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RESUMO

O transporte reverso de colesterol é um dos mecanismos que podem
explicar a relagdio inversa entre os niveis plasmaticos de lipoproteinas de alta
densidade (HDL) ¢ a incidéncia de doenga aterosclerotica no homem. Por esse
processo, o colesterol dos tecidos periféricos , inclusive da parede arterial, €
removido das membranas celulares pelas HDL, esterificado pela lecitma-
colesterol-aciltransferase e, posteriormente, captado pelo figado (transporte
reverso direto de colesterol). O colesterol celular também € removido por via
indireta, ou seja, pela transferéncia do.colesterol esterifica_do das HDL para as
lipoproteinas que contém apo B (lipoproteinas de muito baixa ¢ baixa densidade,
respectivamente VLDL e LDL) as quais sfo captadas por receptores especificos
hepiticos. Fasa etapa ¢ mediada pela proteina de transferéncia de éster de
colesterol (CETP).

As lipoproteinas de baixa densidade sdo quantifativamente as mais
importantes lipoproteinas carreadoras de colesterol. Elas estdo positivamente
associadas ao desenvolvimento da aterosclerose e, desta forma, alfas
concentragdes de LDL plasmaticas e/ou modificagdes quimicas destas
lipoproteinas, como a oxidag¢do, sdo condigdes relacionadas diretamente  ao
aumento da incidéncia da doenga aterosclerdtica.

Com o objetivo de avaliar a atividade da CETP frente a modificagGes
quimicas induzidas artificialmente nas LDL, foram feitos experimentos de
medida de transferéncia de éster de colesterol radioativamente marcado entre as
lipoproteinas.

Lipoproteinas obtidas a partir de “pool” de plasma de individuos normats,
foram meodificadas “In vitro” por acetilagdo ou oxidagdo e foram incubadas com

HDIL, e HDL; previamente marcadas com éster de colesterol radioativo, na
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presenga de CETP contida na fragio do plasma de d>1,21g/mL. Apds varnos
periodos de incubagdo, as lipoproteinas foram reisoladas por precipitagio das
LDL com sulfato de dextrana/MgCl, ¢ a radioatividade medida no sobrenadante.

Os resultados obtidos mostraram diminuigdo média significativa na
transferéncia de éster de colesterol das subpopulagdes de HDL (HDL, e HDL,
em conjunto) para as LDL modificadas por acetilagio (p=0,0001) ou por
oxidagdo (p=0,0088), quando comparadas as respectivas LDL normais. A
diminui¢do encontrada na porcentagem de transferéncia das HDL para a LDL
acetilada for de 1,8 vezes e para a LDL oxidada foi de 1,5 vezes em relagdo as
respectivas LDL normats.

A via inversa, ou seja, transporte de éter de colesterol da LDL oxidada
para as subpopulagdes de HDL, apresentou um aumento médio significativo
{p=0,0003) de cerca de 2 vezes, quando comparado a LDL normal.

A dimingdo da transferéncia de colesterol esterificado (CO) das HDL
para as LDL modificadas contribui para que estas lipoproteinas aterogénicas
ganhem menos colesterol do que as LDL ndo modificadas. Por outro lado, a
maior transferéncia de colesteril-oleato das LDL oxidadas para as HDL, resulta
na redistnibuigdc do colesterol oxidado para uma fragdo lipoprotéica
antiaterogémea. Como o destino metabolico das LDL modificadas é a captagio
por macrofagos na parede arterial (ateroma) e o das LDL e das HDL normais é
o hepatocito (excregdo de colesterol do corpo), os resultados mostraram que a
CETP favoreceu a redistribui¢dio do colesterol plasmatico para as lipoproteinas
integras, antiaterogénicas, indicando um possivel papel antiaterogénico da CETP

o que tambeém fol recentemente descrito em um estudo populacional.



ABSTRACT

Reverse transport of cholesterol is a mechanism that possibly explains an
mverse correlation between high density lipoprotein (HDL) levels and the
incidence of atherosclerosis. In this process peripheral cholesterol tissue,
mcluding that of the arterial wall, is removed from cellular membranes by HDL,
esterified by lecithin-cholesterol-acyltransferase and thereafter taken up by the
liver (direct reverse transport of cholesterol). Cellular cholesterol is also
transported by an indirect way, that is, by means of the transfer of esterified
cholesterol from HDL to the lipoproteins that contain apo B (low and very low
density lipoproteins, respectively, VLDL and LDL) and that is internalized by
specific hepatic receptors. This step 1s mediated by the cholesterol ester transfer
protein (CETP).

Low density lipoproteins quantitatively are the most important carriers of
cholesterol. They are positively associated with the development of
atherosclerosis, and in this way, high concentrations of plasma LDL and chemical
modification of these lipoproteins are conditions directly related to atherogenesis.

In order to study the activity of CETP on LDL particles chemically
modified, experiments were made to measure the fransfer of radioactive
cholesteryl ester between lipoproteins.

Lipoproteins obtained from the plasma pool of normal individuals were
modified "in vitro" by acetylation or oxidation, and were incubated with HDL,
and HDL; containing radioactive cholesteryl ester in the presence of CETP from
plasma fraction of d >1.21g/mL. After various incubation periods, the
lipoproteins were isolated agamm by precipitation of LDL with dextran
sulfate/MgCl; and the radicactivity measured in the supernatant.

The results obtained showed a significant average diminution in the transfer

of cholesteryl ester from HDI1,, and HDL,; to the LDL modified by acetylation or
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by oxidation, when compared to the nonmal LDL. In the inverse direction that is,
the transport of oxidized L.DL cholesteryl ester to the subpopulations of HDL
presented a significant average increase, when compared to normal LDL.

The diminished transfer rate of esterified cholesterol (CO) from HDL to
the modified LDL brings about a significantly smaller enrichment of the latter
with cholesterol. On the other hand, the faster transfer rate of CO from oxidized
LDL to HDL lessens the atherogenic potential of the former lipoproteins.

Taking into account that modified LDL is bound to accumulate into the
artertal wall whereas normal LDL and HDL are preferentially taken up by the
hepatocyte, the data suggest that CETP plays a benefical role favoring the
excretion of cholesterol from the body, which is In agreement with a recent

epidemiological study snggesting an antiatherogenic role of CETP.

{5



1 INTRODUCAO

As lipoproteinas plasmaticas sdo complexos macromoleculares formados
principalmente por lipideos e proteinas, sendo responsaveis pela distribuicdo dos
lipideos de origem exégena (dieta) e endogena (figado) para os tecidos.

NICHOLS & SMITH mostraram em 1963 a existéncia da fransferéncia
reciproca de éster de colesterol e triacilglicerdis  entre lipoproteinas, em
incubagdes de plasma humano. Essa descoberta passou a ter grande interesse no
sentido de se entender a dindmica do processo “in vivo” e 0 mecanismo gue
propicia a troca de lipideos ndo polares de uma lipoproteina para outra, num meio
aquoso como o plasma. Estudos feitos nos tltimos 15 anos revelaram a existéncia
de uma proteina especifica (Cholesteryl Ester Transfer Protein - CETP) capaz de
transferir lipideos neutros entre lipoproteinas no plasma de varas espécies,
inclusive no do homen:.

Atualmente, sabe-se gue a atividade dessa proteina esta relacionada
diretamente ao complexo mecanismo do transporte reverso de colesterol que se
inicia com o efluxo de colesterol livie dos tecidos para as HDL e continua com a
esterificacio deste pela agdo da enzima lecitina-colesterol-aciltransferase (LCAT)
no plasma. A partir dai, ocorre um processo de transferncia  do éster de
colesterol para as lipoproteinas de baixa densidade (VLDL e LDL), mediado pela
CETP, redirecionando o colesterol de origem celular para o figado, onde sera
metabolizado a acidos biliares, excretado, ou novamente incorporado as
lipoproteinas.

A literatura é controversa a respeito do processo de transferéncia de éster
de colesterol e sua relagdo com o risco de desenvolvimento da aterosclerose. Se,
por um lado, esse processo leva mais colesterol esterificado para o figado, por

outre lado, acarreta aumento da sua concentragdo em particulas aterogénicas
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como as lipoproteinas de muito baixa e baixa denmsidade (VLDL e LDL).
MAROTTI et alu (1993), trabalhando com camundongos transgénicos
expressando altos niveis de CETP de macacos, mostraram que esses animais sao
mais suscetiveis a desenvolver aterosclerose apds ingestdo de dieta rica em
gordura e colesterol do que ammais controles que ndo expressavam CETP. Por
outro lado, ZHONG et ali (1996) mostraram que japoneses com deficiéncia
genetica de CETP apresentam aumento da incidéncia da doenga coronariana.

(O processo de transferéncia consiste da troca continua de ésteres de
colesterol das HDL por ésteres de colesterol (“exchange”) ou por triacilglicerois
(“heteroexchange™) provementes de outras lipoproteinas. Varios fatores
mterferem  nesse processo como por exemplo jejum, as concentragdes de
apohipoproteina &, alteragbes estruturais das lipoproteinas tais como oxidagao e
glicagio. Assim, estudos de alteracdes na composi¢do e na estrutura das
lipoproteinas e seu reflexo na transferéncia de lipideos, e consequentemente no
transporte reverso de colesterol, sdo importantes para a compreensio de
distirbios do metabohismo das hipoproteinas ligados a aterogénese.

Sabe-se que as LDL infiltram-se para o intersticio da parede arterial normal
e acumulam-se em quantidades que sfo reguladas pela mtegridade do endotélio,
da lamuna elastica interna ¢ da composicio guimica da intima. O aumento do
mamero de particulas de LDL no intersticio, secundario a sua alta concentragio
plasmatica, e a tendéncia das LDL de ligar-se a proteoglicanos podem aumentar
seu tempo de residéncia no infersticio, levando a maior probabilidade de sua
oxidagdo por radicais livres gerados pelo préprio endotélio, pelas células do
muasculo liso ou por macréfagos. LDL pequenas e densas, que sdc smnails
caracteristicos do aumento de risco para a aterosclerose, sdo mais capazes de
atravessar o endotélio e, comcidentemente, mais suscetivels a oxidagdo do que
outras subpopulacdes de LDL, como ja foi demonstrado “m vitro” (CHAIT et

alii, 1993).



A acetilagdo da LDL, embora nfo seja observada “in vive”, é um modelo
de modificagdo guimica classicamente utilizado desde a década de 70 para o
estudo do comportamento metabolico de lhipoproteinas anbmalas, como por
exemplo, na elegante série de trabathos de Brown e Goldstein, que lhes conferiu
o Prémio Nobel de Medicina, em 1985, Essa modificagdo artificial precedeu a
demonstragdo de alteragdes naturais que ocorrem nas LDL  tornando-as
aterogénicas , como a oxidacio ¢ a glicacio.

Diversas  situagles  clinicas  como  diabete, hipercolesterolemia,
msuficiéncia renal crénica, tabagismo, e a presenca de variantes genéticas de
LDL, como LLDL pequenas, podem acelerar a oxidagio da LDL.

Uma das propriedades associadas as LDL extensivamente oxidadas € a sua
capacidade de serem reconhecidas por receptores “scavengers” das células
fagocitirias, resultando em continuo acumulo ntracelular de colesterol
esterificado e na formacfo das células espurnosas, que 530 0s sInais

caracteristicos da lesfio aterosclerdtica.

ZOBJETIVOS

Foi objetivo do presente trabalho avaliar a intera¢io entre dois importantes
processos fisiopatologicos: a atividade da CETP plasmatica e as modificagdes
quimicas das lipoproteinas de baixa densidade. Para tanto, produzimos
artificialmente LDL acetiladas e oxidadas para estudar o potencial da CETP em
modificar os fluxas de éster de colesterol entre essas lipoproteinas  modificadas
e as HDL que sdo lipoproteinas antiaterogénicas.

Estudando essas interacdes, propusemo-nos a responder as seguintes

perguntas:
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1) Modificagdes quimicas nas particulas receptoras (LDL. modificada por
acetilagdo ou oxidacfo) alteram o processo de transferéncia de éster de
colesterol mediado pela CETP quando incubadas com HDL, e HDIL; ?

2) Nas LDL oxidadas “in vitro” pode a CETP modificar sua aterogenicidade,
promovendo alteragfo de seu contelido de éster de colesterol 7

3y Qual das subpopulacdes de HDL (HDL, ou HDL:) ¢ methor doadora/
receptora de éster de colesterol no processo de transferéncia, mediado pela CETP
em incubagGes com LDL 7

4y As possiveis alterages no processo de transferéncia de ¢ster de colesterol
entre lipoproteinas plasmaticas podem ser explicadas por eventual mudanga no

tamanho das particulas quimicamente modificadas ?



3 REVISAQ BIBLIOGRAFICA
3.1 METABOLISMO DE LIPOPROTEINAS

As lipoproteinas plasmaticas (LP) s8o complexos macromoleculares
compostos por lipideos e proteinas. Os componentes apolares (inacilglicerois -
TAG e colesterol esterificado - CE) constituem o nicleo hidrofobico e os polares
(fostolipideos, c¢olesterol livie e proteinas) constituemm uma monocamada
superficial que confere estabilidade 4 particula em meio aquoso. Embora esta
estrutura geral seja a mesma para todas as lipoproteinas, € importante salientar
que encontramos no plasma um amplo espectro de particulas que variam em sua
composigio e consequentemente em tamanho, densidade € carga elétrica. Estas
diferengas permitem uma classificagéio das lipoproteinas bascadas em critérios
eletroforéticos e de ultracentrifugacdo. Assim podemos identificar 5 principais
classes de LP, além de vanas subfracbes de acordo com suas densidades
(ATKINSON & SMALL, 1986; GOTTO et alii, 1986)

a) Quilomicrons (QM) sdo as particulas com densidade menor que 0,95 g/mL ¢
de tamanho entre 750 - 12000 A

b) Lipoproteinas de densidade muito baixa ("Very Low Density Lipoprotemns” -
VLDL} sdo as particulas com densidade menor que 1,006g/mL, com tamanho
variando entre 300 - 800 A

¢) Lipoproteinas de densidade intermediaria ("Intermediate Density Lipoproteins”
-IDL) com densidade entre 1,006 - 1,019 g/ mlL e tamanho entre 250 -3 S0A
d) Lipoproteinas de densidade baixa ("Low Density Lipoprotems™ - LDL} com
densidade entre 1,019 -1,063 g/mL ¢ tamanho entre 180 - 250A

¢) Lipoproteinas de alta densidade ("High Density Lipoproteins” - HDL),

geralmente subfracionada em HDL; com densidade entre 1,063 - 1,125 g/ ml. ¢
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tamanho entre 90 - 120 A e, HDL; com densidade entre 1,125 - 1,210 g/ mL e
tamanho entre 50 - 90A.

Os QM e VLDL s3o as maiores lipoproteinas, essencialmente
transportadoras de triacilglicerdis, sendo os QM responsaveis pelo transporte dos
TAG de origem mtestinal e as VLDL pelos TAG de ongem hepatica.

As IDL praticamente ndo sio detectadas no plasma de individuos normais,
pois representam wma etapa intermediaria na transformacdo das VL.DL em LDL
que ocorre no compartimento vascular devida, principalmente, a acio da
lipoproteina lipase (LLP) (ECKEL & WITTE, 1989; EISENBERG, 1986).

As LDL, derivadas das VLDL, sfo as principais LP transportadoras de
colesterol no homem. Cerca de 60 a 70% do colesterol total do plasma encontra-
se nesta fragfo, sendo que 3/4 deste estdo sob a forma estenficada (GOTTO et
alit, 1986).

As HDL contém 30% de proteina e os outros 50% de fosfolipideos e
colesterol € apenas tragos de triacilglicerois.

As proteinas das LP, denominadas apolipoproteinas (apolP}), sdo
classificadas em 4 grupos principais designados pelas letras AB,CE. Elas nao
sdo apenas importantes para a solubihzagdo dos lipideos mas também para a
regulacdo do seu metabolismo, atuando como cofatores de enzimas-chave e
mediando a interagdo das LP com receptores celulares responsavers pela remogéo
dag particulas do plasma (QUINTAO et alii, 1989). Diferem entre si sob varios
aspectos: peso molecular, solubilidade em meio aquoso, atvidade biologica
(ativagio e inibigAo enzimatica) e reconhecimento por receptor.

A apolP Al é o principal componente das HDL, estando presente também nos
QM, VLDL e seus remanescentes mas ndo ¢ encontrada nas LDL. E sintetizada
no figado e intestino e sofre alteragdes intracelulares antes de atingir o plasma
(GORDON et alii, 1982). Existem, descritas na literatura, no minimo 10 vartantes

genéticas que podem ou ndo ter repercussio clinica, desde a auséncia de apo Al
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caracteristica da doenga de Tangier (ZANNIS et alit, 1982), até outras alteragfes
na composicio de aminodcidos que aparentemente s3o indeuas. Esta apol.P ativa
a enzima lecitina-colesterol-aciltransferase (LCAT) que ¢ responsavel pela
esterificagfo do colesterol no plasma.

A apol.P All € encontrada nas mesmas classes de lipoproteinas que a
apoLP Al mas em menores concentragdes ¢ pouco se sabe sobre sua funcgio
fisiologica. A apoL.P All, da mesma forma que a apo Al, tem pequena afundade
pelos componentes lipidicos das lipoproteinas e pode deslocar-se facilmente entre
elas.

A apoLP B estd presente nos QM, VLDL, IDL e LDL. Sua principal
caracteristica ¢ seu alto peso molecular (PM), estimado entre 250 a 500 kDa, e
sua baixa solubilidade, o gue impede seu deslocamernto entre as LP. Dessa forma,
a presenca permanente de apo B na lipoproteina permite acompanhar suas
transformacfes na circulagdo. Existem dois tipos principais de apo B que se
originam de um mesmo gene: apo B 100, de PM mais elevado, € sintetizada
exclusivamente no figado e, portanto, presente nas VLDL, IDL e, especialmente
nas LDL, delas derivadas (KANE, 1983). A apo B 48, que tem PM mais baixo, €
sintetizada somente no intestino e esta presente nos QM e seus remanescentes.
As apo B sdo glicoproteinas ligadas covalentemente a carboidratos. A apo B48
compreende a porg¢Ao aminoterminal da apo B 100. Sua biossintese no intestino &
repulada em fase pos-transcricional pela troca de um tnico nucleotideo do cddon
2353 do mRNA que codifica a apo B. Essa troca de bases promove a substituigao
do cédon CAA, que corresponde ao aminodcido glutamina, pelo cédon UAA que
termina a traducdo (HIGUCHI et alii, 1988).

A LDL ¢ reconhecida por receptores B-E, também chamados receptores de
LDL, que identificam a apo B mas que tém alta afinidade pelas apo E, também

presentes nas LDL (GRUNDY, 1984). Quando ocorrem modificagles quinucas
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na apo B, as LDIL. deixam de ser reconhecidas pelos seus receptores especificos,
tornando-se mais pré-aterogénicas.

As apol.P C s@o subdivididas em ClI, CI e CIII e estio presentes na
superficie de QM, VLDL e HDL.. As apo C sdo as de menor PM (6000-8000 Da)
¢ deslocam-se facilmente entre as LP. Por exemplo, no jejum encontram-se
predominantemente nas HDL; durante a absor¢do de lipides, as HDL fornecem
apo C para os QM que, ao sofrerem lipolise, retornam  as apo C para as HDL. A
apo CI ativa a LCAT ( SOUTAR et alli, 1975), facilitando a formagdo de éster
de colesterol, e por meio da proteina de transferéneia de éster de colesterol
(CETP), este sera deslocado para os remanescentes de lipoproteinas ricas em
tnighcerideos. A apo CH ¢é a principal ativadora da enzmma lipoproteina lipase
(LLP} (La ROSA et al11,1970) e sua auséncia causa severa hiperquilomicroneimia
(BRECHERINDGE et ali, 1978). Nesta condigde ndo ocorre aterosclerose
precoce, provavelmente pelo fato de ndo serem gerados remanescentes de QM,
que seriam as lipoproteinas potencialmente aterogénicas (ZILVERSMIT, 1979).
A apo CIII tem papel antagonista ao da apo CIl, sendo sua principal acdo a de
mibir a lipoproteina lipase, dimmuindo a captagdo dos remanescentes das
lipoproteinas ricas em triacilghcerdis (SCHAEFER et alii, 1985).

As apolP E sdo glicoproteinas encontradas em todas as lipoproteinas
circulantes, sendo sintetizadas no figado ¢ em tecidos extra-hepaticos
(DRISCOLI & GETZ, 1984), Existem varias isoformas da apo E resultantes da
expressdo de trés genes alelos possibilitando  identificar  wés fendtipos
homozigoticos: E 4/4; E 3/3; E 2/2 e wés heterozugdticos: E 4/3; E 4/2; E 3/2.
Nos hepatocitos ha dois tipos de receptores que reconhecem a apo E: receptor B-
E {ou receptor de LDL) que capta as LP contendo apo B100 e apo E ¢ o receptor
E {ou LRP - L.DL Receptor Related Protein) que reconhece somente a apo E das
lipoproteinas. Dessa forma, toda hipoproteina contendo apo E tem duas vias de

entrada no hepatocito. O receptor E caracteniza-se por possuir varios sitios



capazes de interagir com a apo E (OSWALD & QUADFORDT, 1987). Assim,
LP contendo apo E sdo mais rapidamente removidas da circulacdo do que a LDL,
que € pobre neste tipo de apolipoproteina. O grau de afinidade das apo E pelo
receptor E &, em ordem decrescente, E 4 > E 3 > E 2. O fenotipo E2/2 ocorre
na hiperhipidemia do tipo Il (classificacdo de Fredrickson), onde se acumulam
remanescentes de VLDL no plasma (GRUNDY, 1984). Nos individuos de
genotipo E4/E4, as VLDL tém alta afinidade pelos receptores € sdo captadas
preferencialmente em relagdo as LDL, resultando na elevagdo plasmatica desta
tltima. O mverso ocorre no gendtipo E2/E2 onde a afinidade do receptor pelas
apo E é menor, o que ocasiona menor captagdo hepatica das VLDL e portanto,
maior possibilidade de ocupaco dos receptores pela LDL, diminuindo seu nivel

plasmatico. O gene E3 ocupa uma posi¢do intermedidria nesse processo.

3.2 METABOLISMO DOS QUILOMICRONS

A metabolizagdo intravascular dos QM ocorre em duas etapas: 1) 0s
triacilglicerdis sdio removidos pela ag¢do da hipoproteina hpase que se localiza na
superficie endotelial dos capilares dos tecidos extra-hepaticos, principalmente
musculo e tecido adiposo. Durante este processo ocorre a transferéncia de
fosfolipides e colesterol e trocas de apoLP com as HDL circulantes (TALL el aln,
1979); 2) as particulas resultantes, os remanescentes de QM, contendo massa
residual de triglicerideos néo hidrolisados e praticamente toda a massa original
de colesterol esterificado das particulas precursoras, sdo captados pelo figado por
endocitose mediada por receptor especifico que reconhece as apolP E desses
remanescentes (MAHLEY et alii, 1989}, A mudanga no elenco de apo LP durante
a metabolizagdo do QM ¢ critica na determinagdo de sua velocidade de remogdo
plasmatica: os QM inicialmente ganham apo C das HDL que vdo ativar a LLP.

Com o decorrer da hidrolise perdem as apo C e ganham apo E. A perda de apo C
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encerra a agdo da LLP e permute a captagio hepatica pelo receptor que reconhece
a apo E (HAVEL, 1986). Todo esse processo € de alta eficiéncia de tal modo que
a meia vida da particula na circulagdo ¢ menor que 10 minutos, sendo
praticamente todo remanescente de QM captado pelo figado e, em menor
extensdo, pelos macrofagos do figado (células de Kupffer). A ligagio entre a
particula remanescente e o sitio de remogdo no hepatdcito ¢ exclusivamente
dependente da mntera¢do entre a apoE e o receptor celular especifico. A apo E
possul regides ricas em aminoacidos basicos que constituiem o dominio de
reconhecimento pelo receptor de alta afimdade, localizado na membrana celular e
denominado "receptor de particulas remanescentes” ou LRP ( LDL - Receptor
Related Protein) (HERZ et ahi, 1988). A apoB 48 exerce funcdo estrutural no
remanescente de QM por sua alta hidrofobicidade, ndo participando da interagdo

entre 4 lipoproteina e o receptor LRP.
3.3 METABOLISMO DAS VLDL E LDL

As etapas iniciais do catabolismo vascular das VLDL sdo essencialmente
as mesmas dos QM embora seu "turnover” seja mais lento (MYANT, 1990). A
velocidade de hidrolise dos triacilglicerdis € fungdo do tamanho da VLDL, pois
particulas matores sfo secretadas com mais moléculas de apo C, possibilitando
assim mator numero de interagdes produtivas com a LLP (GOTTO et aln, 1986).
Como ocorre nos OQM, 4 medida que a particula sofre deple¢io nos
triacilglicerdis, os fosfolipides, colesterol livre e apoLP vdo sendo transferidos
para as HDL, gerando os chamados remanescentes de VLDL ou IDL, que
praticamente s6 contém apo B 100 e apo E como componentes protéicos. No
homem, uma parte das [DL ¢ rapidamente captada pelo figado por endocitose
mediada por receptor B/E ¢ 60 a 90% continuam circulando e perdendo mais

triacilghicerdis, fosfolipides e praticamente toda apo E, principalmente devido a



aciio da lipase hepatica. Essa enzima, que esta presente nos capilares sinusoides
hepéticos, apresenta caracteristicas um pouco diferentes da LLP: além da
atividade trigliceridase, tem atividade fosfolipase. Essa metaboliza¢io final,
transforma a DL em LDIL, que contém praticamente apenas colesterol
esterificado e apo B 100. Seu "turnover” ¢ bem mais lento, por volta de 2 dias
(MYANT, 1990). Ambas IDL e LDL, sdo removidas do plasma por receptores
de LDL, que reconhecem sitios idénticos na cadeia da apo E e da apo B 100.
Estudos de competigdo entre VLDL e LDL em perfusdo de figado mostram que
as VLDL sfo captadas através de receptores de LDL, em sitios independentes
(ESBACH et aln, 1994).

As LDL transportam colesterol para os tecidos em prolifera¢do e tecidos
esteroidogénicos, mas principalmente, retornam ao figado (STANGE &
DIESTCHY, 1984; GOTTO et alli, 1986, RUDLING et ali, 1990 ). Uma vez
supridas as necessidades das células, a elevagdo do nivel intracelular do
colesterol derivado da IDL., LDL ou remanescentes de QM, inibe completamente
a biossintese do colesterol e a sintese de receptores B/E (BROWN &
GOLDSTEIN, 1986), impedindo a entrada adicional de colesterol exogeno na
célula por essa via. Essa a¢do regulatoria protege a célula do efeito lesivo do
excesso de colesterol. Apesar desse mecanismo protetor, elevado nivel sanguineo
de LDL ou de LP remanescentes ricas em colesterol pode, por si 86, desencadear
a formac¢do de ateroma nas paredes arteriais (STEINBERG et alii, 1989). A
maior concentracio plasmatica de LDL leva a mator infiltrag@o dessa LP para o
espago subendotelial (STEINBERG et alii, 1989), onde sofre modifica¢des
principalmente oxidativas (HEINECKE et ali, 1984; HENRICKSEN et alil,
1981: PALINSKI et ali, 1989, PARTHASARATHY, et alii, 1986).
Lipoproteinas andmalas ou modificadas no intersticio arterial passam a ser
reconhecidas por receptores macrofagicos que, diferentemente dos receptores B-

E, ndo sdo regulados pelo contetdo intracelnlar de colesterol. Assim, a captagdo



dessas LP continua em fungfio apenas de sua concentragdo no melo, acarretando
acamulo de colesterol intracelular  nos macrofagos, originando as celulas

espumosas das lesdes ateroscleroticas iniciais (STEINBERG et alii, 1989).

3 4 METABOLISMO DAS HDL

As HDL podem originar-se do figado, do intestmo ¢ das LP ricas em
triacilglicerdis. Varias sdo as proteinas que determinam o curso metabélico das
HDL A LCAT ¢ uma enzima secretada pelo figado ¢ encontra-s¢ no
compartimento vascular assoclada a fragfio de densidade igual a da HDL. Ela
esterifica o colesterol livie da superficie da HDL com os seidos graxos dos
fosfolipides, sendo a apo Al da HDL cofator dessa reagio de transesterificagio.
Uma vez esterificado, o colesterol passa para o miucleo da particula. A agédo da
LCAT é muito importante porque permite que a HDL possa progressivamente
receber mais colesterol livre e fosfolipides de outras LP ou mesmo de membranas
celulares. Assim, a HDL vai aumentando de volume e diminuindo de densidade,
o que caracteriza a transformagao da subfracdo HDL; em HDL, Esse processo €
reversivel: a medida que a HDL, "descarrega” colesterol esterificado no figado,
etapa em que a lipase hepatica estd envolvida, ¢ que transfere colesterol
esterificado para os remanescentes das LP ricas em triacilglicerdis via proteina de
transferéncia de éster de colesterol (CETP), a HDL, reconverte-s¢ em HIDL
(REICHL & MILLER, 1989). Por isso acredita-se que a HDL seja a mediadora
do chamado “transporte reverso do colesterol”, isto &, recebe colesterol livre de
outras LP e de membranas celulares de tecidos extra-hepaticos, € transporta-0 ao
figado direta ou indiretamente, via remanescentes de LP ricas em TAG. Uma vez
no hepatocito, o colesterol pode ser excretado na bile, tanto na forma de
colesterol livie como de acidos biliares. Uma fragdo destes (cerca de 50%) ¢

perdida nas fezes ¢ representa a principal forma de excregdo do colesterol do
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organismo (REDGRAVE & SMALL, 1979; TALL, 1990). A captagio hepatica
do éster de colesterol (mas ndo das proteinas) da HDL se da por meio de
receptores hepaticos que muito recentemente foram descritos como sendo da
classe B dos receptores "scavenger” (SR BI). A expressio do SR BI foi detectada
primeiramente no figado e tecidos esteroidogénicos ¢ sna fungdo ¢ a captagdo
seletiva de colesterol por um mecanistno que difere da via cldssica do receptor de
LDE (ACTON et alu, 1996). Camundongos “knockout” para apoAl (que nfo
expressam apoAl) apresentam diminuicdo no conteudo de colesterol da HDL,
deplecico dos estoques de colesterol na adrenal e, consequentemente, sintese

deficiente de corticoesterdides (PLUMP et ali, 1996).
3.5 CARACTERIZACAQO DA CETP

A composicio das LP plasmaticas ¢ continuamente modificada durante seu
metabolismo miravascular em consequéncia de processos bastante dindmicos de
trocas e transferéneias de lipideos entre as particulas. Embora ocorram
movimentos espontineos (HENRICKSEN et aliy, 1981; LUND-KATZ et ali,
1982), esses processos sdo facilitados, amphficados e regulados por proteinas
plasmiticas especificas, conhecidas como "proteinas de transferéncia de lipideos”
(CETP - cholesteryl ester transfer protein) (CHAJEK e FIELDING, 1978), que
promovem ftrocas de éster de colesterol, triaciiglicerois e fosfolipideos
(PARTHASARATHY et alu, 1986).

O isolamento e caracterizagdo parcial das proteinas de transferéncia de
lipideos em humanos ¢ coethos foram efetuados por varios grupos de
pesquisadores (ZILVERSMTI et alu, 1975, PATTNAIK et alu, 1978,
FIELDING & FIELDING, 1980; RAJARAM et alu, 1980; TALL et ali, 1983;

HESLER et alit, 1987). Essas proteinas de transferéncia de lipideos promovem a
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movimentacdo dos lipideos apolares (colesterol esterificado e triacilglicerois) e
facilitam a transferéncia de fosfolipideos entre as lipoproteinas,

Existe variagdo consideravel na atividade da CETP entre os vertebrados
(HA et ali, 1982) : no rato, porco, cdo, vaca ¢ cameiro, ¢la é praticamente
ausente enquanto que nos coelhos, trutas ¢ gambas a atividade ¢ alta. Nos
humanos, porquinho da India, hamster, pert e lagarto a atividade da CETP é
intermediania.

No plasma huomano existem duas proteinas de transferéncia: a CETP
(proteina de transferéneia de éster de colesterol ) ou LTP T ¢ a - PLTP ( proteina
de transferéncia de fosfolipideos ) ou LTP 1L

A CETP é capaz de transferir, dependendo da composigdo da LP doadora
e receptora envolvida, massa de éster de colesterol, triacilglicerois ¢
fosfolipideos. Anticorpos monoclonais contra CETP humana inibem totalmente
essa atividade em relagdo ao éster de colesterol e TAG e parte da atividade de
transferéncia de fosfolipideos (HESLER et alu, 1988; YEN et aln, 1989). Ja fo
estabelecido o sequenciamento gendético da CETP humana (DRAYNA et alii,
1987), mostrando ser ela uma glicoproteina composta por 476 aminoacidos com
peso molecular aproximado de 74000. A CETP ¢é uma proteina mais hidrofébica
que as apolipoproteinas e enzimas envolvidas no metabolismo lipidico, estando
ligada a carboidratos e dcido sialico que sfo a ela incorporados intracelularmente,
durante sua sintese.

A PLTP nio ¢ reconhecida por anticorpos contra CETP e ¢ termolabil,
diferentemente da CETP. A CETP ¢ a PLTP representam uma classe diferente
de proteinas de transferéncia de lipideos, porém andlogas, das proteinas
carreadoras de lipideos isoladas do citossol ¢ microssomos dos homogenatos
celulares (ZILVERSMIT, 1984; WETTERAN & ZILVERSMIT, 1986). Hstas

Gltimas facilitam a transferéneta de fosfolipideos, colesterol éster e triacilglicerois



entre biomembranas, alterando a composi¢io e fluidez das membranas celulares e
a atividade das enzimas ligadas as membranas.

A distribuicio da CETP no plasma, determinada por filtragdo em gel
(NISHIDA et alii, 1993) mostrou que 74% da proteina esta associada a HDL;
24% a 1.DL: 4% & VLDL e, apenas 1% da CETP esta na forma livre.

Pouco se sabe a respeito do mecanismo molecular que envolve a
transferéncia. LAGROST (1994) propds um modelo de interagdo da CETP com
as lipoproteinas por um processo em duas efapas: na primeira, Uma ou Imais
moléculas de CETP carregadas positivamente interagiriam com as cargas
negativas da superficie da lipoproteina como por exemplo, grupo fosfato dos
fosfolipideos, grupo carboxilico dos acidos graxos fivres ou das moléculas de
apolipoproteinas, induzindo alteragao conformacional na CETP que exporia um
sitio especifico de ligagdo com um lipideo apolar. Numa segunda etapa, wma
molécula de lipideo apolar poderia ser frocada por uma molécula de éster de
colesterol ou triacilglicerol inseridos entre as cadeias acil de fosfolipides. O
processo cinético da transferéncia do lipideo de um substrato lipoprotéico para
outro, ainda é controverso. Existem duas feorias propostas. a_)' a CETP atuaria
como um "shuttle" transportando éster de colesterol e triacilglicerots entre
lipoproteinas distintas (BARTER & JONES, 1980) ¢ b) a CETP mediara a
formagio de um complexo ternarno de colisdo envolvendo a lipoproteina doadora,
a propria CETP e a lipoproteina receptora (IHN et alil, 1982). Estudos mais
recentes indicam que ambos modelos podem coexistir (LLAGROST & BARTER,
1992},

PATTNAIK et ali (1978) mostram que os grupos PO, dos fosfolipideos
sd0 sitios de interagdo da lipoproteina com a CETP e a estabihdade do complexo
awmenta com a carga negativa da lipoproteina.

Tanto a ligagdo com as LP quanto a transferéncia dos lipideos podem ser

inibidas quimicamente ou por um fator mibidor da proteina de transferéncia de
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lipideos. SON & ZILVERSMITH (1984) purificaram do plasma humano uma
proteina que inibe a capacidade de transferéncia de lipideos apolares exercida
pela CETP. Este inibidor é uma sialoglicoproteina com PM de 32000 Da ¢ pI 3.9
- 4,3, que atua igualmente sobre a transferéncia de éster de colesterol ¢
triacilglicerdis. A dimmuicdo da porcentagem de transferéncia entre as
lipoproteinas ¢ independente da concentragdo de CETP mas parece ser
dependente da concentragdo das lipoproteinas envolvidas (quanto maior a
concentracio das LP, maior é a redugfic na % de transferéncia), sugenndo a
interacdo do inibidor com o substrato lipoprotéico. Em humanos, a proteina
inibidora de transferéncia de éster de colesterol estd associada negativamente
com as HDL, de maior tamanho (MORTON & STEINBRUNNER, 1993).
Compostos quimicos como bloqueadores de grupo tiol, agentes redutores e
desnaturantes que atuam principalmente sobre a atividade de LCAT, tém efeitos
distintos sobre a transferéncia de triacilglicerdis e éster de colesterol: dcido p-
cloromercurifenilsulfonico, p-hidromercuribenzoato, etilenomercuritiosalicilato,
inibem a transferéncia de TAG mas ndo tém agdo sobre a transferéncia de Ck
(MORTON & ZILVERSMIT, 1982) mas, por outro lado, dodeciisulfato de sodio

inibe irreversivelmente a atividade de transferéncia de CE (HESLER et alu,

1989),
3 6 CETP E METAROLISMO DE LIPIDES

A massa de éster de colesterol transferida da HDL para as outras LP contendo
apo B, reflete a atividade da CETP e correlaciona-se diretamente com sua
concentragdo plasmatica (TALL, 1986). A relagdo entre os niveis plasmaticos de
colesterol e a atividade da CETP foi demonstrada em trabalho recente (TATO et
alii, 1994) onde alto nivel de LP contendo apo B estd diretamente relacionado a

elevagio da CETP no plasma e, baixos niveis plasméticos de CETP sdo



encontrados em algumas familias de japoneses que possuem elevada
concentracio de colesterol na HDL (INAZU et alit, 1990)

As consequéncias metabolicas da alta ou baixa anvidade de CETP em
relacio ao transporte reverso de colesterol sdo as seguintes: quando a atividade
de CETP é baixa, menos CE ¢ transferido para as LP contendo apo B e,
consequentemente a HDL , torna-se mais rica em CE (BISGAIER et alu, 1991).
No entanto, o aumento no conteido de CE comcide com a dimmuigdo de TAG
na HDL,, representando menos substratc para a agdo da lipase hepdtica e
consequentemente, diminuigdo da captacdo hepatica de CE da HDL, (CLAY et
alii, 1991; EBERT et alii, 1993; BRINTON et alu, 1991). Além disso, fot
demonstrado que na auséncia de CETP a velocidade de remogdo plasmatica de
éster de colesterol radioativo diminui consideravelmente (SHAMBUREK et ali,
1993) e pode ser atribuida ao retardamento do catabolismo da apolipoproteina da
HDL. Inversamente, aumento de atividade de CETP, aumenta a transteréncia de
CE da HDL para VLDL e LDL podendo levar a actimulo de CE nessas
particulas, sendo que a LDL nio dispde de mecanismo compensatdrio para sua
remogdo hepatica, [sto acontece nos individuos hipertriglicendémicos que,
quando comparados a individuos normais, tém pequena quantidade de VL.DL
transformada em LDL e uma grande parte dos remanescentes de VLDL sdo
diretamente captadas pelo figado (KESANIEMI et ali1, 1982).

Os mecanismos determinantes dos nivels de CETP amda sdo bastante
desconhecidos. O nivel de CETP pode estar alterado nas hiperlipidemias
primérias (BROWN et alii, 1990; Mc PHERSON et alii, 1991) ¢ secundarias.
Existemn estudos na literatura indicando que alteragdes na atividade de CETP
encontradas em diversas doengas associadas ac metabolismo lipidico, estejam
mais ligadas a composi¢do ¢ concentragdo das lipoproteinas plasmaticas do que a
alteractes na massa de CETP. Dessa forma, LOTTENBERG (1996) mostrou

que a sobrecarga alimentar acelera o processo de transferéncia de colesterol
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esterificado das lipoproteinas de alta densidade para as lipoproteinas de baixa
densidade e muito baixa densidade, independentemente dos individuos serem ou
ndo diabéticos tipo I Nesse estudo, o processo de transferéncia de CE estava
diretamente correlacionado 4 trigliceridemia. A atividade da CETP também esta
relacionada com a disponibilidade de LP ricas em TAG e apo B (TALL et alit,
1986: DULLAART et alii, 1989; DOBIASOVA et alii, 1992), que tém suva
sintese aumentada no periodo pés-prandial.

Ingestdo de dietas ricas em gordura e/ou colesterol, leva a aumento da
velocidade de transferéncia de CE da HDL para VLDL e LDL, sugermdo que a
atividade da CETP possa ser regulada pelo tipo de dieta ingerida (TALL et alu,
1986), por aumento nos niveis plasmaticos de LP ricas em triacilglicerdis ¢
aumento da massa de CETP.

SON & ZILVERSMIT (1986) mostraram aumento da atividade de CETP
no plasma de coelhos apos a ingestdo de dieta rica em colesterol e gordura por
aumento da massa de CETP. Esses achados foram posteriormente elucidados por
QUINET et alii (1990), que mostraram aumento significativo na quantidade de
mRMA de CETP no figado de coelhos alimentados com dieta aterogénica.

Estudos "in vitro" com células da linhagem enterocitica de humanos
mostram que acidos graxos podem regular a secrecao de CETP (FAUST &
ALBERS, 1988). Essa regulagdo ¢ dependente do grau de insaturagio dos acidos
graxos das cadeias carblnicas: mgestao de dietas com altas concentragdes de
gcidos graxos insaturados na forma cis promove redugio importante na atividade
da CETP quando comparadas a dietas enriquecidas com acidos graxos saturados
ou acidos graxos na forma trans (GROENER et ali, 1991}

Consumo moderado de alcool que sabidamente aumenta o colesterol da
HDL e diminui o risco de infarto agudo do miocardio (GAZIANO et ali, 1993),
produz redugdo significativa na atividade plasmatica da CETP (HANNUKSELA

et alii 1992). O aparente efeito benéfico do consumo de alcool sobre os



pardmetros séricos lipidicos com redugdo dos niveis de CETP assemetha-se
aguele encontrade nos individuos com deficiéncia genética de CETP, ou seja,
LDL pequenas e polidispersas e HDL grandes e ricas em colesterol (HIRANO et
alit, 1992 ).

Em 1993, SEIP ¢t alii mostraram que numa populagdo sadia sedentdria, o
exercicio fisico continuo (por varios meses) reduz a concentragdio de CETP,
diminui a atividade da lipase hepdtica ¢ aumenta a atividade da lipoproteina
lipase. Achados semelhantes foram encontrados em maratonistas (SERRAT-
SERRAT et alii, 1993) onde a baixa atividade e massa de CETP estfo associadas
a baixas concentragdes de VLDL e apoB e niveis elevados de HDL colesterol ¢
apoAl. No entanto, a baixa atividade da CETP plasmatica ¢ transitoria e seus
niveis voltam a patamares normais aproximadamente uma semana apos a parada
dos exercicios fisicos (RITSCH et alu, 1993).

As drogas utilizadas normalmente no tratamento das dislipidemias, como
os fibratos (bezafibrate ¢ genfibrozil), também tém acdo sobre a atividade da
CETP (MANN et ali, 1991, BHATNAGAR et ali, 1992). Em pacientes
hipertrigliceridémicos a diminuigio dos niveis séricos de triacilghicerols
promovida pelos fibratos também reduz a transferéncia de CE da HDL para as
fragdes plasmaticas de VLDL e LDL (MANN et alu, 199]; BHATNAGAR et
alii, 1992). Esse efeito parece estar relacionado & capacidade do fibrato de
normalizar os niveis plasmaticos de lipoproteinas receptoras micas em TAG
(EINSENBERG et ali, 1984), o que nd3o ocorre em ndividuos
normotrigliceridémicos (MOULIN et alii, 1987).

Estudos que utilizam inibidores da hidroximetilglutaril - coenzima A -
redutase (HMGCOA - redutase) como a lovastatina, sinvastatina ¢ pravastatima,
que reduzem os niveis de colesterol plasmatico da VLDL ¢ LDL por mibicdo de

sintese, ainda sdo inconclusivos quanto 4 repercussdo sobre a atividade da CETP

(CHEUNG et alii, 1993).
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O efeito hipolipemiante do probucol cuja agdo promove a dimmui¢cdo do
colesterol da LDL por aumento do seu "clearance” plasmatico ou por
propriedades antioxidantes, também mduz aumento da atrvidade de CETP em
diversas doencas associadas a alteragbes do perfil lipoprotéico, como por
exemplo, hiperalfalipoproteinemia, hiperlipidemia tipo II e hipercolesterolemia
(FRANCESCHINI et alu, 1991 ).

A presenga de mRNA para a CETP foi detectada em humanos em varios
tecidos como bago, figado, intestino delgado, glandulas adrenais e tecido adiposo

(DRAYNA et alii, 1987, JIANG et alii, 1991). O estudo da regulagdo da
expressio génica de CETP foi feito em camundongos transgénicos (JIANG et
alii, 1992) expressando atividade de CETP humana. Esses camundongos quando
submetidos a dieta rica em colesterol apresentaram aumento de 4 a 10 vezes na
velocidade de transcrigdo do gene da CETP (aumento de mRNA), produzindo
aumento de 3 a 4 vezes na atividade ¢ massa de CETP plasmatica. Camundongos
transgénicos produzidos a partir de genes de CETP humana (AGELLON et alu,
1991) ou de macacos (MAROTTI et alii, 1992) mostraram aumento de 2 a 6
vezes na atividade de CETP plasmdtica, quando comparados a0s amimais
controles, caracterizando principalmente redugfo no tamanho ¢ conteudo de éster
de colesterol da fracdo de HDL. Esta diminuigio ¢ mator amnda em camundongos
que expressam também a .apa Al humana (HAYEK et alii, 1992). Além disso,
em camundongos expressando apo CIH e CETP humanas, essas proteinas

atuaram de modo sinérgico reduzindo o tamanho e o contetido de colesteril éster

da HDL e awnentam a taxa de catabolismo da apo Al (JIANG et aln, 1992).

3.7 CETP E ATEROSCLEROSE

Existem duas interpretagdes antagdnicas sobre o processo de transferéncia

de éster de colesternl (TALL et alii, 1987) em relagiio a aterogénese: de um lado,



a transferéneia de éster de colesterol da HDL para as LP que contém apo B
(QOM,VLDL e LDL) ¢ vista como parte de uma cadeia de eventos do transporte
reverso do colesterol, uma vez que estas altimas LP sfo removidas da circulagao
por receptores hepaticos especificos (HAVEL, 1986; BROWN & GOLDSTEIN,
1986); por outro lado, a CETP pode promover acimulo de colesterol éster em LP
remanescentes que potencialmente podem causar deposigéio de colesterol éster na
parede arterial (PATSCH et alii, 1983; ZILVERSMIT, 1979).

Fxiste variagfio consideravel na atividade da CETP entre as diversas
espécies (HA, et alii, 1981; HA & BARTER, 1982) concidentemente assoctada
positivamente & aterosclerose. Macacos, coelhos e humanos que possuem nivels
elevados de atividade de CETP, sdo mais susceptiveis a desenvolver
hipercolesterolemia apds ingestdo de dieta rica em gordura e, consequentemente,
gterosclerose, do gque animais que nd0 possuem ou possuem muito baixa
atividade de CETP como rato e camundongo. No entanto, porcos € ¢aes , apesar
de pio terem CETP, desenvolvem ateromas quando submetidos a dieta rica em
colesterol (BROWN et alii, 1990). MAROTTI et alix (1993) mostraram que 03
animais que ndo expressam CETP, quando submetidos & dieta rica em colesterol
e gordura, desenvolvem mais aterosclerose. Na populagdo japonesa a deficiéneia
genética de CETP ¢ razoavelmente frequente (5 %) e foi inicialmente relacionada
3 longevidade dessa populagio (BROWM et alii, 1989; INAZU et aln, 1990).

Por outro lado, a CETP tem papel importante no transporte reverso de
colesterol (GLOMSET, 1968) ou seja, no movimento centripeto deste esteréide
dos tecidos periféricos para o figado via HDL, embora os mecanismos que atuem
nesse processo sejam ainda controversos. O colesterol livre ¢ transportado dos
tecidos periféricos para a HDL, sendo esterificado pela LCAT e, ja nesta forma ¢
transportado para o figado diretamente ou ¢ redistribuido entre as outras LP pela
agiio da CETP para depois ser levado ao figado. Existem muitos mecanismos

propostos pelos quais a CETP pode estimular o efluxo de colesterol dos tecidos
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periféricos para a HDL: aumento da esterificagdo do colesterol mediada pela
L.CAT (CHAIJEK et ali, 1980), aumento da formagio de uma subfragfo
especifica de HDL (pré-§ HDL) mediadora do efluxo de colesterol celular
(KUNITAKE et alii, 1992) e, possivelmente por remogéo direta do CE dos
tecidos periféricos. As pré-3 HDL (BARRANS et ali, 1996) sdo as precursoras
das o-HDL (HDL; ¢ HDL;). A pré- HDL é considerada a principal particula
receptora de colesterol livre celular. Dessa particula o colesterol livre €
transferido para as pré-p HDL maiores (8, e B3). Na fragdo pré-B; o colesterol
sofre esterificagio pela LCAT, gerando a HDLi: A agdo continua da LCAT
contribui para a maturagio da HDL; em HDL, que ¢ mais rica em colesterol
esterificado e vai mnteragir principalmente com a CETP que promove trocas entre ,.
o colesterol esterificado da HDL, por TAG das VLDL e LDL. Essa HDL,
enriquecida em TAG sofre agfo da lipase hepatica, originando remanescentes de
HDL, que serfio captados pelo figado ou originam as pré-f3; HDL.

OLIVEIRA e colaboradores {1996) estudaram a relagdo entre expressdo
da CETP plasmatica e a formagio de éster de colesterol no plasma de
camundongos transgénicos para CETP ¢ em seres humanos com deficiéncia
genética de CETP. Nos camundongos transgénicos obtiveram aumento de 20 - 40
% na taxa de esterificacio de colesterol. Nos humanos, portadores de 2 mutag¢des
genéticas para CETP encontraram grande redugdo na taxa de esterificagdo,
quando comparados a individuos normais, sem contudo encontrar diminuigdo na
massa de LCAT. Portanto, alteragdes genéticas da CETP levam a mudangas
secundarias na reacio de esterificagio mediada pela I.CAT provavelmente
devido 4 remodelagio das HDL produzidas pela CETP.

ZHONG et ali (1996) detectaram aumento da incidéncia de doenga
coronariana, em japoneses portadores de mutacio genética de CETP apesar de

apresentarem niveis elevados de HDL, sugerindo que essa deficiéncia seja um
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fator de risco independente para a doenga coronarana e que a concentragdo de
HDL e a dnimica do transporte reverso de colestero]l determinem a agdo anti-
aterogénica da HDL. HAYEK et ali (1995) trabathando com camundongos
transgénicos expressando apo ClIII (hipertnigliceridémicos) ¢ CETP humana
apresentaram ndo s6 menor numero de lesdes ateromatosas como também
menor area afetada.

Em sintese, a CETP tem papel mnportante no transporte de colesterol dos
tecidos periféricos para o figado pela HDL, transferindo éster de colesterol para
lipoproteinas ricas em triacilglicerois que sdo rapidamente captadas por esse
érgdo. Mas, por outro lado, a CETP pode representar um papel potencialmente
aterogénico pelo fato de transferir moléculas de éster de colesterol de LP
antiaterogénicas (HDL) para LP pro-aterogénicas contendo apo B. Esta dltima
condicfio predomina em circunstincias nas quais a captago de LP contendo apo

B pelo figado esta limitada.

3.8 MODIFICACOES DAS LIPOPROTEINAS DE BAIXA DENSIDADE E
ATEROGENESE : ACETILACAO E OXIDACAO

Ha aproximadamente 4 décadas sabe-se que a hipercolesterolemia ¢ fator
de risco importante no desenvolvimento das doengas cardiovasculares € que
intervencies terapéuticas no sentido de normalizar a colesterolemia 580 de
grande importancia na prevengdo ¢ diminuigdo da taxa de mortalidade
apresentadas por essa doenga (CONSENSUS CONFERENCE, 1985; REPORT
OF THE NATIONAL CHOLESTERQL EDUCATION PROGRAM, 1988).

GOLDSTEIN & BROWN (1977) ¢ STEINBERG (1983), por meio de
estudos clinicos ¢ experimentais, estabeleceram que concentragdes elevadas de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) estdo associadas com a aceleragdo do

processo da aterogénese. O colesterol que se acumula na lesdo aterosclerotica



origina-se primariamente das lipoproteinas plasmaticas, principalmente da LDL
(NEWNHAN & ZILVERSMIT, 1962).

A lesdo aterosclerGtica ¢ caracterizada pelo acumulo de células
sobrecarregadas com colesterol esterificado (células espumosas) subjacentes ao
endotélio arterial. A maior parte dessas células é derivada de mondcitos
circulantes que se transformam em macréfagos residentes, embora algumas vezes
sejam derivadas das células do musculo liso arterial que migram da camada
média para a intima e sofrem transformagdes (ROSENFELD et ali1, 1987).

Duas Hrhas de evidéncias sugerem fortemente que a geragdo das células
espumosas, que ocorrem "in vivo" decorrente do excesso de L1 na circulagdo,
seja um processo independente de receptores de LDL normais encontrados em
todos os tecidos; a) pacientes e animais com deficiéncia genética de receptores de
1.DL desenvolvern lesdo aterosclerdtica rica em células espumosas. Portanto, a
captagio arterial de LDL se da por vias alternativas que BROWN &
GOLDSTEIN (1983) denonunaram de "scavenger pathways"; b) monocitos e
macréfagos em cultura, quando incubados com grandes concentragdes de LDL,
nio se transformam em células espumosas (BROWN & GOLDSTEIN, 1983)
porque os macrofagos apresentam poucos receptores de LDL e tém sua sinfese
de colesterol e de seus receptores inibida devido a alta concentragdo de LDL no
meio. Portanto as LDL circulantes sofreriam algum tipo de transformagdo e entac
a forma modificada de LDL seria removida pelos macréfagos por um receptor
diferente do receptor da LDL, gerando as células espumosas.

GOLDSTEIN (1979) et ali foram os primewros a mostrar que 2 LDL
modificada quimicamente de modo artificial (como por exemplo a acetilagdo da
1L.DL) & capaz de transformar macréfagos em células espumosas "in vitro". A
captagdo celular foi descrita como um processo saturavel e atribuida a um novo
receptor designado de receptor de LDL acetilada ou "receptor scavenger’, que

ndo reconhece a LDL nativa. Esse mesmo receptor reconhece outras formas de
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1.DL quimicamente modificadas "in vitro” como a acetoacetit LDL (MAHLEY et
alii, 1979: MC CLOSKEY et alli, 1987), metil LDL (FISCHMAN et alii, 1987),
LDL conjugada a dialdeidomalonico (MDA) (FOGELMAN et alu, 1980;
HIRAMATSU et alii, 1987) e LDL glicosilada (STEINBRECHER &
WITZTUM, 1984).

HENRICKSEN et alii (1981) demonstraram que modificagdes biologicas
da LDL (semelhantes aquelas artificialmente induzidas) ocorriam apos incubacio
de LDL com cultura de células endoteliais.

O receptor "scavenger" foi encontrado em células endoteliais de aorta de
bovino (STEIN & STEIN, 1980), células endoteliais stnusoidais
(NAGELKERKE et alii, 1983), fibroblastos e células musculares lisas de coelhos
(PITTAS, 1990) e em macrofagos de lesdes aterosclerdticas de humanos
(MATSUMOTO et alii, 1990). Sua estrutura foi identificada a partir de clones de
DNA de células de figado de boi, mostrando ser constituido de uma glicoproteina
com peso molecular de 220.000 daltons, com 6 dominios funcionais (KODAMA
et ali1, 1988).

STEINBERG et alii (1989} mostraram que c¢élulas do musculo liso arterial
e os proprios macrofagos derivados de mondcitos, podem induzir essas
modificacdes na LDL. Dessa forma, esses tres tipos celulares da parede arterial
podem converter LDL a uma forma reconhecivel pelo receptor "scavenger" de
macréfagos, gerando células espumosas. A etapa inicial das modificacGes na
L.DL causadas pelas células é a peroxidagdo dos 4cidos graxos poliinsaturados
de seus fosfolipides (STEINBRECHER et alii, 1984). Este processo ¢ mibido por
agentes antioxidantes como EDTA e outros quelantes de metais. Antioxidantes,
possivelmente compostos fendlicos presentes somente em bleo de oliva extra-
virgem, podem agir como antioxidantes da LDL, resultando num aumento da

resisténcia a oxidagdo in vitro (WISEMAN et ali1, 1996).
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As alteragdes oxidativas da LDL por ions metalicos sdo dependentes de
sua concentragdo no meio. A oxidagdo por esses ions ou por luz ultravioleta
produzindo niveis semefhantes de peroxidagdo lipidica, leva a respostas
diferentes em relagdo a seu reconhecimento pelo receptor B/E pois, s6 no
primetro ¢aso esse reconhecimento é perdido (DOUSSET et alii, 1990). Portanto,
a oxidagdo da LDL " vitro" pode ser produzida em diferentes niveis e por
diferentes processos que podem acarretar diferentes respostas celulares “in vivo™.
Por exemplo, experimentos com LDL oxidada em um grau relativamente baixo
("LDL mimmamente modificada”) (BERLINER et ali, 1990) ndo impede seu
reconhecimento pelo receptor B/E mas induz & adesfo de mondcitos nas células
endoteliais, diferentemente da LDL nativa, VAN LETEN ¢ colaboradores (1995)
mostraram que a propria LDL minimamente modificada é capaz de induzir
aumento de ferro livre nas células do endotélio, que por sua vez, aumenta a
formacio de hidroperoxidos.

Varios fatores podem contribuir para a oxidagdo da LDL "in vivo"™
compostos exogenos que promovem a formagdo de radicais livies como por
exemplo, fumo, hiperoxia, toxinas e drogas; a quantidade de LDL mfiltrada no
espago subendotelial (que depende da concentragdo plasmatica de LDL); a
quantidade de acidos graxos poliinsaturados na LDL; o estimulo que aumenta o
recrutamento de mondcitos na intima ¢ sua conversdo a macrofagos e o balango
entre compostos pro e antioxidantes no espago subendotelial (SHIREMAN,
1996).

Apesar de o plasma ser rico em substancias antioxidantes, acredita-se que
existam formas oxidadas de lipoproteinas neste compartimento. Isto se deve ao
isolamento de uma pequena subfrag@io de LDL no plasma de seres humanos e
primatas chamada de LDL™ com caracteristicas comuns a LDL oxidada "in vitro"
(AVOGARO et alin, 1988; HODIS et ali, 1994) Nos primatas essas

caracteristicas sdo aumento de carga negativa, da quantidade de oxidos de
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colesterol e da toxicidade em cultura de células, em relagdio a LDL nativa. Nos
primatas hipercolesterolémicos e normolipidémicos a subfragio LDL™ representa
aproximadamente 5 % da LDL total; no entanto, 50 % do colesterol da LDL™ esta
oxidado, o que nfo ocorre com o colesterol da LDL nativa. Também foi
encontrado aumento de produtos de oxidagdo de lipideos no plasma de pacientes
com alto risco de infarto do miocardio (STRINGER et alii, 1989 e LIU et ali,
1992). Por outro lado, anticorpos que reconhecem a LDIL oxidada mas ndo a
LDL nativa foram encontrados no plasma de individuos normais (SALONEN et
ali, 1992), mas concentragdes maiores foram detectadas no plasma de pacientes
com aterosclerose avangada de cardtida. Esses trabathos que sugerem a
existéneia de lipoproteinas oxidadas pré-formadas no plasma levam a supor que
as formas oxidadas de LDL que se acumulam na lesdo aterosclerdtica possam ser
resuliantes de captagio seletiva dessa DL pela intima arterial.

O processo de oxidagdo "in vivo” parece ocorrer preferencialmente em
compartimento extravascular e em microambientes protegidos dos antioxidantes
naturais presentes no plasma. A oxidagio da LDL ¢ um processo extremamente
complexo que afeta essencialmente todos os componentes da particula
(STEINBERG, 1991): geracdo de lipoperoxidos pela peroxidagdo dos acidos
graxos poliinsaturados formando dienos conjugados; fragmentagdo dos acidos
graxos oxidados formando produtos com grande variacfo de peso molecular
(aldeidos, alcools, cetonas e alcanos); conversio de quantidade significante de
lecitina em lisolecitma; fragmentacfio da cadeia polipeptidica da apo B; oxidagao
do colesterol a varias formas de oxiesterdis; comjugacdo dos produtos de
degradacdo lipidica com a cadeia polipeptidica da apo B, ocultando os epsilon
ammo grupos dos residuos de lisina; perda dos sitios normalmente reconhecidos
pelo receptor de LDL nativa e geracio de nova configuragio reconhecida pelo

receptor "scavenger”. Essas alteracdes oxidativas podem ser mibidas se ao meio

de mcubagio for adicionado plasma ou HDL (PARTHASARATHY et ali,
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1990). Uma vez formada, a LDL oxidada contribui ndo s6 para o
desenvolvimento precoce da aterosclerose e trombose como também atua na
supressdo da secregdio de endotehina-1 (peptideo ativo na regulacdo do tonus
vascular) (JOUGAKASI et alii, 1992), na secregdo de citocinas produzidas por
mondeitos que induzem a sintese de moléculas de adesiio (FROSTEGARD et
alii, 1993), na inibigio da atividade da 6xido nitrico sintetase dos macréfagos
(JORENS et ali, 1992), na indugdo da apoptose dos macréfagos (REID et alii,
1993), na mativagdo de proteases lisossomais (HOPPE et ali, 1994) ¢
estimulagfo da atividade plaquetaria (CHISOLM & PENN, 1996).

Evidéncias expernimentats indicam gue a lesfo endotelial é um fator
importante na aterogénese, no entanto, ja foi confirmado que a lesiio do tipo
estria gordurosa (lesfo nicial caracteristica da aterosclerose) pode desenvolver-
s¢ sob uma camada endotelial morfologicamente intacta (DAVIES et alit, 1976).

A LDL oxidada por ser altamente citotoxica (HESSLER et alii, 1979) pode
induzir alteragbes funcionais que favorecem a penetracido dos monocitos ou
facilitam o movimento de mais LDL para o espago subendotehial, acelerando a
formagdo de estrias gordurosas. Além disso, a citotoxicidade da L.DL oxidada ¢
suficiente para promover a perda de células endoteliais da superficie de estrias
gordurosas }a estabelecidas (STEINBERG et alii, 1989).

Com base nesses achados sobre as propriedades das LDL oxidadas,
STEINBERG et alu (1989) propuseram um modelo de desenvolvimento da lesio
aterogénica baseado somente na presenca de niveis elevados de LDL e
modificagbes oxidativas dessa lipoproteina dentro da parede arterial: altos niveis
de LDL no plasma promoveriam alta concentracdo de LDL na intima arterial,
portanto mator numero de particulas disponiveis no intersticio arterial para sofrer
oxidacdo, levando a um aumento na concentragio de LDL oxidada. Essa LDL
oxidada contribui para o recrutamento dos monocitos circulantes que, na parede

artertal, sofreriam modificagdes transformando-se em macrofagos e, por agdes

43



quimiotaticas das lipoproteinas oxidadas, seriam impedidos de retommar ao
plasma. Uma vez que os proprios macréfagos podem modificar oxidativamente as
LDL, a velocidade com que as LDL oxidadas seriam produzidas aumentaria
geometricamente com o nimero de macréfagos no espaco subendotelial. Os
macrofagos residentes por meio do receptor "scavenger" captariam rapidamente
as LDL oxidadas. Como esses receptores, diferentemehte dos receptores de LDL,
nativa, ndo sdo regulados pela entrada de colesterol na célula (GOLDSTEIN et
alii, 1979), o macrofago continuaria captando LDL oxidada que, por sua vez,
poderia inibir a esterificagdo do colesterol. O aumento do colesterol ndo
esterificado desestabilizaria o metabolismo celular (JIALAL & CHAIT, 1989) e
tornaria o endotélio mais permeavel 4 passagem de LDL. Essa cadeia de eventos
ndo pressupde a perda de células endoteliais como fator iniciador da aterogénese
¢ sIm como agente importante na progressdo da lesdo tipo estria gordurosa para
placa fibrosa e lesfo mais complexa. A citotoxicidade da LDL oxidada causa a
perda de células endoteliais que recobrem as estrias gordurosas e, a partir dai,
desencadeia-se agregacdo plaquetdria, liberagdo de fatores de crescimento
plaquetarios, estimulagdo de outros fatores de crescimento e proliferagio de
células musculares, levando ao espessamento do ateroma (STEINBERG et alii,
19893,

Vanos autores mostram que a HDL & capaz de inibir a oxidagio da LDL
(HESSLER et alii, 1979, VAN HINSBERGH et ali, 1986
PARTHASARATHY et ali, 1990) por conter enzimas que podem wmibir on
destruir a atividade bioldgica dos lipideos oxidados que desencadeiam a resposta
inflamatéria. Recentemente, QUINTAO (1995) propds que o efeito protetor de
altas concentragGes plasmaticas de HDL estaria mais relacionado a agio
especifica da HDL na parede arterial do que efetivamente ligado ao transporte
reverso de colesterol: 2 HDL mubinia a oxidagdo da LDL por células endoteliais,

ligando-se a hidroperdxidos que poderiam causar modificacdes na LDL,
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interagiria com fatores pro-coagulantes e com LP modificadas, inibiria a
migragio e a adesdo de mondcitos no espago subendotelial induzido pela LDL
modificada e reverteria o efeito inibitério da LDL oxidada na produgio do fator
de relaxamento endotelial.

Atnalmente, acredita-se que a relagfo inversa entre HDL e aterosclerose
pode ser explicada tanto por seu papel no transporte reverso de colesterol como
por suas varias propriedades antioxidantes.

A transferéncia de lipideos entre as lipoproteinas & um importante
processo  gue ocorre no plasma, influenciando sua composi¢o e metabolizagiio.
A CETP ¢ uma das proteinas que atuam no processo de transferéncia
principalmente de éster de colesterol e triacilglicerdis. Seu papel frente 2
aterogénese ainda € controverso pois, transfere colesteril éster de lipoproteinas de
alta densidade (antiaterogénicas) para lpoproteinas de baixa densidade
(aterog€nicas) aumentando os niveis de colesterol nessas particulas. Por outro
lado, essa transferéncia faz parte do processo de transporte reverso de colesterol
por via indireta, que evita o acumulo de colesterol nos tecidos peritéricos,
inclusive na parede arterial.

No presente trabalho utilizamos duas formas de modificagdo quimica da
LDL. - acetilagdo ¢ oxidagio - e estudamos seu efeito sobre uma das etapas do
transporte reverso de colesterol: a reagido mediada pela CETP.

Por mtermédio do modelo experimental da LDL modificada quimicamente,
por acetilagio, ficou demonstrado que sua captagfo celular é feita por receptores
diferentes dos receptores B/E, levando ao actimulo de colesterol na forma
estertficada, em c¢élulas mantidas em cultura. Apesar dessa alteragio nfo ocorrer
"m vivo" ela foi importante na caracterizagdo do receptor "scavenger' e
desencadecu uma série de estudos sobre outras modificagdes de lipoproteinas

ue ocorrem "In vive”, como por exemplo a oxidacio da LDL, modificacio
k)



responsavel por graves conseqgiiéncias fisioldgicas como o desenvolvimento da

lesdo aterosclerdtica na parede arterial,
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Os compostos radioativos colesterol-4-*C,  [colesteril-4-1"CJ-colesteril-
oleato ¢ [1-alfa, 2-alfa, (N) - *H}-colesteril-oleil-éter foram adquiridos da New
England Nuclear (Boston, MA, EUA). A pureza dos isdtopos foi testada por
cromatografia em camada delgada (TLC) e mais de 95 9% do colesterol radioativo
TIZrou com seus respectivos padrdes.

Os sais para o preparo da solugdo cintiladora 2.5 difeniloxazol (PPO) ¢
(1,4-bis|2-(5-femloxazol)]benzeno) (POPOP) foram adquiridos respectivamente
da E Merck, (Darmstadt, Alemanha) e da Sigma Chemical Company (St.Louis,
MO, EUA).

Os solventes e demais reagentes utilizados nos experimentos foram
comprados da Merck S/A (Rio de Janeiro),

Os "kits" enzimaticos para quantificacdio de colesterol total CHOD-PAP
foram comprados da Merck S/A (Rio de Janeiro), os de triacilglicerdis TG-Enz-
Color da Biodiagnostica (Pinhais, PR) e os de colesterol livre da Boheringer
Mannhewnt Biochemica (Mannhein, Alemanha).

Os filtros estéreis de 0,45u foram fornecidos pela Millipore Corporation
(Belford, MA, EUA). As membranas utilizadas para a didlise das lipoproteinas
apresentavam limite de exclusdo para PM entre 12000 - 14000 e foram adquiridas

da Spectrum Medical Industries Inc. (Houston, Texas, EUA).



42 METODOS
4.2.1 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi feita por pungdo venosa de doadores
normolipidémicos em tubos contendo EDTA 0,1% (10 ul / ml de sangue), Apods a.
separagdo do plasma por centrifugagio em centrifuga refrigerada marca Sorval
(modelo RT 6000 B, Du Pont Company, Newtown, CT, EUA) a 4° C por 30
minutos a 3000 rpm, foi feito um "pool” dos plasmas onde foram adicionados os
seguintes conservantes: benzamidina 2mM (5 pl/ ml plasma), gentamicina 0.25%
+ cloranfenicol 0,5% (20 ul/ ml plasma), fenilmetil sulfonil fuoreto 0,5mM (0,5

ul / ml plasma) e aprotinina (5 ul / ml plasma).
4.2.2 Isolamento da DL

A LDL for obtida por ultracentrifugacio sequencial (HAVEL et aliz, 1955)
de "pool” de plasma, em ultracentrifuga Beckman modelo L8. Ap6s 12 horas de
ultracentrifugacio em rotor 50 Ti, com velocidade de 100.000 x g a 4° C, foram
descartados os quilomicrons e VLDL. Ao infranadante dessa ultracentrifugacio
fot adicionado KBr solido para ajuste de densidade (d= 1,063 g/ ml) e, apos 20
horas de ultracentrifugacio nas mesmas condigdes anteriores, foi isolada a LDL.
Em seguida, a LDL foi submetida & didlise por 48 horas em solugdo tampio
tosfato - PBS - (NaCl 0,9%, Na;,HPO4 0,3%, NaH,PO, 0.2%, NaOH 0.038% e
EDTA 0,01%), pH=7.4, com 4 trocas de 500 ml deste tampo.
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4.2.3 Marcacio 1sotopica das HDL

Inicialmente, para testar qual método deveria ser empregado para haver
maior eficiéneia de marcagfo das HDL, isolou-se, por ultracentrifugacio
sequencial, de um  “pool” de soro de individuos normais, as HDL, e marcou-se
uma fragdo com colesterol - C'* (DOBIASOVA et alii,1992) pela transferéncia
do 1s6topo de discos de papel de filtro (Whatman-1) para as LP, em tampdo Tris
(Tr1s 10 mmol/L; NaCl 150 mmol/L; EDTA 0,01 %; NaN, 0,03%) a 4° C por 24
horas. Apés esse periodo, os discos de papel foram removidos, segnindo-se a
meubagdo por 24 horas a 37° C sob agitagdio, para ocorrer a esterificacio do
colesterol.

A outra fragdo das HDL fot marcada por incubagdo com 25 uCi de
colesteril - oleato - 'C (CO-C) e com plasma de densidade >121 g/mlL
(relagio 1:4) por 24 horas a 37 °C em agitador rotatorio (20 rpm). A incorporagio
do colesteril oleato - *C na HDL ¢ processada pela proteina de transferéncia de
colesteril éster, presente no plasma de d > 1,21 g/mL (GAVISH et alii, 1987).
Apos esse periodo, a densidade foi acertada para 1,125 g/ mL com KBr sélido e
o material fo1 ultracentrifugado por 40 horas a 100000 x g (4°C) para o
reisolamento da HDL, marcada com colesteril-oleato-"*C. O infranadante dessa
ultracentrifugagdo teve sua densidade corrigida para 1,21 g / mL e novamente
ultracentrifugado nas mesmas condigdes anteriores para obtengio da HDL,
marcada com colesteril-oleato-"*C . As HDL, e HDL; assim obtidas foram
submetidas a 4 trocas de banhos de dialise em PBS contendo EDTA (pH 7.4},
por 24 horas, para retornarem a densidade original do plasma (1,006 g / mL). As
HDLs foram filtradas em filtro Millipore de 0,45y de didmetro para esterilizacdo

¢ mantidas em geladeira até sua utilizagfo nos ensaios.
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A patir de novo "pool" de plasma, utilizando o processo de
ultracentrifugacio por 40 horas a 4 °C com densidade corrigida para 1.21 g/ mL
com KBr solido, obteve-se o plasma deslipidado que, apés didlise em PBS, foi
utlizado como fonte de CETP. A este plasma deslipidado foi adicionado no
momento do ensaio 5,5ul por mL de plasma de 5,5-ditio-bis-[2-nitrobenzéico]
(DTNB) na concentragio de 100 mg / mL, para inibir a acdo da LCAT.

As HDL marcadas por esses dois métodos (com colesterol - C ou
colesteril-oleato~'*C) foram incubadas com plasma total por 2 horasa 37°C e 4
°C para vertficar se os métodos de marcagio, assim como a eficiéneia de

marcagdo, influenciariam o processo de transferéncia (experimento piloto).
4.2.4 Marcagdo isotopica das LDL

Para os ensaitos de troca, que avaliam a % de transferéncia de colesterol
da LDL para as HDL, 2 mg de proteina de LDL obtida por ultracentrifugacio,
foram incubadas com 50uCi de colesteril-oleil-éter-"H (COt-"H), previamente
dissolvidos em 100 pl de etanol, com 3 mL de plasma deslipidado por 24 horas a
37 °C em agitador rotatorio a 20 rpm (TERPSTRA et alii, 1989). Apos esse
periodo, foi acertada a densidade para 1063 g / mlL e procedeu-se a
ultracentrifugacdo a 40.000 rpm, por 20 horas a 4 °C para a obtenc¢do da LDL

marcada com COt - “H.
4.2.5 Acetilacio das LDL

A lipoproteina de baixa densidade (16 mg de proteina) foi adicionada a |
mkL de NaCl 0,15M e ImL de solugdo saturada de acetato de sodio em agitagdo
constante, em banho de gelo. Em seguida foram adicionadas pequenas e multiplas

quantidades de anidrido acético num volume total de 1,5 vezes a massa de
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proteina da LDL (BASU el alii, 1976). A eficiéncia da acetilagdo foi medida por
eletroforese em gel de agarose a 1%, desenvolvida em tampdo barbital pH=8.6

por 30 minutos, utilizando-se Fat Red 7B como corante (NERENBERG, 1975).

4.2.6 Oxidagdo das LDL

A LDL dialisada foi dividida em 2 aliquotas: parte dela foi apenas
dialisada em PBS contendoe EDTA (LDL normal), filtrada em filtro de 0.45u de
didmetro e mantida em geladeira. A outra aliquota foi dialisada em PBS sem
EDTA e submetida & reagfo de oxidagdo (HEINECKE et alii, 1984), Essa
reagdo foi feita a partir da diluigdo da LDL com PBS sem EDTA (relagio l:4)e
meubagfio de 100 pg de proteina de LDL com uma solugio de sulfato de cobre
de concentrago 1mM (10 pl CuSO,/ mL de solugdo), por 8 horas em banho -
maria a 37° C com agitaclo, em frasco aberto para facilitar as trocas com o
oxigénio atmosférico. A reagdo de oxidagfio foi encerrada com a adigio de
EDTA 1mM (20 pl EDTA / mL de solugdo) ao meio (LDL oxidada). Apés a
oxidagdo, a LDL for novamente dialisada em PBS contendo EDTA para
eliminagio de residuos de cobre.

O grau de oxidagdo da LDL foi deternunado pela producio de substincia
reativa ao acido tiobarbitarico {TBARS) (PUHL et alii, 1986) utilizando-se como

padrdo, o composto 1,1,3,3 tetrametoxipropano a 0.5 mM.
4.2.7 Determinagfo da composicdo quimica percentual das lipoproteinas
Para todas as fragbes lipoprotéicas obtidas em todos os ensaios, assim

como para todos os plasmas deslipidados obtidos, foram quantificadas as

concentracbes de fosfolipideos (BARTLETT, 1959), colesterol total e
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estertficado (método  enzimatico-colorimétrico), triacilglicerdis  {método
enzimatico-colorimétrico) e proteinas (LOWRY et alii, 1951), para a

caracterizago da composigéio quimica das particulas.

4.2 8 Ensaio de transferéneia de colesteril - oleato - “*C: medida da atividade da

CETP,

Os ensaios de transferéncia de colesteril-oleato-"C de HDL, e HDL; para
as lipoproteinas de baixa densidade acetilada foram executados da seguinte
maneira: subpopulagtes de HDI. marcadas isotopicamente foram incubadas com
100ug de proteinas de LDL normal ¢ previamente acetilada, na presenca de S0uL
de plasma deslipidado (d>121, fonte de CETP) sendo o volume final de
meubagdo ajustado para 250ul com tampdo Tris (pH 7.4). A medida da atividade
da CETP foi feita a partir das incubacdes dessas lipoproteinas simultaneamente a
37 °C ¢ 4 °C (branco da reagio), por 2. 4 e 6 horas de mcubagdo, em um f(nico
experimento efetuado em decuplicata,

Nos experimentos que avaliam a transferéncia de colesteril-oleato-"C de
HDL; ¢ HDL; para as LDL modificadas por oxidacgfio, as incubagdes foram feitas
nas mesmas condigdes do experimento anterior, porém as LDL foram
previamente marcadas com colesteril-oleil-éter-'H e, apos sua oxidagdo, foram
incubadas com as subpopulagdes de HDLs, na presenga de plasma deslipidado.
Dessa maneira foi possivel verificar o fluxo de CO nas duas diregdes: de HDL
para LDL e de LDL para HDL. Foram feitos 5 diferentes experimentos em
quadruplicata de cada tipo de incubacio.

Para todos os tipos de ensaios (com LDL normal, acetilada ou oxidada),
apos os periodos pré-estabelecidos de incubacdo, as lipoproteinas foram isoladas

por precipitagdo com sulfato de dextrana / MgCl (50uL / 500uL de amostra)



(BAHORIK & ALBERS, 1986), obtendo-se no precipitado, a lipoproteina que
contem apoB e, no sobrenadante, a HDL, ou HDL;. Uma aliquota de 100ulL do
sobrenadante foi transferida para frascos de contagem contendo 6 mL de solugdo
cinfiladora (PPO/POPOP/Triton) para medir a radioatividade remanescente de
CO-"*C na HDL ¢ a transferida da LDL marcada com COt - °H. A quantificacio
da radioatividade foi feita em contador Beckman modelo LS 8000 (Figural). |

Figura 1 - Ensaios de transferéncia de colesteril-oleato-""C HDL para LDL.

él()() ug proteina LDL, normal 10.000 cpm P{DL?_—COMC% 50 piplasma Tampio
| oxidada | + | HDL:-COC | + | d>l2lgml  +,  Tris

acetilada | L 1omM

i

Incubagdo por 2, 4 ¢ 6 horas a 37°C e 4°C

Precipitagio das LDIL com sulfato de dextrana/MgCl,

@

- Contagem de radicatividade no sobrenadante |




4.2.9 Medida do didmetro das LDL

As lipoproteinas de baixa densidade normal, acetilada e oxidada, foram
analisadas quanto ao seu didmetro por Microscopia Eletrénica de Transmissio
(MET) , utilizando-se a técmica de criofratura. Essas analises foram executadas
no Laboratéric de Microscopia Eletrbnica do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina da USP.

A etapa mais mmportante para a analise da amostra constituida de
hpoproteinas, por criofratura, ¢ o rapido congelamento feito na fase aquosa do
mirogénio liquido (-156 °C), solidificado (-210 °C). Apos esta etapa, as
amostras foram transferidas do nitrogénio liquido para a mesa (-156 °C) do
aparelho de Criofratura Balzers, modelo BAF 301. As espécies foram fraturadas
4 -110 °C por uma faca (- 156 °C), em alto vacuo (2 x 10°). Em seguida foi
depositada, sobre as superfices expostas, uma camada de platina-carbono (95% -
5%) da ordem de 2nm de espessura, num angulo de 45°em relago a superficie,
Apos esa etapa foi depositada uma camada de carbono (100%) da ordem de
20nm de espessura, num angulo de 90°em relacfio 4 superficie. A adi¢do desses
clementos levou a formacfio de uma fina pelicula sobre os materiais que
representam réplicas das estruturas fraturadas. As amostras foram entfo retiradas
da maquina de criofratura e os suportes contendo as amosiras ¢ réplicas foram
imersos lentamente em agua destilada que possibilita o desprendimento das
amostras ¢ réplicas do suporte e a flutuagfo das réplicas. Estas foram recolthidas
em pequenas telas-suporte, proprias para utilizagfo de microscopia eletronica de
transmissfo. As réplicas obtidas foram analisadas no Microscdpio Eletronico de
Transmissdo Jeol 1010. Foram feitas & eletromicrografias de cada tipo de
lipoproteina com aumento final de 200.000 x (I.DLnormal e oxidada) e 250.000

x {(L.DLacetilada) e medidos os difmetros de 100 lipoproteinas de cada tipo.

54



A medida de didmetro das particulas foi feita como indicado na Figura 2.
A distincia “d” correspondente ao didmetro foi medida nas eletromicrografias,
nos awmentos finais respectivos, com auxilio de um paquimetro. Por exemplo,
para um aumento final de 250.000 vezes — Inm = 0,25 mm portanto, para uma

particula cuja medida foi 5,7 mm, seu didmetro sera 22.8 nm ou 228 A
4.3 CALCULOS E ANALISE ESTATISTICA

4.3.1 Transferéncia de Colesteril Oleato - *C de HDL para LDL

% CO transferido-1 . ¢cpm HDL 37°C* x 100
cpm HDL 4° (P

apnde:

“ Radiocatividade restante no sobrenadante (HDL) apés a transferéncia para LDL
(37°Cy

® Radioatividade no sobrenadante em condigdes de imibicdo da transferéneia

(4°C) ou seja, radioatividade inicial total.

4.3.2 Transferéncia de Colesteril - oleil - éter - 'H (COt) de LDL para HDL

% COt transferido - {¢pm HDL 37 °C - cpm HDL 4 °C) x 100

cpm LDL muicial
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4.3.3 Anslise Estatistica

Para cada variavel resposta (% de transferéncia de colesterol-oleato de
HDL para LDL e vice-versa) foi construido um modelo de analise de varidncia
(ANOVA) (MILLIKEN, 1984 ; MONTGOMERY, 1991) onde se explica a
mudanca de cada uma das variaveis resposta em funcdo de um ou mais fatores.
(trpos de LDIL. subpopulagiio de HDL e tempo de incubagdo). A analise de
varidncia para um dado fator identifica se existe ou ndo diferenca sigmficativa
entre os nivels de cada fator (LDL normal x LDL oxidada; HDL, x HDL;: tempo
2 horas x 4 horas x 6 horas). Para o fator tempo, foi utilizado o método de
Duncan por este fator apresentar mais de dois niveis.

A analise estatistica foi realizada com o Programa SAS, versio 6.08 para
computador TBM.

Para a andlise de medida do didmetro da LDL normal, acetilada e oxidada,
for utilizado o teste “t” de Student para amostras ndo pareadas, utilizando-se o
Programa Instat, versio 2. Foi estabelecido o nivel de significncia em 5 % para

ambos os testes.



FIGURA 2 - Eletromicrografia da LDL normal. Aumento - 250.000 vezes. A distancia
"d" = 57mm (228 4 ).
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SRESULTADOS

Ao se utilizar a marcagio das HDL diretamente com colesteril-cleato-"C
ou com colesterol - *C, sendo o tltimo esterificado "in vitro", verificou-se que
ambos procedimentos apresentaram eficiéncia de marca¢fo muito proxima, na
faixa de 30%. Uma vez que a eficiéncia de marcacdo das HDL pelos dois
métodos era similar e que nio houve diferengas no ensaio piloto de transferéncia
de éster de colesterol (Tabela 1), optou-se pelo método de marcagio 1sotopica
das lipoproteinas com colesteril-oleato-"*C, que apresenta maior rapidez de
execugao.

A marcacio das LDL foi processada de forma similar & das HDL, mas foi
realizada com colesteril-oleil-éter-"H e apresentou eficiéneia de marcagio da
ordem de 13,5%.

A formacdo de substlncias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), que
mede o grau de oxidac@o dos compostos, foi quantificada nas lipoproteinas de
baixa densidade. Verificou-se oxida¢do somente nas iipopmteiu_as que foram
expostas ao sulfato de cobre: 22,9 + 7.7 nMol de diald.eidomalénico./ 100mg
proteina de LDL, ndo ocorrendo oxidagio espontanea ou decorrente da acetilagdo
na LDL normal e acetilada, respectivamente.

A Tabela 2 mostra a composi¢do quimica das lipoproteinas obtidas de um
tmico "pool” plasmitico gue foi utilizado para o ensaio de atividade da CETP
com LDL acetilada.

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados da analise da composi¢ido
quimica das fra¢des de lipoproteinas obtidas por ultracentrifugacgéo seqgiiencial de
quatro diferentes "pools” plasmaticos utilizados nos ensaios de atividade de
CETP com LDL oxidada. As analises da composigio das LDL, apds sua

oxidacdo, foram feitas somente em duas amostras de LDL devido ao pequeno
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volume disponivel das hipoproteinas. Observou-s¢ que os teores de colesterol
total, colesterol esterificado, trnacilgliceréis, proteinas e fosfolipideos nio
sofreram alteragGes quantitativas apos o processo de oxidacio.

A Figura 3 mostra a eletroforese em gel de agarose das LDL normal,
acetilada e oxidada. Pode-se notar que a LDL normal migra na regifo das 8§ -
globulinas, enquanto que a LDL acetilada, por apresentar excesso de cargas.
negativas, migra para a regiio das o)-globulinas, Ja a LDL oxidada possw
alteracdo menor de cargas que a LDL acetilada, e migra em posi¢io

intermediaria.

3.1 Transferéncia de Colesteril-oleato-"*C (CO - "*C) de HDL para LDL normal e

acetilada

A Figura 4 mostra a cinética da transferéncia, mediada pela CETP, em
porcentagem de éster de colesterol da HDL, (Fig4A) e da HDL; (Fig.4B) para
LDL normal e acetilada. Pode-se notar que a transferéncia de colesten! - oleato
- C tende a ser menor quando a lipoproteina receptora é a LDL na forma
acetilada. Esse comportamento é semelhante para ambas as particulas doadoras
de CO (HDL, e HDL;). Houve diminuicio média na porcentagem de
transferénela de CO de 1.6 vezes com a HDL, e de 2,2 vezes com a HiL: na
transferéncia de CO para a LDL acetilada (nas 6 horas de incubagdo), em relagio
a4 LDL nommal, ndo sendo encontrada diferenca estatisticamente significativa
quando cada fragdo de HDIL foi considerada isoladamente. Porém, quando o
conjunto de HDL, e HDL; é analisado (Figura 5), observa-se que existe
diminuicdo significativa (p=0,0001) de 1,8 vezes na ransferéncia de colesterol-
oleato para a LDL acetilada em relagdo a LDL normmal. Por outro lado, a

transferéncia de CO foi significativamente mator (p=0,0001) quando a particula
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doadora fo1 a HDL, (2,1 vezes maior) quando comparada 2 HDL;, para ambas
particulas receptoras (LDL normal e acetilada) (Figura 6).

A analise de varidncia mostrou diferenga sigmificativa (Figura 7) na
transferéncia de CO das HDL para a LDL normal em comparagdo com a LDL
acetilada, ao longo do tempo. O teste de Duncan indica que a transferéneia em 2
horas ¢ significativamente menor do que a transferéncia nos tempos 4 e 6 horas.
Por outro lado, quando se analisa o processo de transferéncia de CO de HDL
quando a particula receptora é a LDL acetilada, ndo foi encontrada diferenga
estatisticamente significativa nesse processo, ao longo do tempo. Provavelmente,
deve ter ocomdo saturagiio no processo de transferéncia, ja no tempo de
mcubagdo de 2 horas, causado pela acetilagdo da lipoproteina de baixa
densidade.

Na Figura 8 estdo apresentados os valores médios da porcentagem de
transferéncia de CO de HDL, e HDL; separadamente para ambas as L.DL, 1sto &,
normais e acetiladas em conjunto. Pelo teste de Duncan pbde-se verificar que a
transferéneia de CO da HDL:; para as LDLs no tempo 2 horas foi
significativamente menor do que nos tempos 4 e 6 horas de incubagfo. Nio foi
encontrada diferenga estatisticamente significativa no processo de transfer€ncia

ao longo do tempo quando a particula doadora de éster de colesterol foi a HDL;.

5.2 Tramsferéncia de colesteril-oleato-'*C (CO - () de HDL para LDL normais

e oxidadas.

Na Figura 9 esta apresentada a cinética da transferéncia de éster de
colesterol de HDL; (9A) e HDL; (9B) para LDL normal ¢ oxidada. Observa-se
tendéncia a diminuigio da porcentagem de transferéncia de CO - '*C para a LDL
na forma oxidada quando a incubacio foi realizada tante com HDL, quanto com

HDL.. Essa tendéncia, no entanto, permaneceu constante ao longo do tempo para
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as duas subpopulagdes de HDL. Por este motivo, quando as 3 vanaveis (tipo de
LDL., subpopulacdo de HDL e tempo de incubagdo das lipoproteinas) foram
analisadas isoladamente, nfio foi detectada diferenca estatisticamente significativa
na porcentagem de colesterol-oleato transferido entre as lipaproteinas.

Por outro lado, quando se comparou a porcentagem de transferéncia de
colesteril-oleato-"*C do conjunto de subpopulacdes de HDL para LDL oxidada
com a transferéncia para a LDL normal (Figura 10), encontrou-se diminuigdo
sigmificativa de 1,5 vezes.

Comparando-se o comportamento das duas subpopulagtes de HDL como
particulas doadoras de colesteril-oleato-'"C para as particulas receptoras {LDL
normal ¢ oxidada em conjunto) (Figura 11), detectou-se que a HDL, transfere
significativamente {p = 0,0084) mais éster de colesterol do que a HIDL;. Esse
aumento encontrado for de cerca de 2 vezes.

A Figura 12 mostra a variagfo média da porcentagem de transferéncia de
CO - 'C entre lipoproteinas doadoras (HDL, + HDL;) e receptoras (LDL normal
+ LDL oxidada), ao longo do tempo. Houve aumento estatisticamente
significativo (p=0,0017) dessa transferéncia entre os tempos 4 ¢ 6 horas em

relacio ao tempo nicial de 2 horas de mcubagio.

5.3 Transferéncia de colesteril-oleil-éter~H (COt-"H) das LDL normais e

oxidadas para HDL.

Os valores percentuais de transferéncia de colesteril-oleil-éter-"H da LDL
normal ¢ oxidada, mediada pela CETP, para HDL, e HDL; ao longo do tempo
estdo apresentados na Figura 13 (respectivamente Figuras 13A ¢ 138 para as
HDL, e HDL;). Pode-se verificar que houve tendéncia de maior transteréncia de

COt - *H da LDL oxidada para ambas HDL, quando comparada a LDL normal.
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A analise de wvaridncia demonstrou exastir  diferenga  significativa
(p=0,0005) na porcentagem de transferéncia de COt - "H da LDL oxidada para as
HDL (HDL, e HDL;3), quando comparada a LDL nativa (Figura 14). Houve
aumento de 2.3 vezes na transferéneia de COt - *H da LDL oxidada guando
comparada a LDL normal para as HDL. Embora as porcentagens de transferéncia
sejam pequenas, elas correspondem a uma massa consideravel de éster de
colesterol, pois a quantidade deste na LDL era muito maior que a presente nas
HDL nas incubac@es (respectivamente 123 pg de colesterol esterificado de LDL
e 12,4 - 20,1 ug de colesterol esterificado de HDL).

A Figura 15 mostra que, quando comparada a HDL,, a HDL; recebeu mais
COt - *H tanto da LDL oxidada quante da LDL normal. Portanto, ao se analisar o
comportamento das subpopulagdes de HDLs na reago da transferéncia de COt -
"H de qualquer das LDLs doadoras, verificou-se que a HDL; recebeu 1,7 vezes

mais COt - °H da HDL, (p=0,0089).
5.4 Medida de didmetro das LDLs por microscopia eletronica de transmissao

Com o objetivo de analisar a influéncia do tamanho das LDL no processe
de transferéncia de éster de colesterol entre as lipoproteinas, foi medido o
didmetro das LDL normais e apés sofrerem modificagdes quimicas.

As eletromicrografias obtidas das lipoproteinas de baixa densidade,
representativas das utilizadas para medir o didmetro das particulas, estdo
apresentadas na Figura 16 (respectivamente A, B, C para LDL normal, oxidada e
acetilada) . Os didmetros obtidos para as LDL normais, acetiladas e oxidadas
foram respectivamente, 21336 A (n=100 particulas), 144275 A (n=100

particulas) e 253+47 A (n=100 particulas). A comparagdo estatistica das médias
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dos didmetros das LDL normais e modificadas foi feita pelo teste “t” de Student

nao pareado e mostra diferenca estatisticamente significativa entre elas (p<0,05).
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TABELA 1 - Experimento piloto de medida de transferéncia (%T) de colesterol
esterificado de HDL, e HDL; marcadas com colesterol-oleato-*C (CO-"C) ou
colesterol-"*C (CE-"*C), com esterificagdo “in vitro”, para plasma total apds
incubacio por 2 horas (ensaio Gnico em quadruplicata),

% T
Isdtopo Lipoproteinas doadoras
HDL, HDL;
CE-Y(C 33,2 23.0
co-"¢ 374 28,5

TABELA 2 - Composigio quimica das lipoproteinas utilizadas no ensaio de
acetilagdo, Os niimeros apresentados expressam a concentragdo em mg/dl. ¢ o
percentual em relacdo 4 lipoproteina total estfo entre parénieses.

Componente Lipoproteinas
Quimico
LDL HDL, HDL;
Colesterol livre 39.0 2,0 2,0
(1,69) (0,19) (0,05)
Colesterol 611,60 2290 1462
esterificado (39.,5) 22,2) (3,5}
Triacilglicerdis 1440 420 22.0
(6,2) 4.1) (0,5)
Fosfolhipideos 456,0 170.0 147.0
(19.8) (16,5 (3.5}
Proteinas 7550 5880 3860,0
(32,7) (57.0) (92.4)

As lipoproteinas utilizadas neste ensaio foram obtidas de um dnico”pool”™.
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TABELA 3- Composigio quimica das lipoproteinas utilizadas nos experimentos
de oxida¢do. Os nameros apresentados expressam a média (mg/dL) + DP de 4
“pools” diferentes. Valores entre parénteses expressam a composi¢do quimica

percentual na lipoproteina total.

Componente Quimico Lipoproteinas
LDL HDL, HDL,
Colesterol livre 56,1+ 27.0 16,6+10.4 342+18,6
{2,6) (3.2) (1.7)
Colesterol 650,9+183,1 78,5433, 1 100,3+40.9
estertficado (30,8) (15,0) (5,00
Triacilgliceréis 152,947 2 27.8+£22.9 50,0+12.0
(7,2) (5,3) (2,5)
Fosfolipideos 715,9+£343.1 172.6+74 4 745,5£398 3
(33.9) (33.1) (36,7)
Proteinas 537,0+£150,0 226,0+85.0 1097 04511
(25,4) (43.,3) (54,1)
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ORIGEM

FIGURA 3 - Eletroforese das lipoproteinas de baixa densidade normal, acetilada
e oxidada, desenvolvida em gel de agarose a 1 %, por 30 minutos e corada com
Fat Red.
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FIGURA 5 - Transferéncia percentual de colesteroj-oleato (CO) das HDLs (HDLp ¢
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FIGURA 16 - Eletromicrografias das LDLs Normal (A), Oxidada (B) e Acetilada (C).
As barras representam 250 A
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6 DISCUSSAO

Visando estudar a ftransferéncia de lipides neutros que ocorre
fisiologicamente entre as lipoproteinas plasmaticas, como parte do processo do
transporte reverso de colesterol, foi analisado “in vitro”, o papel de alteragdes
quimicas das LDL como a acetilagdo e a oxidaglo sobre esse processo. A
acetilagio da LDL foi utilizada como modelo de modificagdo quimica que define
a captacdo da LDL por receptores macrofagicos “scavenger”, uma vez que, até
o presente momento, ndo foi detectada sua presenga no plasma ou nas lesdes
aterosclerdticas de humanos ou ammais de experimentacdo (BROWN &
GOLDSTEIN, 1983). Por meio de experimentos com LDL acetilada foram
descobertos os receptores de alta afinidade de macréfagos que reconhecem a
LDL acetilada (AcLDL) devido ao aumento de cargas negativas expostas na
apolipoproteina B da LDL quando os g-amino grupos dos residuos de lisina s&o
abolidos pela acetilagio (BROWN & GOLDSTEIN, 1983 ; GOLSTEIN et alii,
1979).

A oxidagio da LDL, por outro lado, € um importante processo que ocorte
“in vivo” em diversas moléstias como no diabete melito (GALLON et alii, 1994,
RABINI et alii, 1994), na insuficiéncia renal cronica (KAYSEN, 1994), na
hipercolesteroleria familiar e hiperlipidemia combinada (STEINBERG et alu,
1989: DEJAGER et alii, 1993). A LDL com essa alteracdo tem a capacidade de
interagir com receptores “scavenger” das células fagocitarias, os quais ndo sdo
regulados pelo conteido de colesterol intracelular, resultando na formagdo das
células espumosas que sdo caracteristicas da lesdo aterosclerotica imicial,
desencadeando varias alteracdes do metabolismo das células da parede arterial.

A aterosclerose é uma doenga multifatorial. A lesdo aterosclerdtica ¢

iniciada primariamente pela elevagdo dos niveis de certas lipoproteinas

76



plasmaticas. Os individuos com alteragdes de sintese e/ou funcdo dos receptores
de 1LDL geralmente apresentam progressdo rapida do processo aterosclertico.
Alguns possuem um defeito genético e auséncia de receptores para LDL o que
leva a grande elevacdio nos niveis de LDL plasmaticas (BROWN &
GOLDSTEIN, 1986). O mesmo defeito genético ¢ descrito na linhagem de
coethos Watanabe (WHHL - Watanabe Heritable Hyperlipidemic) que também
apresentam aterosclerose precoce (BROWN & GOLDSTEIN, 1986).

A relagio entre “stress” oxidativo e o desenvolvimento de diversas
doencas, inclusive a aterosclerose, foi intensamente estudada por GUTTERIDGE
(1993). O “stress” acontece quando existe predominio de espécies oxidantes
devido a desequilibrio entre a geragdo dessas espécies € os sistemas de defesa
antioxidantes. A lesio provocada pelo “stress” oxidativo pode ser descrita como
consequéncia de potencial antioxidante insuficiente do organismo e/ou da
exacerbagdo de processos que induzam a produgdo de espécies oxidantes.
Estudos epidemiologicos mostram relagdo inversa enire antioxidantes plasmaticos
tais como tocoferol, caroteno e ascorbato e a incidéncia de doengas
cardiovasculares (RIMM et alii, 1993). A necessidade desses antioxidantes esta
provavelimente aumentada quando a quantidade de lipideos plasmaticos ¢ alta,
como acontece nas hiperlipoproteinemias. O defeito no catabolismo das LDL ¢
de outras lipoproteinas que ocorre nas hiperlipoproteinemias resulta no aumento
da meia-vida dessas particulas no plasma, que apresentam maior taxa de
infiltragio para o intersticio arterial aumentando assim a probabilidade de
interagirem com espécies oxidantes geradas por diferentes células.

Existem trabalhos demonstrando que a ligagdo de LDL modificadas a
receptores macrofagicos ¢ diferente para a LDL oxidada e acetilada, mdicando
que existe mais de uma classe de receptores “scavenger ou sitios distintos de
reconhecimento para LDL acetiladas e oxidadas (ARAI et ali, 1989

SPARROW et alii, 1989). Recentemente, LONGHEED & STEINBRECHER
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(1996) estudando a competigio entre a LDL oxidada e acetilada, em cultura de
macrofagos de peritnio de camundongos, demonstraram que a oxidagdo das
L.DL leva & apregagdo das particulas gue interagem com maior mumero de
receptores, sendo entdo preferencialmente captadas.

No presente trabatho foi demonstrado que modificagles guimicas nas .
lipoproteinas de baixa densidade sdo responsdveis por reducio significativa da
transferéneia de éster de colesterol das lipoproteinas de alta densidade para as
1.DL modificadas, quando comparadas as LDL nativas (Figuras 5 ¢ 10).

A diminuigio da atividade da CETP no processo de transferéncia de
lipideos entre lipoproteinas, com modificagdo por acetilagdo e oxidagdo, ¢
descrita pela primeira vez neste trabalho, utilizando-se a medida da quantificagao
da atividade da CETP.

HESLER et alii (1987) sugeriram que existe aumento da associagdo da
CETP com a LDL oxidada devido a producfio de cargas negativas geradas pelos
lipides oxidados. ZAWADSKI et alii, (1991) demonstraram que a CETP tem
maior afinidade pela LDL oxidada que pela LDL nativa, embora a ligacdo da
CETP com lipoproteinas oxidadas seja facilmente rompida. Em 1996, MASSON
¢ colaboradores também encontraram maior afinidade da CETP por particulas
carregadas negativamente. Apesar da afinidade da CETP pelas LDL ser mator
quando esta apresenta-se na forma oxidada, foi encontrada menor transferéncia
de CO das HDL para a LDL oxidada. Pdde-se entdo inferir que as modificagdes
estruturais da particula receptora tém maior mmportincia nO pProcesso de
transferéncia do que a afinidade da CETP pela hipoproteina.

As LDL modificadas por acetilagdo e oxidagdo utilizadas em nosso
trabalho apresentam evidente alteragio de cargas resultando em  maior
mobilidade eletroforética em relagio a LDL nativa (Figura 3). Embora a
acetilaciio tenha gerado mais cargas negativas que a oxidagdo, a diminuigdo na

porcentagem de transferéncia obtida por ambas foi semelhante (respectivamente



1.8el5 vezes. menores). Os resultados estdo de acordo com o trabalho de
HESLER et alii (1987) onde foi demonstrado que incubagiio de CETP com
emulses contendo lipideos peroxidados produziu inativagio e degradacio da
CETP. KATO et ali (1989) demonstraram que purificagio da CETP por
cromatografia em coluna de Sepharose ligada a succinil-LDL diminuia a atividade .
da CETP quando comparada a purificacio em Sepharose ligada 4 LDL intacta..
LZAWADSKI et alii (1991) estudando o efeito produzido pela oxidagio por cobre
nas lipoproteinas de alta e baixa densidades e sua relagfio com a afinidade pela
CETP mostraram que as ligagbes entre CETP e as pré-3 HDL sio rompidas
quando plasma humano oxidado foi submetido a eletroforese em gel de agarose.
NISHIDA et alii (1993), por outro lado, encontraram maxima atividade da CETP
apos succinilagdo oun acetilagfo de apenas 7% dos amino-grupos da LDL. No
entanto, essa atividade foi progressivamente diminuida com o aumento do grau de
succinilagdo ou acetilagdo. No presente experimento, o grau de acetilagio foi
elevado como demonstrado pela acentuada migracio eletroforética da LDIL,
padrio este ndo obtido quando a acetilagdo é discreta.

Quando se avaliou o fluxo no sentido reciproco, isto é, a transferéneia de
éter de colesterol cedido pela lipoproteina modificada para a HDL, notou-se
aumento significativo dessa transferéncia em relacdo a Hpoproteina nativa. Isto
mostra que a CETP também atua nesse processo favorecendo a doagéo de lipides
oxidados para a lipoproteina de alta densidade (Figura 14). Resultados
semelhantes a estes foram obtidos por CHRISTISON et ali (1995) em
experimentos de incubagdes de LDL contendo hidréxidos e hidroperoxidos de
acido linoléico (marcados com *H), com HDL intacta ¢ CETP purificada. Apods
24 horas de incubag@o, foi encontrado acamulo de substancias oxidadas na HDL,
o que comncide com os resultados obtidos neste trabalho.

Com base nesses resuitados, pode-se inferir que a CETP desempenha

papel antiaterogénico no transporte de colesterol, isto &, transfere menor
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quantidade de éster de colesterol da HDL para uma particula modificada,
aterogénica, favorecendo o transporte desse colesterol via LDL integra, niio
aterogénica. Estes resultados também mostram que a CETP promove o transporte
de lipides oxidados da LDL para a HDL, favorecendo a retirada de compostos
sabidamente aterogémicos da .DL que serdo transportados ao figado via HDL.

Analisando o papel das HDL, e das HDL; sobre o processo de
transteréncia de éster de colesterol para as LDL normal e acetilada (Figura 6) ¢
para as LDL normal e oxidada (Figura 11), pudemos concluir que as HDL, foram
melhores substratos para a agiio da CETP sendo responsiavel pela maior
transferéncia do colesterol esterificado para as LDL do que as HDL;. Estes
resultados encontram suporte na literatura (BARRANS et alit, 1996) que associa
o efluxo de colesterol livre celular principalmente 4 HDL; e transporte do
colesterol na forma esterificada para o figado, prncipalmente & HDL, No
entanto, sabe-se que “in vitro” a CETP tem maior afinidade por HDL menores
como a HDL; (BRUCE et ahi, 1995) comparativamente a HDL,. No presente
trabalho nfo fol feito estudo de competicio entre HDL,; e HDL;. Entretanto, os
resultados obtidos podem refletir a maior proporgdo de éster de colesterol na
HDL, em relacdo 4 HDIL; que estdo disponivels para a reagdo mediada pela
CETP (Tabela 3).

A transferéncia de colesterol-oleato radioativo da HDIL, para a LDL
normal ou acetilada (Figura 8), parece atingir uma condigdo de saturacfo
rapidamente, pois nfo for encontrada diferenga estatisticamente significativa na
porcentagem de transferéneia de CO ao longo do tempo. Quando a particula
doadora era a HDL3 , a saturacdo do processo ocorreu somente apos 4 horas de
incubacdo e sempre em nivel inferior ao da transferéneia a partir da HDL,. A
transferéncia de colesterol-oleato para LDL normal a partir do conjunto de HDIL
{Figura 7), foi menor no tempo micial de 2 horas de incubagdo comparativamente

aos tempos 4 ¢ 6 horas. Este fato, porém, ndo occorren ao se analisar a
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transferéncia de CO do conjunto de HDL para a LDL acetilada. Provavelmente as
alteragdes na estrutwra da LDL produzidas pela acetilagdo levaram a saturacio
mais rapida no processo de transferéneia,

Analisando-se o processo de transferéncia de colesterol-oleato entre
particulas doadoras (HDL) e receptoras (LDL normal e oxidada) em funcio do -
tempo de incubagdo (Figural2), notamos que o pico de transferéncia ocorreu
entre 4 ¢ 6 horas de incubago, apos o qual houve saturagio do processo. Foram
feitos alguns experimentos onde as lipoproteinas foram incubadas por 8, 16 e 24
horas (resultados nao apresentados) e verificou-se que apos 6 horas de meubagdo
ocorma saturagdo do processo de transferéncia. GUERIN et alii (1994)
trabalhando com plasmas de individuos normais e hipertrigliceridémicos onde
foram medidas as transferéncias de CO das HDL para as apoB-lipoproteinas por
metodo isotdpico e por método enziméatico, encontraram resultados parecidos aos
deste trabatho, em relacfio A cinética da transferéncia. Os autores enconfraram
que até aproximadamente 6 horas de incubagfo, o método de medida de
transferéncia de éster de colesterol por radioatividade ¢ equivalente ao método
enzimatico de medida de teor de colesterol transferido. Apds esse pertodo,
obtiveram saturagfio do processo de transferéncia medido por método enzimatico,
que nfo ¢ acompanhado pelo método isotSpico, mostrando que a medida de
transferéncia por esse método representa, apos 6 horas de incubagfo, apenas
troca de éster de colesterol entre as lipoproteinas, ndo ocorrendo mais
transferéncia liquida de massa de éster de colesterol.

No mesmo trabalho acima citado, ¢ discufida a importancia do método
isotopico de medida de atividade de CETP por incubagiio de lipoproteinas
doadoras e receptoras em concentragdes que espethem a mesma distnibuicao
plasmaticas das lipoproteinas. No presente trabalho a relacio LDL/HDL {fo
maior que a relagdo plasmaética normal pois a HDL foi utilizada apenas como

tragador e fixou-se a concentragdo da LDL pela massa de proteina. Este
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procedimento teoricamente favoreceria a transferéncia de CO no sentido
LDL—-HDL, ou seja, a favor do gradiente de concentracdo. No entanto,
encontramos maior fransferéncia de CO no sentido inverso, de HDL—sLDL on
seja, contra o gradiente de concentragio.

Foi confirmado ainda neste trabalho, pela da marcagio isotopica das LP
doadoras e receptoras, que a CETP também pode mediar o transporte de
colesterol esterificado na diregio oposta, ou seja, da LDL para HDL. Apesar
dessa via de transporte ser menor em termos percentuais, (1,53 % e 2,67 %, para
HDL; e HDL, , respectivamente) (Figura 15) ela é importante porque representa
uma quantidade de CO expressiva. Nesta direcdo inversa do fluxo de CO, foi
detectado um aumento de 2.3 vezes (Figura 14) na transferéncia de lipides
oxidados em relagdo aos lipides ndo oxidados da LDL para as HDL. RIFICI &
KHACHADURIAN (1996} demonstraram recentemente em experimentos de
cultura de macréfagos, que a oxidagio da HDL diminui em 36% sua capacidade
de promover efluxo de colesterol celular, sugerindo que seu papel protetor esteja
prejudicado pela presenca de lipides oxidados.

A medida do tamanho das LDL foi executada pela técnica de criofratura
para microscopia eletrdnica em vez da técnica de coloracdo negativa, em parte,
devido ao fato das amostras ndo necessitarem de fixagdo quimica, sendo somente
submetidas a congelamento ultra-ripido que permite manter a estrutura da
lipoproteina intacta (FORTE & NICHOLS, 1972). O didgmetro das LDL normais
obtido por microscopia eletrnica utilizando-se a técnica de criofratura foi
compativel com aquele obtido por coloragio negativa ou seja, o difimetro médio
da LDL normal humana estd entre 200-250A (ASSMAN, 1982) e o didmetro
medio das LD normais obtido no presente trabalho foi 2134

O aumento do didmetro da LDL oxidada em relacio 4 LDL normal pode

ser explicado por agregagio das particulas devido a alteracdo de cargas
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provocada pela oxidagéio que poderia proporcionar fusdo de LDLs (LONGHEED
& STEINBRECHER, 1996). A maior transferéncia de lipideos oxidados da LDL
para a HDIL. poderia ser explicada por este aumento de tamanho da LDL que
poderia  permitir maior interacio da LDL com a CETP. Por oufro lado, a
diminui¢do do tamanho da LDL acetilada encontrada no presente trabalho que
aparentemente ndo foi observada no trabalho NISHIDA e colaboradores (1993),
provocou o mesmo tipo de alteragdo no processo de transferéncia que a LDL
oxidada, ou seja, diminui¢do na transferéncia de éster de colesterol entre HDL e
LDL.

O fato de ambas as modifica¢des quimicas induzidas nas LDL - acetilagdo
ou oxidagdo - terem provocado a mesma alteragio no processo de transferéngia
de CO entre as lipoproteinas (diminuigdo) mas, por outro lado, terem apresentado
diferente comportamento em relagio aos didmetros, significa que os tamanhos
das particulas ndo estiio relacionados diretamente as mudangas no processo de
transferéneia. Provavelmente, alteragdes qualitativas produzidas nas particulas
por oxidagdo ou acetilagio sdo efetivamente mais importantes no processo de
transferéncia de CO do que alteragdes quantitativas como por exemplo o tamanho
da particula.

Alteragbes nos processos de transferéncia de lipideos sdo importantes para
a avaliagio do processo da aterogénese. O paradoxo existente entre a atividade
da CETP ter ou ndo efeitos aterogénicos ainda nfo estd totalmente elucidado. A
ibigdo do processo de transferéncia de éster de colesterol resultaria em perfil
menos aterogénico das lipoproteinas plasmaticas, enquanto que a situagio oposta
levaria a perfis desfavoraveis ao organismo humano,

Considerando-se que a oxidagdo da lipoproteina de baixa densidade
diminuin  a porcentagem de transferéncia de éster de colesterol na direciio
HDL -» LDL e, por outro lado, aumentou a transferéncia na dire¢do LDL —

HDL, poderia-se concluir que, neste modelo experimental, a CETP estaria
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favorecendo o estabelecimento de um perfil niio aterog€nico das lipoproteinas
plasmaéticas.

Concluindo, o complexo papel da CETP sobre o transporte reverso de
colesterol pode depender, ainda, do estado metabolico do mdividuo, isto &, se as
demais vias deste transporte estio preservadas, a acdo predomumante da CETP é |

provavelmente, antiaterogénica.
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7 CONCLUSOES

Através de expertmentos “in vitro” de quantificagdo de transferéncia de
colesterol esterificado entre lipoproteinas mediada pela CETP, pdde-se inferir |
que:

1} modificagbes quimicas das LDL por acetilagio ou oxidacfo diminuem sua
capacidade de receber éster de colesterol das HDL, quando comparadas as LDL
normais;

2y LDL modificadas por oxidagdo sdo melhores doadoras de éster de colesterol
para as HDL, do que as LDL mtactas;

3} HDL, s8o melhores doadoras de éster de colesterol para as LDL do que as
HDLs;

4) HDL; s@o melhores receptoras de éster de colesterol transferido das LDL do
que as HDIL,;

5} a oxidagdo ou acetilagdo das LDL provocaram alteracio dos didmetros das
particulas que, ndo obstante, nfo mfluenciaram o processo de transferéncia de
éster de colesterol;

6} a CETP, nas condigdes experimentais utilizadas, promoveu a redistribui¢do do
colesterol plasmatico preferencialmente para as lipoproteinas integras e para
particulas responsaveis pela remog¢ido plasmatica do colesterol (HDL), sugenndo,

portanto, papel protetor dessa proteina em relagdo ao processo aterosclerotico.
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