-

Il

0,35, p=0,03) e 0 HDL-C (

colesterol livre com os niveis plasmaticos das apolipoproteinas A1, B100
com o colestero! sérico e com a idade.

A taxa fracional da somatdria da radioatividade *H-colesteral livre +
®H-colesterol esterificado ndo se correlacionou com a taxa fracional de
remogdo do '“C-colesterol ester nem com os niveis dos lipides
plasmaticos e apolipoproteinas A1 e B100.

A taxa fracional de remocdo do '“C-oleato de colesterol
correlacionou-se apenas com a taxa fracional de remogdo do °H-
colesterol livre, (r = 0,46 , p= 0,0034).

N&o houve correlagéo da taxa fracional de remocéo do '“C-oleato
de colesterol com o colesterol total, HDL-C | LDL-C VLDL-C, triglicérides,
apolipoproteinas A1 e B100 e com a idade.
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Figura 1: Curvas de decaimento plasmatico do °H-colesterol livre em
pacientes do grupc DAC (n=23) e em individuos do grupo Sadic (n=186).



Tabela 5: Somatéria % da radioatividade do tricio (*HCL + 3H-CE) nos

grupos DAC e Sadio, de 0,08 a 24 horas ap0s a injecdo da emulsdo.

Tempo(h) DAC Sadio P
0,08 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0 n.s
1 520+45 56,0 +6,0 n.s
4 36,0+4,0 40,0+45 n.s.
10 210+£20 270230 0,077
24 13.0%1.0 19,025 0,02
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Figura 2: Curvas de decaimento plasmatico do *H-colesterol livre + °H-

colesterol ester em pacientes do grupo DAC (n=23) e em individuos do

grupo Sadio (n=186).
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Tabela 6 : Razdo de esterificacdo ( *H-CL / °H-CE) nos grupos DAC e

Sadio.

Tempo(h) DAC Sadio p
0,08 24+0016 27+035 n.s
1 19+0,10 2,0+£0,14 n.s
4 1,50+£006 164+008 n.s.
10 1,24+0,025 1,38+0,05 0,017
24 114+001 120+003 0,024
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Figura 3 : Curvas de decaimento plasmatico de '“C-oleato de colesterol
em pacientes do grupo DAC (n=23) e nos individuos do grupo Sadio
(n=16),



Tabela 7 : Lipides (mg/dL) e apolipoproteinas séricos (g/L) dos grupos

DAC e Sadio.

DAC Sadio P
Colesterol total 236,0+10,0 231,0+£10,0 n.s
LDL-C 165,0£9,0 161,0+£9,0 n.s
HDL-C 340+20 50,040 0,0005
VLDL-C 440+40 350+35 n.s.
TG 2230+21,0 1710%£170 n.s
Apo A1 1,7+01 21+01 0,009
Apo B 1,5+£0,04 1,6+0,05 n.s.

40
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DISCUSSAC



+Z

O status da LDL na circulacéo & usualmente avaliado medindo-se
a concentracdo plasmatica dos componentes da lipoproteina, tais como o
colesterol da LDL e a apo B100 {principa! proteina da LDL), apds jejum
de 12 horas. Em estudos epidemiologicos tém sido sistematicamente
estabelecida a correlacdo direta entre os niveis de colesterol de LDL ou
apo B100 e a incidéncia de DAC. No entanto, & desejavel, além das
medidas estatisticas de concentracdc plasmatica, o conhecimento da
cinética plamatica da lipoproteina. As medidas cinéticas s&o dificultadas
pelo fato da obrigatoriedade da injecdo da LDL autdloga, com as
limitacbes operacionais que ja4 mencionamos e que tornam os estudos de
cinética plasmatica limitados a poucos individuos. A introducdo do
método das emuisSes artificiais semelhantes a LDL contorna essas
dificuldades, pois com uma Unica preparacdo, realizada por metodologia
prética e rapida, é possivel estudar um grande numero de individuos.
Além do mais, a LDL natural constitui-se em fragdo heterogénea. Sua
composi¢do apresenta diferengcas de individuo para individuo, o que
resulta em consideravel variagdo nos dados cinéticos. Pelo contrério, a
emulsdo artificial € uma preparacdo padrdo onde essas variagdes
composicionais séo bastante reduzidas, uniformizando os resultados. A
preparacéo artificial tem depuragdo plasmatica muito maior do que a LDL
natural, devido ao fato de a apo E, através da qual as particulas artificiais
se ligam ao receptor da LDL, ter afinidade maior pelo receptor, do que a
apo B10C0 que liga a LDL natural. Isto traz uma vantagem adicional, ja que
reduz o tempo de permanéncia do paciente no laboratorio. No entanto, o
fato da particula ser obtida artificialmente e ndo conter a apo B100
presente na LDL constitui-se, intrinsicamente em limitacdo metodoldgica,
exigindo cuidado na interpretacdo e extrapolagdo dos dados para o
circuito metabdlico da LDL natural. A utilidade da emulsdo para testar o
metabolismo da LDL ficou patente em estudo anterior do nosso grupo,
onde se mostrou que a emulsdo é removida do plasma mais lentamente
em pacientes com hipercolesterolemia familiar do que no grupo controle
de individuos normolipidémicos (MARANHAO et al, 1997). isto é
exatamente o esperado quando se considera, na hipercolesterolemia, ©

comportamento no plasma da LDL natural. A experiéncia mostra, portanto



a adequacdo da emulsdo artificial para se estudar o metabolismo da LDL
natural.

A concentracdo aumentada da LDL no plasma é um dos principais
fatores de risco para desenvolvimento de DAC. O aumento dos niveis
plasmaticos de LDL, teoricamente, pode se dever tanto a aumento da
sintese hepética da  lipoproteina precursora, a VLDL, quanto a
diminuicdo da remogdo plasmatica da propria LDL, processo que, como
ja vimos é feito pelos receptores B/E. O segundo mecanismo, ou seja, a
diminuicdo da saida da LDL do compartimento plasmatico € o
responsavel pela hipercolesterolemia familiar. Alids, de uma maneira
geral, a diminuicdo da remog&o plasmatica esta envolvida na maioria das
situagdes em que ha tendéncia a aumento dos niveis de LDL e colesterol
plasmaticos. Por exemplo, no caso de individuos em uso de dietas ricas
em gordura saturada, essas gorduras tendem a diminuir a expressdo dos
receptores B/E ( GRUNDY e DENKE , 1997), desta forma diminuindo a
remocdo da LDL.

No presente trabalho, especulamos com a possibilidade de que,
independentemente do nivel plasmatico da LDL, pudesse haver
diferencas nas taxas de remocdo da lipoproteina que estivessem
relacionadas com a presenga de DAC. Exemplificando, dois grupos de
individuos podem ter concentracdo plasmatica de LDL semelhantes, mas
em um deles ocorre maior remocdo plasmatica da lipoproteinag,
compensada por maior sintese de LDL (a partir de maior sintese pelo
figado da lipoproteina precursora, a VLDL e maior conversdo desta no
seu produto catabdlico final, a LDL). Desta forma, em dois grupos com
concentragdo de LDL semelhante, um deles teria maior furnover da
lipoproteina (maior sintese hepatica e maior remog&o) do que ¢ outro,
que teria menor sintese (menor entrada no compartimento plasmatico),
compensada por menor remogdo plasmatica (menor saida do
compartimento). Neste caso o grupo com maior furnover teria no
compartimento plasmatico um poo/ de LDL com menor tempo de
residéncia, ou seja, lipoproteinas mais "renovadas". Um poo/ de LDL
nestas condi¢des, por exemplo, estaria menos propenso a sofrer

processos de transformac&o como os de peroxidacdo lipidica e proteica,

F:"E.Fse._'l{:"t"iil.;ﬂ ==
zgculdade de ﬁlém-‘.as?armgcuuhcﬂa
: Universidade de Sao Paule
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associados com a aterogénese. Esta hipbtese nao foi, em Ultima anélise,
confirmada pelos nossos resultados, ja que a TFR do éster de colesterol
da emulsdo nao foi diferente entre o grupo de individuos com DAC e o
grupo sadio. O éster de colesterol é o marcador mais fidedigno da
remogdo das particulas da emulséo, j& que o colesterol livre pode se
difundir facilmente no plasma, enquanto o éster de colesterol depende de
proteinas de transferéncia para sair das particulas da emuls&o.

No tocante a avaliagdo da esterificagdo do colesterol livre da
emulsdo, foi encontrada diferenga entre os grupos DAC e Sadio. Os
dados sugerem que o colesterol livre da emulsdo pode estar sendo
removido da circulagdo mais rapidamente nos portadores de DAC. A
remog¢do do colesterol livre do compartimento plasmatico ocorreria por
varios mecanismos:

a) Remocdo do colesterol livre em conjunto com a emulsdo que

vai sendo retirada do plasma;

b) Transferéncia para as fragbes de lipoproteinas plasmaticas,
sendo retirado da circulagdo em conjunto com elas;

c) O colesterol livre & esterificado, sendo removido em conjunto
com as particulas da emulsao;

d) O colesteral livre & esterificado e transferido para as fragdes de
lipoproteinas plasmaticas sendo removido da circulagdo em
conjunto com elas. O colesterol livre pode também transferir-se
para as lipoproteinas plasmaticas e ser esterificado enquanto
nelas, sendo removido subsequentemente em conjunto com as
lipoproteinas;

e) Esteriﬁcagéo'e posterior remocdo com a emulsdo ou integrado
as lipoproteinas plasmaticas para as quais se havia transferido
e

f) O colesterol livre sai da emulsdo, precipitando-se na parede
arterial.

Aparentemente, a maior TFR do colesterol livre dos individuos do
grupo DAC deve refletir uma maior esterificacdo, j& que ndo houve
diferenca na remogédo das particulas da emulsdo, representada por
valores similares da TFR do '“C-oleato de colesterol entre os grupos.



Os ésteres de colesterol sdo um componente importante da placa
de ateroma (PAUCIULLO et al, 1988 ). O excessc de esterificacdo
plasmatica, como encontrado em nosso estudo, poderia predispor a
aterosclerose ja que as lipoproteinas estariam proporcionalmente mais
ricas em ésteres de colesterol. Uma LDL rica em ésteres de colesterol,
carregaria uma concentragdo maior desses lipidios para a parede da
artéria . A LDL modificada por processo de oxidacdo seria captada pelos
macréfagos gerando células espumosas que s&o as precursoras da
placa de ateroma (STEINBERG ef a/, 1989).

O aumento da esterificacdo do colesterol livre encontrado em
nosso estudo poderia representar um fator predisponente isolado para
aterosclerose ou ser secundario a um conjunto maior de alteragdes do
metablismo lipidico que predisponham a essa doenca. De fato, a
esterificacdo do colesterol livre expressa como TFR do *H-colesterol livre
apresentou correlacdo com as concentragdes dos lipides plasmaticos.
Quanto maiores as concentragdes dos triglicérides maior a esterificacdo.
Por outro lado, quanto menores os valores do HDL-C e LDL-C maior a
esterificacdo. Existe evidéncia de que o0s niveis plasmaticos de
triglicérides sejam um fator importante na esterificagdo do colesterol
(MURAKAMI et al, 1995). Murakami et al. encontraram em modelo in
vitro, que o plasma de individuos hipertrigliceridémicos apresentava taxas
fracionais de esterificacdo do colesterol superiores as encontradas no
plasma de normolipidémicos e de hipercolesterclémicos. ‘Da mesma
maneira que em nosso estudo com emulsdes artificais, a taxa de
esterificacdo correlacionou-se diretamente com os triglicérides e de
maneira inversa com o HDL-C . Esses autores acreditam que niveis
elevados de friglicérides poderiam aumentar a esterificacdo, por
aumentarem a concentragéo de particulas de HDL3 em detrimento da
HDL2. A HDL3 apresenta uma maior interagdo com a LCAT do que a
HDL2 (BARTER et al. 1984; WALD et al 1990; McCALL et al. 1993).
Outro fato importante seria o aumento da transferéncia do colesterol
esterificado na HDL para a LDL e VLDL por agdo da CETP, o que &

diretamente proporcional aos niveis de triglicérides. Qu seja, haveria uma



menor inibicdo de produto sobre a LCAT que entfo esterificaria mais o
colesterol (FIELDING & FIELDING, 1981).

E fato bem estabelecido que os niveis do HDL-C apresentam
correlacdo inversa com os niveis de triglicérides do plasma (MILLER,
1998). Este fato ocorre por intermédio da CETP que froca moléculas de
triglicérides por moléculas de colesterol éster (FRANCESCHINI et al.
1991; FIELDING& FIELDING,1995). A correlagéo inversa da esterificagdo
com 0s niveis plasmaticos de HDL-C encontradas em nosso estudo e no
estudo de Murakami (MURAKAMI et al 1995) provavelmente &
secundaria a esse fendbmeno. Dessa maneira, niveis elevados de
triglicérides poderiam predispor & aterogénese, por aumentar a
esterificacdo do colesterol livre, além das bem demonstradas alteragdes
no metabolismo lipidico como redugdo do HDL-C, hiperlipidemia pos-
prandial (WEINTRAUB et al, 1987), aumento da densidade e
oxidabilidade da LDL (AUSTIN et a/, 1988, CHAPMAN et al., 1988) e
alteracdes da coagulacdo (GRUNDY, 1997).

Em nosso estudo os pacientes do grupo DAC apresentaram niveis
plasmaticos de HDL-C mais baixos do que os individuos do grupo Sadio,
apesar dos niveis plasmaticos de LDL-C , em ambos os grupos, serem
similares. Embora n&o tenha havido diferenca estatistica, podemos notar
também uma tendéncia a niveis plasmaticos mais altos dos triglicérides
no grupo DAC. Dessa forma acreditamos, baseando-se nas analises de
correlacdo realizadas, que os pacientes do grupo DAC tenham maior
esterificacdo devido ao seu perfil lipidico alterado, quando comparados
aos individuos do grupo Sadio.

Uma possibilidade que pode ser levantada dos nossos resultados
refere-se ao achado de maior remogéo de colesterol livre nos pacientes
do grupo DAC, quandoc comparados aos seus controles sadios. Pode-se
especular que, no caso dos pacientes do grupo DAC, o colesterol livre,
que difunde-se com facilidade para as particulas da emulsdo, tenha
tendido a aderir a superfice do ateroma, o que explicaria sua maior saida
do compartimento plasmatico. Pelas suas implicagcdes nos mecanismos
da aterogénese, onde o depésito de colesterol é etapa fundamental, essa

hipdtese pode merecer enfoque em pesquisas subsequentes, visando
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verificar se este fendmeno possa ocorrer realmente nos processos de

formacdo e desenvolvimento do ateroma.
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A remocéo da emulsdo lipidica semelhante a LDL, expressa pela TFR
'4C- oleato de colesterol n&o diferiu entre os grupos, sugerindo que os
pacientes do grupc DAC n&o tenham alteracdes na remogéo

plasmatica das particulas da emulsdo.

A esterificacdo do *H-colesterol livre da emuls3o lipidica , semelhante
a LDL, foi maior em pacientes do grupo DAC, quando comparada a
dos individuos do grupo Sadio, sugerindo que os pacientes do grupo
DAC tenham alteragdes no processo de esterificagdo do colesterol ou
tendéncia a remover este componente com maior intensidade do que
os individuos do grupo Sadio.

A TFR do °H-colesterol livre correlacionou-se diretamente com os
niveis plasmaticos de triglicérides e inversamente com os niveis
plasmaticos de HDL-C e LDL-C, sugerindo que haja interrelagdes

metabdlicas entre a emulsdo e essas fragdes lipoproteicas .



Ko /6 22y

50

REFERE
ERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

gigLl 0
egculdade de Ciéncia
Uni rersidal

JTECA

sFarmacéutﬁ*.:e;,

de ds Sa0 Paulo



AUSTIN M. A, BRESLOW J. L., HENNEKENS C. H., BURING J. E,
WILLETT W. C., KRAUSS R. M. . Low-density lipoprotein subclass
patterns and risk of myocardial infarction. JAMA, Chicago, v. 260, p.
1917-1921, 1988.

BARTER, P. J. Production of plasma esterified cholesterol in lean
normotrigyceridemic humans. J.Lipid Res., New York, v.15, p.234-
242 1974

BARTER, P.J.; GOODEN, J.M.: RAJARAM, O .V. Species differences in
the activity of a serum ftriglyceride ftransferring factor.
Atherosclerosis, Shannon, v.33, p.165-169, 1979.

BARTER, P.J.; HOPKINS, G.J.; CALVERT, G.D. Transfers and
exchanges of esterified cholesterol between plasma lipoproteins.
Biochem.J., London, v. 208, p.1-7, 1982.

BARTER, P.J.; HOPKINS, G.J.; GORJATSCHKO, L.; JONES, ME.
Competitive inhibition of cholesterol esterication by human high-
density  lipoprotein-subfraction.  Biochim. Biophys. Acta.
Amsterdam, v.793, p. 260-268, 1984.

BERGMAN, E.N.; HAVEL, R.J.; WOLFE, B.M.; OHMER, T.Quantitative
studies of metabolism of chylomicron triglycerides and cholesterol
by liver and extra- hepatic tissues of sheep and dogs. J.Clin.Invest.,
New York, v. 50, p.1831-1839, 1971.

BERMAN, M.; HALL, ILM.; LEVY, R.l; EISENBERG, S.; BILHEIMER,
D.W.,;PHAIR, R.D.; GOEBEL, R.H. Metabolism of apo B and apo C
lipoproteins in  man: kinetic studies in normal and

hyperlipoproteinemic subjects. J.Lipid. Res., New York, v.19, p.38-
56, 1978.



52

BILHEIMER, D.W.; EISENBERG. S.; LEVY, R.l. The metabolism of very
low density lipoprotein proteins. |. Prelimimary in vitro and in vivo
observations.Biochim.Biophys.Acta, Amsterdam, v. 260, p. 212-
221, 1972.

BREWER Jr., HB.; GREGG, R.E., HOEG, JM.; FOJO, S.S.
Apolipoproteins and lipoproteins in human plasma: an overview.
Clin.Chem., Wiston-Salem, v. 34(B), p. 4-8, 1988.

BROWN, M.S.; GOLDSTEIN, J.L. Receptor - mediated endocytosis:
Insights from the lipoprotein receptor system. Proc.Natl.Acad.Sci.,
Washington, v. 76, p. 3330-3337, 1979.

BROWN, M.S.; KOVANEN, P.T.; GOLDSTEIN, J.L . - Regulation of
plasma holesterol by lipoprotein receptors. Science, Washington,
v.212, p. 628-635, 1981.

BROWN, M.S.; ANDERSON, R.G.W.; GOLDSTEIN, J.L. Recycling
receptors: the round trip itinerary of migrant membrane proteins.

Cell, Cambridge, v. 32. p.663-667, 1983.

BROWN, M.S.; GOLDSTEIN, J.L. Lipoprotein metabolism in  the

macrophage: implications for cholesterol deposition in
atherosclerosis. Ann.Rev.Biochem., Palo Alto, v.52, p. 223-2261,
1983.

BROWN, M.S.; GOLDSTEIN, J.L. - Lipoprotein receptors in the liver.
J.Clin.Invest., New York, v. 72, p. 743-747, 1983.

BROWN, M.S.; GOLDSTEIN, J.L. - A receptor-mediated pathway for

cholesterol homeostasis. Science, Washington, v. 232, p.34-47,
1986.



53

BURSTEIN,M.; SCOLNICK, H.R.; MORFIN, R. - Rapid methods for the
isolation of lipoproteins from human serum by precipitation with
polyanions. J.Lipid.Res._ New York, v.11, p.583-595, 1970.

CESAR, T.B., PEDROSO,S.R.; HIRATA, MH.; QUINTAO, E.C.R,
MARANHAOQ, R.C. Metabolic behavior of protein-free microemulsion
of fosphatidyl-choline and cholesteryl oleate in the rat.
Arch.Biol.Technol., Caxambu, v. 30, p.13, 1987.

CHAPMAN, M.J.; GOLDSTEIN, S.; LAGRANGE, D. - A density gradient
ultra-centrifugal procedure for the isolation of the major lipoprotein
classes for human serum. J.Lipid.Res., New York, v.22, p. 339-358,
1981.

CHAPMAN, M.J. - Comparative analyses of mammalian plasma
lipoproteins. Meth.enzymol., New York, v. 128 (A), p. 70-143, 1986..

CHAPMAN M. J,.LAPLAUD P. M..LUC G, ET AL. Further resolution of low
density lipoprotein spectrum in normal human plasma: physiochemical
characteristics of discrete subspecies separated by density gradient

ultracentrifugation. J. Lipid. Res.,_ New York, v. 29, p. 442-458, 1988.

CLADARAS, C; HADZOPOULOU-CLADARAS, M: NOLTE, R.T.
ATKINSON, D.; ZANNIS, V.I. - The complet sequence and structural
analysis of human apolipoprotein B-100: relationship between apo
B-100 and apo B-48 forms. EMBO J., v. 5, p. 3495-3507, 1986.

DAVIES,RAJHELGERUND P;DUELAND S:DREVON CA. Evidence that
reverse cholesterol transport occurs in vivo and requires lecithin:

cholesterol acyl-transferase. Biochim. Biophys Acta ,v. 689, p.
410-414, 1982

DOBIASOVA, M.; STRIBRNA, J.;: SPARKS, D.L.; PRITCHARD, P.H.;
FROLICH, J.J. Cholesterol esterification rates in very low density



lipoprotein-and  low  density lipoprotein-depleted  plasma.
Arterioscler. Thromb, v.11, p.64-70, 1991.

EISENBERG, S.; LEVY, R.l. Lipoprotein metabolism. Adv.Lipid.Res.,
New York, 13, p.1-89. 1975.

EISENBERG, S. High density lipoprotein metabolism .J.Lipid.Res., New
York, 24, p. 1017-1058, 1984.

FIELDING, C.J. Lipoprotein lipase:Evidence for high ande low affinity
enzyme sites.Biochemistry, Washington, v. 15, p. 879-884, 1976.

FIELDING, C. J.; FIELDING, P. E..Regulation of human plasma lecithin:
cholesterol acyltransferase activity by lipoprotein acceptor
cholesterol ester content.J. Biol. Chem., Baltimore, v.256, p.2102-
2104, 1981.

FIELDING C. J. ; FIELDING P. E. Molecular physiology of reverse
cholesterol transport. J. Lipid Res. New York, v. 36, p.211-228,
1995.

FRANCESCHINI, G. : MADERMA, P.; SIRTORI, C. R. Reverse

cholesterol transport: physiology and pharmacology.
Atherosclerosis, Shannon,v.88, p. 88-107, 1991..

FRIEDEWALD, W.T. Estimation of the concentration of low density
lipoprotein cholesterol in plasma, without the use of preparative
Itacentrifuge. Clin.Chem., Winston-Salem, v. 18, p. 499-505, 1972.

GIANNINI, S.D. Doenga coronariana aterosclerética e colesterol.
Rev.Bras.Med., S&do Paulo, v. 26, p. 31-8, 1989.

GINSBURG, G.S.; SMALL, D,M,; ATKINSON, D. Microemulsions of
phospholipids and cholesterol esters. Protein-free models of low

density lipoprotein. J.Biol.Chem., Baltimore, v. 257, p. 8216-8227,
1982.



35

GLICKMAN, R.M.; GREEN, P.H.; LEES, R.S.; TALL, A.R. Apolipoprotein
A-l syntesis in normal intestinal mucosa and in Tangier disease.
N.Eng.J.Med., Boston, v. 299, p.1424-1427, 1978.

GLOMSET,J.A.The plasma lechitin: cholesterol acyltransferase reaction.
J. Lipid Res. New York, v.9, p.155-167, 1968.

GLOMSET, J.A.; NORUM, K.R. - The metabolic role of lecitin cholesterol
acyl- transferase: perspectives from pathology. Adv.Lip.Res., New
York, v. 11, p.1-65, 1973.

GOLDSTEIN, J.L.; BROWN, M.S. Binding and degradation of low density

lipoproteins by cultured human fibroblasts. J.Biol.Chem., Baltimore,
v. 249, p.513-562; 1974

GOLDSTEIN, J.L.; BROWN, M.S. Atherosclerosis: the low density lipoprotein
receptor hypothesis. Metabolism, New York, v. 26, p. 1257-1275, 1977.

GOLDSTEIN, J.L.; ANDERSON, D.W.; BROWN, M.S. Coated pits, coated
vesicles, and receptot-mediated endocytosis. Nature, London, v.
279, p. 679-685, 1979.

GOLDSTEIN, J.L.; BROWN, M.S. The LDL receptor locus and genetics of
familial hypercholesterolemia. Ann.Rev.Genet., v. 13, p. 259, 1979.

GOTTO Jr, AM. High density lipoproteins: Biochemical and metabolic
factors. Am. J.Cardiol., New York, v. 52, p. 2-4, 1983.

GOTTO, AM.; POWNALL, H.J.; HAVEL, R.J. - Introduction to the plasma
lipoproteins. Methods Enzymol., New York, v. 128, p. 3-41, 1986.



56

GREEN, P.H.R.; TALL, AR.; GLICKMAN, R.M. Rat intestine secrets
discoid high density lipoprotein. J.Clin.Invest.. New York, v. 61, p.
528-534, 1978.

GREEN, P.H.R.; GLICKMAN, R.M.; SANDEK, C.D.; BLUM, C.B.; ALL,
A.R. Human intestinal lipoproteins: studies in chylurie subjects.
J.Clin.Invest. NewYork, v. 64, p. 233-242, 1979.

GRUNDY S. M. Small LDL, Atherogenic dyslipidemia, and the metabolic
syndrome. Circulation, Dallas, v. 95, p. 1-4, 1997.

HAVEL, R.J. The formation of LDL: mechanisms and regulation.
J.Lipid.Res., New York, v. 25, p.1570-1576, 1984,

HIRATA, R.C.D.; HIRATA. M. H.; MESQUITA, C. H.; CESAR, T. B,
MARANHAO, R. C. Effects of apolipoprotein B-100 on the
metabolism of a lipid microemulsion model in rats. Biochim.
Biophys. Acta, Amsterdam, v.1437, p.53-62, 1999.

JANERO, D.R.; SINTA-MGNANO, P.; MULLER, KW. Synthesis,

processing and secretion of hepatic very low density lipoprotein.
J.Cell Biol., New York, v. 24, p. 131-152, 1984.

JONES, A.L.; HRADEK, G.T.; HORNICK, C.; RENAUD, G.; WINDLER,
E.E.;, HAVEL, R.J. Uptake and processing of remnants of

chylomicrons and very low density lipoproteins by rat liver.
J.Lipid.Res., New York, v. 25, p. 1151-1158, 1984.

KESANIEMI, Y.A.; WITZTUM, J.L.; STEINBRECHER, V.P. Receptor-
mediated catabolism of low density lipoprotein in man.
J.Clin.Invest., New York, v. 71, p950-959, 1983.



57

KOSTNER, G.M. Apolipoproteins and lipoproteins of human plasma:
significance in health and in disease. Adv.Lipid.Res., New York, v.
20, p. 1-43, 1983.

KOBAYASHY,P.T.; SCHENEIDER, W.J.; HILLMAN, G.H.; GOLDSTEIN,
J.L.; BROWN, M.S. - Separate mechanisms for the uptake of high
J.Biol. Chem,.Baltimore, v. 254, p.5498-5505, 1979.

KNOTT, T.J.; PEASE, R.J.; POWELL, LM. et al. Complete proteins
sequence and identification of structural domains of human
apolipoproteins B. Nature, London, v. 323, p.734-839, 1986.

KUDCHODKAR, B. J.; SODHI, H. S. Plasma choplesteryl esters turnover
in mam: comparison of in vivo and vitro methods. Clin. Chim. Acta,
Amsterdam, v.68, p.187-194, 1976.

KURSIS, A, MYTHER, J., J.; GEHER. G. et al. Decreased plasma
phosphatidyl choline/free cholesterol ratio as an indicator of risk for

ischemic vascular disease. Arteriosclerosis, Shannon, v.2,p.296-
222, 1982,

MAHLEY, RW.; INNERARITY, T.L. Lipoprotein receptors and cholesterol

homeostasis. Biochim.Byophys.Acta, Amsterdam, v. 737, p.197-
222, 1983.

MAHLEY, RW.; INNERARITY, T.L.; RALL, S.C.; WEISGRABER, KH.

Plasma lipoproteins: apolipoprotein structure and function.
J.Lipid.Res., New York, v. 25, p.1277-1294, 1984.

McCALL, M. R;; NICHOLS, A. V.; NORTON, R. E.; BLANCHE, P. J;
SHORE, V. G.; HARA,S.; FORTE, T. M.Transformation of HepG2
nascent lipoproteins by LCAT: modulation by HepG2 d> 1,235 g/ml
fraction. J. Lipid Res. New York, v.34, p.37-48, 1993.



58

MARANHAOQ, R.C.: CESAR, T.B.; PEDROSO-MARIANI,S.; HIRATA, M.
H.; MESQUITA, C. H..Metabolic behavior in rats of a non-protein
microemulsion resembling low-density lipopprotein . Lipids,
Champaing, v. 28, p.691-696, 1993.

MARANHAO, R. C., ROLAND, Y.. RAMIRES, J.; TOFFOLETO, O.
GONCALVES, R. P.; MESQUITA, C. H. PILEGGI, F. Plasma kinetic
behavior in hyperlipidemia subjects of a lipidic microemulsion that
binds to LDL receptors. Lipids, Champain, v.32, p.627-633,1997.

MARSH, J.B. Lipoproteins in a nonrecirculating perfusate of rat liver.
J.Lipid.Res., New York, v. 15, p. 544-550, 1974.

MATTHEWS, C,M,E, The theory of tracer experiments with 131-I-labeled
plasma proteins. Phys.Med.Biol., London, v. 2, p. 36-53, 1957.

MESQUITA, C.H. Cinética do quilomicron marcado com *H-TG e '*C-CE.
Anélise compartimental auxiliar. Sdo Paulo: Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares (IPEN), 1994. [Publicacdes IPEN]

MILLER M. Is hypertriglyceridemia an independent risk factor for
coronary heart disease ? Eur. Heart. J. London, v. 19 supl.,p. H18-
H22, 1998.

MURAKAMI, T.; MICHELAGNOLI, S.; LONGHI, R.; GIANFRANCHESCHI,
G.; PAZZUCCONI, F.; CALABRESI, L; SIRTORI, CR;
FRANCHESCHINI, G. Triglycerides are major determinants of
cholesterol esterification/transfer and HDL remodeling in human
plasma. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., Dallas, v.15, p.1819-
1828, 1995.

PACKARD, C.J; MUNRO, A; LORIMER, AR, GOTTO, AM,;
SHEPHERD, J. Metabolism of apolipoprotein B in large triglyreride-



59

rich very low density lipoproteins of normal and hypertriglyceridemic
subjects. J.Clin.Invest., New York, v, 74, p. 2178-2192, 1984.

PAUCIULLO, P.RUBBA, P. MAROTTA, G. et al. Abnormalities in serum
lipoprotein composition in patients with premature coronary heart
disease compared to serum lipid matched controls.Atherosclerosis,
Shannon, v.73, p.241-247, 1988

REDGRAVE, T.G.; MARANHAO, R.C. Metabolism of protein-free lipid
emulsion models of chylomicrons in rats. Biochim.Biophys.Acta,
Amsterdam, v. 835, p.104-112, 1985.

RIFAI, N. Lipoproteins and apolipoproteins. Arch.Pathol.Lab.Med.,
Chicago, v.110, p. 697-701, 1986.

SIEDEL,J.; SCHULUMBERGER H.; KLOSE,S.; ZIEGENHORN,
J,WAHLEFELD, AW. Improved reagent for the enzymatic
determination of serum cholesterol. J.Clin.Chem.Biochem., Berlin,
v. 9, p.838-839, 1981.

STEINBERG, D.; PARTHA SARATHY, S.; CAREN, T. G.; KHOO. J. C;;
WITZTUM.J. L. Beyond Cholesterol: modifications of low-density
lipoprotein that increased it's atherogenecity. N.Engl. J. Med.,
Boston, v.320, p.915-924, 1989.

YANG, C)Y,, GU, ZW. WENG, S.Q; KIM, TW. CHEN, S.H;
POWNALL, H.J.; SHARP, P.M.; LIN, SW,; LI, WH.; GOTTO Jr.,
AM.; CHAN, L. - Structure of apolipoprotein B-100 of human low
density lipoproteins. Arteriosclerosis, Dallas, v. 9, p.96-108, 1989.

YEN,T. F.; NISHIDA, T. Rapid labeling of lipoproteins in plasma
radioactive cholesterol. Application for measurement of plasma
cholesterol esterificatrion. J. Lipid Res., New York, v.31, p.349-353,
1990.



60

WALD, J. H.; KRUL. E. S.; JONAS, A. Struture of apolipoprotein A-1 in
three homogeneous, reconstituted high density lipoproteinparticles.
J. Biol. Chem.,Baltimore, v.32, p.20037-20043, 1990.

WAHLEFELD, AW. - Triglycerides: colorimetric method. In:
BERGMEIER, H.V.,. Methods of enzymatic analysis, 3th ed.,
Weinheim: verlag hemie, v.8, p. 12-28, 1985.

WEINTRAUB M. S. EISENBERG S.,.BRESLOW J. L. Different patterns of
postprandial lipoprotein metabolism in normal, type lla, type lll, and
type IV hyperlipoproteinemic individuals. Effects of treatment with
cholestyramine and gemfibrozil. J. Clin. Invest., New York, v. 79, p.
1110-1119, 1987.



