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1. INTRODUCAO

1.1. Estrutura quimica dos acidos graxos

Os lipides séao classificados quimicamente como simples ou
complexos dependendo da ligacdo que interage com os ésteres de acidos
graxos (AG). As interagdes simples ocorrem com varios alcoois (gorduras e
ceras) e nas complexas ocorrem com outros grupos de alcoois juntamente
com um &acido graxo (fosfolipides, glicolipidios e lipides complexos). Ainda
existem os precursores e derivados de lipides, como os AG, o glicerol, os
esterdides, outros alcoois, os aldeidos graxos, os corpos cetbnicos, os
hidrocarbonetos, as vitaminas lipossoltuveis e os horménios (NELSON; COX,
2000; MAYES; BOTHAM, 2006)

Os AG sao encontrados principalmente como ésteres nas gorduras e
6leos naturais ou na forma de AG livres no plasma. Sao formados
quimicamente por um &cido carboxilico (HO-C=0) a um extremo da cadeia e
um grupo metilico (CHs) no outro, representados pela forma RCO.H, com
cadeia hidrocarbbnica de 2 a 36 atomos carbono (C), sendo essa sem
duplas ligacbes — saturada ou contendo uma ou mais duplas ligacdes —
insaturada. O grupo carboxila constitui a regido polar e a cadeia R a regido
apolar da molécula (NELSON; COX, 2000; CURI et al., 2002; MAYES;

BOTHAM, 2006).
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Os AG saturados (AGS) possuem uma conformacao linear que
permite um melhor empacotamento dos mesmos, fazendo com que suas
moléculas figuem mais proximas umas das outras e, com isso, aumentando
a interacao entre elas (Figura 1) (CURI et al., 2002).

A conformacédo da molécula dos AG insaturados caracteriza-se por
dobramentos rigidos em suas cadeias carbbnicas, pois as duplas ligacdes
nao giram, permanecendo uma angulacdo de 30 graus para cada uma das
duplas ligagcdes presentes (configuragdo cis), tornando menores as
interacbes entre as moléculas e diminuindo o seu o poder de
empacotamento. Estas caracteristicas quimicas refletem o ponto de fusao
dos AG insaturados, muito menores do que a dos (AGS) (Figura 1) (CURI et

al., 2002).
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acido dodecandico

acido oleico

acido linoleico

Figura 1. Estrutura quimica das moléculas do AG dodecandico (AGS), AG
oléico (AG monoinsaturado) e do AG linoléico (AG poliinsaturado).
Os AG sao, freqlentemente, nomeados em forma abreviada de
acordo com suas estruturas quimicas e sao classificados como AGS, acidos
graxos monoinsaturado (AGM) ou acidos graxos poliinsaturados (AGP),

dependendo do numero de duplas ligacdes (Tabela 1).
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Tabela 1 - Representacao da nomenclatura comum e sistematica de alguns

AG.
gncac Nome sistematico At(:’rzos D gl Posig(:_;es e Classe dos AGP**
comum (AG) carbono ligacoes duplas ligacoes *
Butirico Butandico 4 0
Capréico Hexandico 6 0
Caprilico Octandico 8 0
Céprico Decandico 10 0
Laurico Dodecandico 12 0
Miristico Tetradecanoico 14 0
Palmitico Hexadecandico 16 0
Palmitoléico Hexadecendico 18 1 9 o7
Estearico Octadecandico 18 0
Oléico Octadecendico 18 1 9 @9
Linoleico Octadecadiendico 18 2 9,12 -6
Linolénico Octadecatriendico 20 3 9,12,15 ®-3
Araquidbnico  Eicosatetraendico 20 4 5,8,11,14 -6
EPA *** Eicosapentaendico 20 5 5,8,1,14,17 -3
DHA *** Docosahexandico 22 6 4,7,10,13,16,19 ®-3

Fonte: Curi et al., (2002).

Os AGS constituem principalmente fontes alimentares de origem

animal, como exemplo: leite integral, queijos amarelos, manteiga, sorvete,

creme, carnes ricas em gorduras, c6co, gordura hidrogenada, 6leos de coco

e de palma (azeite-de-dendé). A contribuicdo dos AG insaturados na dieta

provém principalmente de fontes alimentares de origem vegetal. Os AGM

compreendem 06leos vegetais como o de oliva e de canola, as oleaginosas
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como as nozes, a castanha-do-para, as améndoas, e outras fontes como o
abacate e a azeitona. Os AGP na dieta sédo representados primordialmente
pelos 6leos vegetais como o de acafrao, de girassol, de soja, de milho e de
linhagca, bem como em peixes de aguas frias como salmao, bacalhau,
arenque, atum, sardinha e cavala (MARANHAO; MANIERO, 2007).

Apés ingestao dietética lipidica ocorrem complexas etapas nas quais
os lipides passam por processos quimicos e entao sdo absorvidos e

metabolizados pelo organismo.

1.2. Absorcao, transporte e metabolismo de lipides

O transporte de lipides é conceitualmente diferenciado como a via
de transporte exdégeno de lipides provenientes da alimentacdo e a via do
transporte enddgeno de lipides sintetizados no figado (BROWN et al., 1981).

No transporte exdgeno os AG dietéticos, que em sua maioria estao
sob a forma de ésteres de colesterol (EC), fosfolipides (FL) e triglicérides
(TG), no processo de digestdo, devido a sua caracteristica bipolar,
participam da formacdo das micelas de sais biliares que aumentam a
superficie de contato das moléculas lipidicas a acao da lipase pancreatica.

A digestao dos lipides tem inicio no estdmago e é catalisada pela
lipase lingual e pela lipase gastrica, posteriormente no intestino delgado,

onde a digestao é finalizada e ocorre a absorcéo. Os lipides absorvidos sao
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conduzidos por meio dos vasos linfaticos e atingem a circulagdo sanguinea
via ducto toracico (LIAO et al., 1984; ABRAMS et al., 1988; THOMSOM et
al., 1989).

No estdmago acontece principalmente a acado da lipase lingual, a
qual atua sobre os TG hidrolisando as ligacdes ésteres dos AG na posicao 3
da molécula glicerol e apresenta uma acao preferencial sobre os AG de
cadeia média (6 a 10 atomos de carbono). Ainda no estdmago é verificada a
acao da lipase gastrica, que atua como a lipase lingual, e ambas, apés
realizada hidrolise, produzem moléculas de diacilglicérides e AG livres (LIAO
et al., 1984; ABRAMS et al., 1988)

No duodeno, é verificada a acao da lipase pancreatica (hidrolisa TG
em 2-monoacilglicérides e AG livre), da fosfolipase A2 (hidrolisa os FL em
lisofosfolipides e AG livres) e da colesterol esterase (hidrolisa EC em
colesterol livre) (RAMIREZ et al., 2001).

Os AG livres e 0 2-monoacilglicérides, produtos da digestao lipidica,
se unem a sais biliares e FL formando as micelas biliares mistas que se
difundem facilmente por meio da camada estacionaria de agua junto a borda
em escova dos enterdcitos (HOFFMANN; BORGSTROM, 1964; WILSON et
al., 1971; RAMIREZ et al.,, 2001), na qual sdo absorvidos via proteinas
transportadoras de AG intestinais (IFABP) (STAHL et al., 1999).

Os AGS com 6 a 12 atomos de carbono (C) sdo denominados AG de
cadeia média, encontrados principalmente na gordura de céco. Os TG ricos

em AG de cadeia média sofrem hidrélise por acao da lipase pancreética,
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sendo absorvidos no duodeno mais rapidamente do que os de cadeia longa
(RAMIREZ et al., 2001).

Apés absorcao, os AG de cadeia média e curta tém seu transporte
facilitado no plasma, por uma ligacao a albumina e, pela via porta, alcangam
o figado rapidamente. Por outro lado, os AG de cadeia longa seguem uma
via metabdlica distinta, sendo obrigatoriamente reesterificados nos
enterécitos, para formar TG e outros ésteres. Esses lipides sado incorporados
ao colesterol dietético e a apolipoproteina B-48, sintetizada nos enterdcitos,
para entdo formar a lipoproteina quilomicron (Qm) (LARRY et al., 1990;
RAMIREZ et al., 2001; DEVLIN, 2002).

Uma fracdo do colesterol dietético encontra-se em sua forma
esterificada e é hidrolisado pela acdo da colesterol esterase presente no
suco pancreatico, liberando AG e colesterol livre (CL). Englobado nas
micelas mistas, o CL difunde-se para as células epiteliais da mucosa. A
partir de uma proteina transportadora, Niemann-Pick C1 like 1 (NPC1L1),
presente na porcao apical do enterécito, o colesterol é internalizado
(ALTMANN et al.,, 2004). O esterbéide é entdao reconvertido a EC
intracelularmente e incorporados as moléculas de Qm (HUSSAIN, 2000).

As lipoproteinas permitem que o transporte de lipides ocorra na
corrente sanglinea. Sao caracterizadas pela sua forma esférica e sao
compostas por nucleo lipidico hidrofébico, constituido, principalmente, por
EC e TG, envolto por uma monocamada hidrofilica composta por FL, CL e

proteinas (EISENBERG; LEVY, 1975). Esses componentes protéicos sao
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denominados apolipoproteinas (Apo) e associam-se a lipoproteina por
interacdes nao covalentes (SCHAEFFER et al., 1978).

As apolipoproteinas (Apo) desempenham importante papel na
solubilizacdo e estabilizacdo estrutural das lipoproteinas, modulam o
metabolismo lipoprotéico ao atuarem como ativadores e bloqueadores
enzimaticos e, por fim, mediam a captacao celular das lipoproteinas por
receptores especificos. A classificacao das Apo é feita de acordo com uma
nomenclatura alfa numérica: apo A-l, A-ll e A-1V, apos B-100 e B-48, apos C-
[, C-1l e Clll, apo D, apo E e apo (a) (SCHAEFFER et al., 1978).

As lipoproteinas se diferem quanto a composicao (diferencas
quantitativas e qualitativas dos lipidios e apo), tamanho e mobilidade
eletroforética. A sua classificacdo pode ser feita por ultracentrifugacdo em
gradiente de densidade, ou de acordo com a sua migracao eletroforética em
acetato de celulose ou gel de agarose (LEE; ALOUPOVIC, 1970; CHAPMAN
et al.,1981). As quatro maiores classes de lipoproteinas plasmaticas sao:
Qm, lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteina de
densidade baixa (LDL) e lipoproteina de densidade alta (HDL). Existem duas
menores classes de lipoproteinas que sao: lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL) e lipoproteina (a) (SCARTEZINI et al, 2003).

Os Qm, compostos de TG, FL, colesterol e proteinas (apoA-I, apoA-
IV, apoB- 48), sdo transportados na via linfatica, e liberados na corrente
sanglinea pelo ducto toracico. Na circulacdo, passam por um processo
dindmico de troca de elementos de superficie com outras lipoproteinas

plasmaticas, principalmente com as HDL, os Qm adquirem apoC-II, C-lll, E e
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colesterol. A apoC-Il ativa a enzima lipase lipoprotéica (LLP), localizada nas
células endoteliais, que hidrolisa os TG dos Qm e libera AG livres que serao
armazenados no tecido adiposo ou utilizados como fonte energética pelo
tecido muscular (GOLDMAN; BRAUNWALD, 2000; HUSSAIN, 2000;
DEVLIN, 2002). Juntamente com a perda de TG, ocorre diminuicao dos
componentes de superficie: o FL, o CL e as apos, que sao transferidos para
a HDL ou dao origem a particulas precursoras desta lipoproteina
(EISENBERG, 1984; WANG; BRIGGS, 2004).0 Qm transfere TG para a
HDL e recebe EC via proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP)
(LEWIS; RADER, 2005). Esta transferéncia de lipides é parte de um
mecanismo complexo denominado transporte reverso de colesterol. Apés
este processo de hidrélise, as particulas apresentam-se em menor tamanho,
com quantidade relativamente maiores de EC e enriquecidas de apoE,
chamadas de remanescentes de Qm (GOLDMAN; BRAUNWALD, 2000), as
quais sao removidas da circulagao pela interacado entre a apo E e o receptor
celular especifico localizado principalmente nas células hepaticas, o “LDL-
receptor related protein” (LRP) (GOLDMAN; BRAUNWALD, 2000; HUSSAIN
et al., 2000).

Apébs a captacdo hepética, o remanescente de Qm é degradado e
libera AG, glicerol, aminoacidos e colesterol. Este Ultimo ou pode ser
excretado na bile na forma de acidos biliares ou pode ser utilizado para a
sintese de membranas ou ainda pode integrar as lipoproteinas produzidas e
secretadas pelos hepatocitos (HAVEL; HAMILTON, 1988b; HAVEL;

HAMILTON, 2004a).
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O transporte endégeno dos AG, sob a forma livre ou esterificada, é
realizado por lipoproteinas, albumina e outras proteinas transportadoras de
acidos graxos.

Os AG na forma livre oriundo do tecido adiposo sao transportados
no plasma principalmente pela albumina, enquanto os acidos graxos na
forma esterificada (TG, EC, FL e outros), provenientes principalmente do
figado, sao transportados pelas VLDL e, em menor proporcao, LDL e HDL
(SPECTOR, 1984; RAMIREZ et al., 2001).

No inicio do transporte endégeno de lipides é verificada a formacao
das VLDL nos hepatécitos, as quais contém principalmente TG e as
ApoB100, ApoE e ApoC. Sua principal funcao é transportar TG e colesterol
para os tecidos periféricos (BACHORICK et al., 1999; BIGGERSTAFF,
WOOTEN; 2004). Logo apds sua secrecao na circulagao, a VLDL entra em
contato com outras lipoproteinas e por meio de colisées, principalmente com
a HDL, adquire maiores quantidades de apos E, C-ll e C-lll (HAVEL;
HAMILTON, 1988b). Assim como no metabolismo do Qm, a apo C-ll atua
como co-fator de ativacdo da LLP (KRAUSS et al., 1973; KWITEROVICH,
2000).

A LLP ativada hidrolisa os TG da VLDL e forma a particula
remanescente de menor didmetro e maior densidade, as IDL. A diminuicao
do didmetro da VLDL pela acdo da LLP, resulta no excesso de lipides na sua
superficie. O colesterol e os FL da superficie da VLDL sao entao transferidos
para a HDL ou dao origem a particulas precursoras desta lipoproteina

(EISENBERG, 1984; WANG; BRIGGS, 2004). Esse processo confere a
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VLDL meia-vida plasmatica de duas a quatro horas (EISENBERG;
LEVY,1975; BACHORICK et al., 1999).

Grande parte das IDL é captada no figado pelos receptores de LDL
(LDLr). O restante das particulas de IDL sofre acdo da enzima lipase
hepatica (LH), que hidrolisa TG e FL, e resulta em particulas de menor
densidade e maior conteudo de colesterol, as LDL.

Estas, assim como as IDL, sédo retiradas da circulacdo pelos
receptores de LDL (LDL-r) existentes em varios érgaos e tecidos corporeos,
principalmente no figado. A LDL corresponde a 50% do total das
lipoproteinas plasmaticas, sendo que a maior parte de seu colesterol
encontra-se na forma esterificada, que perfaz 50% da particula (HAVEL,
1984; BACHORICK et al., 1999).

A LDL ao se ligar aos LDL-r é internalizada e conduzida aos
lisossomos para degradacdao. Os receptores retornam para a superficie
celular para se ligarem a outras particulas de LDL. O colesterol liberado da
LDL exerce agdes regulatdérias como aumento da atividade da acil-colesterol-
acil transferase (ACAT) para esterificacdo do colesterol; diminuicado da
atividade da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzimaA (HMGCoA) redutase,
responsavel pela biossintese de colesterol enddégeno; e diminuicdo da
sintese de receptores celulares para LDL, aumentando assim a sua

concentracao plasmatica (BROWN; GOLDSTEIN, 1986).
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1.3. Metabolismo da Lipoproteina de Alta Densidade (HDL) e suas

propriedades antiaterogénicas

As HDL sao lipoproteinas ricas em apo Al, FL e CL e sao formadas
principalmente no figado, como HDL nascentes que apresentam forma
discoide. (BACHORICK et al.,1999; KWITEROVICH, 2000; BARTER et al.,
2003). Dependendo do seu conteudo lipidico, da quantidade de proteinas e,
consequentemente, do seu tamanho, a HDL pode ser dividida em quatro
subclasses: HDL1, HDL2, HDL3 e HDL4, sendo que, as populacbes de
HDL2 e a HDL3 estdo presentes em maior concentragdo no plasma
(EISENBERG, 1984). As HDL2 e HDL3 podem ainda ser subdividas em
subfracdes por ordem decrescente de tamanho: HDL2b (didmetro médio de
10,6nm), HDL2a (9,2nm), HDL3a (8,4nm), HDL3b (8,0nm) e HDL3c (7,6nm)
(RADER, 2002; BARTER et al., 2003). As populacées HDL2 e HDL3 podem
ainda ser divididas segundo a presenca da apo A-l e A-ll, neste caso a HDL2
€ composta principalmente por uma populacao que possui apo A-l e nao
possui apo A-Il (HDL-A-I) enquanto a HDL3 é composta principalmente por
uma populacdo que possui apo A-l e apo A-ll (HDL- Al/A-Il) (WANG,
BRIGGS, 2004).

A HDL é uma lipoproteina que esta em constante remodelamento no
plasma. Apolipoproteinas na forma livre ou complexada com pequenas
quantidades de lipides sao os precursores da HDL. A apo Al produzida pelo
figado e pelo intestino ou ainda, proveniente do catabolismo das

lipoproteinas ricas em TG, uma vez presente no plasma é lipidada, na qual
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ocorre a remocao de FL e colesterol de tecidos hepaticos e extra-hepaticos,
num processo facilitado pelo transportador de membrana “ATP-binding
cassete transporter A1” (ABCA1) que tem como resultado a formacao da
HDL discéide (pré-B-HDL), constituida em apolipoproteina, FL e uma menor
quantidade de CL (BARTER et al., 2003; WANG; BRIGGS, 2004). Outras
apolipoproteinas, como a apo A-ll, A-IV e apo E, quando presentes no
plasma, também sofrem lipidagcdo por serem capazes de causar efluxo
celular de FL e colesterol e podem dar origem a pré-B-HDL via proteinas
transportadoras (ECKARDSTEIN et al., 2001; BARTER et al., 2003).

O efluxo celular de lipides é dependente da interacao fisica entre a
particula receptora e a membrana celular, onde o transportador ABCA1 tem
um papel essencial: o de modificar a distribuicao lipidica da membrana
celular e, consequentemente, facilitar a interagdo entre a apolipoproteina
(principalmente a apo A-l) e a superficie celular (WANG; BRIGGS, 2004).
Esse transportador tem afinidade elevada pela apo A-l e existem fortes
indicios de que o efluxo celular de FL preceda o efluxo de colesterol, pois a
complexo apo A-l-fosfolipide € um melhor receptor de colesterol, quando
comparado a apo A-l livre (WANG; BRIGGS, 2004). A HDL na forma
discoidal também pode ser originada a partir dos constituintes de superficie
das lipoproteinas ricas em TG que, ao sofrer acdo da LLP, liberam vesiculas
contendo apolipoproteina e FL, acrescidos ou ndo de quantidades pequenas
de colesterol (BARTER et al., 2003).

A pré-B-HDL continua a receber lipideos via ABCA1, mas adquire

também quantidades extras de colesterol de outras lipoproteinas que contém
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apoB (VLDL, IDL e LDL) e de membranas celulares por processo de difuséo
passiva que parece nao ser dependente do transportador ABCA1 (BARTER
et al., 2003). A HDL na forma discoidal € um substrato excelente para a
lecitina-colesterol-acil-transferase (LCAT), uma enzima sintetizada e
secretada principalmente pelo figado, presente na circulacado e que se liga a
superficie das lipoproteinas, inclusive a da HDL, cuja funcado é converter
colesterol e lecitinas (fosfatidilcolinas) em EC (SCHAEFER et al.,1982;
EISENBERG, 1984; WANG; BRIGGS, 2004).

A esterificagdo do colesterol pela LCAT ocorre com a transferéncia
de um AG da posi¢ao-2 da lecitina para o grupo hidroxila da molécula de
colesterol (LEWIS, 2006). A LCAT ¢é ativada pelas apolipoproteinas apo A-l,
A-IV apo E, e apo C-l, e uma vez ativada, a LCAT esterifica o colesterol
recebido pela pré- 8 -HDL (WANG; BRIGGS, 2004). O resultado da acéo da
LCAT é a formagao de um nucleo hidrofébico na pré- g -HDL, constituido de
EC, que transforma a HDL discéide em uma forma esférica, madura, a HDL3
(WANG; BRIGGS, 2004).

A HDL3 continua a receber colesterol e FLs de membranas
celulares, mas agora num processo mediado pelo receptor scavenger classe
B tipo | (SR-BI), presente principalmente na glandula adrenal, no figado e
nos mondcitos, ou por difusdo, ambos os processos distintos daquele
mediado pelo ABCA1 (WANG; BRIGGS, 2004). Neste processo existe uma
interacdo dos componentes lipidicos da HDL, principalmente FL, com a
superficie celular, favorecendo a difusdo de colesterol através do receptor

SR-BI. (SCARTEZINI et al., 2003). A HDL3 também recebe colesterol e FL,
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provenientes da lipdlise dos Qm e da VLDL pela LLP, num processo
facilitado pela proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP). Assim como
ocorre com a pré-p-HDL, o colesterol recebido sofre acdo da LCAT, é
transformado em EC e, devido a sua hidrofobicidade, deixa a superficie da
lipoproteina e passa a ocupar o nucleo, transformando a HDL3 em uma
particula maior, a HDL2 (ECKARDSTEIN et al., 2001).

A HDL2 realiza trocas de EC e TG, com as demais lipoproteinas
(Qm, VLDL, IDL e LDL), num processo mediado pela CETP, uma
glicoproteina hidrofébica, produzida pelo figado e que esta presente no
plasma em associacdo com as lipoproteinas (LEWIS, 2006). O EC é
transferido, por meio da CETP, da HDL2 para as demais lipoproteinas ricas
em TG. Essas lipoproteinas, por sua vez transferem TG para a HDL2. A
extensdo da transferéncia depende da concentracdo de cada componente
lipidico na lipoproteina doadora (GLOMSET, 1970; MARCEL et al., 1980;
EISEMBERG et al., 1984). O TG recebido pela HDL2 é o substrato para a
enzima LH, presente nos hepatécitos e nas células endoteliais hepaticas. A
LH ¢é responsavel pela lipdlise de TG e FL, é modulada pelas
apolipoproteinas, sendo a apo E a ativadora desta enzima (WANG;
BRIGGS, 2004). Uma outra enzima lipolitica, a lipase endotelial (LE),
sintetizada pelo endotélio e presente na sua superficie também regula o
remodelamento da HDL2, mas com atividade de hidrélise principalmente de
FL (WANG; BRIGGS, 2004; LEWIS, 2006). A acdo da LH resulta em
conversdo da HDL2 em HDL3, que retoma o ciclo de remocéao tecidual do

colesterol ou continua a sofrer degradacdo dos seus constituintes. A
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magnitude do efeito da lipase depende da composicdo da HDL (LEWIS,
2006). Apos a lipdlise da HDL2 pelas LH e LE o colesterol dessa particula é
removido pelos receptores SR-BI, responsaveis pela captacdo seletiva do
colesterol da HDL no figado. A HDL2 se liga ao SR-BI com alta afinidade,
resultando na transferéncia seletiva do CE do nucleo da HDL para
compartimentos intracelulares, sem que ocorra a degradacdo das
apolipoproteinas (WANG; BRIGGS, 2004).

A ligacao da HDL com o receptor SR-BI parece ser facilitada pela
acao da LH (ECKARDSTEIN et al., 2001). Esse conjunto de agdes das
lipases e do receptor SR-BI resulta no remodelamento da HDL2 que origina
particulas menores, como a pré-B-HDL ou ainda a apo A-l na forma livre ou
a apo A-l pobre em lipides, que servem como receptores de lipides e
novamente iniciam a formacéao de particulas de HDL. A apo A-l pode ainda
ser filtrada pelos rins e removida do plasma (EISENBERG, 1984;
ECKARDSTEIN et al., 2001; LEWIS, 2006).

O clearance da HDL pode ocorrer por duas vias: via captacao
seletiva do seu conteudo lipidico, como exposto anteriormente ou via
endocitose com a captacao e subseqtiente degradacao da particula inteira.
Neste caso o enriquecimento da HDL com EC leva a formacao de particulas
maiores com alto conteudo de colesterol e apo E, a HDL1, que podem ser
captadas pelo figado por meio de receptores celulares especificos que
reconhecem a apo E (receptor B/E).

Desta forma, direta ou indiretamente, a HDL é responsavel pelo

transporte reverso do colesterol, um dos mais importantes fatores de
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protecdo na aterosclerose. No qual, o colesterol é retirado dos tecidos
periféricos e levado para o figado, onde pode ser reaproveitado, interagindo
com outras vias metabdlicas e utilizado para producado de sais biliares ou
ainda ser excretado (LEITER, 2000; BALLANTYNE et al, 2001 e
ASZTALOS; SCHAEFER, 2003; SCARTEZINI et al., 2003).

Além de participar do transporte reverso do colesterol, esta
lipoproteina possui propriedades antioxidantes, antiinflamatérias e
anticoagulantes que podem contribuir substancialmente ao paradigma dos
mecanismos preventivos da aterosclerose (SHAH et al., 2001; TOMAS et al.,
2004; MOVVA; RADER, 2008; RYE et al., 2008).

A  HDL impede modificagbes oxidativas da LDL e,
consequentemente, inibe a captacao da LDL pelos macréfagos. Ao prevenir
a oxidagao, a HDL também protege o endotélio dos efeitos citotdxicos da
LDL-oxidada e da migracao e adesao de monécitos, ambos induzidos pela
LDL-oxidada (BARTER et al., 2003).

O principal mecanismo pelo qual a HDL diminui o acumulo de
peroxidos lipidicos € pela hidrélise enzimatica dos hidroperdxidos dos
fosfolipides (DURRINGTON et al.,, 2001). A paroxonase 1 (PON1), uma
enzima produzida pelo figado e que circula em associacao com a HDL, inibe
a ligacao de peroxidos lipidicos na LDL e também na HDL, com conseqlente
limitacado do desenvolvimento da aterosclerose (COSTA et al., 2005). Para
exercer seu efeito antioxidante, & necessario que haja interacdo entre a
PON1 e os lipideos oxidados, o que pode ocorrer de duas formas: a

atividade antioxidante da PON1 mediada por difusdo durante a interacao
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entre LDL e HDL e a mais provavel consiste na transferéncia dos lipideos
oxidados da LDL para a HDL e posterior agao da PON1 (JAMES; DEAKIN,
2004).

Além da PON1, a HDL possui uma grande variedade de
mecanismos de defesa antioxidantes, dentre eles: a PON 3, que assim como
a PON1 faz parte da familia das paroxonases, a apo A-l capaz de remover
lipides oxidados da LDL para a HDL, a LCAT e a CETP, capazes de
transferir lipides oxidados da LDL para a HDL (JAMES; DEAKIN, 2004).

Outra protecdo ao processo aterosclerdtico provém da capacidade
da HDL em reduzir a expressdo das moléculas de adesdo “vascular cell
adhesion molecule-1” (VCAM-1), “intracellular adhesion molecule-1” (ICAM-
1) e da E selectina, induzidas pelas citocinas nos processos inflamatorios.
Essa propriedade antiinflamatéria da HDL é bastante influenciada pela
composicao de FL da particula (BARTER et al., 2003). A HDL também
modula a fung¢ao endotelial por promover um aumento na producao de 6xido
nitrico (NO) por ativar a enzima NO sintetase, além de desempenhar fungao
antitrombogénica por inibir a agregacdo plaquetaria (RADER, 2002;
SVIRIDOV; NESTEL, 2002; BARTER et al., 2003).

Os efeitos protetores da HDL relacionados as doencas
cardiovasculares tém sido documentados em inumeros estudos
epidemiologicos (MILLER; MILLER, 1975), prospectivos (GORDON et al.,
1989; BARTER et al., 2007) bem como em animais de experimentagao

(BELALCAZAR et al., 2003; MOREHOUSE et al., 2007), nos quais
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constataram uma inversa correlacdo entre a concentracdo de HDL e os

indices de doenca arterial coronaria (DAC) (TAILLEUX, 2001).

1.4. Acidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados da

dieta e suas influéncias no metabolismo lipidico

A composicao lipidica das lipoproteinas reflete o conteudo de AG da
dieta. A influéncia dos AG na lipemia e aterogénese varia conforme o grau

de saturacdo, de oxidacao e suas proporcdes na dieta.

Dietas contendo elevadas concentragdes de gorduras saturadas
aumentam as concentracbes de colesterol total (CT) e de colesterol da
lipoproteina de densidade baixa (LDL-C), estando diretamente implicadas na
alta incidéncia de doenca arterial coronaria em varios paises do ocidente,

inclusive o Brasil (CURI et al., 2002).

Os acidos graxos saturados tendem a elevar as concentracoes de
LDL-C pela supressdo do LDL-r e diminuicdo do “clearance” plasmatico
destas particulas. Além disso, em funcao de sua estrutura quimica retilinea,
os AGS facilitam a entrada de colesterol nas membranas das particulas de
LDL, contribuindo para o aumento das concentracdes de LDL-C. Os efeitos
dos AG parecem estar limitados ao comprimento de cadeia entre 10 a 18 C,
sendo o miristico (C14:0) e o palmitico (C16:0) mais aterogénicos (SPADAY

et al., 1999; PEHOWICH et al., 2000).
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O éacido graxo laurico (C12:0) é o principal componente do éleo de

cbco, que contém aproximadamente 90% de AGS. Sugere-se que o AG
saturado deste Oleo é prejudicial a saude, principalmente em relacdo as
doencas cardiacas. No entanto, fazem-se necessarios mais estudos
esclarecedores sobre seus efeitos, pois a sua composicao de AG de cadeia
média desencadeiam um metabolismo diferente dos AGS de origem animal,
por nao serem degradados e reesterificados, e assim utilizados para

producao de energia (AMARASIRI; DISSANAYAKE, 2006).

Estudo verificou que os AG laurico, miristico e palmitico aumentaram
as concentracoes de LDL-C comparado a uma dieta rica em AG estearico
em hamsters, possivelmente pela diminuicdo da atividade dos receptores
B/E e 0 aumento na producdo da LDL (WOOLLETT et al., 1992). Fernandez
et al. (2005) sugerem que os AG dietéticos podem influenciar no nimero de
receptores relacionados a captacao de particulas de LDL, por afetarem a

sintese dos LDL-r.

A substituicdo dos AGS da dieta por AGM, particularmente o acido
oléico, apresenta um efeito protetor no desenvolvimento de DAC. Dietas
ricas em AGM reduzem as concentragbes plasmaticas de LDL-C, LDL
oxidada e a proliferacdo de células musculares lisas (MATA, et al., 1997),
sem modificar as concentracées de HDL-C. A reducao do colesterol de LDL
da-se provavelmente pelo aumento na expressao dos LDL-r, 0 que aumenta
a remocao plasmatica da lipoproteina. Os AGM sao também menos

susceptiveis a oxidacao por radicais livres do que os AGP, devido ao menor
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namero de duplas ligacbes na sua estrutura quimica (GRUNDY, 1987;

BONANOME et al., 1992).

Dietas ricas em AGP inibem a transcricao dos genes lipogénicos
pela supressao da transcricado do gene da proteina de ligacao reguladora do
esterol (SREBP-1) ou pela redugao da maturacao da proteina SREBP-1, em
consequéncia reduzindo os AGM, TG e EC no plasma e no figado de
hamsters. No figado, a inibicdo da expressdo de SREBP-1c é maior em
hamsters que receberam dietas ricas em AGP comparado aos que

receberam AGS ou AGM (FIELD et al., 2003).

Mattson & Grundy (1985) verificaram que dieta rica em AGP
diminuiu a concentragdo de LDL-C que esta relacionada com outros dois
mecanismos, redistribuicdo de colesterol entre o plasma e o tecido e um

aumento dos LDL-r.

Os AGP da dieta sado representados principalmente pelos AG
linoléico, AG araquidbnico (®-6), AG linolénico, AG eicosapentaendico e AG
docosahexaendico (o-3) (FULLER; JIALAL, 1994). A substituicdo dos AGS
da dieta por AGP apresenta efeito protetor semelhante a substituicdo dos
AGS por AGM, resultando na reducdo do LDL-C (DE CATERINA et al.,
1994). Assim como os AGM, a ingestio de AGP ®-3 diminui a
susceptibilidade a oxidacao das LDL plasmaticas (KRATZ et al., 2002).
Entretanto, a suplementacdo de AGP pode reduzir as concentracdes de HDL
circulantes, possivelmente pela inibicado da sintese de apo A-1 (PEDERSEN

et al., 1999).
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Os AGP -3 promovem a diminuicdo das concentracoes de TG

plasmaticos pela reducao de sintese de TG e secrecado hepatica de VLDL

(SPADY et. al, 1999).

Muitos estudos tém demonstrado o efeito de gordura dietética na
regulacdo da CETP (GROENER et al.,, 1991; KURUSHIMA et al., 1995;
HAYASHI et al., 1995; KURUSHIMA; JANSEN et al., 2000; FUSEGAWA et
al., 2001; CHANG; SNOOK, 2001; GUPTA et al.; 2003). Alguns estudos
demonstraram que AGS aumentam a atividade da CETP, contudo os efeitos
dos AG insaturados sobre a atividade da CETP foram controversos. Estudos
mostraram que os AGM reduzem (GROENER et al., 1991; KURUSHIMA et
al., 1995; JANSEN et al., 2000; CHEEMA et al., 2005), aumentam (KHOSLA
et al., 1997; GUPTA et al.; 2003) ou nao alteram a atividade da CETP
(CHANG; SNOOK, 2001). Ja em relacéo aos efeitos dos AG dietéticos sobre
atividade da PLTP, a literatura dispbée de poucos estudos, sendo eles

inconclusivos (LAGROST et al., 1999; TERPSTRA et al., 2000).

1.5. Nanoemulsoées lipidicas artificiais

A partir dos estudos das caracteristicas fisico-quimicas das
lipoproteinas plasmaticas, foram desenvolvidos modelos de nanoemulsées,

semelhantes tanto aos Qm quanto a LDL, que sao utilizadas no estudo do
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metabolismo das lipoproteinas (GISBURG et al., 1982; MILLER; SMALL,
1983A; MILLER; SMALL, 1983B).

Em 1987, foram iniciados estudos que visavam reproduzir o
metabolismo da LDL por meio da utilizagdo de uma nanoemulsao lipidica
artificial rica em colesterol (MARANHAO et al., 1993). A nanoemulsdo
lipidica artificial ndo possui proteina, mas ao ser injetada na circulacao
plasmatica, em contato com as lipoproteinas naturais, adquire a apo E.
Desse modo, a lipoproteina artificial é reconhecida e captada pelos
receptores da LDL, os quais reconhecem tanto a apo B quanto a apo E
(MARANHAO et al., 1993).

Estudos de competicao em linfécitos mostraram que a LDL compete
com nanoemulsao lipidica artificial pela captacao celular, comprovando que
a remocao de ambas se da pelo mesmo receptor especifico (MARANHAO et
al.,, 1997). No entanto, a nanoemulsao lipidica artificial tem mais afinidade
pelos receptores de LDL do que a prépria LDL (HIRATA et al., 1999). Isto
acontece porque o meio ligante ao receptor utilizado pela nanoemulséo
lipidica artificial € a apo E, que tem mais afinidade pelo receptor do que a
apo B-100 da LDL.

Em outras experiéncias, a nanoemulsao lipidica artificial foi injetada
em individuos normolipidémicos e em portadores de hipercolesterolemia
(MARANHAO et al., 1997). Nesta situacdo, o defeito basico consiste nos
receptores B/E, o que resulta na captacao deficiente da LDL e seu acumulo
no plasma (RIDKER et al., 2001). Nesses pacientes, a nanoemulsao lipidica

artificial foi removida muito lentamente da circulacdo, confirmando o
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comportamento esperado. Além disso, em pacientes com leucemia
mielocitica aguda, condicao na qual a expressao dos receptores de LDL esta
muito aumentada (HO et al., 1978), a remocao da nanoemulsdo lipidica
artificial também esta aumentada (MARANHAO et al., 1994).

Santos et al. (2003) demonstraram que pacientes normolipidémicos
portadores de DAC nao apresentavam diferenca na remocao plasmatica dos
ésteres de colesterol da nanoemulséo lipidica artificial quando comparados a
individuos-controle sadios. No entanto, a forma livre do colesterol era
removida do plasma mais rapidamente nos pacientes com DAC do que nos
controles. Na seqliéncia desses experimentos (COUTO et al., 2007), injetou-
se a nanoemulsao lipidica artificial marcada com CL e EC radioativos em
pacientes com DAC que seriam submetidos a cirurgia de revascularizacao.
Observou-se que o CL da nanoemulséo lipidica artificial era removido mais
rapidamente da circulacdo que o EC, assim como uma maior deposicao do
CL em fragmentos de vasos descartados durante a cirurgia comparando-se
a do EC.

Todos esses resultados mostram a utilidade desta nanoemulséo
como um modelo de estudo para mimetizar o metabolismo da LDL.

Outra caracteristica importante das emulsdes é que se pode variar a
sua composicdo (MARANHAO et al., 1986) e, desta forma, permite estudar
outros aspectos do metabolismo lipidico como a esterificacdo do CL, a
atividade de proteinas de transferéncia, o efeito de drogas hipolipemiantes e
mecanismos de captagdo vascular. Portanto, viu-se a possibilidade de

utilizar a nanoemusao lipidica artificial como modelo de lipoproteina doadora
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de lipides. Lo Prete; Maranhao (2007) padronizaram um pratico método ‘“in
vitro” capaz de quantificar a habilidade simultdnea da HDL em receber seus
principais constituintes lipidicos: FL, CL, EC e TG.

Este método foi utilizado com o intuito de estudar uma das vias do
transporte reverso do colesterol em diversas condi¢des fisiopatolégicas
como: apéds o transplante cardiaco, DAC com e sem tratamento de estatinas,
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) com e sem microalbumindria, sindrome
metabdlica, sindrome do ovario policistico, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida, mulheres pré e pés-menopausa, jovens saudaveis, idosos, e apds
intervencao dietética (PUK, 2007; LO PRETE, 2007; FEITOSA-FILHO, 2007;
SEYDELL, 2007; SILVA, 2007; ROCHA, 2007; DAMINELLI et al., 2008;

GIRIBELA, 2007; AZEVEDO, 2007; STRUNZ et al., 2008).
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2. JUSTIFICATIVA
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos recentes tém enfatizado aspectos néao ligados simplesmente
a concentracdo plasmatica das lipoproteinas. No que diz respeito a HDL,
analises qualitativas da lipoproteina, como capacidade de causar efluxo de
colesterol, propriedades anti-oxidantes e anti-inflamatérias véem sendo
estudadas (LAMARCHE et al., 1999; LIRA et al., 2000; ASZTALQOS et al.,
2000; SVIRIDOV et al., 2002; UINT et al., 2003; KONTUSH, CHAPMAN,
2006).

Referente aos aspectos qualitativos da HDL, destaca-se sua
capacidade de receber colesterol livre como o mais importante por estar
diretamente relacionada com uma de suas principais acbes protetoras, ou
seja, a habilidade de promover transporte reverso do colesterol. Esta acao,
certamente depende da lipoproteina receber o CL e esterifica-lo. No entanto,
embora haja na literatura um grande numero de trabalhos que relatem a
concentracdo das lipoproteinas plasmaticas de individuos submetidos a
diferentes dietas, pouco se sabe atualmente sobre os efeitos das dietas ricas
em AGS, AGM ou AGP sobre propriedades funcionais da HDL.

Face ao exposto acima, no presente trabalho foi utilizada uma
metodologia capaz de quantificar a habilidade simultinea da HDL em
receber CL, EC, FL e TG (LO PRETE, 2007) para estudar o efeito de
diferentes suplementacoes dietéticas sobre esta caracteristica funcional da

HDL. Para tanto, foram utilizados hamsters como modelo animal para o
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estudo do efeito da suplementacgao isocal6rica de éleos dietéticos. A escolha
se deve ao fato de que, ao contrario do coelho, do rato ou do camundongo, o
hamster apresenta o metabolismo e transporte plasmatico de lipides
semelhantes ao dos seres humanos, desenvolvendo também processos de
aterogénese que sao semelhantes em termos de morfologia e fisiopatologia
(SABLE-AMPLIS, 1981; SINGHAD et al., 1983; SPADY et al., 1983; SPADY
et al., 1986; BERRY-LORTSCH; NISTOR et al.,, 1987; JACKSON et al.,
1989; ONTKO et al., 1990; KOWALA et al., 1991; BISHOP, 1992; GROOT et
al., 1992; CHAPMAN; GOULINET, 1993; TSUTSUMI et al., 2001)

Tendo em vista que o habito alimentar e os esforgos para controlar
os fatores envolvidos no desenvolvimento de aterosclerose ou DAC podem
resultar em prevengao e melhora na qualidade de vida, o estudo do circuito
do transporte reverso do colesterol apds suplementacdo dietética com

diferentes AG pode ser de grande valia.
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3. OBJETIVOS

Comparar, em hamster, o efeito da suplementacdo isocalérica de
diferentes dleos ricos em &acidos graxos saturado, monoinsaturado ou
poliinsaturado sobre alguns aspectos funcionais da HDL. Dentre eles, a
capacidade em receber simultaneamente colesterol livre, éster de colesterol,
fosfolipides e triglicérides, a fung&o anti-oxidante, e a atividade das proteinas
de transferéncia de éster de colesterol e fosfolipides, bem como a

composicao em acidos graxos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados 84 hamsters “Golden Syrian” machos adultos,
pesando em meédia 154 + 18 g (média + desvio padrao), mantidos em
gaiolas climatizadas (20-22°C), com ciclo claro: escuro 12:12h, no Centro de
Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

Inicialmente, o0s animais consumiram ragdo comercial usual
(Nuvilab®), por sete dias para adaptacdo as condicoes ambientais do
biotério. Apbés esse periodo os animais foram divididos em 3 grupos e
passaram a receber, além da racdo comercial usual, suplementacao
dietética de Oleos vegetais administrada diariamente por gavagem durante
30 dias (Figura 2):

- Grupo acido graxo saturado (AGS), constituido de 28 animais, foi

mantido sob racdo comercial usual e suplementacao de 0,75 mL

de 6leo de cbco.

- Grupo éacido graxo monoinsaturado (AGM), constituido de 29

animais, foi mantido sob racao comercial usual e suplementacao

de 0,75 mL de 6leo de oliva.



46

- Grupo acido graxo poliinsaturado (AGP), constituido de 27

animais, foi mantido sob racdo comercial usual e suplementacéo
de 0,75 mL de 6leo de soja.
O consumo da ragao comercial usual (Nuvilab Inc., Parana, BR) e o

da agua foram mantidos ad libitum.

[l
\l
(selp) opoliad

Oleo de soja
Grupo AGP 37

Oleo de coco

Grupo AGS

Figura 2 - Protocolo experimental.

Apébs este periodo, os hamsters foram anestesiados com injecéo
intraperitoneal de ketamina (12%) e xilazina (2%) e sacrificados com puncéo

cardiaca.
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4.2. Composicao quimica da dieta

A composicao bromatolégica de carboidratos, proteinas, lipides, fibra
bruta e residuo mineral fixo da racdo comercial usual (Tabela 2) e a
composicao em acidos graxos do 6leo de coco, oliva e soja (Tabela 3, Figura
3), administrados diariamente por gavagem aos hamsters durante o periodo
experimental, foram determinadas pelo Laboratério de Bromatologia e

Quimica do Instituto Adolfo Lutz.

Tabela 2 - Composicao bromatolégica da racado comercial

usual consumida pelos hamsters

Ingredientes Quantidade (g/100g9)
Valor caldrico total (kcal) 324
Carboidratos 49,13
Proteinas 22,21
Lipides 4,29
Fibra bruta 5,81
Residuo mineral fixo 7,90

Fonte: Andlise realizada pelo Instituto Adolfo Lutz (2007).



Tabela 3 - Composicao em acidos graxos dos 6leos vegetais.

Acidos Graxos Oleos

(% p/p ésteres metilicos) Céco Oliva Soja
Acido Capréico (6:0) 0,4 _ _
Acido Caprilico (8:0) 46 o
Acido Decanéico (10:0) 38 o
Acido Laurico (12:0) 488
Acido Miristico (14:0) 15,3 o
Acido Palmitico (16:0) 79 123 118
Acido Estearico (18:0) 2,1 33 32
Acido Araquidico (20:0) 0,1 04 03
Acido Behénico (22:0) o 0,1 0,4
Acido Lignocérico (24:0) _ <,00 0,1
2 AGS 83.0 16.1 15.8

Acido Palmitoléico (16:1 cis9) _ 09 09
Acido Oléico (18:1 cis9) 14,7 716 207
Acido Vacénico (18:1 cis 11) 0,1 20 15
Acido Eicosaendico (20:1 cis 11) 0,1 02 02
18:1 trans <005
2 AGM 148 74.7 233
Acido Linoléico (18:2 cis 9,12) 22 80 546
Acido Linolénico (18:3cis 9, 12, 15) 06 59
18:2 + 18:3 trans <005 __
2 AGP 2.2 8.6 605

Fonte: Andlise realizada pelo Instituto Adolfo Lutz (2007).

48
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4.3. Avaliacao do peso corporal dos animais e consumo de racao

Os animais foram pesados duas vezes por semana para
acompanhamento de variacbes ponderais entre os grupos durante os 30
dias de suplementacao. A avaliacao de possiveis diferengas entre os grupos
foram analisadas pelas médias de peso inicial e final.

O consumo de ragao também foi avaliado duas vezes por semana,
pesando-se o residuo de racao. Os resultados foram expressos em gramas

de racédo consumida/hamster/dia.

4.4. Determinacao do perfil lipidico

O perfil lipidico sérico dos hamsters foi determinado apés 30 dias de
suplementacao dietética de 6leos vegetais administrada diariamente por
gavagem. As amostras de sangue venoso foram coletadas apds jejum de
12h e centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C para separag¢ao do
soro.

Os triglicérides (TG) e colesterol total (CT) foram determinados pelo
método enzimatico Triglicérides GPO-ANA e Colesterol Liquiform Labtest
(Minas Gerais, BR), respectivamente, e pelo sistema de medida
colorimétrica (Life Science UV/Vis Spectrophotometer, DU®530, Beckman).
O colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL-c) foi determinado pelo

mesmo método utilizado para o CT, apoés precipitacdo das VLDL e LDL
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segundo Burnstein et al. (1970). O colesterol ndo HDL (nHDL-c) foi obtido
pela diferenca entre o CT e o HDL -c

Para controle interno de qualidade, foi utilizada a preparacéo
estabilizada Qualitrol 1 da Labtest Diagnostica S. A (Minas Gerais, BR).

O colesterol livre (CL) foi determinado pelo método enzimatico
Colesterol Livre COD-DAOS Wako Chemicals USA, Inc. (Virginia, USA) e
pelo sistema de medida colorimétrica (Life Science UV/Vis
Spectrophotometer, DU®530, Beckman).

A concentracao de éster de colesterol foi obtida pela diferenca entre

a concentracdo de CT e ade CL

4.5. Anadlise dos ésteres metilicos dos acidos graxos

Os acidos graxos do plasma total e da fracdo HDL foram analisados
em cromatdgrafo a gas GC 17A SHIMADZU/CLASS GC-10 (Kyoto, Japao).
A fracdo HDL foi separada por precipitacao de lipoproteinas contendo apo B
(sulfato de dextran 0,2%/ MgCl, 3M, v/v). A mistura foi agitada por 30
segundos e posteriormente centrifugada por 10 minutos a 3.000 rpm. Os
lipides da HDL e do plasma adicionados do padrao interno (acido margarico,
C17:0) foram extraidos por meio do método de FOLCH et al. (1957). Uma
aliquota do extrato de lipides foi entdo esterificada segundo a metodologia
descrita no método da AOCS Ce 2-66 (2004).

Os ésteres metilicos foram ressuspendidos e analisados em coluna

cromatografica de silica fundida SP-2560 (Biscyanopropil polysiloxane,
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Supelco Park, Bellefonte, USA) de 100 m comprimento e 0.25 mm de
diametro interno. A programacao de temperatura da coluna foi 140°C por 5
minutos e entdo aquecimento a 4°C/min até 240°C, permanecendo nesta
temperatura por 20 minutos. A temperatura do vaporizador foi de 250°C e do
detector de 260°C. O gas hélio foi utilizado como gas de arraste a um fluxo
de 20 cm/s, a 175°C. A identificacdo dos acidos graxos foi por meio da
comparagdo dos tempos de retencdo dos ésteres metilicos dos acidos
graxos das amostras com a mistura padrao Sigma ® 189 -19, contendo 24
componentes do C4 ao C24. Os teores de acidos graxos foram expressos

em mg/dL.

4.6. Determinacao da atividade da proteina de transferéncia de éster de

colesterol (CETP) e da proteina de transferéncia de fosfolipide (PLTP)

A atividade da CETP e da PLTP dos hamsters foi determinada apds
30 dias de suplementacao dietética de Oleos vegetais. As amostras de
sangue venoso foram coletadas apéds jejum de 12h e centrifugadas a 3000
rom por 10 minutos a 4°C para separacdo do soro. Os kits para
determinacdo da atividade da CETP e da PLTP foram adquiridos da
BioVision (Califérnia, USA). A atividade da CETP ou PLTP foi medida pela
transferéncia dos lipides neutros fluorescentes de uma molécula doadora
para uma molécula aceptora. A fluorescéncia foi quantificada utilizando-se

um leitor de fluorescéncia de placa em excitacdo de 456 nm e emissao de
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535 nm (Spectramax, M5, Molecular Devices). Os resultados foram
expressos em pmoles de lipides neutro transferido por uL de amostra por
hora (pmol/uL/h).

A analise das atividades da CETP e PLTP foi conduzida no mesmo

dia para diminuir a variabilidade do ensaio.

4.7. Determinacao da atividade da paroxonase 1 (PON1)

Amostras de sangue dos hamsters foram coletadas, apos jejum de
12 h, em tubo seco e o soro foi obtido apdés 10 minutos de centrifugacéo, a
3.000 rpm, em centrifuga Sorval RT7. A atividade da PON1 foi medida pela
adicao de 500 pl de tampao Tris-HCI 0.1M e pH 8.05, contendo 2 mmol/L de
CaCl, e 1.1 mmol/L de paraoxon Sigma Chemical Co. a 25 uL de soro. A
amostra foi, entao, distribuida em placa de 96 pocos fundo chato, 200 uL por
poco (em duplicata). A leitura foi feita em “Leitor de Microplacas” (Microplate
Reader, Benchmark, Bio-RAD) com comprimento de onda de 405 nm e
temperatura de 37°C. Para o célculo da atividade, foram feitas 6 leituras em
intervalos de um minuto cada. Os resultados foram expressos em nmol min’
' mL" (MACKNESS et al., 1991). O resultado foi obtido mutiplicando-se a

média da variacao das absorbancias pelo fator descrito abaixo:

Calculo do Fator:

VTR(mL)

FATOR =
£,9s X VA(mL)x E(cm)
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onde,
VTR (volume total da reacdo) = 525 uL (500 uL solucéo + 25 uL
soro)
ess= 18050 L M cm™ (SENTI et al. , 2003; AGACHAN et al.,
2004)
VA (volume da amostra) = 25 uL

E (espessura do poco da placa) = 1 cm

Substituindo os valores e ajustando para as unidades
internacionais temos:

Fator = 1163,43 nmol mL™

Célculo da Atividade:

Atividade da Paraoxonase = Fator x Aabs/min = 1163,43 x Aabs
nmol min™ mL",

onde,

Aabs = é média da variacao das absorbancias medidas a cada 1

minuto.

4.8. Preparo da nanoemulsao lipidica artificial

A nanoemulsdo foi preparada segundo a técnica descrita por

GISBURG et al. (1982) modificada por MARANHAO et al. (1993).
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Foram pipetados em dois frascos de vidro 40 mg de fosfatidilcolina,
20 mg de colesterol oleato, 1 mg de trioleina e 0,5 mg de colesterol livre
(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), dissolvidos em
cloroférmio-metanol (2:1 v/v). Posteriormente, foram adicionados as
misturas de lipides os radioisétopos [°H] colesterol oleato (*H-EC) e ['*C]
fosfatidilcolina ('*C-FL) ou [°H] trioleato de glicerol (*H-TG) e ['*C] colesterol
(*C-CL) (Amersham International (Buckinghamshire, UK). Em seguida,
cada mistura de lipides foi seca sob fluxo de nitrogénio, em banho de agua
(37°C) e mantida em dessecador a vacuo, por 16 horas, a 4°C, para a
remocao total dos solventes residuais. Ao final desse tempo, se adicionou
10 mL de tampéao TRIS-HCI 0,01 M, pH 8,0 as misturas dessecadas. Em
seguida, as suspensoes de lipides foram emulsificadas por irradiacao
ultrassénica durante 3 horas, sob atmosfera de nitrogénio, com temperatura
variando entre 51 e 55°C, na qual os componentes estdo em estado de
transicdo cristal-liquido, controlada por termbémetro digital inserido
diretamente nos frascos de vidro. A irradiacao ultrassénica foi realizada com
uma poténcia de 125 watts, em modo continuo de operagdo por um
sonicador 450 (Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, CT, USA),
equipado com ponta de titanio de 1 cm de diametro.

Ao término da irradiacao ultrass6nica as duas nanoemulsdes foram
purificadas por ultracentrifugacdo (Ultracentrifuga Sorvall, modelo OTD
Comb, Wilmington, EUA) equipada com rotor TH 641, durante 30 minutos, a
35.000 rpm, a 4°C. O sobrenadante das solucdées (1,0 mL), contendo

particulas que flotam em densidade 1,006 g/ml, foram descartados. O
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volume restante foi submetido a nova ultracentrifugacdo a 35.000 rpm,
durante 2 horas, a 4°C, apés adicdo de brometo de potassio sélido (KBr),
para ajustar a densidade em 1,210 g/mL. Do sobrenadante foram removidos
2,0 mL, os quais continham a fracdo das particulas de tamanho e
composigao desejados. O KBr foi removido por didlise, contra 2 trocas de
1000 volumes tampao tris HCI 0,01 M, pH 8. Finalmente, as emulsdes foram
esterilizadas por filtracdo em membrana Milipore ® (0,221 de porosidade)

sob fluxo laminar e armazenadas a 4°C por no maximo quinze dias.

4.9. Ensaio da transferéncia de colesterol, éster de colesterol,

fosfolipides e triglicérides da nanoemulsao lipidica artificial para a HDL

Amostras de sangue dos hamsters foram coletadas, apés jejum de
12 horas, em EDTA (1,5 g/L) e o plasma foi obtido apés 10 minutos de
centrifugagao, a 3.000 rpm, em centrifuga Sorval RT7. Foi incubado 50 pL
da nanoemulsao lipidica artificial marcada radioativamente com *H-EC e
C-FL ou °H-TG e "C-CL com 200 pL de plasma por 60 minutos, a 37°C,
em agitador orbital Gyromax 706R, sob agitacdo de 40 rpm. Apds a
incubacao, foram adicionados a mistura 250 uL de reagente de precipitagao
de lipoproteinas contendo apo B (Sulfato de Dextran 0,2% e Cloreto de
Magnésio a 0,3 M, v/v). A mistura foi agitada em vortex por 30 segundos e
posteriormente centrifugada por 10 minutos a 3.000 rpm. Aliquotas de 250
UL do sobrenadante, contendo a HDL, foram pipetadas em frascos de

cintilagdo. Foram acrescentados a esses frascos, 5,0 mL de solugao
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cintiladora Ultima Gold (PerkinElmer, Boston, USA) e, finalmente, a
radioatividade presente nas amostras foi quantificada em contador Beta
(Liquid Scintillation Analyzer, Packard 1600 TR, Palo Alto, CA) com a
utilizacdo do software Plus Vers. 5.01 da Diamond Computers, para
determinacdo das contagens de 'C e ®H das amostras.

O branco para este experimento consiste da mistura de 200 pL de
solugdo tampéao TRIS-HCL e 50 pyL da nanoemulsdo lipidica artificial,
incubada e precipitada nas mesmas condicoes descritas acima. O valor da
radioatividade total presente na amostra foi determinado pela incubacéo de
200 pL de plasma com 50 pL da nanoemulsao lipidica artificial, seguida de
incubacgao, porém sem adicdo de reagente de precipitacdo. A quantificacao
dos lipideos transferidos da nanoemulsao lipidica artificial para a HDL foi
expressa como percentagem (%) em relacdo a radioatividade total

incubada.

4.10. Analise estatistica

Os dados foram tabelados como média + desvio padréo (M = DP).
As diferencas entre os dados obtidos de transferéncia de lipides, parametros
bioquimicos, e composicdo em acidos graxos do plasma e da fracao HDL
dos hamsters dos grupos AGS, AGM e AGP foram avaliadas pela analise de

variancia pelo teste de Kruskal-Wallis (ndo paramétrico), seguida do teste de
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comparagbes multiplas de Dunns (GraphPad Prism v3.02 ou INSTAT V3.06,
GraphPad Software, San Diego, CA).
As diferencas entre o peso corporal inicial e o final nos grupos
AGS, AGM ou AGP foram avaliadas pelo teste de Wilcoxon bicaudal (teste
nao-paramétrico pareado). As diferencas entre o peso corporal inicial e o
peso final, assim como o consumo de rag¢ao entre os grupos foram avaliados
pela analise de variancia, teste de Kruskal-Wallis (teste nao-paramétrico),
seguida do teste de comparacdes multiplas de Dunns (GraphPad Prism
v3.02, GraphPad Software, San Diego, CA).
A probabilidade de significancia considerada foi de p < 0,05 em

todas as comparagdes efetuadas.
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5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1. Peso corporal e consumo de racao

A figura 3 mostra a variacdo do peso corporal inicial e final dos
grupos AGS, AGM e AGP. Nota-se que houve aumento de aproximadamente
2,5%, 10% e 8% no peso corporal dos animais dos grupos AGS, AGM e AGP,

respectivamente, apds 30 dias de suplementacgao.

Média do peso corporal (g)
. ” # @ Inicio

180 - T T . T T O Final

150 -
120 -
90 -
60 -
30 -

0

AGS AGM AGP

Figura 3 - Peso corporal (g) dos hamsters submetidos a suplementagcao de éleos ricos em
acidos graxos saturados (AGS, n=28), monoinsaturados (AGM, n=29) e poliinsaturados (AGP,
n=27), durante 30 dias. Resultados expressos em média + DP, teste de comparagao multipla
de Dunns, apés teste de Kruskal-Wallis.

"p < 0,05 vs AGS Inicio; **p < 0,05 vs AGM Inicio; * p < 0,05 vs AGP Inicio.

A figura 4 mostra o consumo de racdo dos hamsters que receberam

suplementacédo de 6leos ricos em AGS, AGM ou AGP durante 30 dias. O
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consumo médio diario de ragdo foi de 9 + 29, 8 + 1g e 10 = 29
respectivamente. Nao houve diferencas no consumo da ragcdo entre 0s

grupos durante este periodo (p= 0,6748).

iy iy
o N
| |

Consumo de racao (g/dia)
»

AGS AGM AGP

Figura 4 — Média de consumo de racdo (g/dia) dos hamsters submetidos a
suplementacdo de Oleos ricos em acidos graxos saturados (AGS, n=28),
monoinsaturados (AGM, n=29) e poliinsaturados (AGP, n=27), durante 30 dias.
Resultados expressos em média + DP.

5.2. Perfil lipidico

A tabela 4 mostra os valores da concentracdo sérica de CT, CL, EC,
nHDL-C, HDL-C e TG (mg/dL) dos grupos AGS, AGM e AGP apds 30 dias
de suplementacao. Nao houve diferengcas nas concentracbes séricas de CL,

NHDL-C e HDL-C entre os trés grupos.
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A concentracao sérica de CT do grupo AGP foi aproximadamente
12% menor do que no grupo AGS e AGM. No grupo AGP, as concentragdes
séricas de CE e TG foram aproximadamente 155% e 30%,

respectivamente, menores do que no grupo AGS e AGM.

Tabela 4 - Perfil lipidico dos hamsters submetidos a suplementagéo de 6leos
ricos em acidos graxos saturados, monoinsaturados ou poliinsaturados,

durante 30 dias.

AGS AGM AGP
Perfil lipidico P
(n=28) (n=29) (n=27)
Colesterol (mg/dL)
Total 101 £ 13 101 +14 89+12°* 0,002
Livre 18+ 11 16+ 9 14+12 0,721
Ester 87+8 86 +8 73+11° 0,009
nHDL 51+13 54+18 47 + 20 0,189
HDL 5014 47 £ 17 41 +14 0,064
Triglicérides (mg/dL) 83+19 87 + 27 59+23° 0,001

Abreviaturas: AGS - Acidos Graxos Saturados; AGM — Acidos Graxos
Monoinsaturados; AGP — Acidos Graxos Poliinsaturados; HDL — Lipoproteina de
alta densidade; nHDL — (CT-HDL). Resultados expressos em média = DP, p< 0,05,
teste de comparagao muiltipla de Dunns, apds teste de Kruskal-Wallis. * p < 0,05 vs
AGS e AGM.
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5.3. Perfil dos acidos graxos do plasma e da fracao HDL

A tabela 5 mostra o perfil dos acidos graxos do plasma total e da
fracdo HDL de hamsters submetidos a suplementagao isocal6rica de 6leos
ricos em Aacidos graxos saturados, monoinsaturados ou poliinsaturados,
durante 30 dias. Quanto a composi¢do de acidos graxos do plasma total,
constatou-se uma maior concentracao (aproximadamente de duas vezes) do
acido graxo oléico (18:1) nos grupos AGS e AGM comparado ao grupo AGP.
Ja na fracdo HDL nao houve diferenca, entre os grupos suplementados,
quanto a composicdo em acidos graxos, o mesmo foi observado ao
analisarmos a somatéria da composicdo em acidos graxos saturados,

monoinsaturados e poliinsaturados do plasma total e da fracdo HDL.



63

Tabela 5. Perfil dos acidos graxos no plasma total (n=4) e da fracdo HDL
(n=3) de hamsters submetidos a suplementagdo de 6leos ricos em acidos
graxos saturados, monoinsaturados ou poliinsaturados, durante 30 dias.

Acidos Suplementacéo
Graxos  Grupo AGS (mg/dL)  Grupo AGM (mg/dL)  Grupo AGP (mg/dL)
Plasma Fracao Plasma Fracao Plasma Fracao
total HDL total HDL total HDL
14.0 2,2+1,0 ND 1,1+£0,7 ND 1,0 £0,1 ND
16:0 572+8,3 16,8+3,0 439+12,7 174+28 40,7t6,7 17,7t1,4
18:0 27,9154 7,910,3 21,8+46 92+24 208+55 105+£3,7
>~ AGS 84,0+14,7 24,7+33 66,8+18,0 26,6+5,2 62,5+12,3 28,2+5,1
16:1 3,4+33 ND 41 +4,1 ND 1,4+0,4 ND
18:1cis9 48,0+80 10,1+28 572+241 124+26 277+45" 126+6,5
> AGM 51,4+113 10,128 61,3+28,5 124+26 29,1+49 12,6+6,5
18:2 65,8+124 176+18 66,7+16,3 179+2,0 526+95 156=+1,7
Ccis9,12
18:3 2,0+1,0 0,5+0,3 2,3+1,1 06+02 16+02 0504
cis9,12,15
20:4 15,8 £ 0,9 59+1,1 18,712 6,7+x12 171x27 6,3+15
> AGP 83,6+143 24,0+32 87,7+18,6 252+3,4 71,3+124 22,4+3,6

Abreviaturas: AGS — Acidos Graxos Saturados; AGM — Acidos Graxos Monoinsaturados,
AGP — Acidos Graxos Poliinsaturados; ND — Nao detectado. Resultados expressos em média
1 DP, p< 0,05, teste de comparacao multipla de Dunns, apéds teste de Kruskal-Wallis. #p < 0,05
vs SFA e MUFA.

5.4. Atividade da CETP e da PLTP

A tabela 6 mostra os valores das atividades da CETP e da PLTP em
hamsters apds a suplementacao de 6leos ricos em acidos graxos saturados,
monoinsaturados ou poliinsaturados.

Na tabela 6, verifica-se que a atividade da CETP do grupo AGM foi
aproximadamente 1,5 vezes maior que a dos grupos AGS e AGP, no entanto

nao houve diferenca na atividade da PLTP entre os grupos suplementados.
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Tabela 6 — Atividade da CETP e da PLTP em hamsters apés a
suplementacéo de 6leos ricos em acidos graxos saturados, monoinsaturados
ou poliinsaturados.

Parametros Grupo AGS Grupo AGM Grupo AGP
CETP (pmol/uL/h) 75+2,7 (n=18) 10,8+3,2 (n=18) 6,3+1,9 (n=17)
PLTP (pmol/uL/h) 14,3+59 (n=11) 18,1 +9,1 (n=15) 21,9+17,3 (n=11)

Abreviaturas: AGS — Acidos Graxos Saturados; AGP — Acidos Graxos Poliinsaturados; AGM
— Acidos Graxos Monoinsaturados. Resultados expressos em média + DP, p< 0,05, teste de

comparacao multipla de Dunns, apds teste de Kruskal-Wallis. * p<0,05 vs AGS e AGP.

5.5. Paroxonase 1 (PON 1) e Taxa de transferéncia de colesterol, éster
de colesterol, triglicérides e fosfolipides da nanoemulsao lipidica

artificial para a HDL

A tabela 7 mostra os valores da atividade da PON1 e das taxas de
transferéncia do colesterol, éster de colesterol, triglicérides e fosfolipides de
uma nanoemulsdo lipidica artificial para a HDL dos hamsters submetidos a
suplementacdo de éleos ricos em AGS, AGM ou AGP apo6s 30 dias. Nao
foram observadas diferencas na atividade da PON1 entre o trés grupos
suplementados.

Na tabela 7, verifica-se que as taxas de transferéncias do *H-EC do

grupo AGP foram, aproximadamente 4 vezes, maiores que a dos grupos
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AGS e AGM, no entanto a taxa de transferéncia do '*C-FL do grupo AGP foi
aproximadamente 2 vezes menor que a dos grupos AGS e AGM.

Nao foram constatadas diferencas entre as taxas de transferéncia de

3H-TG e "C—-CL quando comparados os trés grupos.

Tabela 7 - Atividade da paroxonase 1 (PON1) e taxas de transferéncia do
colesterol, éster de colesterol, triglicérides e fosfolipide de uma
nanoemulsao lipidica artificial para a HDL em hamsters, ap6s 30 dias de
suplementacdo de O6leos ricos em acidos graxos saturados,
monoinsaturados ou poliinsaturados.

Grupo AGS  Grupo AGM  Grupo AGP

Parametros
(n=28) (n=29) (n=27)

PON 1 (nmol.mL".min™) 75+ 13 71+16 71 + 11
Transferéncia de Lipides (%)

3H-éster de colesterol 0,65+0,34 0,75+0,25 2,89+1,35*

14C-fosfolipide 20,05+2,50 19,92+1,49 11,97 +8,07*

3H-triglicérides 19,81 +3,03 17,87 +2,94 18,72+4,48

14C -colesterol 482+074 441+098 4,98+1,54

Abreviaturas: AGS — Acidos Graxos Saturados; AGP — Acidos Graxos Poliinsaturados;
AGM — Acidos Graxos Monoinsaturados. Resultados expressos em média + DP, p< 0,05,
teste de comparacao multipla de Dunns, apos teste de Kruskal-Wallis. * p<0,05 vs AGS e
AGM.
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6. DISCUSSAO
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6. DISCUSSAO

A maioria dos estudos experimentais que avaliaram o efeito de
diferentes AG dietéticos sobre o metabolismo lipidico ofereciam racao
enriquecida de Oleos ricos em AG (CHAPMAN; GOULINET, 1993;
CUTHBERT et al, 1995; KAJIYAMA et al, 1995). No presente estudo,
oferecemos aos hamsters suplementacao dietética de 6leos vegetais ricos
em AGS, AGM ou AGP por gavagem e a racao comercial usual,
caracterizando uma manobra dietética isocalérica, portanto nao foram
observadas diferencas no consumo diario de ragao e no peso corporal entre
os trés grupos. O aumento no peso corporal final em relacdo ao inicial nos
trés grupos de animais suplementados sugere que a intervencao dietética

nao foi toxica aos animais durante o periodo experimental.

No presente estudo, ao analisarmos o perfil dos acidos graxos do
plasma total e da fracdo HDL de hamsters, observamos que estes séo
compostos principalmente pelo AG palmitico (C16:0), oléico (C18:1) e
linoléico (C18:2). O mesmo achado foi verificado por Hodson et al. (2008)
quando analisaram a composicao de AG do plasma total de 472 homens e

510 mulheres, provenientes de 9 estudos.

O pool de AG totais representa uma mistura de todas as fracées de
lipides do plasma que contém &cidos graxos, i.e. FL, TG, EC e acidos graxos

nao esterificados, constituintes em diferentes proporcbes das maiores
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classes de lipoproteinas (VLDL, LDL e HDL) (ERKKILA et al., 2008). Uma
mudanca substancial na composi¢cdo de AG do plasma total poderia mostrar
uma diferengca nas concentragdes das lipoproteinas. Em nosso estudo
encontramos uma unica alteracdo na quantidade de AG oléico no grupo

AGP.

O grupo suplementado com o6leo rico em AGP apresentou
concentracao sérica de CT menor do que os grupos suplementados com
6leos ricos em AGS e AGM. Alguns pesquisadores verificaram o mesmo
efeito encontrado em nosso estudo. Terpstra et al. (2000) submeteram
hamsters a uma dieta usual com adicional de colesterol e enriqgueceu-as com
6leo de palma (AGS), milho (AGP) ou oliva (AGM) por 9 semanas, €
verificou uma reducdo nas concentracoes séricas do CT, HDL-C e nHDL-C
do grupo 6leo de milho em relacdo ao de palma e oliva. Kurushima et al.
(1995b) utilizou uma dieta enriquecida em colesterol e um adicional de AG
linoléico (AGP) ou AG oléico (AGM), e constatou que o AG linoléico foi mais
eficiente em diminuir as concentragdes séricas de CT e LDL-C quando

comparado ao AG oléico.

No presente estudo, foi observado reducao na concentracao de TG
no grupo AGP, assim como observado por outros autores (TERPSTRA et al.,
2000). MacNamara (1992) e Khosla & Sundram (1996) sugeriram que a
composicao de AG dos TG da VLDL, que ¢ influenciada pela composicéo de
AG dietéticos, é determinante na conversdo de VLDL em outras

lipoproteinas, bem como no metabolismo de triglicérides. Sendo assim, a
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producdo e o clearance de TG podem ser alterados como resultado da
quantidade e tipo de gordura da dieta. Para tanto, o autor propbs dois
mecanismos que podem estar envolvidos na reducao de TG: mudancgas na
composicdo da VLDL e alteragdes na expressao das atividades de enzimas
e proteinas envolvidas no processo intravascular e catabolismo de VLDL. E
sabido que o aumento da atividade da LLP reduz a concentracao sérica de
TG (LIU et al., 1994; ZSIGMOND et al.,, 1994). No entanto, ndo é bem
esclarecido como alteracdes na atividade da LLP podem modular o processo
de transferéncia de lipides e afetar a concentracao de HDL-C (CLEE et al.,
1997), sendo muitas vezes nao observado o aumento da concentracao desta

lipoproteina (LIU et al., 1994; ZSIGMOND et al., 1994).

Em hamsters é descrito que a concentracdo de CT é representada
principalmente pela HDL-C e VLDL-C e n&o pela LDL-C, como em humanos.
Esse resultado sugere que uma menor concentragdo de TG, e
consequentemente, VLDL-C, pode explicar a menor concentracdao de CT
encontrada no grupo AGP. Somado a isto, a diminuicao de CT poderia ser
também conseqiéncia de uma possivel reducdo da LDL-C. Embora nao
tenha sido determinada a concentracdo de LDL-C, a menor concentracao
sérica de EC no grupo AGP, que representa cerca de 45 % da lipoproteina
(SPADY; DIETSCHY, 1983; BURTON; CHIOU, 1989; LIU et al., 1991;
GROOT et al., 1992), sugere uma reducdo nas concentracées de LDL-C

neste grupo.
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Spady e Dietschy (1988) verificaram em hamsters, que uma dieta
enriquecida de colesterol e AGP promoveu a diminuicdo na concentracao
sérica de LDL-C pelo aumento de clearance hepatico de LDL, em
comparagédo com dietas enriquecidas de colesterol e AGS ou AGM. Kuo et
al. (1990) verificaram que os AGS (12:0, 14:0 e 16:0) diminuem a expressao
dos LDL-r, enquanto os AGP aumentam essa variavel. Somado a isto,
enquanto dietas enriquecidas de colesterol promovem uma supressao
hepatica dos LDL-r, Kurushima et al. (1995b) verificaram também em
hamsters que dieta enriquecida de AGP (AG linoléico) impede de forma mais
eficaz a supressao de LDL-r do que dietas enriquecidas de AGM (AG oléico).
Estudos in vitro com diferentes linhagens celulares (RUMSEY et al., 1995) e
estudos com hamsters (DAUMERIE et al., 1992; SPADY et al.,, 1993)
demosntraram que os AG podem afetar o armazenamento de EC e
influenciar a distribuicdo dos esterdis, que por sua vez podem influenciar a
expressdao do LDL-r, via regulacdo do pool de colesterol e ésteres de
colesterol (FERNANDEZ; WEST, 2005). Com isso, o aumento da remocao
plasmatica de LDL e a diminuicdo da supressao hepatica dos LDL-r,
somados a reducdo da concentracdo sérica de EC e, possivelmente, a
reducao de LDL-C, poderiam também explicar a menor concentracdo de CT

encontrada no grupo AGP.

No presente estudo, a atividade da CETP foi maior no grupo AGM
em comparagdo aos grupos AGS e AGP. No entanto, os resultados
referentes a atividade da CETP na literatura sdo controversos. Embora

Kurushima et al. (1995a) tenham reportado atividade elevada da CETP em
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hamsters submetidos a dieta rica em AGS, em relacdo aos que receberam
dieta rica em AGP, muitos estudos demonstraram que diferentes tipos de AG
dietéticos nao alteravam a atividade da CETP (AHN et al., 1994; TERPSTRA
et al., 2000). Em humanos, néo foi verificada diferencga na atividade da CETP
nos individuos que receberam dietas contendo AGP ou AGM
(LOTTENBERG et al., 1996). Groener et al. (1991) observou maior atividade
da CETP em individuos que receberam dieta rica em AGP do que naqueles
que receberam dieta rica em AGM. Essas controvérsias podem ser
resultantes de variagcdes no protocolo experimental da intervencao dietética,
na qual a quantidade de gordura e a presenca ou a auséncia de colesterol

foram ignoradas.

Em relagdo a atividade da PLTP, no presente estudo ndo houve
diferenca entre os grupos estudados. Em humanos, a substituicdo de AG
palmitico (AGS) por AG laurico (AGS) numa dieta experimental foi associada
com a reducdo na atividade da PLTP, porém quando substituido por AG
oléico (AGM), o mesmo nao foi observado (LAGROST et al., 1999). Terpstra
et al. (2000) foram os primeiros a avaliarem em hamsters o efeito de
diferentes tipos de gordura sobre a atividade da PLTP. Nesse estudo, nao foi
observada diferenca na atividade da PLTP ao comparar uma dieta rica em
6leo de palma (AGS), de oliva (AGM) ou de milho (AGP). Desse modo, nédo
ha consenso na literatura sobre a influéncia dos AG dietéticos na atividade

da PLTP.

Dieta enriquecida em AGM estd associada com menor

susceptibilidade a oxidacao da LDL do que AGP, pois esses apresentam um
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namero maior de insaturacdées tornando-as mais propensas a oxidacao
(KRIS-ETHERTON et al., 2004). A PON1 é uma esterase associada a HDL
que possui uma atividade antioxidante. Esta enzima hidrolisa fosfolipides
oxidados presentes na LDL, reduzindo a oxidacdo destas lipoproteinas e
diminuindo seus efeitos pro6 inflamatérios. O efeito antioxidante da HDL foi
avaliado neste estudo pela medida da atividade da enzima PON1 e nao
foram encontradas diferencas na atividade desta enzima entre os grupos
AGS, AGM e AGP. Apesar de ser importante na prevencao da oxidagao dos
lipideos (DURRINGTON et al., 2001), a concentragao da PONT1 in vivo varia
em até 40 vezes dentro da mesma populacdo (COSTA et al., 2005) e esta
variagao pode ter sido o interferente para o fato de ndao termos encontrado
diferencas entres os trés grupos.

O grupo AGP apresentou maior transferéncia de EC da
nanoemulsao lipidica artificial para a HDL. A transferéncia de lipides sofre
influéncia das proteinas de transferéncia, da concentracdo e da composicao
dos lipides nas lipoproteinas doadora e receptora (GLOMSET, 1970;
MARCEL et al.,, 1980; EISENBERG et al., 1984). Desse modo, as
transferéncias de lipides podem ocorrer pelo baixo gradiente de
concentracdo de cada lipide (LAGROST, 1994; LIU; BAGDADE, 1995),
resultando em equilibrio desses componentes entre as particulas
(LAGROST, 1994). Como no presente estudo foi observada menor
concentracao sérica de EC, sugerindo menor concentracao deste lipide em
todas as classes de lipoproteinas, a HDL estaria mais propensa a receber

EC devido ao gradiente de concentracdo negativo. Embora a transferéncia
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de EC e TG sejam ambas via CETP, pode nado haver uma reciproca de

intensidade de transferéncia entre elas (TALL, 1995; LIU; BAGDADE, 1995).

Baseado no mesmo raciocinio sobre a transferéncia de EC, a menor
concentracédo de TG no grupo AGP, sugere maior atividade da LLP neste
grupo, implicando em maior atividade lipolitica de FL e TG das lipoproteinas
ricas em TG. Jin et al. (2002), sugerem que apds a lipdlise de lipoproteinas
ricas em TG, os FL de superficie e as apolipoproteinas, dissociadas dessas
lipoproteinas, sdo armazenados pela HDL. Somado a isto, estudos mostram
que AGP aumentam a atividade da LLP (VASANDANI et al., 2002)
resultando em maior concentracdo de ambos os lipides nas particulas de
HDL desses animais. Por conseqiiéncia do gradiente de concentracao, estas
particulas teriam menor capacidade de receber FL e TG. No entanto, no
presente estudo foi observado menor transferéncia apenas de FL no grupo

AGP comparado aos grupos AGS e AGM.
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7. CONCLUSOES

A suplementacdo dietética de o6leo rico em acidos graxos
poliinsaturados em hamsters aumenta a capacidade da HDL em receber
éster de colesterol e diminui sua capacidade em receber fosfolipides, em
comparacado com 0s grupos de animais que receberam suplementacao de
6leos ricos em acidos graxos saturados ou monoinsaturados.

A suplementacdo dietética de o6leo rico em acidos graxos
monoinsaturados em hamsters aumenta a atividade da proteina de
transferéncia de éster de colesterol, quando comparado com os grupos de
animais que receberam suplementacdo de 6leos ricos em acidos graxos
saturados ou poliinsaturados

Outros aspectos, como a atividade antioxidante e a composi¢cao em
acidos graxos da HDL néao foram influenciadas pela suplementacao dietética,
no entanto esta manobra dietética é capaz de influenciar a funcionalidade da
particula HDL, e nos fornece subsidios para o entendimento do efeito da

dieta nos mecanismos relacionados ao metabolismo lipidico dos hamsters.
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