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RESUMO 

 



RESUMO 
 

OLIVEIRA, TV. Efeito da dieta rica em colesterol e gordura saturada 
sobre o metabolismo da lipoproteína de alta densidade (HDL) em 
hamsters. Tese (Doutorado). São Paulo: Faculdade de Medicina 
Universidade de São Paulo; 2010. 84p. 
 
A lipoproteína de alta densidade (HDL) tem várias ações protetoras contra o 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares, como remover o excesso de 
colesterol dos tecidos periféricos. No entanto, outros aspectos do 
metabolismo da HDL, como o transporte de colesterol das outras classes de 
lipoproteínas para a HDL devem ser avaliados para verificar a sua ação 
protetora. Sendo assim, nosso objetivo foi verificar, em hamsters, se a dieta 
hiperlipídica altera fatores relacionados ao metabolismo da HDL, tais como a 
composição da fração HDL e a transferência simultânea de lípides para a 
HDL. Trinta e nove hamsters Golden Syrian adultos machos receberam uma 
dieta hiperlipídica contendo 0,5% colesterol e 10% de óleo de coco (n=20, 
grupo dieta hiperlipídica) ou uma ração comercial usual (n=19, grupo 
controle) por 15 semanas. Os animais foram sacrificados e amostras de 
sangue foram coletadas para determinação do perfil lipídico, atividade da 
paroxonase 1 (PON1), da proteína de transferência de éster de colesterol 
(CETP) e da proteína de transferência de fosfolípides (PLTP), bem como a 
composição em lipídes da fração HDL. A transferência simultânea de 
colesterol livre (CL), éster de colesterol (EC), triglicérides (TG) e fosfolípides 
(FL) é baseada na troca de lípides ocorrida entre uma nanoemulsão lipídica 
artificial, marcada radioativamente com 14C-CL e 3H-TG ou 14C-FL e 3H-EC, 
e a HDL. Após precipitação química da nanoemulsão e das demais 
lipoproteínas, a capacidade da HDL em receber lípides foi quantificada pela 
medida da radioatividade presente na HDL. Além disso, a aorta e o fígado 
dos hamsters foram coletados para a determinação da composição em 
lípides e para análise histológica. Em relação ao perfil lipídico o colesterol 
total, HDL-C, n-HDL-C, FL, CL e EC foram maiores no grupo dieta 
hiperlipídica comparado ao grupo controle, já a concentração de TG não 
diferiu entre os grupos. A concentração de CL e EC da fração HDL foram 
maior no grupo dieta hiperlipídica. A transferência de 14C-CL, 3H-TG, 14C-FL 
e 3H-EC, bem como a atividade da CETP e da PLTP foram maiores no grupo 
dieta hiperlipídica. A atividade da PON1 não diferiu entre os grupos. A 
composição de CL da aorta foi maior no grupo dieta hiperlipídica comparado 
ao controle, no entanto o diâmetro interno e externo da aorta não diferiu 
entre os grupos. No grupo dieta hiperlipídica, a composição de EC, CL, TG e 
FL do fígado e o diâmetro dos hepatócitos foi maior do que no grupo 
controle. Dessa forma, a dieta hiperlipídica, i.e., enriquecida com colesterol e 
gordura saturada, em hamsters, modifica a composição em CL e EC da 
fração HDL, a sua capacidade em receber lípides, bem como outros 
aspectos relacionados ao seu metabolismo, o que pode alterar as 
propriedades antiaterogênicas da HDL. 
Descritores: Lipoproteínas HDL, colesterol, gordura saturada, nanoemulsão, 
hamsters.



 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUMMARY 



 

SUMMARY 
 
OLIVEIRA, TV. Effects of the rich diet in cholesterol and saturated fat in 
metabolism of the high-density lipoprotein (HDL) in hamsters. São 
Paulo [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 
Paulo”; 2010. 84p. 
 
High density lipoprotein (HDL) is known to protect against cardiovascular 
disease by removing the excess of cholesterol from peripheral tissues. 
However, other aspects of the HDL metabolism, as the transport of 
cholesterol of the other classes of lipoproteínas for the HDL should be sought 
to evaluate its protective action. Here, we tested the hypothesis whether a 
hyperlipidemic diet, in hamsters, alters the composition of the HDL fraction 
and ability of HDL to simultaneously receive lipids. Thirty-nine adult male 
Golden Syrian hamsters were fed hyperlipidemic diet containing 0.5% 
cholesterol and 10% coconut oil (n=20, hyperlipidemic diet group) or a 
regular chow diet (n=19, control group) for 15 wk. Then the animals were 
sacrificed and blood samples were collected for determination of plasma 
lipids, paraoxonase 1 (PON1), cholesteryl ester transfer protein (CETP) and 
phospholipid transfer protein (PLTP) activities, and lipids composition of the 
HDL fraction. Simultaneous transfer of phospholipids (PL), free cholesterol 
(FC), cholesteryl esters (CE) and triglycerides (TG) from an artificial lipidic 
nanoemulsion to HDL was performed in an in vitro assay, in which a  
nanoemulsion doubled labeled with either 14C-FC and 3H-TG or 14C-PL and 
3H-CE was incubated with plasma and the radioactivity was counted in the 
HDL fraction after chemical precipitation. The aorta and the liver of the 
hamsters were collected for determination of the lipids composition and 
histological analysis. Plasma total cholesterol, HDL-C, n-HDL-C, CE, FC and 
PL were greater in the hyperlipidemic diet group than in the control group. 
However, TG levels were similar between the groups. Compared with the 
control group, the hyperlipidemic diet group had higher FC and CE in the 
HDL plasma fraction. Also, the transfer rates of 14C-FC, 3H-TG, 14C-PL and 
3H-CE, CETP and PLTP were greater in the hyperlipidemic diet group 
compared with control group. PON1 activity was equal in both groups. The 
content of FC in the aorta tissue was greater in hyperlipidemic diet group, but 
the internal and external diameters of the aorta were equal in both groups. In 
hyperlipidemic diet group, the content of CE, FC, PL and TG in the liver and 
the diameter of the hepatocytes were greater than that measured in control 
group. The hyperlipidemic diet, i.e., dietary cholesterol and saturated fat, in 
hamsters, alters the FC and CE composition of the HDL fraction and lead to 
a disturbance in the ability of HDL to receive lipids. And consequently, may 
alter the antiatherogenic properties of this lipoprotein. 
 
Keywords: lipoproteins HDL, cholesterol, saturated fat, nanoemulsion, 
hamsters. 
 



 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Lipoproteína de alta densidade (HDL) e transporte reverso do 

colesterol 

 

 

A lipoproteína de alta densidade (HDL) pertence a um grupo de 

partículas heterogêneo, produzida pelo fígado e intestino. Apresenta 

densidade entre 1,063 e 1,21 g/mL, migração eletroforética alfa e é 

composta de 45 a 55% de proteínas, 26 a 32% de fosfolípides, 3 a 5 % de 

colesterol, 15 a 20% de éster de colesterol e 2 a 7% de triglicérides. A meia 

vida da HDL é de cinco a seis dias, a mais longa de todas as lipoproteínas 

(BACHORICK et al.,1999;Jr. KWITEROVICH, 2000; BARTER et al., 2003). 

Dependendo do seu conteúdo lipídico, da quantidade de proteínas e, 

consequentemente, do seu tamanho, a HDL pode ser dividida em quatro 

subclasses: HDL1, HDL2, HDL3 e HDL4, sendo que, as populações de 

HDL2 e HDL3 estão presentes em maior concentração no plasma 

(EISENBERG, 1984). As populações HDL2 e HDL3 podem ainda ser dividas 

segundo a presença da apolipoproteína (apo) A-I e A-II, neste caso a HDL2 

é composta principalmente por uma população que possui apo A-I e não 

possui apo A-II (HDL-A-I) enquanto a HDL3 é composta principalmente por 

uma população que possui apo A-I e apo A-II (HDL- AI/A-II) (WANG, 
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BRIGGS, 2004). A HDL é uma lipoproteína que está em constante 

remodelamento no plasma.  

Apolipoproteínas na forma livre ou complexada com pequenas 

quantidades de lípides são os precursores da HDL. A apo A-I, produzida 

pelo fígado e pelo intestino, ou ainda, proveniente do catabolismo das 

lipoproteínas ricas em triglicérides, uma vez presente no plasma é lipidada. 

A lipidação ocorre pela remoção de fosfolípides e colesterol de tecidos 

hepáticos e extra-hepáticos, em um processo facilitado pelo transportador de 

membrana “ATP-binding cassete transporter A1” (ABCA1). Como resultado, 

tem-se a formação da HDL discóide (pré- β-HDL), que consiste em 

apolipoproteína, fosfolípide e uma menor quantidade de colesterol na forma 

livre (BARTER et al., 2003; WANG; BRIGGS, 2004). Além do ABCA1, outros 

dois transportadores de membranas, ABCG 1 e ABCG 4, tem sido 

classificados como mediadores do efluxo do colesterol celular para a HDL, 

embora não para a apo A-I pobre em lípides (WANG et al., 2004). Em 

contraste ao ABCA1, o ABCG1 promove o efluxo de colesterol de 

macrófagos para partículas de HDL maduras (SANTOS-GALLEGO et al., 

2008). 

Outras apolipoproteínas, como a apo A-II, A-IV e apo E, quando 

presentes no plasma, também sofrem lipidação por serem capazes de 

causar efluxo celular de fosfolípides e colesterol, podendo dar origem a pré- 

β-HDL via proteínas transportadoras (ECKARDSTEIN et al., 2001; BARTER 

et al., 2003).  
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A HDL na forma discoidal também pode ser gerada a partir dos 

constituintes de superfície das lipoproteínas ricas em triglicérides que, ao 

sofrer ação da lipase lipoproteíca (LLP), liberam vesículas contendo 

apolipoproteína e fosfolípides acrescidos ou não de quantidades pequenas 

de colesterol (BARTER et al., 2003). A pré-β-HDL continua a receber lípides 

via ABCA1, mas adquire também quantidades extras de colesterol de outras 

lipoproteínas que contém apo B (lipoproteína de densidade muito baixa 

(VLDL), lipoproteína de densidade intermediária (IDL) e lipoproteína de 

densidade baixa (LDL) e de membranas celulares por processo de difusão 

(BARTER et al., 2003).  

A pré-β-HDL é um excelente substrato para a Lecitina Colesterol Acil 

Transferase (LCAT), uma enzima sintetizada e secretada principalmente 

pelo fígado, presente na circulação ligada à superfície da HDL, cuja função é 

converter colesterol e isolecitinas (fosfatidilcolinas) em colesterol esterificado 

(SCHAEFER et al.,1982; EISENBERG, 1984; WANG; BRIGGS, 2004). A 

esterificação do colesterol pela LCAT ocorre com a transferência de um 

ácido graxo da posição -2 da lecitina para o grupo hidroxila da molécula de 

colesterol (LEWIS; RADER, 2005). A LCAT é ativada pela apo A-I, e uma 

vez ativada, a LCAT esterifica o colesterol recebido pela pré-β-HDL (WANG; 

BRIGGS, 2004). O resultado da ação da LCAT é a formação de um núcleo 

hidrofóbico na pré-β-HDL, constituído de éster de colesterol, que transforma 

a HDL discóide em uma forma esférica, madura, a HDL3 (WANG; BRIGGS, 

2004).  
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A HDL3 continua a receber colesterol e fosfolípides de membranas 

celulares, mediado pelo receptor scavenger classe B tipo 1 (SR-B1), 

presente principalmente no fígado e nos monócitos, ou por difusão (WANG; 

BRIGGS, 2004). Neste processo existe interação dos componentes lipídicos 

da HDL, principalmente fosfolípides, com a superfície celular, favorecendo a 

difusão de colesterol através do receptor SR-B1, que facilita a transferência 

de colesterol da membrana plasmática para a partícula receptora 

(SCARTEZINI et al., 2003). A HDL3 também recebe colesterol e fosfolípides 

provenientes da lipólise dos quilomícrons e da VLDL pela LLP, em um 

processo facilitado pela proteína de transferência de fosfolípides (PLTP). 

Assim como ocorre com a pré-β-HDL, o colesterol recebido sofre ação da 

LCAT, é transformado em éster de colesterol e, devido a sua 

hidrofobicidade, deixa a superfície da lipoproteína e passa a ocupar o centro, 

transformando a HDL3 em uma partícula maior, a HDL2 (ECKARDSTEIN et 

al., 2001). 

A HDL2 realiza trocas de éster de colesterol e triglicérides com as 

demais lipoproteínas (quilomícron, VLDL, IDL e LDL). Este processo é 

mediado pela proteína de transferência de éster de colesterol (CETP), uma 

glicoproteína hidrofóbica produzida pelo fígado e que está presente no 

plasma em associação com as lipoproteínas (LEWIS; RADER, 2005). O 

colesterol esterificado é transferido, por meio da CETP, da HDL2 para as 

demais lipoproteínas ricas em triglicérides. As lipoproteínas ricas em 

triglicérides, por sua vez, transferem triglicérides para a HDL2. A extensão 

da transferência depende da concentração de cada componente lipídico na 
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lipoproteína doadora (GLOMSET, 1970; MARCEL et al., 1980; EISEMBERG 

et al., 1984). Os triglicérides recebidos pela HDL2 são os substratos para a 

enzima lipase hepática (LH), presente nos hepatócitos e nas células 

endoteliais hepáticas.  

Após a lipólise da HDL2 pelas LH e lipase endotelial (LE), o colesterol 

dessa partícula é removido pelos receptores SR-B1, responsáveis pela 

captação seletiva do colesterol da HDL no fígado. A HDL2 se liga ao SR-B1 

com alta afinidade, resultando na transferência seletiva do éster de 

colesterol do centro da HDL para compartimentos intracelulares, sem que 

ocorra a degradação das apolipoproteínas (WANG; BRIGGS, 2004). A 

ligação da HDL com o receptor SR-B1 parece ser facilitada pela ação da LH 

(ECKARDSTEIN et al., 2001). Esse conjunto de ações das lipases e do 

receptor SR-B1 resulta no remodelamento da HDL2. Como resultado origina-

se partículas menores, como a pré-β-HDL ou ainda a apo A-I na forma livre 

ou a apo A-I pobre em lípides, que servem como aceptores de lípides e 

novamente iniciam a formação de novas partículas de HDL. A apo A-I pode 

ainda ser filtrada pelos rins e removida do plasma (EISENBERG, 1984; 

ECKARDSTEIN et al., 2001; LEWIS; RADER, 2005). 

O clearance da HDL pode ocorrer por duas vias: via captação seletiva 

do seu conteúdo lipídico, como exposto anteriormente, ou via endocitose, 

com a captação e subseqüente degradação da partícula inteira. Neste caso, 

o enriquecimento da HDL com éster de colesterol leva à formação de 

partículas maiores com alto conteúdo de colesterol e apo E, a HDL1, que 
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podem ser captada pelo fígado por meio de receptores celulares específicos 

(RADER, 2007). 

Desta forma, direta ou indiretamente, o colesterol é retirado dos 

tecidos periféricos e levado para o fígado, onde pode ser reaproveitado, 

interagindo com outras vias metabólicas, utilizado para produção de sais 

biliares ou ainda excretado (SCARTEZINI et al., 2003). 

Por seu efeito no metabolismo lipídico, as concentrações plasmáticas 

de HDL estão inversamente correlacionadas com os índices de doenças 

cardiovasculares (TAILLEUX et al., 2001). A HDL é responsável pelo 

transporte reverso do colesterol para o fígado (LEITER, 2000; BALLANTYNE 

et al., 2001 e ASZTALOS; SCHAEFER, 2003), um dos mais importantes 

fatores de proteção na aterosclerose. Neste circuito, o colesterol presente 

nos tecidos periféricos é transferido para o fígado e para os tecidos que 

produzem hormônios esteróides, onde é utilizado para síntese de 

lipoproteínas, sais biliares, vitamina D e hormônios (ECKARDSTEIN et al., 

2001). O transporte de colesterol dos tecidos periféricos para o fígado é um 

das importantes funções da HDL. Dessa forma, o transporte reverso evita 

que colesterol se acumule nas células, o que seria um grave transtorno à 

homeostase. O transporte reverso é um processo complexo, que envolve, 

nas células, enzimas que hidrolisam a ligação éster do colesterol e o sistema 

ABCA1 possibilitando a captação do colesterol livre pela HDL (ATTIE et al., 

2001). Em relação ao compartimento plasmático, envolve as proteínas de 

transferência, a ação da LCAT e finalmente, os receptores celulares de 

lipoproteínas no fígado. Além disso, as propriedades antioxidantes, 
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antiinflamatórias e anticoagulantes desta lipoproteína, descobertas na última 

década, podem modificar substancialmente o paradigma dos mecanismos 

preventivos da aterosclerose (SHAH et al., 2001; TOMÁS et al., 2004, 

BARTER & RYE, 2006). 

 

 

1.2. Lipoproteína de alta densidade (HDL), dieta hiperlipídica e 

aterogênese 

 

 

A aterosclerose é uma doença que acomete as artérias e tem 

geralmente progressão lenta. É caracterizada por placas fibro-gordurosas na 

camada íntima, formada pela deposição de lípides, pelo aumento da síntese 

de matriz extracelular e pelo infiltrado celular. A proliferação das células 

musculares lisas é devida provavelmente à presença de receptores para 

LDL nestas células (IKEDA et al., 2001) e receptores para Ox-LDL (LOX-1 - 

Lectinlike Ox-LDL receptor 1) nas células endoteliais da camada íntima 

(STEINBERG; WITZTUM, 1990) 

Fisiologicamente, a migração e a atividade proliferativa das células 

musculares lisas são reguladas por regiões promotoras de crescimento e 

inibição contidas no DNA. Como fatores transcricionais atuantes nestas 

regiões promotoras, podemos citar: o fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGF), fator de crescimento básico de fibroblastos (bFgF) e a 

interleucina I (IL-1). Como inibidores podemos citar: o sulfato de heparan, 
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óxido nítrico, interferon y (IFN-γ) e o fator de crescimento tumoral-β (TGF-β) 

(LIAO, 1998). 

A reconstituição da parede vascular lesada, incluindo o endotélio, 

envolve resposta fisiológica de cicatrização com formação de uma 

neoíntima, envolvendo – (1) migração das células musculares lisas da 

camada média para a íntima; (2) subseqüente multiplicação das células da 

intima; e (3) síntese e deposição de matriz extracelular (BERLINIER et al., 

1995). 

Na placa aterosclerótica, células musculares lisas, macrófagos da 

camada íntima da aorta e artérias de grande calibre estão cheias de 

vacúolos lipídicos, muitos dos quais são constituídos por colesterol e ésteres 

de colesterol. Essas células têm aparência espumosa (células espumosas), 

e um conjunto de células espumosas na camada íntima produzem as estrias 

gordurosas, características do processo aterogênico. A ruptura de estrias 

gordurosas evoluídas (ateromas), liberando lípides e fragmentos celulares 

no espaço intravascular, muitas vezes causa eventos tromboembólicos 

(SIMA et al., 2001). 

Várias evidências indicam que a aterosclerose é um processo 

imunológico que envolve tanto as células da parede vascular quanto as do 

sangue periférico, como células mononucleares e linfócitos T. Além disso, as 

citocinas e fatores de crescimento desempenham papel importante na 

regulação dessa celularidade e na composição da matriz da parede vascular 

(LIBBY, 1990; LIAO, 1998; ROSS, 1999; BINDER et al., 2002; 

PILLARISETTI et al., 2004; PAOLETTI et al., 2004).  
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Diversos fatores, como hipertensão arterial, diabetes mellitus, 

tabagismo e hipercolesterolemia, podem desencadear lesões no endotélio 

vascular iniciando o processo aterogênico. A disfunção endotelial provoca 

aumento da permeabilidade vascular e facilita a penetração no espaço 

subendotelial de lipoproteínas, como LDL pequenas e densas, 

remanescentes de VLDL e Lp(a). Estas lipoproteínas, quando elevadas na 

circulação, se ligam a proteoglicanos, aumentam seu tempo de retenção na 

íntima arterial e são capazes de sofrer oxidação por radicais livres 

produzidos por células endoteliais adjacentes, células musculares lisas ou 

macrófagos isolados (CHOY et al., 2004; ZIPES et al., 2005).  

A LDL oxidada, altamente aterogênica, compromete o relaxamento do 

endotélio mediado por óxido nítrico, estimula a secreção de citocinas 

(interleucina-1, interleucina-6 e fator de necrose tumoral alfa) pelas células 

endoteliais e exerce potente ação quimiotática a monócitos (BERLINER et 

al., 1999; CHOY et al., 2004). Os monócitos penetram na íntima e no espaço 

subendotelial, se transformam em macrófagos ativados que fagocitam a LDL 

oxidada, formando assim as células espumosas.  

A lesão endotelial pode aumentar o recrutamento de macrófagos pela 

secreção de proteína 1 quimioatractante para monócitos (MCP-1) e 

expressão de receptores celulares de superfície como E-selectina, P-

selectina, molécula de adesão celular vascular 1 (VCAM-1) e molécula de 

adesão intracelular 1 (ICAM-1) (ROSS, 1999). Os macrófagos expressam 

em sua superfície, receptores específicos que captam a LDL oxidada, os 

receptores “scavenger”, que permitem o acúmulo excessivo de colesterol 
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esterificado no interior dessas células, sendo os principais responsáveis pelo 

conteúdo de colesterol da placa de ateroma.  

A anormalidade no metabolismo lipídico ou dieta rica em colesterol e 

ácidos graxos saturados, especificamente quando superpostos a uma 

predisposição genética, podem desencadear o desenvolvimento do processo 

aterosclerótico (FARMER; TORRE-AMIONE, 2000). 

A hipótese da hiperlipidemia como um fator de risco para a 

aterosclerose se dá principalmente pela elevação da LDL. A LDL, 

principalmente na forma oxidada, é um potente fator de crescimento para 

vários tipos de células, contribuindo desta forma para o processo 

inflamatório. A expressão de receptores específicos de LDL, situados na 

superfície da membrana plasmática celular, esta diretamente relacionada 

com a concentração de colesterol no plasma (HILTUNEN; YLÄ 

HERTTUALA, 1998a).  

A redução da concentração de colesterol plasmático causa uma 

diminuição na progressão da aterosclerose e diminui o risco de ocorrer 

eventos coronarianos (STEINBERG; WITZTUM, 1990; NICHOLLS et al., 

2007). 

Neste contexto, a HDL reduz o efeito da LDL por remover o colesterol 

presente nas células da íntima arterial, via receptor ABCA1 (BARTER et al, 

2003). A subpopulação de HDL menos densa e mais rica em éster de 

colesterol (HDL2) parece ser mais protetora que a subpopulção menor e 

mais densa (HDL3). Isso se deve, provavelmente, ao fato de a subpopulação 

de HDL2 ser composta principalmente por HDLs que contém somente apo 
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A-I, que são mais eficientes em receber colesterol de tecidos periféricos, via 

ABCA1, e também são melhores doadores hepáticos de éster de colesterol, 

via SR-B1, quando comparadas as HDLs que contém apo A-I e A-II 

(SVIRIDOV; NESTEL, 2002; RADER, 2002; MEYERS; KASHYAP, 2004). 

Além de retirar o excesso de colesterol celular, a HDL também atua no 

processo anterior a esse, impedindo que modificações oxidativas ocorram na 

LDL e, consequentemente, inibindo a captação da LDL pelos macrófagos. 

Ao prevenir a oxidação da LDL, a HDL também protege o endotélio dos 

efeitos citotóxicos da LDL-oxidada e da migração e adesão de monócitos, 

ambos induzidos pela LDL-oxidada (BARTER et al., 2003; RADER, 2007). 

O principal mecanismo pelo qual a HDL diminui o acúmulo de 

peróxidos lipídicos é pela hidrólise enzimática dos hidroperóxidos dos 

fosfolípides (DURRINGTON et al., 2001). A paroxonase 1 (PON1), uma 

enzima produzida pelo fígado e que circula em associação com a HDL, inibe 

a ligação de peróxidos lipídicos na LDL e também na HDL, com conseqüente 

limitação do desenvolvimento da aterosclerose (COSTA et al., 2005). Para 

exercer seu efeito antioxidante, é necessário que haja interação entre a 

PON1 e os lípides oxidados, o que pode ocorrer de duas formas: uma das 

possibilidades é que a atividade antioxidante da PON 1 seja mediada por 

difusão durante a interação entre LDL e HDL, a outra e mais provável 

consiste na transferência dos lípides oxidados da LDL para a HDL e 

posterior ação da PON1 (JAMES; DEAKIN, 2004).  

Além da PON1, a HDL possui uma grande variedade de mecanismos 

de defesa antioxidantes, como a PON 3, que assim como a PON1 faz parte 
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da família das paroxonases, a apo A-I, capaz de remover lípides oxidados da 

LDL para a HDL, a LCAT e a CETP, também capazes de transferir lípides 

oxidados da LDL para a HDL (JAMES; DEAKIN, 2004). 

Outra proteção ao processo aterosclerótico provém da capacidade da 

HDL de reduzir a expressão das moléculas de adesão VCAM-1, ICAM-1 e 

da E selectina, induzidas pelas citocinas nos processos inflamatórios. Essa 

propriedade anti-inflamatória da HDL é bastante influenciada pela 

composição de fosfolípides da partícula (BARTER et al., 2003). A HDL 

também modula a função endotelial por promover um aumento na produção 

de NO por ativar a enzima NO sintetase, além de desempenhar função anti-

trombogênica por inibir a agregação plaquetária (SVIRIDOV; NESTEL, 2002; 

RARDER, 2002; BARTER et al., 2003). 

Neste contexto, têm sido muitos os esforços destinados a 

metodologias capazes de aumentar as concentrações plasmáticas de HDL-

colesterol (HDL-C). A CETP contribui para o metabolismo das lipoproteínas 

e particularmente parece estar envolvida com a concentração de HDL-C 

(KOTAKE et al., 2002; NICHOLLS et al., 2007). A menor atividade da CETP 

resulta em menor troca de éster de colesterol por triglicérides e, 

consequentemente resulta em acúmulo de éster de colesterol nas partículas 

de HDL. Como conseqüência ocorre diminuição no catabolismo dessa 

lipoproteína e aumento da concentração de HDL-C. 

Além das mudanças na concentração plasmática da lipoproteína, ao 

inibir a CETP, ocorrem também mudanças no tamanho e na composição de 

apolipoproteínas da HDL, que se tornam maiores e mais ricas em apo E e, 
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consequentemente, menos eficazes na remoção tecidual de colesterol 

(BRUCE et al, 1998; FORRESTER et al., 2005). A princípio, reduzir a 

atividade da CETP pode ter ambos os efeitos: pro e antiaterogênico. 

Enquanto persistir a hipercolesterolemia, haverá adesão de 

monócitos, migração subendotelial de células musculares lisas e acúmulo de 

lípides no interior dos macrófagos e das células musculares lisas, 

produzindo finalmente agregados de células espumosas na íntima, que 

aparecem macroscopicamente como estrias gordurosas.  

A utilização de dietas suplementadas com colesterol, observada por 

ANITSCHKOW et al. (1913) permitiu que novos conceitos fossem 

estabelecidos sobre o papel dos lípides na aterosclerose. E não só o 

colesterol, mas também os ácidos graxos saturados vêm sendo 

investigados, pois evidências clínicas e experimentais demonstram que 

estes lípides também têm ação aterogênica através de mecanismos ainda 

não totalmente esclarecidos (SILVA 1992). 

Dietas contendo elevadas concentrações de gorduras saturadas 

aumentam as concentrações de colesterol total (CT) e de LDL-colesterol 

(LDL-C), estando diretamente implicadas na alta incidência de DAC em 

vários países do ocidente, inclusive o Brasil (CURI et al., 2002). 

Os ácidos graxos saturados tendem a elevar as concentrações de 

LDL-C pela supressão do receptor de LDL e conseqüente diminuição do 

“clearance” plasmático destas partículas (SPADY et al., 1999). Além disso, 

em função de sua estrutura química retilínea, os ácidos graxos saturados 
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facilitam a entrada de colesterol nas camadas das partículas de LDL, 

contribuindo para o aumento das concentrações de LDL-C. 

MARMILLOT, et al. (2007) observaram que o transporte reverso do 

colesterol da HDL, descrito anteriormente por ser afetado pelo conteúdo de 

colesterol e fosfolípides, e atividade da LCAT, é também afetado pela 

ingestão de gordura saturada.  

 

 

1.3. Lipoproteínas artificiais 

 

 

A partir dos estudos das características físico-químicas das 

lipoproteínas plasmáticas, foram desenvolvidos modelos de emulsões, 

semelhantes tanto aos Qm quanto a LDL, que são utilizadas no estudo do 

metabolismo das lipoproteínas (GISBURG et al., 1982; MILLER; SMALL, 

1983A.; MILLER; SMALL, 1983B). 

Em 1987, iniciaram-se os estudos que visam reproduzir o 

metabolismo da LDL através de uma nanoemulsão lipídica artificial, mas 

sem a parte protéica da lipoproteína (MARANHÃO et al., 1993). O objetivo 

principal desses estudos é o uso da nanoemulsão na investigação das 

dislipidemias.  

A nanoemulsão lipídica artificial não tem proteína, mas ao ser 

injetada na circulação plasmática, em contato com as lipoproteínas 

naturais, adquire apo E, que pode ser reconhecida pelo receptor da LDL. A 
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apo E serve então de ponte para a nanoemulsão ligar-se ao receptor, 

sendo assim captada pela célula (MARANHÃO et al., 1993). É importante 

ressaltar que a LDL natural não possui apo E, ligando-se ao receptor 

através da sua única proteína, a apo B-100. Estudos de competição em 

linfócitos mostraram que a LDL natural compete com a nanoemulsão 

lipídica artificial pela captação celular, comprovando que a remoção de 

ambas se dá pelo mesmo receptor específico (MARANHÃO et al., 1997). 

No entanto, por paradoxal que isto possa parecer, a nanoemulsão lipídica 

artificial tem mais afinidade pelos receptores da LDL do que a própria LDL 

natural (HIRATA et al., 1999). Isto acontece porque o meio ligante ao 

receptor utilizado pela nanoemulsão lipídica artificial é a apo E, que tem 

mais afinidade pelo receptor do que a apo B-100 da LDL natural. 

Em outras experiências, a nanoemulsão lipídica artificial foi injetada 

em indivíduos normolipidêmicos e em portadores de hipercolesterolemia 

(MARANHÃO et al., 1997). Nesta situação, o defeito básico consiste em 

receptores B, E defeituosos, o que resulta em captação deficiente da LDL e 

seu acúmulo no plasma (RIDKER et al., 2001). Nesses pacientes a 

nanoemulsão lipídica artificial foi removida muito lentamente da circulação, 

confirmando o comportamento esperado. Desta maneira, o comportamento 

da nanoemulsão lipídica artificial pode servir de ferramenta para avaliarmos 

o metabolismo da LDL.  

Outra característica importante das nanoemulsões é que se pode 

variar a sua composição (MARANHÃO et al., 1986) e, desta forma, 

estudarmos outros aspectos do metabolismo lipídico, como a esterificação 
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do colesterol livre, a atividade de proteínas de transferência, o efeito de 

drogas hipolipemiantes,  mecanismos de captação vascular, bem como 

aspectos qualitativos da HDL e suas relações com a fisiopatologia. Entre os 

aspectos qualitativos da HDL, destacamos a sua capacidade de receber 

colesterol como o mais fundamental, porque envolve o que talvez seja a 

mais crucial ação protetora da HDL, a capacidade de promover o transporte 

reverso do colesterol – que certamente depende da capacidade da 

lipoproteína de receber o colesterol e de estabilizar o “pool” de colesterol, 

esterificando-o.  

Barter et al. (2006) e Cutri et al. (2006), têm reportado que a 

qualidade da partícula HDL é um fator determinante para a sua ação 

antiaterogênica e que devido a sua heterogeneidade, ou seja, as 

subpopulações e o grau de modificação oxidativa da partícula, nem sempre 

o aumento da concentração plasmática reflete uma maior proteção 

cardiovascular. Embora haja muitos estudos enfatizando aspectos não 

ligados simplesmente à concentração plasmática das lipoproteínas, mas 

também aspectos qualitativos da HDL, como a capacidade da HDL em 

promover efluxo celular de colesterol e suas propriedades antioxidantes e 

antiinflamatórias (LAMARCHE et al., 1999; LIRA et al., 2000; ASZTALOS et 

al., 2000; SVIRIDOV et al., 2002; UINT et al., 2003; KONTUSH; CHAPMAN, 

2006), o transporte de colesterol das outras classes de lipoproteínas para a 

HDL está praticamente inexplorado.  

Com base nesses dados, viu-se a possibilidade de utilizar a 

nanoemulsão lipídica artificial como modelo de lipoproteína doadora de 
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lípides. Lo Prete et al. (2009) padronizou um método prático “in vitro” capaz 

de quantificar a capacidade simultânea da HDL em receber seus principais 

constituintes lipídicos: fosfolípides (FL), colesterol livre (CL), éster de 

colesterol (EC) e triglicérides (TG).  

Assim em nosso laboratório vários trabalhos foram realizados com o 

intuito de avaliar não somente a concentração da HDL, e sim de estudar 

uma das vias do transporte reverso do colesterol em diversas condições 

fisiopatológicas como: após o transplante cardíaco, DAC com e sem 

tratamento de estatinas, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) com e sem 

microalbuminúria, síndrome metabólica, síndrome do ovário policístico, 

síndrome da imunodeficiência adquirida, mulheres pré e pós-menopausa, 

jovens saudáveis, idosos, e após intervenção dietética (SEYDELL, 2007; 

AZEVEDO, 2007; DAMINELLI et al., 2008; STRUNZ et al., 2008; MANIERO, 

2009;  FEITOSA-FILHO et al., 2009; FEITOSA et al., 2009;  GIRIBELA et al., 

2009,  PUK et al., 2009; LO PRETE et al., 2009; ROCHA et al., 2009). 

Em um estudo piloto realizado em nosso laboratório, observou-se em 

hamsters Golden Syrian hiperlipidêmicos uma alteração na capacidade da 

HDL em receber lípides. Julgamos então ser importante investigar no 

presente trabalho o efeito da dieta hiperlipídica, ou seja, dieta rica em 

colesterol e gordura saturada, sob aspectos envolvidos no metabolismo da 

HDL, tais como a composição da HDL e a sua capacidade em receber 

lípides, bem como a histologia e composição em lípides da aorta e do fígado 

de hamsters Golden Syrian, pois este apresenta o metabolismo e transporte 

plasmático de lípides semelhantes ao dos seres humanos (SINGHAD et al., 
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1983; SPADY et al., 1983; SPADY et al., 1986; BERRY-LORTSCH, SABLE-

AMPLIS, 1981; GROOT et al., 1992; CHAPMAN; GOULINET, 1993; 

TSUTSUMI et al., 2001), e por ser um modelo animal nos permite avaliar e 

elucidar de forma mais completa e controlada as possíveis alterações no 

metabolismo da HDL. 
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2. OBJETIVO 

 

 

Verificar, em hamsters, se a dieta hiperlipídica altera fatores 

relacionados ao metabolismo da HDL, tais como a atividade antioxidante, a 

atividade das proteínas de transferência de éster de colesterol e fosfolípides, 

a composição em lípides da fração HDL e a sua capacidade em receber 

lípides, bem como a composição em lípides da aorta e do fígado. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1. Materiais  

 

 

Os isótopos radioativos [1-14C] oleato de colesterol, [7(n)-3H] 

colesterol, [14C-FL] 14C-fosfatidilcolina e [3H-TG] 3H-triglicerídeos foram 

obtidos da Amersham International (Little Chalfont, Inglaterra). Os lípides 

trioleína, oleato de colesterol, colesterol e fosfatidilcolina, utilizados para a o 

preparo da emulsão foram adquiridos da Sigma Chem. Co. (St. Louis, USA). 

O colesterol e o óleo de coco utilizado para o preparo da dieta hiperlipídica 

foram obtidos, respectivamente, da Dolder AG (Basel, Suíça) e da 

A.Azevedo Óleos Ltda (São Paulo, Brasil). Os kits para determinação 

enzimática de triglicérides, colesterol total e de HDL foram obtidos da 

Labtest Diagnostica S. A. (Minas gerais, Brasil). Os kits para determinação 

da atividade da CETP e da PLTP foram obtidos da BioVision (Califórnia, 

USA). Os kits para determinação colesterol livre e fosfolípide foram obtidos 

da Wako Chemicals USA, Inc. (Virginia, USA). A ração comercial usual para 

hamsters da Nuvilab® (Brasil). 
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3.2. Animais 

 

 

Foram utilizados hamsters Golden-Syrian, machos, pesando 

aproximadamente 120-160g provenientes do Centro de Bioterismo da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP), estes 

foram mantidos no Biotério de Experimentação do Instituto de Medicina 

Tropical do Hospital das Clinicas da FMUSP em ambiente com temperatura 

controlada a 20°C com ciclo claro/escuro de 12h. 

Os hamsters receberam uma dieta hiperlipídica constituída a partir da 

ração comercial em pó (Nuvilab®, Brasil), acrescida de óleo de coco e 

colesterol. A composição em nutrientes e ácidos graxos das dietas foi 

determinada no Laboratório de Bromatologia e Química do Instituto Adolfo 

Lutz (tabela 1). 

 

Os grupos estão descritos abaixo com suas respectivas dietas: 

 

Grupo Controle (n=19): ração comercial durante 15 semanas; 

           Grupo Dieta hiperlipídica (n=20): ração comercial acrescida de 

0,5% de colesterol + 10% de óleo de coco durante 15 semanas. 

A dieta e a água foram oferecidas ad libitum. Cada animal foi pesado 

no mesmo período para o controle de peso e aceitação da dieta. 
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Após 15 semanas os hamsters foram sacrificados com injeção 

intraperitoneal de ketamina e xilazina (0,1 mg/kg) e punção cardíaca para 

realização dos procedimentos descritos abaixo. 

 

 

Tabela 1. Composição em nutrientes da ração comercial (controle) e da dieta 

hiperlipídica.             

Nutrientes (g/100g) 
Controle 

(n=19) 

Dieta Hiperlipídica 

(n=20) 

Proteína 22,2 19,9 

Carboidrato 49,1 44,0 

Fibras 5,8 5,2 

Lípides 4,3 13,8 

Colesterol - 0,5 

Substâncias Voláteis a 105°C 10,7 9,5 

Resíduo mineral fixo 7,9 7,1 

Ácidos Graxos   

      Monoinsaturados 0,73 2,13 

      Poliinsaturados 2,78 2,81 

      Saturados 0,57 8,81 

 Calorias (kcal) 336 391 

 Composição realizada no Instituto Adolfo Lutz. 
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3.3. Determinação do perfil lipídico 

 

 

O perfil lipídico sérico dos hamsters foi determinado após o consumo 

da dieta durante 15 semanas. As amostras de sangue venoso foram 

coletadas após jejum de 12h e centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a 

4ºC para separação do soro.  

Os triglicérides e colesterol total (CT) foram determinados pelo 

método enzimático Triglicérides GPO-ANA e Colesterol Liquiform Labtest, 

respectivamente, e pelo sistema de medida colorimétrica (Life Science 

UV/Vis Spectrophotometer, DU530, Beckman). O HDL-C foi determinado 

pelo mesmo metódo utilizado para o CT, após precipitação das VLDL e LDL 

segundo Burnstein et al. (1970). O colesterol não HDL (n-HDL-C) foi obtido 

pela diferença entre o CT e o HDL-C. O colesterol livre (CL) e os fosfolípides 

(FL) foram determinados pelo método enzimático da Wako Chemicals, 

utilizando “Leitor de Microplacas” (Microplate Reader, Benchmark, Bio-RAD). 

E a concentração de éster de colesterol (EC) foi obtida pela diferença entre a 

concentração de CT e de CL do plasma.  

Para controle interno de qualidade, foi utilizada a preparação 

estabilizada Qualitrol 1 da Labtest Diagnostica S. A. 
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3.4. Composição em lípides e proteína da fração HDL de hamsters 

Golden Syrian 

 

 

A fração HDL foi separada por precipitação das lipoproteínas 

contendo apo B. Para isso, foi adicionado ao plasma, o precipitante (ácido 

fosfotúngstico 1,5 mmol/L e magnésio 54 mmol/L), a mistura foi agitada por 

30 segundos e centrifugada por 10 minutos a 3.000 rpm. No sobrenadante, 

fração HDL, foi determinada a concentração de CL e FL pelo método 

enzimático da Wako Chemicals, utilizando “Leitor de Microplacas” 

(Microplate Reader, Benchmark, Bio-RAD). O TG foi determinado pelo 

método enzimático Triglicérides GPO-ANA pelo sistema de medida 

colorimétrica (Life Science UV/Vis Spectrophotometer, DU530, Beckman). 

A concentração de EC foi obtida pela diferença entre a concentração de 

HDL-C e de CL da fração HDL. E a proteína da fração HDL foi determinada 

pelo método de Lowry et al. (1951).  

A composição em lípides e proteína da fração HDL foram expressas 

como mg/dL. 
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3.5. Atividade da paroxonase 1 (PON 1) 

 

 

A atividade da PON1 foi medida pela adição de 500 µl de tampão 

Tris-HCl 0,1M pH 8,05 contendo 2 mmol/L de CaCl2 e 1,1 mmol/L de 

paraoxon (Sigma Chemical Co.) a 25 µL de soro. A amostra foi, então, 

distribuída em placa de 96 poços fundo chato, 200 µL por poço (em 

duplicata). A leitura foi feita em comprimento de onda de 405 nm e 

temperatura de 37°C utilizando “Leitor de Microplacas” (Microplate Reader, 

Benchmark, Bio-RAD). Para o cálculo da atividade, foram feitas seis leituras 

em intervalos de um minuto cada (MACKNESS et al., 1991). O resultado foi 

obtido mutiplicando-se a média da variação das absorbâncias pelo fator 

descrito abaixo, sendo expressos em nmol. min-1. mL-1. 

 

 

Cálculo do Fator: 

( )
( ) ( )cmEmLVA

mLVTR
FATOR

××
=

405ε
 

onde,  

VTR (volume total da reação) = 525 µL (500 µL solução + 25 µL soro)  

ε405= 18050 L M-1 cm-1 (SENTI et al. , 2003; AGACHAN et al., 2004) 

VA (volume da amostra) = 25 µL 

E (espessura do poço da placa) = 1 cm 
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Substituindo os valores e ajustando para as unidades internacionais temos: 

Fator = 1163,43 nmol mL-1  

 

Cálculo da Atividade: 

Atividade da Paroxonase = Fator x ∆abs/min= 1163,43 x ∆abs nmol. min-1 

mL1, onde: ∆abs = é média da variação das absorbâncias medidas a cada 1 

minuto. 

 

 

3.6. Determinação da atividade da proteína de transferência de éster de 

colesterol (CETP) e da proteína de transferência de fosfolípide 

(PLTP)  

 

 

A atividade da CETP e da PLTP dos hamsters foi determinada após 

15 semanas de dieta comercial ou dieta hiperlipídica. As amostras de 

sangue venoso foram coletadas após jejum de 12h e centrifugadas a 3000 

rpm por 10 minutos a 4ºC para separação do soro. Os kits para 

determinação da atividade da CETP e da PLTP foram adquiridos da 

BioVision (Califórnia, USA). A fluorescência foi quantificada utilizando-se um 

leitor de fluorescência de placa em excitação de 456 nm e emissão de 535 

nm (Spectramax, M5, Molecular Devices). Os resultados foram expressos 

em pmoles de lípides neutro transferido por µL de amostra por hora 

(pmol/µL/h).  
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A análise das atividades da CETP e PLTP foi conduzida no mesmo 

dia para diminuir a variabilidade do ensaio. 

 

 

3.7. Preparo da nanoemulsão lipídica artificial 

 

 

A nanoemulsão lipídica artificial foi preparada segundo a técnica 

descrita por GINSBURG et al. (1982) modificada por MARANHÃO et al. 

(1993). Em um frasco foram pipetados 40 mg de fosfatidilcolina, 20 mg de 

oleato de colesterol, 1mg de trioleína e 0,5 mg de colesterol, diluídos em 

clorofórmio: metanol (2:1). Posteriormente, foram adicionados à mistura de 

lípides os isótopos 3H-éster de colesterol (3H-EC) e 14C-fosfatidilcolina (14C-

FL) ou 3H-triglicerídeos (3H-TG) e 14C-colesterol livre (14C-CL). Os solventes 

residuais foram então evaporados da mistura sob fluxo de nitrogênio e 

dessecação a vácuo, por 16h, a 4ºC. Após a adição de 10 mL de tampão 

tris-HCl 0,01M, pH 8; a mistura de lípides foi emulsificada por irradiação 

ultra-sônica, utilizando-se equipamento Branson, modelo 450A (Arruda Ultra-

Som, São Paulo, Brasil) potência 125 watts, durante 3 horas, sob atmosfera 

de nitrogênio, com temperatura variando entre 51 a 55ºC. Para obtenção da 

nanoemulsão lipídica artificial na faixa de diâmetro e tamanho desejados, a 

solução lipídica foi purificada em duas etapas de ultracentrifugação 

(ultracentrífuga, rotor Beckman SW –41). Na primeira etapa, o material da 

parte superior do tubo, resultante da centrifugação a 200.000 x g por 30 
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minutos, a 4ºC, foi removido por aspiração (1 mL) e desprezado. Ao restante 

do material foi adicionado brometo de potássio (KBr) ajustando a densidade 

para 1,21g/mL. Após a segunda centrifugação (200.000 x g por 2 horas a 

4ºC), a nanoemulsão foi recuperada no topo do tubo por aspiração. O 

excesso de KBr foi removido por diálise, contra 2 trocas de 1000 volumes 

tampão tris HCl 0,01 M, pH 8. Finalmente, a emulsão foi esterilizada por 

filtração em membrana Milipore de 0,22 µm de porosidade sob fluxo laminar 

e armazenada a 4ºC por no máximo 15 dias. 

 

 

3.8. Ensaio de transferência de colesterol livre, éster de colesterol, 

triglicérides e fosfolípides de uma nanoemulsão lipídica artificial 

para HDL 

 

 

Para o ensaio de transferência de EC, FL, CL e TG de uma 

nanoemulsão lipídica artificial para a HDL, foram incubados 50 µL da 

nanoemulsão lipídica artificial marcada radioativamente com 3H-EC e 14C-FL 

ou 3H-TG e 14C-CL com 200 µL de plasma por 60 minutos, a 37°C, em 

agitador orbital Gyromax 706R, sob agitação de 40 rpm. Após incubação, 

foram adicionados à mistura 250 µL de reagente de precipitação de 

lipoproteínas contendo apo B (sulfato de dextran 0,2%/ MgCl2 3M, v/v). A 

mistura foi agitada por 30 segundos e posteriormente centrifugada por 10 

minutos a 3.000 rpm. Alíquotas de 250 µL do sobrenadante, contendo a 



 

 

32

HDL, foram pipetadas em frascos de cintilação com solução cintiladora 

Ultima Gold e a radioatividade presente nas amostras foi quantificada em 

contador Beta (Liquid Scintillation Analyzer, Packard 1600 TR, Palo Alto, 

CA).  A quantificação dos lípides transferidos da nanoemulsão lipídica 

artificial para HDL plasmática foram expressas como percentagem (%) em 

relação à radioatividade total incubada (LO PRETE et al., 2009). 

 

 

3.9. Avaliação histológica e determinação do diâmetro interno e externo 

da aorta de hamsters Golden Syrian 

 

 

Após o sacrifício dos animais, foi realizado uma perfusão de 20 mL de 

salina e 40 mL de paraformolaldeído a 4% para a fixação da artéria in vivo. 

Em seguida, as aortas foram dissecadas, limpas, lavadas com salina, 

pesadas e fixadas em formaldeído a 4 %. Após a fixação, os segmentos 

foram embebidos em parafina e os cortes histológicos de cada segmento 

foram corados com solução de hematoxilina/eosina. A determinação do 

diâmetro interno e externo (µm) da aorta foi medida por planimetria pelo 

programa computacional Image Analysis System Quantiment500+ (Leica 

Cambridge Ltd., Cambridge, UK).  
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3.10. Composição de CT, CL e EC da aorta de hamsters Golden Syrian 

 

 

A aorta foi removida, limpa e acondicionada em solução fisiológica 

gelada. Em seguida, foram pesadas e maceradas deixando-as com aspecto 

pastoso para a extração lipídica e determinação da concentração de CT e 

CL como descrito previamente (DELANEY et al., 2003). O CT e o CL foram 

determinados pelos métodos enzimáticos da Colesterol Liquiform Labtest e   

da Wako Chemicals, respectivamente, e pelo sistema de medida 

colorimétrica (Life Science UV/Vis Spectrophotometer, DU530, Beckman), 

Beckman). A concentração de EC foi obtida pela diferença entre a 

concentração de CT e a de CL. 

 

 

3.11. Avaliação histológica do fígado e determinação do diâmetro 

médio dos hepatócitos de hamsters Golden Syrian 

 

 

Fragmentos do fígado de hamsters Golden-Syrian foram coletados de 

cada animal, dissecados, limpos, lavados com salina, pesados e fixados em 

formaldeído a 4%. Após a fixação, os fragmentos foram embebidos em 

parafina e os cortes histológicos foram corados com solução contendo 

hematoxilina/eosina. O diâmetro médio (µm) dos hepatócitos dos hamsters 

normais e dos hamsters submetidos à dieta hiperlipídica foram medidos por 



 

 

34

planimetria pelo programa computacional Image Analysis System 

Quantiment500+ (Leica Cambridge Ltd., Cambridge, UK).  

 

 

3.12. Composição em lípides do fígado de hamsters Golden Syrian 

 

 

O fígado foi removido, limpo e acondicionado em solução fisiológica 

gelada. Em seguida, os fígados foram pesados e macerados deixando-os 

com aspecto pastoso. As amostras foram colocadas em tubos de extração 

adicionando-se clorofórmio: metanol (2:1) e deixadas em repouso “overnight” 

para extração dos lipídeos, segundo o método de FOLCH, LEES & SLOANE 

(1957). Após a extração, a solução (clorofórmio: metanol) foi evaporada em 

nitrogênio, posteriormente foi adicionado 1 mL de clorofórmio com 1% de 

Triton-100, homogeneizou-se e evaporou-se a solução em banho-maria a 

37°C sob N2. As amostras foram ressuspendidas em água destilada (500 µL) 

e colocadas em banho-maria a 37°C sob agitação por 20 min para 

solubilização total dos lípides (CARR et al., 1993; DELANEY et al., 2003). O 

CL e o FL foram determinados pelo método enzimático da Wako Chemicals 

USA, Inc. (Virginia, USA). Os TG e CT foram determinados pelo método 

enzimático Triglicérides GPO-ANA e Colesterol Liquiform Labtest, 

respectivamente. Todas as determinações foram realizadas pelo sistema de 

medida colorimétrica (Life Science UV/Vis Spectrophotometer, DU530, 
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Beckman). A concentração de EC foi obtida pela diferença entre a 

concentração de CT e a de CL. 

 

 

3.13. Análise estatística 

 

 

Os dados foram apresentados com média ± desvio padrão. As 

diferenças entre os dados obtidos de transferência de lípides, parâmetros 

bioquímicos, paroxonase, CETP, PLTP, composição em lípides da fração 

HDL, aorta e fígado, diâmetro da aorta e dos hepatócitos, peso corporal 

inicial e final dos grupos estudados foram avaliadas pelo teste t, Mann 

Whitney test (não-paramétrico), utilizando o programa estatístico  GraphPad 

Prism v3.02 (GraphPad Software, San Diego, CA).  

 A probabilidade de significância considerada foi de p < 0,05 em todas 

as comparações efetuadas.   
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4. RESULTADOS  

 

 

4.1. Peso corporal e peso do fígado de hamsters Golden Syrian 

 

 

A tabela 2 mostra o peso corporal inicial e final (após 15 semanas) e o 

peso do fígado dos hamsters controles e dos que foram submetidos à uma 

dieta hiperlipídica durante 15 semanas. A média do peso corporal inicial e 

final dos hamsters não diferiu entre os grupos, no entanto houve aumento no 

peso corporal dos animais em ambos os grupos após 15 semanas de dieta.  

Os hamsters que receberam a dieta hiperlipídica apresentaram peso 

total do fígado e peso relativo do fígado (% peso do fígado em relação ao 

peso corporal final) aproximadamente 1,7 vezes maior em relação ao grupo 

controle (p<0,001).  
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Tabela 2. Peso corporal (inicial e final) e peso do fígado de hamsters 

Golden-Syrian controle e de hamsters submetidos à dieta 

hiperlipídica. 

Parâmetros  
Controle  

(n=19) 

Dieta Hiperlipídica 

(n=20) 

Peso corporal inicial (g) 151±8 143±23 

Peso corporal final (g) 239±17 224±23 

Peso do Fígado (g) 8,0±1,8 13,2±1,5* 

Peso relativo (% peso do fígado 

em relação ao peso corporal final) 

3,7±0,4 6,2±0,9* 

*p<0,001 vs Controle. Resultados expressos em média ± DP, test- t –  Mann 

Whitney test. 

 

 

4.2.  Perfil lipídico de hamsters Golden Syrian 

 

 

A tabela 3 mostra os dados da concentração sérica de CT, EC, CL, 

TG, FL, HDL-C, e da fração n-HDL-C (mg/dL) determinados nos hamsters 

controle e submetidos à dieta hiperlipídica durante 15 semanas. As 

concentrações séricas de CT, HDL-C e fração n-HDL-C no grupo que 

recebeu a dieta hiperlipídica foram aproximadamente 2, 1,8 e 2,4 vezes, 

respectivamente, maiores do que no grupo controle (p<0,001). A 

concentração das duas formas de colesterol, ou seja, CL e EC foram 
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maiores 167% e 145%, respectivamente, no grupo que recebeu a dieta 

hiperlipídica em comparação ao grupo controle (p<0,001). A concentração 

sérica de FL foi maior no grupo que recebeu dieta hiperlipídica (p<0,001), no 

entanto a concentração de TG não diferiu entre os grupos. 

 

 

Tabela 3. Perfil lipídico (mg/dL) de hamsters controle e de 

hamsters submetidos à dieta hiperlipídica .  

Perfil lipídico Controle (n=19) Dieta Hiperlipídica (n=20) 

Colesterol    

      Total 106±24 228±55* 

       HDL 41±15 72±26* 

       n-HDL 65±34 154±56* 

Colesterol Livre 30±10 80±37* 

Ester de Colesterol 74±22 181±70* 

Triglicérides  192±46 199±71 

Fosfolípides  218±30 332±82* 

Abreviatura: HDL – lipoproteína de alta densidade. *p<0,001 vs controle. 

Resultados expressos em média ± DP, test- t –  Mann Whitney test. 
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4.3. Composição em lípides e proteína da fração HDL de hamsters 

Golden Syrian 

 

 

A tabela 4 mostra os dados da composição em lípides e proteína da 

fração HDL determinados nos hamsters controle e submetidos à dieta 

hiperlipídica durante 15 semanas. As concentrações de CL e EC da fração 

HDL no grupo que recebeu a dieta hiperlipídica foram 60 e 67%, 

respectivamente, maiores do que no grupo controle (p<0,001). As 

concentrações de TG, FL e proteína não diferiram entre os grupos. 

 

Tabela 4. Composição em lípides e proteína (mg/dL) da lipoproteína de alta 

densidade (HDL) de hamsters controle e de hamsters submetidos 

à dieta hiperlipídica. 

Parâmetros  
Controle  

(n=10) 

Dieta Hiperlipídica  

(n=10) 

Lípides (mg/dL)    

     Ester de colesterol 45 ± 5 72 ±17* 

     Colesterol livre 6 ± 1 10 ± 1 * 

     Triglicérides  38 ± 6 53 ± 21 

     Fosfolípides  159 ± 29 179 ± 46 

Proteína (mg/dL) 379 ± 58 346 ± 38 

      Resultados expressos em média ± DP, test- t –  Mann Whitney test.  *p<0,001 vs controle. 
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4.4. Determinação da atividade da CETP e da PLTP  

 

 

A tabela 5 mostra os valores das atividades da CETP e da PLTP em 

hamsters controles e submetidos à dieta hiperlipídica durante 15 semanas. 

Verificou-se que a atividade da CETP e da PLTP estão aproximadamente 2 

vezes maiores no grupo que recebeu a dieta hiperlipídica em comparação ao 

grupo controle. 

 

 

Tabela 5. Atividade da CETP e da PLTP de hamsters controle e de 

hamsters submetidos à dieta hiperlipídica. 

Parâmetros 
Controle 

(n=12) 

Dieta Hiperlipídica 

(n=14) 

CETP (pmol/µL/h) 6,5 ± 1,7 13,9 ± 4,2*  

PLTP (pmol/µL/h) 18,3± 5,8  38,9 ± 10,1* 

Abreviatura: CETP – Proteína de transferência de éster de colesterol; PLTP – 

Proteína de transferência de fosfolípides. Resultados expressos em média ± DP, 

p< 0,05, test- t – Mann Whitney test. *p<0,001 vs controle 
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4.5. Paroxonase 1 (PON 1) e  ensaio de transferência de colesterol livre, 

éster de colesterol, triglicérides e fosfolípides de uma nanoemulsão 

lipídica artificial para HDL 

 

 

A tabela 6 mostra os valores da atividade da PON1 e das taxas de 

transferência do 14C-CL, 3H-EC, 3H-TG e 14C-FL de uma nanoemulsão 

lipídica artificial para a HDL dos hamsters controles e submetidos a uma 

dieta hiperlipídica durante 15 semanas. Não foram observadas diferenças na 

atividade da PON1 entre os grupos. Verificou-se uma maior capacidade da 

HDL em receber os quatro lípides no grupo que recebeu a dieta hiperlipídica 

em comparação ao grupo controle. No entanto, a transferência das duas 

formas de colesterol para HDL no grupo dieta hiperlipídica foi 

aproximadamente 100% maior, enquanto o aumento na transferência de 3H-

TG e 14C-FL foi de 26% e 17%, respectivamente. 
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Tabela 6. Atividade da paroxonase e transferência de lípides (%) de 

hamsters controle e de hamsters submetidos à dieta 

hiperlipídica.  

Parâmetros  Controle (n=19) Dieta Hiperlipídica (n=20) 

Paroxonase (nmol.mL-1.min –1) 59±16 63±12 

% de Transferência    

    14C-fosfolípides  23,4±2,0 27,5±2,5* 

    14C-colesterol livre 3,7±0,8 7,7±1,6* 

    3H-éster de colesterol 1,9±0,6 4,0±1,2* 

    3H-triglicérides  19,0±3,4 23,9±2,4* 

   *p<0,001 vs Controle. Resultados expressos em média ± DP, test- t –  Mann Whitney test. 

 

 

4.6. Avaliação histológica, diâmetro interno e externo, e composição de 

CT, CL e EC, da aorta de hamsters Golden Syrian 

 

 

A figura 1 ilustra a histologia da artéria de hamsters Golden-Syrian 

controles e hamsters que foram submetidos a uma dieta hiperlipídica durante 

15 semanas, observou-se por microscopia óptica que as aortas não 

apresentaram diferenças histológicas entre os grupos. 
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Figura 1. Histologia da aorta de hamster Golden Syrian submetidos à (A) 
Ração comercial (grupo controle) ou (B) Dieta Hiperlipídica: 0,5% de 
colesterol + 10% de óleo de coco (hematoxilina/eosina, aumento de 10x) por 
15 semanas. 

 

 

A tabela 7 mostra o diâmetro interno e externo dos fragmentos 

arteriais de hamsters controles e que foram submetidos à dieta hiperlipídica 

durante 15 semanas. Observou-se que não houve diferença no diâmetro 

interno e externo entre os grupos analisados.  

 

 

Tabela 7. Diâmetro interno e externo (µm) da aorta de hamsters 

controle e de hamsters submetidos a uma dieta 

hiperlipídica durante 15 semanas.  

Parâmetros (µm) Controle (n=8) Dieta Hiperlipídica (n=8) 

Diâmetro Interno  1188 ± 101 1325 ± 217 

Diâmetro Externo  1400 ± 105 1580 ± 170 

  Resultados expressos em média ± DP, test- t – Mann Whitney test. 

A B 
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A tabela 8 mostra a composição em lípides da aorta de hamsters 

controle e submetidos à dieta hiperlipídica durante 15 semanas. A 

concentração de CT e CL na aorta foram 1,5 vezes maiores no grupo dieta 

hiperlipídica, comparado ao grupo controle (p<0,01). A concentração de EC 

na aorta não diferiu entre os grupos. 

 

 

Tabela 8. Composição em lípides (µg/mg de tecido) da aorta de hamsters 

controle e de hamsters submetidos à dieta hiperlipídica por 15 

semanas. 

 

Parâmetros (µg/mg tecido) Controle (n=8) Dieta Hiperlipídica (n=8) 

    Colesterol total 2,7 ± 0,6 4,0 ± 0,3* 

    Colesterol livre 2,0 ± 0,4 3,1 ± 0,6* 

    Colesterol esterificado  0,7 ± 0,2 0,9 ± 0,3 

*p<0,001 vs Controle. Resultados expressos em média ± DP, test- t – Mann Whitney 

test. 

 

 

4.7. Avaliação histológica do fígado e determinação do diâmetro dos 

hepatócitos de hamsters Golden Syrian 

 

 

A figura 2 ilustra a histologia do fígado de hamsters Golden-Syrian 

controles e hamsters que foram submetidos a uma dieta hiperlipídica durante 
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15 semanas, observou-se que a histologia do fígado se difere entre os 

grupos estudados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Histologia do fígado de hamsters controle e de hamsters que receberam 
uma dieta hiperlipídica por 15 semanas, ilustrando a alteração no tamanho dos 
hepatócitos, (hematoxilina/eosina, aumento de 40x). (A) Controle: Ração comercial; 
(B) Dieta hiperlipídica: 0,5% de colesterol + 10% de óleo de coco. 

 

 

A figura 3 mostra o diâmetro médio dos hepatócitos do fígado de 

hamsters controles e que foram submetidos à dieta hiperlipídica durante 15 

semanas, determinado através da análise histológica seguida de planimetria. 

Observou-se um aumento de aproximadamente 28% no diâmetro médio dos 

hepatócitos de hamsters que receberam uma dieta hiperlipídica em 

comparação ao grupo controle (p<0,05). 

 

 

A B 
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Figura 3. Diâmetro médio dos hepatócitos (µm) de hamsters controle e de 
hamsters submetidos à dieta hiperlipídica. Controle: Ração comercial (n=15); 
Dieta hiperlipídica: 0,5% de colesterol + 10% de óleo de coco (n=15), *p<0,05 
vs Controle, test- t –  Mann Whitney test. 
 

 

4.8. Composição em lípides do fígado de hamsters Golden Syrian 

 

 

A tabela 9 mostra a composição em lípides do fígado de hamsters 

controle e submetidos à dieta hiperlipídica durante 15 semanas. No grupo 

dieta hiperlipídica, a composição de EC, CL, TG e FL do fígado foi maior em 

comparação ao grupo controle. O conteúdo de CL e EC do fígado no grupo 

dieta hiperlipídica foi particularmente maior, 8 e 20 vezes, respectivamente. 

* 
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Tabela 9. Composição em lipides (mg/g de tecido) do fígado de hamsters 

controle e de hamsters submetidos à dieta hiperlipídica por 15 

semanas. 

 

Parâmetros  Controle (n=10) Dieta Hiperlipídica (n=10) 

Colesterol (mg/g tecido)   

    Total 1,7 ± 0,3 21,9 ± 7,1* 

    Livre  1,1 ± 0,1 9,3 ± 1,6* 

    Esterificado 0,6 ± 0,4 12,6 ± 5,8* 

Triglicérides (mg/g tecido) 2,1 ± 1,1 5,5 ± 1,4** 

Fosfolípides (mg/g tecido) 10,1 ± 1,1 16,9 ± 2,0* 

*p<0,0001 vs Controle, **p<0,001 vs Controle. Resultados expressos em média ± 

DP, test- t – Mann Whitney test. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Para elucidar os processos envolvidos na aterogênese, e 

principalmente no metabolismo lipídico, muitos estudos utilizam hamsters 

Golden-Syrian, os quais têm um perfil de lipoproteínas que se assemelha 

mais com o do homem do que com o de ratos e camundongos (BRAVO et 

al., 1994). Somado a isto, o hamster apresenta atividade da CETP similar ao 

homem (STEIN et al., 1990). Outras similaridades dos hamsters ao homem 

incluem: síntese do colesterol hepático, transporte do colesterol plasmático, 

regulação da concentração de LDL plasmática em resposta aos lípides 

dietéticos, receptor de LDL, composição e secreção de bile e 

desenvolvimento de lesões arteriais em associação com marcadores de 

hiperlipidemia quando são suplementados com colesterol e gordura saturada 

(FUNGWE et al., 1994). 

 No presente estudo, oferecemos aos hamsters uma dieta controle ou 

uma dieta rica em colesterol e gordura saturada durante 15 semanas. Esta 

manobra dietética apresentou pequena variação em calorias oferecidas. 

Embora não tenha sido avaliado o consumo da ração, não houve diferença 

do peso corporal entre os grupos, sugerindo um consumo de dieta similar. O 

aumento no peso corporal final em relação ao inicial, nos dois grupos de 

animais, sugere que a intervenção dietética não foi tóxica aos animais 

durante o período experimental. No entanto, a dieta rica em colesterol e 

gordura saturada oferecida aos hamsters neste estudo foi suficiente para 
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produzir uma hiperlipimia, uma alteração na composição em lípides da 

fração HDL, uma maior concentração de CL na aorta e um acúmulo de 

lípides no fígado destes animais. 

No que se constitui um dos pontos principais da “hipótese lipídica” da 

aterogênese, a concentração plasmática da HDL correlaciona-se 

negativamente com a incidência da DAC, principalmente devido sua 

importância no transporte reverso do colesterol (HERSBERGER; VON 

ECKARDSTEIN, 2005; RADER, 2007). Diversos fatores afetam a função da 

HDL no transporte reverso do colesterol, entre eles: o conteúdo de colesterol 

e fosfolípides, a atividade da LCAT, a atividade das proteínas de 

transferência de lípides e as concentrações de ácidos graxos saturados. 

Marmillot et al. (2007), constataram que o transporte reverso do colesterol da 

HDL é afetado pela ingestão de gordura saturada. 

A habilidade de receber lípides é uma propriedade fundamental da 

HDL. Um aspecto da ação da HDL pouco explorado na literatura é o seu 

efeito na estabilização do “pool” plasmático de colesterol. O colesterol existe 

no organismo em duas formas, a forma livre e a forma esterificada. A forma 

livre do colesterol, situada na camada superficial da partícula da lipoproteína, 

é mais instável do que sua forma esterificada e pode dissociar-se das 

lipoproteínas e difundir-se no meio aquoso plasmático. A forma éster do 

colesterol, situado no centro da lipoproteína, é mais estável e depende da 

CETP para deslocar-se de uma lipoproteína para outra (GARRET; 

GRISHAM, 1995). Ao promover a esterificação do colesterol recebido das 

outras classes de lipoproteínas ou das membranas celulares, a HDL o 
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transforma em uma forma química mais apolar. Esse processo é catalisado 

pela LCAT que utiliza como co-fator a Apo A-I, principal proteína da fração 

HDL. As moléculas de colesterol passam da superfície para o centro das 

partículas de lipoproteínas. Desta maneira, o colesterol é seqüestrado para o 

“pool mais estável”, evitando sua difusão para o meio plasmático de onde 

pode, facilmente, devido à baixa solubilidade, precipitar-se na parede 

arterial. A HDL tem um papel crucial no transporte reverso do colesterol, pois 

recebe colesterol das células e de outras lipoproteínas, esterificando-o e 

transferindo-o para outras classes de lipoproteínas e para os hepatócitos, 

onde são excretados na bile (SVIRIDOV; NESTEL, 2002, WANG; BRIGGS, 

2004, de GROOTH et al., 2004, LEWIS; RADER, 2005). 

 Estudo prévio realizado em hamsters alimentados com dietas ricas 

em colesterol e gordura saturada (óleo de coco) observou que conforme 

aumenta a percentagem de colesterol e gordura saturada na dieta há 

elevação na concentração sérica de colesterol, desencadeando um processo 

de aterosclerose (DIETSCHY et al., 1993). 

No presente estudo, o grupo que recebeu dieta rica em colesterol e 

gordura saturada apresentou concentração sérica de CT, HDL-C e n-HDL-C, 

maior do que no grupo controle. Estes resultados conferem com outros 

estudos em hamsters nos quais uma dieta rica em colesterol e gordura 

saturada também aumentou o HDL-C e o n-HDL-C (JONES et al., 1990; 

AHN et al., 1994; TRAUTWEIN et al., 1997; TERPSTRA, et al., 2000). E são 

sustentados pelo fato dos ácidos graxos saturados tenderem a elevar as 

concentrações de LDL-C pela supressão do receptor de LDL e diminuição do 
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“clearance” plasmático destas partículas (SPADY, 1999). Além disso, em 

função de sua estrutura química retilínea, os ácidos graxos saturados 

facilitam a entrada de colesterol na superfície das partículas de LDL, 

contribuindo para o aumento das concentrações de LDL-C.  

Nenseter et al. (1988) estudaram a captação das partículas de LDL 

pelos hepatócitos e verificaram que o consumo da dieta rica em colesterol 

reduz a captação hepática da LDL dependente de receptores B/E e por 

conseguinte, menor captação do colesterol dessa lipoproteína pelo fígado 

(CHANG; BORENSZTAJN, 1993). Padoveze et al. (2009) verificaram que a 

captação hepática de uma nanoemulsão lipídica artificial semelhante à LDL 

– que é a nanoemulsão desenvolvida em nosso laboratório - diminui em 

coelhos após o consumo da dieta rica em colesterol, desencadeando o 

aumento na concentração de LDL-C, o que pode explicar o aumento da  

fração n-HDL observado em nosso estudo. Em adição, como a concentração 

de triglicérides no plasma e conseqüentemente da VLDL não diferiu entre os 

grupos estudados, provavelmente o aumento da fração n-HDL no presente 

estudo é reflexo do aumento da concentração de LDL-C.  

A concentração plasmática da HDL é determinada pelo balanço 

entre a produção dos seus precursores e sua remoção do plasma, seja pela 

captação da HDL pelo receptor B/E ou pela captação seletiva dos seus 

constituintes pelo receptor SR-B1 (MOVVA; RADER, 2008). O SR-B1 é um 

receptor de superfície celular de alta afinidade pela HDL que medeia à 

captação seletiva de EC da HDL, assim modulando concentrações de 

colesterol da HDL bem como a entrega de EC ao fígado, adrenais, ovários, 
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etc. O aumento da ingestão de colesterol é o principal responsável pelo 

aumento da concentração de HDL-C, não só por contribuir para sua maior 

concentração no plasma, mas também por uma possível alteração dos 

receptores, comprometendo o metabolismo da HDL.  

Azrolan et al. (1995), demonstraram que dietas enriquecidas em 

colesterol e gordura saturada podem aumentar a concentração da HDL pelo 

aumento da síntese e secreção de Apo A-I em camundongos. Similarmente, 

em humanos, o aumento da concentração de HDL sob o efeito da mesma 

dieta ocorre em parte por estimular o transporte de Apo A-I no plasma 

(BRITTON et al., 1994). Além disso, outros estudos constataram que os 

ácidos graxos saturados aumentam a concentração de apo A-I, e 

consequentemente a concentração de HDL-C (LICHTENSTEIN et al., 1999; 

HATAHET et al., 2003).  

O aumento da expressão de SR-B1 é associado a concentrações 

diminuídas de HDL-C e ao desenvolvimento da lesão aterosclerótica em 

modelos animais experimentais (SRIVASTARA, 2001). No presente estudo, 

como a concentração de HDL-C está aumentada, possivelmente a 

expressão do receptor SR-B1 está diminuída, nos levando a destacar que o 

efeito dos ácidos graxos saturados e do colesterol dietético no receptor SR-

B1 pode ser importante na regulação do pool de colesterol circulante. Van 

Eck et al. (2003), demonstraram que camundongos SR-B1 -/- apresentam 

um aumento na concentração de HDL-C no plasma e são altamente 

susceptíveis ao desenvolvimento de aterosclerose, sendo assim o aumento 

da concentração de HDL pode não ser associada com uma proteção 
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cardiovascular.  Com isso, a diminuição da expressão hepática dos 

receptores e/ou saturação destes, bem como o possível aumento da 

secreção e síntese de Apo A-I podem explicar a maior concentração de 

HDL-C encontrada nos animais que receberam uma dieta rica em colesterol 

e gordura saturada. 

Em estudos prévios não documentaram o efeito de dietas 

enriquecidas em gordura saturada e colesterol, em hamsters, sobre a 

concentração de CL e EC no plasma total. Observou-se no presente estudo 

o aumento da concentração de CL do plasma total de forma mais acentuada 

do que o aumento da concentração de EC após a ingestão da dieta 

hiperlipídica. Isto sugere que o mecanismo de esterificação, como a LCAT 

no plasma e a ACAT no fígado e em outros tecidos, pode estar saturado 

pelo excesso de colesterol.  

No presente estudo, ao analisar a composição da fração HDL 

observou-se uma maior concentração de CL e EC no grupo dieta 

hiperlipídica sem um aumento na concentração de FL e TG. Tchoua et al. 

(2009) verificaram, em estudo in vitro, o efeito de uma HDL enriquecida em 

fosfolípides e colesterol livre sobre atividade da LCAT e constataram um 

aumento desta atividade, enquanto o enriquecimento da HDL em colesterol 

livre sem o enriquecimento em fosfolípides inibiu a atividade da LCAT. 

Sendo assim, a maior concentração de CL e EC da fração HDL sem um 

aumento concomitante de FL, encontrado em nosso estudo, possivelmente 

compromete a atividade da LCAT, ou seja, a esterificação do colesterol livre. 

Com isso, o possível comprometimento do mecanismo de esterificação e/ou 
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a sua saturação pode acarretar na desestabilização da HDL prejudicando 

assim a sua ação antiaterogênica. 

Nicolosi (1997) reportou o desenvolvimento da lesão aterosclerótica 

em hamsters após 12 -18 semanas consumindo uma dieta rica em colesterol 

e ácidos graxos saturados. No presente estudo, não foram observadas 

alterações na análise histológica da aorta por microscopia óptica e no 

diâmetro interno e externo da aorta. No entanto, observou-se uma maior 

concentração de CL na aorta destes animais, o que pode ser considerado 

um indício de um processo de aterosclerose, pois uma das características da 

aterosclerose é a deposição de CL na artéria. Estudos em hamsters, com 

dieta rica em colesterol e gordura saturada, apresentaram resultados que 

convergem com os nossos, de maior concentração de CL na artéria após 

intervenção dietética (ALEXAKI et al. 2004; WILSON et al., 2005).  

COUTO et al. (2007) verificaram que a captação de CL e EC em 

fragmentos arteriais e venosos de pacientes com DAC apresentou um 

comportamento diferenciado, pois observou-se uma maior captação de CL 

do que de EC. A forma livre de colesterol pode se dissociar da lipoproteína, 

precipitar-se e depositar-se na parede arterial. Supõe-se que haja situações 

na qual a menor eficiência na esterificação de colesterol resulte em uma 

predisposição para aterosclerose. Portanto, no presente estudo, o aumento 

mais acentuado da concentração de CL no plasma total e o aumento das 

duas formas de colesterol na fração HDL podem desencadear uma 

desestabilização e saturação do sistema, podendo explicar o depósito de CL 
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encontrado na aorta dos animais que receberam a dieta rica em colesterol e 

gordura saturada. 

Neste estudo verificou-se no grupo que recebeu dieta hiperlipídica, 

aumento do peso do fígado total e do peso do fígado em relação ao peso 

corporal final comparado ao grupo controle. Isto ocorreu devido uma 

deposição lipídica neste órgão, pois ao analisarmos o diâmetro médio dos 

hepatócitos e a composição em lípides do fígado destes animais o conteúdo 

de EC, CL, TG e FL, e o diâmetro médio dos hepatócitos estavam 

aumentados.  

Hennessy et al. (1992), verificaram que uma dieta rica em colesterol e 

gordura saturada aumentam o estoque de lípides hepáticos em macacos, e 

este resultou no aumento de RNA mensageiro para Apo A-I, B e E, e na 

supressão de receptores de LDL no fígado destes animais. Além disso, o 

aumento do fluxo de colesterol para o fígado, assim como o aumento da 

ingestão de colesterol dietético e de ácidos graxos saturados (12:0, 14:0 ou 

16:0), aumentam o “pool” de colesterol e resultam no acúmulo destes ácidos 

graxos no fígado, desencadeando a inibição da atividade do receptor 

hepático da LDL. Como conseqüência da inibição do receptor de LDL, a 

VLDL remanescente deixa de ser captada pelo receptor de LDL e 

desencadeia um aumento da produção de LDL e da concentração de LDL-C 

no plasma (Nicolosi, 1997). 

No presente estudo, o aumento da concentração de CL e 

principalmente EC no fígado do grupo dieta hiperlipídica, foi mais acentuado 

que o aumento da concentração de FL e TG. Estes resultados convergem 
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com estudos prévios, em hamsters, que constataram um maior depósito de 

EC no fígado destes animais após o consumo de dieta rica em colesterol e 

gordura saturada (DELANEY et al., 2003; YANG et al., 2009). Oosterveer et 

al. (2009), verificaram que uma dieta rica em gordura saturada, em 

camundongos, promove a síntese de colesterol, aumentando a concentração 

de CL e principalmente de EC no fígado, e aumenta a concentração de TG 

hepático sem o consequente estimulo a secreção de VLDL. Estes achados 

reforçam que a hiperlipemia apresentada no presente estudo, ou seja, o 

aumento da concentração de HDL-C e da fração n-HDL-C, está relacionada 

com o acúmulo de lípides hepático e possivelmente com a saturação e/ou 

supressão dos receptores.  

A HDL desempenha diversas funções no metabolismo lipídico que 

lhe confere uma ação protetora para DAC, que incluem: efeito antioxidante, 

antiinflamatório, antitrombótico e antiaterogênico, além do transporte reverso 

do colesterol (SVIRIDOV; NESTEL, 2002; RADER, 2002; BARTER et al., 

2003; MEYERS; KASHYAP, 2004; LESNIK; CHAPMAN, 2006; MINEO et al., 

2006; NEGRE-SALVAYRE et al., 2006; RADER, 2007). 

O efeito antioxidante da HDL foi avaliado neste estudo pela medida 

da atividade da enzima PON1. A PON1 é uma esterase associada à HDL 

que possui uma atividade antioxidante. Esta enzima hidrolisa fosfolípides 

oxidados presentes na LDL, reduzindo a oxidação destas lipoproteínas e 

diminuindo seus efeitos pró-inflamatórios. Além de ser importante na 

prevenção da oxidação dos lípides (DURRINGTON et al., 2001). Em nosso 
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estudo, a atividade da PON1 não diferiu entre os grupos, sugerindo que a 

função antioxidante da HDL não foi afetada pela dieta hiperlipídica. 

No presente estudo, as proteínas de transferência e a capacidade da 

HDL em receber lípides, um aspecto fundamental do metabolismo da HDL, 

estão alteradas em hamsters que receberam uma dieta hiperlipídica 

comparado ao grupo controle. Estes componentes podem ser causa ou 

conseqüência de perturbações na dinâmica do metabolismo da HDL, na 

estabilização do colesterol do plasma e no transporte reverso.  

Em relação à atividade da CETP e da PLTP, estudos reportam uma 

atividade aumentada destas proteínas em resposta à dieta rica em gordura 

saturada e colesterol (SON; ZILVERSMIT, 1986, JIANG; BRUCE, 1995).  

No presente estudo, a atividade da CETP foi maior no grupo que 

recebeu dieta hiperlipídica em comparação ao grupo controle. A atividade da 

CETP tem efeito direto na concentração de colesterol das partículas de HDL 

e partículas que contém apo B, por facilitar a transferência de EC da HDL 

para as lipoproteínas que contém apo B e, em troca, receber TG destas 

lipoproteínas (BRUCE et al., 1998). Kurushima et al. (1995) reportou maior 

atividade da CETP em hamsters submetidos à dieta rica em ácidos graxos 

saturados. Dietas ricas em colesterol também estão associadas com o 

aumento da CETP (STEIN et al., 1990; QUIG et al., 1991). Portanto, o 

aumento da atividade da CETP converge com a maior transferência de EC e 

TG observado no grupo que recebeu dieta hiperlipídica em relação ao grupo 

controle do presente estudo.   
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A atividade da PLTP foi maior no grupo que recebeu dieta 

hiperlipídica em comparação ao grupo controle. Meijer et al. (1993) 

demonstraram que coelhos com hipercolesterolemia moderada ou severa 

induzida por dieta rica em colesterol tendem a aumentar atividade da PLTP, 

favorecendo a transferência de colesterol entre as lipoproteínas. O CL pode 

se dissociar da LDL e se depositar nas células, ou ser transferido para 

outras lipoproteínas por colisão, difusão passiva e por estímulo da PLTP, 

sendo posteriormente captado pelos hepatócitos (O’BRIEN et al., 2003). Já o 

EC, por sua característica hidrofóbica, necessita obrigatoriamente de 

proteínas de transferência especializadas para se deslocar entre as 

lipoproteínas (GARRET; GRISHAM, 1995). Em humanos, tem sido reportado 

que ácidos graxos saturados dietéticos (palmítico e láurico) podem alterar a 

atividade da PLTP e que esta apresenta uma correlação positiva com a 

concentração de HDL (LAGROST, 1999). 

 O aumento da atividade da PLTP é considerado aterogênico por 

diminuir a reciclagem de Apo A-I e ocasionar mudanças na composição de 

fosfolípides da superfície da partícula de HDL (JAUHIAINEN et al, 1999; 

VAN TOL, 2002). Dorfman et al. (2005) constataram o mesmo resultado 

apresentado em nosso estudo, ou seja, quando comparou hamsters que 

receberam uma ração convencional com hamsters que receberam uma dieta 

contendo ácidos graxos saturados (óleo de coco) e colesterol observaram 

uma maior atividade da CETP e da PLTP neste grupo. 

A transferência de lípides sofre influência das proteínas de 

transferência, da concentração, da composição e da estrutura dos lípides 
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nas lipoproteínas doadora e receptora (GLOMSET, 1970; MARCEL et al., 

1980; EISENBERG et al., 1984). Embora tenhamos mensurado apenas a 

transferência para a HDL, recuperada no sobrenadante, parte dos lípides 

radioativos da nanoemulsão devem ter sido transferidos para as outras 

classes de lipoproteínas que contém apo B. Estas, por sua vez, sofrem 

precipitação química juntamente com a nanoemulsão lipídica artificial. Lo 

Prete et al.(2009) constataram que quanto maior a concentração de HDL, 

maior é a porcentagem de transferência, ou seja, o aumento da 

concentração da HDL pode estar diretamente relacionado ao aumento da 

transferência de CL, FL, EC e TG para HDL. No entanto, como ocorreu 

aumento na concentração de lipoproteínas contendo apo B (fração n-HDL) e 

da HDL-C, provavelmente a concentração de lipoproteínas não foi um fator 

determinante para a transferência de lípides. Além disso, o aumento da 

fração n-HDL foi proporcionalmente maior do que o aumento da 

concentração de HDL-C, o que pode reforçar a hipótese de que a 

transferência não está sendo influenciada de forma relevante pela 

concentração de lipoproteínas. Esses achados sugerem que a composição e 

estrutura da HDL, e principalmente, o aumento da atividade das proteínas de 

transferência estão influenciando de forma mais proeminente a capacidade 

da HDL em receber lípides.  

A HDL pode sofrer modificações em sua estrutura e composição, o 

que acarreta em alterações qualitativas da partícula (SPARKS et al. 1995; 

LAMARCHE et al., 1999; KONTUSH; CHAPMAN, 2006; NORATA et al., 

2006). Sugere-se que o enriquecimento da HDL em EC, CL, FL e TG possa 
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alterar a funcionalidade da partícula.  No presente estudo, a transferência de 

EC e TG para a HDL foi maior nos hamsters que receberam dieta 

hiperlipídica. Este fato pode ser explicado pelo aumento na atividade da 

CETP, o que proporciona maior recebimento de EC e TG pela HDL. 

A habilidade da HDL em receber os lípides presentes na camada 

superficial das lipoproteínas, FL e CL, foi maior nos hamsters que receberam 

dieta hiperlipídica, em comparação aos do grupo controle. Esta alteração 

pode determinar importantes modificações nas diversas funções da 

lipoproteína. A PLTP medeia a transferência de FL e de CL entre as 

lipoproteínas (HUUSKONEN et al., 2001; SETALA et al., 2007) e tem um 

importante papel no remodelamento da HDL, por facilitar a interconversão 

das sub-populações de HDL (JAUHIAINEN et al., 1993; BRITES et al., 

2000). Desse modo, no presente estudo é sugerido que a maior 

transferência de FL para a HDL no grupo que recebeu dieta hiperlipídica 

esteja envolvida com a alteração estrutural da lipoproteína, pois pode 

acarretar em alterações eletrostáticas na superfície da lipoproteína. Estas 

modificações alterariam a afinidade das moléculas de proteína ligadas à 

HDL, determinando um novo arranjo protéico. Como conseqüências, seriam 

esperadas modificações nas diversas funções atribuídas à HDL, decorrentes 

dessas alterações na composição da camada superficial da lipoproteína. 

Estudo comparando uma dieta rica em gordura saturada (óleo de 

coco) com uma dieta rica em colesterol constatou que hamsters que 

apresentavam maiores concentrações plasmáticas de colesterol total tinham 

um maior acúmulo de colesterol na artéria. No entanto, estes hamsters 
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também apresentavam uma maior concentração de HDL-C, que é 

considerada protetora no processo de aterosclerose (ALEXAKI et al., 2004). 

Estes achados reforçam que outros mecanismos devem estar envolvidos 

com o processo de aterosclerose e dentre eles a instabilidade da partícula 

da HDL deve ser um fator determinante.  

No presente estudo observou-se um aumento acentuado da 

capacidade da HDL em receber CL e EC em comparação ao aumento da 

capacidade em receber TG e FL. Além disso, constatou-se que a fração HDL 

dos hamsters que receberam dieta hiperlipídica apresentaram uma maior 

concentração de CL e EC. Este aumento de CL e EC na fração HDL, 

juntamente com o aumento da sua capacidade em receber CL e EC podem 

sinalizar uma sobrecarga do sistema, e conseqüentemente desencadearem 

uma instabilidade da partícula devido um desequilíbrio nos constituintes 

desta lipoproteína. Esta hipótese é reforçada pelo fato da dieta hiperlipídica 

ter proporcionado a formação de uma HDL repleta de colesterol, um 

acúmulo de lípides no fígado, e consequentemente o comprometimento da 

retirada de colesterol dos tecidos periféricos para o fígado, o que resultou na 

deposição de colesterol livre na artéria destes animais, revelando o início de 

um processo de aterosclerose. 

Sendo assim, a HDL dos animais que receberam uma dieta 

hiperlipídica provavelmente está instável. Esta hipótese sugere que o 

aumento da concentração da HDL não significa necessariamente uma maior 

proteção ao desenvolvimento da aterosclerose. 
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Contudo, no presente estudo, verificaram-se alterações em todos os 

circuitos metabólicos estudados. E como a partícula da HDL tem importante 

papel antiaterogênico, estes resultados podem ser relevantes para 

estabelecer novos mecanismos relacionados à ação protetora desta 

lipoproteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONSLUSÕES 
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6. CONCLUSÕES 

  

 

A dieta hiperlipídica, em hamsters, aumenta a concentração da 

forma livre e esterificada do colesterol na fração HDL e a sua capacidade em 

receber éster de colesterol, colesterol livre, fosfolípides e triglicérides de uma 

nanoemulsão lipídica artificial, bem como a atividade das proteínas de 

transferência de éster de colesterol e fosfolípides em comparação ao grupo 

controle.  

Outro aspecto, como a atividade antioxidante da HDL não foi 

influenciada pela intervenção dietética. No entanto, a alteração na 

composição e na capacidade da HDL em receber lípides devido à ingestão 

da dieta rica em colesterol e gordura saturada está influenciando o 

metabolismo da HDL, e possivelmente a sua ação protetora, já que a dieta 

hiperlipídica desencadeou um depósito de colesterol livre na aorta e o 

acúmulo de lípides no fígado. Estes aspectos nos fornecem subsídios para 

elucidar os possíveis mecanismos relacionados ao metabolismo da HDL e a 

sua ação antiaterogênica em hamsters. 
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