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Resumo

Rocco DDFM. O treinamento fisico aerdbio acelera o transporte
reverso de colesterol de macréfagos em camundongos selvagens e
transgénicos para CETP humana

O papel do exercicio fisico na prevencdo da doengca macrovascular
aterosclerética é atribuido em parte a melhoria no metabolismo de lipides,
com evidéncias para regressdo e prevengcdo no desenvolvimento de
aterosclerose. Neste estudo, avaliamos o efeito de 6 semanas de
treinamento fisico aerdbio (protocolo diario em esteira 15 m/min, 30 min, 5
vezes na semana) sobre o transporte reverso de colesterol (TRC) em
camundongos C57BL/6 selvagens e transgénicos para CETP humana
(CETP-tg). Estes ultimos constituem modelo experimental de TRC que se
assemelha aos humanos, pela presenca da CETP. O TRC é um sistema
antiaterogénico, por meio do qual o colesterol é removido de células
periféricas e transportado ao figado para eliminagao na bile e excregao fecal.
A metodologia utilizada consistiu na injecao intraperitoneal de macréfagos
J774 enriquecidos em LDL-acetilada e 3H-colesterol em animais selvagens e
CETP-tg sedentarios e treinados, apds as 6 semanas de estudo. O perfil
lipidico nao foi modificado ap6s o treinamento fisico, no entanto, apenas no
grupo CETP-tg treinado houve aumento na concentracao de HDL colesterol
ao final do estudo. O treinamento fisico aerdbio acelerou o TRC em
camundongos selvagens, refletido pela maior recuperacdo de 3H-colesterol

no plasma (apds 24 h e 48 h da injecao intraperitoneal) e no figado (apo6s 48



h), em comparagdo aos animais selvagens sedentarios. Este evento
associou-se ao aumento de 60% na expressao dos receptores hepaticos
SR-BI, em relacao ao grupo sedentario. Nos animais CETP-tg, o treinamento
fisico aumentou o TRC, com maior recuperacado de 3H-colesterol - advindo
dos macro6fagos - no plasma, figado e também nas fezes (apds 24 h e 48 h),
em comparagao aos animais transgénicos sedentérios. Embora a expressao
de SR-BI ndo tenha sido alterada pelo treinamento fisico nos animais CETP-
tg, observou-se nestes animais aumento na expressao hepatica do receptor
B-E, contribuindo para a maior remocéao de colesterol pelo figado.

Os achados apontam para importante papel do exercicio fisico
aerdbio regular sobre o transporte reverso de colesterol de macréfagos,
contribuindo para a prevengcdo contra a génese e progressao da
aterosclerose.

Descritores: 1. Lipoproteinas / metabolismo; 2. Exercicio; 3.

Aterosclerose; 4. Colesterol HDL.



Summary

Rocco DDFM Aerobic Exercise Training Improves the Macrophage

Reverse Cholesterol Transport in Wild-Type and in CETP Transgenic Mice

Regular exercise prevents the development of atherosclerosis. We
analyzed the role of a six-week aerobic exercise training program in the
macrophage reverse cholesterol transport in wild-type (WT) and in human
CETP transgenic (CETP-tg) mice. Animals were randomly assigned to
sedentary and trained groups (treadmill 15 m/min, 30-min sessions, 5
sessions per week). Plasma lipids were not modified after training, although
HDL-cholesterol concentrations levels increased in trained CETP-tg mice
only. Plasma CETP activity was not modified after training. A greater
recovery of *H-cholesterol from J774 macrophages injected into peritoneal
cavities of mice was found in plasma and in the liver from exercised WT and
CETP animals in comparison to sedentary groups. Exercise training induced
a greater excretion of *H-cholesterol in feces only in the CETP-tg mice. The
SR-BI expression in the liver was increased and unchanged in trained WT
and CETP-tg mice, respectively. The liver expression of LDL receptor was
higher in both groups after training. Alternatively, liver X receptor (LXR)
increased only in trained WT mice. Aerobic exercise training improves the
macrophage RCT in mice, thereby contributing to the prevention and
regression of atherosclerosis. The benefit of exercise on the cholesterol

excretion in feces in mice was attained only in the presence of CETP, which



elucidates the importance of exercise in the prevention of atherosclerosis in
humans.
Descriptors: 1. Lipoproteins / metabolism; 2. Exercise; 3. Atherosclerosis; 4.

Cholesterol HDL



1. Introducao

1.1. Exercicio Fisico e Metabolismo de Lipides

O exercicio fisico exerce efeitos benéficos sobre os fatores de risco
para doencas cardiovasculares, como hipertensédo arterial, diabete melito,
obesidade, disfungdo endotelial e perfil lipidico alterado (Shepard et al.,
1999), sendo adotado como conduta profilatica e terapéutica contra sua
génese e progressao. A pratica regular de exercicio fisico reduz o risco de
morte por doenca cardiovascular, independentemente de outras mudancgas
no estilo de vida, como dieta e tabagismo (Lee et al., 1995).

O beneficio conferido pelo exercicio fisico sobre o metabolismo dos
lipides no compartimento plasmatico e tecidual decorre da modulacao da
expressao e atividade de proteinas e enzimas envolvidas na sintese e
catabolismo de lipides e lipoproteinas.

Os quilomicrons (QM) sé&o lipoproteinas de origem intestinal,
formadas principalmente por triglicérides (86% a 98%), colesterol livre,
colesterol esterificado e fosfolipides oriundos da dieta. Apresentam a
apolipoproteina (apo) B-48 como seu principal componente proteico, além de
apo dos grupos C, E e A. Na circulacao sanguinea, os QM sofrem a acéo da
enzima lipoproteina lipase (LPL), a qual hidrolisa triglicérides de seu nucleo,
com a formacao de particulas gradativamente menores, denominadas QM

remanescentes. Estes sdo removidos pelo figado, por meio da interacao



com os receptores da familia de proteinas relacionadas ao receptor de LDL
(LRP) e receptores B-E.

No figado, formam-se as lipoproteinas de densidade muito baixa
(VLDL), gracas a transferéncia de triglicérides e outros lipides (colesterol
livre e esterificado e fosfolipides) recém sintetizados a molécula de apoB-
100 nascente. Tanto no figado como no intestino, a sintese de colesterol e
triglicérides é positivamente modulada pela proteina de ligagao ao elemento
responsivo a esteréide (SREBP), preferencialmente, SREBP2 e SREBP1a e
1c. Estes fatores de transcrigcdo, quando ativados, promovem a transativacao
de genes que codificam para enzimas-chave na sintese do colesterol (por
exemplo, HMG CoA redutase) e de acidos graxos (por exemplo, acil CoA
carboxilase), bem como do receptor B-E. Pela acdo da proteina de
transferéncia microssomal de triglicérides, estes lipides sao transferidos para
as moléculas nascentes de apoB-48 e apoB-100, formando QM e VLDL,
respectivamente.

Na circulacao, a semelhanca dos QM, as VLDL sofrem ag¢do da LPL
transformando-se, gradativamente, em lipoproteinas de densidade
intermediéria (IDL) e lipoproteinas de densidade baixa (LDL). Ao longo deste
processo, as lipoproteinas enriquecem-se em colesterol esterificado, pela
acao da proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP).

As LDL sdo as principais fornecedoras de colesterol aos tecidos
periféricos, gracas ao seu reconhecimento pelos receptores B-E. Ha um
controle estreito no processo de captacao das LDL na maioria das células (a

excecao dos macréfagos arteriais), bem como na sintese de colesterol a



partir de acetato, desempenhado pelo SREBP2, de modo a impedir o
acumulo intracelular de colesterol.

Inerente a metabolizacdo dos QM e VLDL estd a geragédo de
lipoproteinas de densidade alta (HDL). Isto ocorre gracas ao desprendimento
de componentes de superficie das lipoproteinas ricas em triglicérides, a
medida que ocorre a acao da lipoproteina lipase. Além disso, as HDL,
formadas a partir de particulas precursoras, denominadas pré-beta HDL,
podem ser geradas por meio da sintese hepatica e intestinal de apo A-l1 em
associacao a fosfolipides e pequenas quantidades de colesterol livre.

A melhora do metabolismo de lipoproteinas ricas em triglicérides,
promovida pelo exercicio fisico, decorre do estimulo a producao e atividade
da LPL. H4a uma acéo direta do exercicio na producao da LPL pelo musculo
e, indireta, devido ao seu papel em modular positivamente a sensibilidade
insulinica (Oscai et al., 1990). A consequente queda da trigliceridemia
associa-se, invariavelmente, a geracdo de HDL. Neste sentido, a
concentragado de HDL no plasma é também beneficiada pelo exercicio fisico
gracas a redugcado do catabolismo de sua principal apoproteina, a apo A-I
(Sasaki et al., 1988) e pela maior geragdo de particulas nascentes de HDL
pelo musculo exercitado (Jafari et al., 2003). O aumento da concentragéo de
HDL plasmatica parece estar condicionado ao maior volume de treinamento
fisico aerdébio, quando comparado apenas ao aumento de intensidade da

atividade aerdbia (Kraus et al., 2004).



Embora, em geral, ndo altere a concentracdao de LDL, o exercicio
fisico, por reduzir a trigliceridemia, favorece a geracao de particulas maiores
de LDL, as quais sdo menos aterogénicas (Williams et al., 1986).

Diversos estudos populacionais demonstram que as HDL associam-
se, inversamente, com o desenvolvimento da doenca arterial coronariana.
Tal evento decorre de suas acgdes antioxidantes, anti-inflamatérias,
vasodilatadoras e anticoagulantes, bem como de sua participacdo no
transporte reverso de colesterol (TRC) (Kwiterovich PO et al., 1998 e Leaf,

2003).

1.2. Exercicio Fisico e Transporte Reverso de Colesterol

O TRC (figura 1) € o processo pelo qual as HDL removem 0 excesso
de colesterol de células periféricas, incluindo-se macréfagos da parede
arterial, e o transportam ao figado e 6rgaos esteroidogénicos. No figado, o
colesterol pode ser eliminado nas fezes na forma livre ou convertido a &cidos
biliares, enquanto nas gbnadas e nas adrenais, o colesterol é precursor de

hormonios esteroidogénicos.
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Figura 1. Transporte reverso de colesterol

Apolipoproteinas A-l e particulas nascentes de HDL (pré-beta HDL)
removem o0 excesso de colesterol celular por meio da interagdo com o receptor
ABCA-1. Apo6s esterificacdo do colesterol pela LCAT, formam-se gradativamente
particulas maiores de HDL — HDL; e HDL,. O colesterol esterificado (CE) pode ser
diretamente removido das HDL pelo receptor hepéatico SR-BI, ou transferido para
QM, VLDL e LDL, por intermédio da CETP. Estas lipoproteinas podem ser
removidas no figado pelos receptores B-E ou LRP. O colesterol é, entdo, convertido
em acidos biliares pelas enzimas CYP7A e CYP27, sendo excretado nas fezes.

Os macréfagos arteriais, ao contrario de outras células que regulam
seu conteudo de colesterol por limitarem a sua sintese e o aporte
proveniente das LDL, acumulam lipides, pelos receptores scavenger, a partir
da captacao de lipoproteinas modificadas (Eckardstein et al., 2000). Sendo

assim, a exportacao de colesterol para as HDL, que caracteriza a fase inicial



do TRC (efluxo de colesterol), representa o principal mecanismo de ajuste
da concentracao intracelular de esteréides nestas células.

O efluxo do colesterol celular ocorre por meio da interacdo de
particulas de apo A-l dissociadas e/ou HDL com receptores de membrana da
familia ABC (ATP binding cassette transporters), ABCA-1 e ABCG-1,
respectivamente (Jessep et al., 2006).

O transportador ABCA-1 € expresso no figado e no intestino,
principalmente, além de outros érgdos como pulmao, musculo esquelético e
cérebro. Diferentemente de sua expressdao em macrofagos, onde modula o
potencial aterogénico, embora ndo afete a concentracdo de HDL colesterol
(HDLc) no plasma, a expressdo hepatica de ABCA-1 correlaciona-se
positivamente com a concentragdo plasmatica de HDLc (Wellington et al.,
2003), sendo o figado um érgao essencial na geracao de particulas de HDL.
Brunham et al. (2006) reportaram os receptores ABCA-1 nos enterocitos
como intimamente envolvidos na biogénese de novas particulas HDL,
contribuindo em até 30% na concentracdo plasmatica desta lipoproteina.

O ABCA-1 enriquece a apo A-l e a pré-beta HDL em fosfolipides e
colesterol, gracas a hidrélise de duas moléculas de ATP que fornecem a
energia necessdria para a translocagdo de lipides entre os folhetos da
membrana plasmatica. Em casos de mutagcdes em seu gene ha uma
significativa alteracdo na fungcédo da proteina, eventualmente com perda da
capacidade de exportacao de colesterol, como observado na doencga de

Tangier e alguns casos de deficiéncia familiar de HDL. Nestas condi¢des



prevalece a drastica reducdo na concentracdo plasmatica de HDLc e
aumento na prevaléncia de aterosclerose (Stefkofva et al., 2004).

O transportador ABCG-1 também medeia a remocao de colesterol e
oxidos de colesterol de macrofagos por subfracées maiores de HDL (HDL.,
principalmente). No entanto, sua implicagdo no desenvolvimento da
aterosclerose ndo esta totalmente estabelecida com base nos resultados em

animais knockout ou com expressdo aumentada para este receptor (Out et

al., 2007 e Basso et al.,, 2006), o que pode resultar da expressao
compensatoéria de ABCA-1 (Ranalletta et al., 2006).

A expressdo de ABCA-1 e ABCG-1 é positivamente modulada pelo
conteludo intracelular de colesterol, mais especificamente 6&xidos de
colesterol. Estes sao ligantes do receptor X hepatico (LXR), o qual se
dimeriza com o receptor nuclear de acido retindico (RXR), induzindo a
transcricdo dos genes que codificam para os receptores de HDL, além de
outras proteinas envolvidas no metabolismo lipidico, como apo E e CETP.

Embora a magnitude de remocéao de colesterol da parede arterial ndo
se reflita na excrecao biliar e fecal deste esterdide, devido a pequena massa
de colesterol arterial frente ao pool corpéreo muito superior, animais
knockout para ABCA-1 (Joyce et al., 2002 e Out et al., 2008) desenvolvem
aterosclerose precoce.

A literatura acerca da influéncia do exercicio fisico sobre o efluxo de
colesterol ainda é controversa. Gupta et al. (1993) compararam atletas e
individuos sedentarios e nao obtiveram diferencas no efluxo, mediado pelo

soro, entre os dois grupos. Entretanto, Brites et al. (2004), estudando o efeito



do treinamento fisico sobre as etapas do TRC compararam 35 atletas a 15
individuos sedentarios e demonstraram que a capacidade do soro dos
atletas em promover efluxo de colesterol celular foi maior. Em outro trabalho,
onde os autores avaliaram atletas e individuos ativos, houve aumento na
concentracdo de HDLc, do numero de particulas de apo A-l e da
porcentagem do efluxo de colesterol celular nos atletas, analisado in vitro.
Porém, quando foi feita a correcdo do efluxo por apo A-l, a diferenca
desapareceu (Olchama et al., 2004). Sendo assim, os achados da literatura
que descrevem aumento do efluxo de colesterol, mediado pelo soro,
parecem refletir muito mais alteragdes na concentracdo de pré-beta HDL ou
mesmo HDL maduras e nédo, propriamente, maior habilidade das HDL em
receberem colesterol celular. Coincidentemente, em individuos saudaveis e
em portadores de diabete melito, o treinamento fisico aerébio nado afetou a
habilidade das subfracdes de HDL em remover colesterol de macréfagos
(Ribeiro et al., 2008), embora tenha aumentado o potencial antioxidante das
HDL nos diabéticos (Iborra et al., 2008)

Hoang et al. (2007) compararam individuos sedentarios com
praticantes regulares de exercicio fisico e demonstraram que o efluxo de
colesterol, mediado pelo soro, ndo foi diferente entre os grupos. No entanto,
a expressdao do mRNA de ABCA-1 em leucdcitos foi maior nos individuos
treinados.

Além do processo ativo de remocao de colesterol celular, as HDL
intermedeiam o efluxo de colesterol gracas a interacdo com os receptores

SR-BI (receptor scavenger classe B, tipo I). Estes facilitam a formacao de



um canal hidrofébico através do qual o colesterol é difundido para as HDL. A
expressao de SR-BI correlaciona-se, positivamente, com o efluxo de lipides
celulares (Duong et al., 2006). Entretanto, tal receptor também favorece a
captacao de lipoproteinas modificadas em macréfagos e seu papel exato no
balango de colesterol nestas células n&o esta totalmente estabelecido.

O colesterol livre removido das células é esterificado na particula de
HDL pela lecitina colesterol aciltransferase (LCAT). Esta enzima encontra-se
aderida a superficie da HDL e esterifica o colesterol por meio da
transferéncia de um acido graxo (geralmente o acido graxo linoléico) da
posicdo 2 da fosfatidilcolina para posicdo 3-beta hidroxi do colesterol,
formando, entdo, lisolecitina e colesterol esterificado. Neste estagio, o
colesterol esterificado pode ser removido da HDL por intermédio dos
receptores hepaticos SR-BI, sendo direcionado ao canaliculo biliar. Esta é
denominada via direta de remocéao do colesterol, a qual é preponderante em
algumas espécies animais, como o0s roedores. Em contrapartida, em
humanos esta via corresponde a apenas um ter¢co da remocao de colesterol
ao longo do TRC (Temel et al., 1997).

Nos murideos, a formacao de 4cidos biliares no figado e excreg¢ao nas
fezes € a forma mais eficiente de eliminagdo do colesterol no organismo. Os
acidos biliares sdo formados a partir da atividade das enzimas 7- alfa
hidroxilase, preponderantemente, e 27- alfa hidroxilase, CYP7A1 e CYP27A,
respectivamente, (Galman et al., 2003). Em roedores, a atividade da
CYP7A1 é mais elevada do que em outros animais, o que favorece a rapida

producao de sais biliares. Ja, a via de conversao do colesterol pela CYP27A
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€ mais lenta, sendo esta considerada uma via alternativa (Stravitz et al.,
1996).

Além da conversao a acidos biliares, uma parte do colesterol pode ser
eliminada em sua forma livre na bile. Deste processo participam os
transportadores ABCG-5 e ABCG-8, os quais transferem colesterol livre para
o canaliculo biliar. Em oposi¢cdo, a proteina Niemann-Pick C1 simile
(NPC1L1) redireciona colesterol do canaliculo ao hepatécito (Wu et al.
2004).

Em seres humanos e espécies que expressam a proteina de
transferéncia de colesterol esterificado (CETP), o colesterol esterificado
pode ser transferido da HDL para QM, VLDL ou LDL, os quais sao
removidos no figado pelos receptores B-E e LRP. A HDL, por sua vez,
recebe triglicérides em troca, o que facilita a atividade da lipoproteina lipase
hepatica. Esta enzima hidrolisa triglicérides e fosfolipides da HDL,
favorecendo a interagdo destas com o SR-BI hepatico.

O papel da CETP sobre a aterogénese € assunto de investigacdo em
diferentes modelos experimentais (Tailleux et al., 2002). Embora favoreca
o fluxo de colesterol da periferia ao figado por meio do TRC, o
aumento da atividade da CETP em algumas condicoes metabdlicas
(como diabete melito, dislipidemias, entre outras) pode favorecer o
enriquecimento de lipoproteinas potencialmente aterogénicas em
colesterol esterificado. Estas, por sua vez, podem ser removidas
por macrofagos arteriais. Por outro lado, a inibicdo farmacolégica da

CETP favoreceu importante elevagdo da concentragdo plasmatica de HDLc,
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embora estudos pré-clinicos com compostos que inibiram sua acado tenham
sido interrompidos devido a maior mortalidade no grupo tratado (Barter et al.,
2007, Niessen et al., 2007 e Kastelein et al., 2007). E provavel que tal
resultado advenha da acao anti-inflamatéria da CETP, a qual independe de
sua atividade de transferéncia de lipides neutros entre lipoproteinas.

O efeito do exercicio fisico agudo ou crénico sobre a atividade e
massa da LCAT e CETP é controverso e parece vinculado ao tipo de
metodologia utilizada para avaliar tais proteinas, bem como as diferentes
condi¢coes metabdlicas das populacdes estudadas (Gupta et al. 1993, Brites
et al., 2004, Olchawa et al., 2004 e Sutherland et al. 1993). Isto dificulta a
compreensao dos efeitos do exercicio sobre a concentracao sérica de HDL,
em funcdo da modulagcdo da massa e/ou atividade destas proteinas. Em
estudo que avaliou o efeito crénico do exercicio fisico, demonstrou-se
aumento da atividade de LCAT e CETP. A atividade da CETP foi medida por
meio de teste exdgeno, que expde o plasma dos individuos ao mesmo pool
de lipoproteinas exdgenas, excluindo interferéncias que possam ocorrer na
medida da CETP por diferencas na composicao das lipoproteinas (Gupta et
al., 1993). Outros dois estudos que avaliaram o efeito crdénico do exercicio
fisico sobre a atividade da LCAT e da CETP, também utilizando teste
exégeno, nao demonstraram diferenca entre os individuos que se
exercitaram e os controles sedentarios (Brites et al., 2004 e Olchawa et al.,
2004). Ainda, avaliando o efeito cronico do exercicio sobre estas variaveis,
Sutherland et al. (1993) ndo encontraram diferenca na atividade de CETP,

comparando-se individuos sedentarios e maratonistas. Ja, outro trabalho
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que avaliou a massa de LCAT em individuos que participaram de um
programa de exercicio fisico durante um ano e individuos que se mantiveram
sedentarios pelo mesmo periodo, ndo demonstrou diferenga entre os grupos
(Williams et al., 1990). Entretanto, o papel da LCAT na aterogénese é
controverso com estudos clinicos e experimentais defendendo tanto agao

pré quanto antiaterogénica (Calabresi et al., 2009)

1.3. Exercicio Fisico e Aterosclerose

Ramachandran et al. (2004) demonstraram que o treinamento fisico
aerdbio, em esteira, por 12 semanas foi capaz de reduzir area de lesao
ateroscleroética pré-estabelecida, em camundongos knockout para o receptor
de LDL, em relacdo ao grupo sedentario, mesmo sem alteracbes na
colesterolemia. Napoli et al. (2006), utilizando o0 mesmo modelo animal,
alimentado com dieta hiperlipidica, investigaram o papel do treinamento de
natacdo por 18 semanas, sobre a progressdo da aterosclerose. Os autores
observaram maior bioatividade do 6xido nitrico e maior expressdo da 6xido
nitrico sintase endotelial nos animais treinados quando comparados aos que
foram mantidos sedentarios. Além disso, os camundongos que foram
submetidos ao treinamento fisico, apresentaram diminuicdo importante na
progressao da lesdo arterial, menor ocorréncia de ruptura de placa
aterosclerética e de trombos. Estes eventos refletiram-se na maior taxa de
sobrevivéncia dos animais treinados, ao longo de 18 semanas, em

comparacao aos sedentarios. Corroborando estes achados, Shimada et al.
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(2007), utilizando animais knockout para apoE alimentados com dieta
hiperlipidica por 8 semanas, evidenciaram menor extensdao da lesao
aterosclerética nos treinados em comparacao aos sedentarios. Tal evento foi
associado a maior biodisponibilidade de 6xido nitrico sintase endotelial na
parede arterial dos animais exercitados. Interessante que o treinamento
fisico aumentou a peroxidagao lipidica no plasma de camundongos, embora
na parede arterial tenha elevado a expressdo de catalase, o6xido nitrico
sintase endotelial e superdxido dismutase, com redugcdo da area de leséao
aterosclerética (Meilhac et al., 2001). Além do beneficio conferido ao balango
redox, favorecendo defesas antioxidantes, os achados experimentais podem
ser resultantes da elevacédo do HDLc, embora nenhum dos trabalhos citados
anteriormente tenha feito referéncia a concentracao plasmatica de HDLc.

Apesar dos efeitos benéficos do treinamento fisico aerdbio sobre a
doenga macrovascular aterosclerética terem sido bem explorados
(Thompson et al., 2003), ndo existem evidéncias diretas acerca do papel do
exercicio fisico sobre o TRC. Os achados pontuais sobre proteinas e
enzimas determinantes para o fluxo de colesterol ao longo do TRC podem
nao refletir a inter-relagédo destes componentes no organismo intacto frente
ao exercicio fisico agudo ou crénico.

Rader et al. (2003) padronizaram técnica de injecao intraperitonial de
macrofagos enriquecidos in vitro com colesterol radioativo, demonstrando o
fluxo in vivo deste esterol para diversos 6rgaos em camundongos o que, em
Ultima analise, representa o transporte centripeto de colesterol ao figado e

fezes. Assim, estudamos em camundongos o efeito do exercicio fisico
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aerdbio regular, utilizando a técnica descrita acima, sobre o TRC in vivo,
bem como sobre a atividade e expressao de proteinas moduladoras deste

sistema.
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2. Objetivo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do treinamento fisico

aerdbio, por 6 semanas, sobre o transporte reverso de colesterol in vivo, em

camundongos C57BL/6 selvagens e transgénicos para CETP humana

(CETP-tg). Foram determinados:

o perfil de lipides e lipoproteinas plasmaticas;

o fluxo de 3H-colesterol de macréfagos injetados no peritdnio,
para o plasma, figado e fezes;

a expressao hepatica dos receptores ABCA-1, SR-BI, LXR e B-E;
o mMRNA hepatico das enzimas CYP7A1 e CYP27A;

o conteudo hepatico de colesterol;

a expressao de apoA-1 no lavado peritonial;

o efluxo de "C-colesterol de macréfagos controles, mediado pelo
soro dos animais;

o efluxo de 'C-colesterol, mediado por HDL controle, de

macrofagos isolados dos animais experimentais.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Camundongos machos da linhagem C57BL/6J, com 21 dias de idade,
foram adquiridos do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da
USP. As matrizes dos camundongos machos transgénicos homozigotos para
CETP humana (CETP-tg; linhagem 5203), com base genética dos
camundongos C57BL/6J foram gentilmente fornecidas pela Prof?. Dra.
Helena C. F. Oliveira, do Departamento de Fisiologia e Biofisica, Instituto de
Biologia, Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas. Os animais foram mantidos no biotério convencional do
Laboratério de Fisiopatologia Renal da FMUSP, com ciclo de 12 h claro/12 h
escuro, temperatura de 22 + 2 °C, recebendo agua e dieta padrédo ad libitum.
Os animais transgénicos foram utilizados apds dez cruzamentos entre

irmaos.

3.2. Protocolo experimental

3.2.1. Treinamento fisico

Camundongos selvagens e transgénicos para CETP, com 8 semanas
de idade, foram submetidos a treinamento fisico aerdébio diariamente,

durante 30 min, por 6 semanas, na velocidade de 15 metros por min. Um
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grupo controle de cada linhagem foi mantido sedentario durante todo o
periodo.

O treinamento fisico foi realizado em esteira propria para
camundongos (marca WEG, Sao Carlos, Brasil), na velocidade de 15 m/min,
sem inclinagdo. A padronizagdo do protocolo de treinamento fisico aerdbio
dos camundongos em esteira foi realizada de acordo com os parametros
utilizados na Escola de Educagéao Fisica e Esportes da Universidade de Sao
Paulo. Os animais que nao se adaptaram a corrida em esteira foram
excluidos do protocolo.

As analises bioquimicas e a determinacdo do fluxo ao longo do
transporte reverso de colesterol foram realizadas 48 h apds a ultima sessao
de exercicio fisico, evitando-se assim influéncia aguda do exercicio sobre

enzimas e proteinas que determinam o metabolismo lipidico.

3.3. Dosagens bioquimicas

Sangue (200uL) foi coletado da veia caudal dos animais, em capilares
previamente heparinizados, no inicio e final do periodo de estudo. Para isso,
o corpo dos animais, excetuando-se a cauda, foi envolvido em toalha, com
dimensdo apropriada, objetivando-se um procedimento adequado de
imobilizacdo e coleta (Lab Animal, 22: 177 — 182, 1988) que foi sempre
realizada apds 12 h de privacao alimentar.

Colesterol total e triglicérides foram determinados por meio de kits

enzimaticos colorimétricos (Roche do Brasil e Labtest do Brasil) em
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analisador automatico bioquimico Cobas Mira (F. Hoffman-La Roche,

Basiléia, Suica)

3.3.1. Perfil de lipoproteinas plasmaticas

O perfil das lipoproteinas plasmaticas (VLDL, LDL e HDL) foi
determinado por cromatografia liquida para determinacdo rapida de
proteinas (FPLC) apenas em amostras isoladas no periodo final do estudo.
Aliquotas de plasma (100 uL) de cada grupo foram injetadas em coluna
Superose 6HR 10/30 (FPLC System, Pharmacia, Upsalla, Suécia). O plasma
foi eluido, em fluxo constante de 0,5 mL/min, com tampao Tris (Tris 10 mM,
NaCl 150mM, EDTA 1 mM e NaNj; 0,03%), pH 7,4 sendo coletadas as
fracdes de lipoproteinas para determinacao do conteudo de colesterol total e
triglicérides. O HDLc foi determinado por meio da razdo entre a area de
colesterol da HDL e a area total de colesterol das lipoproteinas (obtidas pela

FPLC), multiplicado pela concentracao total de colesterol no plasma.

3.3.2. Obtencao das lipoproteinas

As lipoproteinas VLDL, LDL e HDL foram separadas para utilizacao
no ensaio de atividade de CETP descrito abaixo. Sangue de doadores
voluntarios normolipidémicos foi coletado, apds jejum de 12 h, em tubos
contendo EDTA (1 mg/mL) e, imediatamente, centrifugado a 4°C, 1.000 x g
para separagao do plasma. Os seguintes conservantes foram adicionados

ao plasma: aprotinina (10 uL/mL), benzamidina 2 mM (5 puL/mL), gentamicina
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0,5%: cloranfenicol 0,25% (20 uL/mL) e fluoreto de fenilmetilsulfonila (0,5
uL/mL).

As lipoproteinas (VLDL + LDL, d < 1,063 g/mL; HDL, d = 1,063-1,21
g/mL) foram isoladas do plasma por ultracentrifugacao sequencial utilizando-
se rotor 50 Ti, ultracentrifuga Beckman modelo L-8 (Beckman Instruments,
Palo Alto, CA, EUA), segundo HAVEL et al. (1955). A densidade do plasma
foi ajustada para as respectivas fragdes das LP com KBr soélido e
ultracentrifugado a 100.000 x g a 4°C: VLDL + LDL (20 h) e HDL (40 h). As
LP isoladas foram posteriormente, dialisadas contra tampao fosfato (NaCl
0,9%, NagHPO4 0,3%, NaH2PO4 0,2%, NaOH 0,38% e EDTA 0,01%), pH
7,4, por 24 h, e determinado seu conteudo em colesterol total e triglicérides.
A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry et al.

(1951).

3.4. Marcacdo da HDL com ["*C]-colesteril oleato

Apl6s a separacao das lipoproteinas, a fragcdo de HDL foi marcada
com [4-14C]-colesteril oleato ([**C]-CO), segundo 0 método de GAVISH et
al. (1987). Inicialmente, o isétopo dissolvido em tolueno foi seco sob fluxo de
nitrogénio, rediluido em 100 pL de etanol, e adicionado gota a gota ao
infranadante do plasma de d > 1,063 g/mL, sob agitacédo lenta, durante 5
min. A mistura foi, entdo, incubada em banho-maria com agitacao a 37°C por
24 h. ApOs o periodo de incubagao, a densidade da mistura foi ajustada com

KBr soélido (1,21 g/mL) e ultracentrifugada a 100.000 x g e a 4°C. As LP
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isotopicamente marcadas foram dialisadas exaustivamente contra tampéao
fosfato contendo EDTA (0,01%, pH 7,4), filtradas com filtros Millipore
estéreis de 0,22 um, e determinada sua composi¢cao em CT, TG e proteina.
A HDL marcada foi subsequentemente utilizada no ensaio de atividade da

CETP.

3.5. Medida da atividade da proteina de colesterol

esterificado (CETP)

Nos animais transgénicos, foi medida a atividade da CETP plasmatica
no inicio e ao final do protocolo de estudo. Para tanto, foi utilizado método
isotépico, que é baseado na transferéncia de *C-colesterol esterificado (**C-
CE) de lipoproteinas doadoras (HDL. + HDL3) para lipoproteinas aceptoras
(LDL+VLDL) de colesterol, ambas de fonte exdgena (plasma humano) e o
plasma dos animais experimentais como fonte de CETP. Por este método é
possivel estimar indiretamente a massa da proteina no plasma dos
camundongos, antes e apods o periodo de estudo. As lipoproteinas foram
diluidas em tampéo Tris (pH 7,4) a fim de atingirem concentragdes finais de
triglicérides em VLDL+LDL de 200 mg/dL e de colesterol total em “C-HDL
de 40 mg/dL. Em seguida, foram esterilizadas por filtracdo em filtros Millipore
de 0,22 um.

A atividade da CETP foi determinada utilizando 50 uL de 'C-HDL e
200 puL VLDL + LDL, na presenca de 10 uL do plasma dos animais como

fonte da CETP. As incubacdes foram realizadas a 37°C e a 4°C (como
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controle) durante 2 h. ApGs esse periodo, as LP que contém apo B (VLDL e
LDL) foram precipitadas com 100 uL/mL de solugéo de sulfato de dextrana-

MgCl2 (1:1) , centrifugadas a 1.000 g por 30 min e sobrenadante (200uL)

coletado para a contagem da radioatividade. A porcentagem de transferéncia
de ['“C]-colesterol esterificado das fragées de HDL para as LP que contém
apoB foi calculada a partir da féormula: % transferéncia de ["*C]CE = [1 -
(contagem da radioatividade a 37°C / contagem da radioatividade a 4°C)] x

100.

3.6. Determinacao do transporte reverso de colesterol in

vivo

3.6.1. Cultura de macrofagos da linhagem J774

Macréfagos da linhagem murina J-774 foram cultivados em garrafas
de 75 cm? com o meio RPMI contendo 10% de soro fetal bovino. Antes de
atingirem confluéncia total, as células foram lavadas duas vezes com
solucdo isotonica (PBS) contendo 1 mg/mL de albumina isenta de acidos
graxos (FAFA). A seguir, foram incubadas, por 48 h, com 50 ug de LDL
acetilada /mL de meio e 5p Ci de °H colesterol /mL (GE Healthcare).

Apos este periodo, as células foram removidas da garrafa por meio da
incubacédo, na estufa, por 3 minutos com tripsina, e seguindo-se esse
periodo foi colocado RPMI (6 ml) para cessar a acdo da tripsina. Apos
determinacdo por exclusdo em Trypan blue do numero total de células

viaveis, estas foram centrifugadas a 1500 rpm por 15 min, a 4°C. O pellet
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celular foi rediluido em PBS e novamente centrifugado para remocgao de
restos do meio de cultura. Foi determinada a radioatividade apds rediluicao
em volume conhecido de PBS. Uma fracao foi submetida a cromatografia em
camada delgada (TLC) para determinacdo da quantidade de *H-colesterol na
forma livre ou esterificada no interior celular.

Uma fragcdo da suspensao celular (ndo mais do que 100 microlitros,
mas contendo aproximadamente 3,5 x 10° células e 800.000 dpm) foi
injetada intraperitonialmente nos animais utilizando uma seringa de insulina
estéril.

Por meio de coleta de sangue da cauda a radioatividade no plasma foi
determinada apds 24 h e 48 h. Nestes mesmos periodos foram colhidas as
fezes para determinacdo da excrecao fecal de colesterol. Para tanto, os
animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas por 48 h. As fezes foram
armazenadas a -70°C para posterior extracao dos lipides.

O sangue coletado foi submetido imediatamente a centrifugacao a
1500 rpm (15 min, a 4°C). Aliguota de plasma foi transferida para tubos de
plastico contendo solugéo cintiladora, para determinagao da radioatividade.

Apbs 48 h da injecao dos macréfagos no peritdnio, os animais foram
anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (Ketalar® - 50 mg
/ Kg de peso corporal; i.p.) e cloridrato de xilazina hidrotiazina (Rompum® —
10 mg / Kg peso corporal; i.p.). Foram entdo, submetidos a laparotomia
longitudinal mediana objetivando - se a perfusdo dos 6rgaos com 5 mL de
solucgao fisiologica a temperatura ambiente, para posterior evisceracao. Apos

remogao, pulmao, bacgo, figado, rins e coracao foram lavados rapidamente
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com solugao fisiolégica gelada, secos com papel absorvente e pesados.
Uma fracdo do figado foi imediatamente congelada em nitrogénio liquido e
guardada em congelador a -70°C.

O restante do figado e dos demais o6rgaos foi imediatamente

congelado a -70°C.

3.6.2. Extracao de lipides dos tecidos e das fezes

Para extragcdo dos lipides, os tecidos e as fezes foram
homogeneizados em 5 mL de solugédo de cloroféormio / metanol (2:1; viv), e
mantidos em repouso por 18 h a 4°C. Todo o material foi filtrado em papel
filtro tipo 50, adicionando-se ao extrato, 2 mL de agua destilada. Novamente
a amostra foi mantida em repouso por 18 h a 4°C. A fase aquosa superior foi
removida a vacuo e descartada com adicdo posterior de solucao de
cloroférmio / metanol / agua destilada (3 : 48 : 47; v:v:v) ao extrato orgéanico,
o qual manteve-se em repouso por 18 h a 4°C. Apds descarte da fase
aquosa, a fase orgéanica foi seca sob fluxo constante de nitrogénio. As
amostras foram transferidas para frascos de contagem, seguindo-se
lavagem repetida com cloroférmio. Apds secagem completa adicionou-se
solugdo cintiladora para determinagdo da radioatividade em contador beta

(Beckman modelo, Palo Alto, EUA).

3.6.3 Avaliacao do conteudo hepatico de colesterol

Para extracdo dos lipides do figado, foram pesados ~ 200 mg de

tecido em seguida esse fragmento do 6rgao foi macerado em 2 mL de
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isopropanol, e o extrato foi agitado cuidadosamente. Posteriormente, as
amostras foram incubadas a 37° C por 1 hora, e deixadas em repouso por 12
horas a 4°C. No dia seguinte, o sobrenadante limpido foi coletado. E o
colesterol total foi doseado o por meio de kits enzimaticos colorimétricos
(Roche do Brasil e Labtest do Brasil).

O conteudo total de colesterol do figado foi corrigido pela quantidade
de proteina do 6rgdo. Para mensuragdo da quantidade de proteina, foram
pesados ~ 200 mg de figado, que foi entdo macerado em 4mL de agua.
Apés agitar cuidadosamente a amostra, foi retirada uma aliquota e a

proteina foi dosada pelo método de Lowry et al. (1951).

3.7. Determinacao do conteudo de ABCA-1, SR-BI, LXR e B-

E hepatico por imunoblot

Para extracdo da proteina foi utilizada apenas parte do figado. O
tecido foi homogeneizado a 4°C em tampao contendo 20 mM de HEPES,
NaCl 150mM, glicerol 10%, Triton 1%, 1 mM de EDTA, MgCl> 1,5 mM e
inibidores de protease (pepstatin 2mM, 1,4mg/ml in MeOH, leucopetin 2mM,
1 mg/ml in HxO, e aprotinina 1,5mM, 10mg/ml in 20mM Tris, pH 7,5, 4°C). A
seguir, a amostra foi centrifugada a 1.000 g, por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi retirado e correspondendo a fragdo de membrana, foi

rediluido em tampao de homogeneizacao e estocado em ultracongelador (-

700C).
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O conteudo de proteina das amostras foi mensurado utilizando-se kit
BCA (Pierce, Rockford, IL, EUA) e quantidades iguais de proteina foram
aplicadas em gel de poliacrilamina a 6% para determinacdao de ABCA-1 (220
kDa), 10% para SR-BI (82 kDa), 12% para LXR (50 kDa), 8% para LDLr (160
kDa) e 12% para B actina (38 kDa). Apés transferéncia para membrana de
nitrocelulose por 1h a 346 mA, foi realizado bloqueio de sitios ndo ocupados
na mesma usando leite desnatado (5%) diluido em PBS e acrescido com
Tween (0,05%). As membranas foram incubadas com os seguintes
anticorpos: anti-ABCA-1 (Novus Biologicals, USA), anti-SR-Bl (Novus
Biologicals, USA), anti-LXR (Santa Cruz Biotechnology, INC), anti-B-E
(Santa Cruz Biotechnology, INC) e anti-B actina, controle positivo,
(Fitzgerald, USA) em diluicdo 1:1.000 e reagidas com peroxidase. A
visualizacdo das bandas foi obtida apds reacdo com ECL (Super Signal
West Pico Chemiluminescent substract, Pierce, Rockford, IL, EUA) e

revelagdo em fotodocumentador ImageQuant 300 (GE Healthcare).

3.8. Determinacao dos receptores ABCA-1 e ABCG-1 nos

macroéfagos do periténio por imunoblot

Apbs o protocolo experimental de 6 semanas, os macréfagos foram
extraidos do peritbnio dos camundongos sedentarios e treinados por meio
de injecdo de PBS (6 ml) contendo antibidticos. Apds centrifugacao a 4°C
(1.000 rpm), o botéao celular foi rediluido e homogeneizado em SDS glicerol

(1 mL) e congelado a -70°C.
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Posteriormente, o conteudo de proteina dos receptores ABCA-1 e
ABCG-1 foi mensurado seguindo-se o protocolo descrito acima e utilizando-
se gel de poliacrilamina a 6% para determinacao de ABCA-1 (220 kDa) e a

10% para determinagao de ABCG-1 (60kDa).

3.9. Determinacao de apo A-l no lavado peritonial

A presenca de apo A-l livre foi determinada no peritdnio dos animais
sedentarios e treinados. Para tanto, apés o periodo de 6 semanas de
estudo, uma solucdo salina estéril (6 mL) foi injetada no peritbnio desses
animais. Ap6s massagem suave, o lavado peritonial foi retirado com auxilio
de seringa e a amostra protéica concentrada por centrifugacdo em filtros
Amicon. Seguindo protocolo de imunoblot descrito acima, quantidades iguais
de proteina foram aplicadas em gel de poliacrilamina 10% para deteccao de
apo A-l, utilizando-se anticorpo anti apo A-l1 murino (1:2.000) (Santa Cruz

Diag, EUA).

3.10. Determinacao do mRNA das enzimas esterol 7 e 27 alfa

hidroxilase (CYP7A1 e CYP27) por RT-qPCR

Células do figado (~50 mg) foram homogeneizadas em solugdo em
imL de Trizol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e
congeladas a -70°C. ApGs descongelamento, a solugdo foi homogeneizada,
permanecendo em repouso a temperatura ambiente, por 5 min. Logo apés,

foram adicionados 200uL de cloroférmio com agitacao vigorosa por 15 seg.
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A solucdo foi mantida a temperatura ambiente por mais 2-3 min e
centrifugada a 12.000g, 42, por 15 min. A fase aquosa superior foi transferida
para outro tubo, ao qual, foram adicionados 500uL de isopropanol, seguindo-
se repouso a temperatura ambiente, por 10 min e centrifugacado a 12.000g,
por 10 min, 4°C. O sobrenadante foi removido e o pellet de RNA lavado uma
vez com 1 mL de etanol 75% gelado. A amostra foi centrifugada a 7.500g9,
por 5 min, 4° C. O pellet de RNA, parcialmente seco, foi dissolvido com agua
tratada com DEPC e incubado durante 10 min, a 65°C.

As concentragbes de RNA total foram determinadas por
espectrofotometria. A integridade do RNA foi determinada em gel de
agarose.

A quantificagdo dos transcritos de CYP7A1 e CYP27A foram
determinadas por RT-gPCR e os resultados normalizados de acordo com
valores obtidos para m RNA B-actina, utilizado como controle interno. Os
Primers foram desenhados de acordo com a referéncia Wilund et al. (2008).

As sequéncias dos primers (sense e anti-sense) para cada transcrito
foram:

B-Actin: sense 5 - GGGTGTTGAAGGTCTCAAA- 3’ e antisense 5’ -
TGTTACCAACTGGGACGACA 3

CYP7A1: sense 5 - AGCAACTAAACAACCTGCCAGTACTA-3 e
antisense 5 — GTCCGGATATTCAAGGATGCA - 3’

CYP27A: sense 5 — GGAGGGCAAGTACCCAATAAGA -3’ e

antisense 5 — TGCGATGAAGATCCCATAGGT -3’
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A determinacao da expressdao do mRNA foi realizada em Rotor-Gene
RG-3000 (Corbett Research, Sidney, Australia) com uso de SuperScript™ ll|
Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) de acordo com instru¢des do fabricante.

O conteudo de mMRNA de CYP7A1 e CYP27A foi determinado como o
numero de transcritos em a B-actin e normalizados com a media do valor
dos figados controles.

3.10.1 Método de Analise da expressao Génica

Para analise da expressao génica foi utilizado o modelo matematico
descrito por Pfaffl (2001). Este modelo utiliza os valores de eficiéncia obtidos

nas curvas de expressao génica e a taxa de expressao relativa (R).

3.11. Efluxo de '*C-colesterol celular

Foram utilizados macrofagos isolados do peritdnio dos camundongos
sedentarios e treinados, utilizando-se HDL; de poo/ humano, como
aceptoras de colesterol. Em outro experimento, células foram obtidas do
peritdnio de animais controles (camundongos sui¢os), enquanto soro dos
animais experimentais (treinados e sedentarios selvagens ou CETP-tg) foi
utilizado como receptor de colesterol celular. Isto nos permite distinguir entre
alteragdes celulares que modulem o efluxo e/ou alteragdes no soro que
impliquem em sua capacidade como receptor de lipides celulares (por
exemplo, pelo aumento de pré-beta HDL).

Macréfagos foram obtidos por meio de injecdo de PBS contendo

antibidticos no peritbnio dos camundongos. Apéds centrifugacao a 4°C (1.000
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rpm), o botédo celular foi rediluido em meio RPMI contendo soro fetal bovino
10%. As células foram incubadas em placas de cultura com 24 cavidades de
forma a manter a concentracdo de 0,5 x 10° células por cavidade, e
mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de CO, 5%. Apds remocao das
células ndo aderidas, os macréfagos foram incubados com DMEM contendo
0,1% de albumina isenta em acidos graxos acrescido com 50 ug de LDL
acetilada / mL de meio e 0,5 uCi de "C-colesterol / mL de meio, por 24 h.

Apos lavagem com PBS/FAFA, as células foram mantidas por 24 h
apenas com DMEM/FAFA para equilibrio dos pools intracelulares de
colesterol. A seguir (considerando-se o uso de macrofagos dos animais
experimentais), as células foram incubadas, por 5 h, com 50 ug de HDLs/mL
DMEM para a determinacao do efluxo de colesterol. Nos experimentos com
uso de pool de células de animais controles foi utilizado soro dos animais
experimentais a 2% diluido em DMEM/FAFA por periodo de 2 h.

A quantidade de radioatividade presente no meio, ao final do periodo
de incubagdo, indicou o efluxo basal de colesterol (incubagdes meio
contendo apenas albumina) e o mediado pela HDL3 (incubagées com meio
acrescido com HDL3). O meio de cultura foi recolhido para tubos de vidro,
ultracentrifugado a 1500 rpm durante 10 min a 4°C para remocao de debris
celulares, e transferido para frascos de cintilagdo, seguindo-se a adicao de
solucdo contadora. As cavidades das placas foram lavadas com solucéao
fisiologica gelada.

Os lipides celulares foram extraidos com solugdo de

hexana:isopropanol (3:2) e a radioatividade determinada, apds evaporacao
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do solvente. As células foram incubadas com NaOH (250 uL de 0,2 N),
durante 3 h, a temperatura ambiente para lise celular e medida da
concentracao de proteina pelo método de Lowry et al. (1951).

Os valores obtidos em incubagbes na presenca de HDL e albumina
foram subtraidos daqueles obtidos apenas com albumina, de maneira a
refletir o efluxo mediado somente por HDL.

A porcentagem de efluxo foi calculada como:

'4C-colesterol no meio x 100

14C-colesterol no meio + '*C-colesterol na célula

3.12. Analise estatistica

As comparagbes entre 0s grupos, camundongos treinados e
sedentarios, foram realizadas pelo teste t de Student ndo pareado e os
dados sao apresentados como média + EP. As bandas de imunoblot foram
quantificadas por densitometria. Em todos os casos, foram consideradas
significantes todas as situa¢des nas quais o nivel descritivo de significancia

for inferior a 5%.
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4. Resultados

Apbs 6 semanas de estudo (periodo final), ndo se observou diferencga,
em relacdo ao periodo basal, no peso corporal e nas concentragdes
plasmaticas de colesterol total (CT), triglicérides (TG) e HDLc dos animais

selvagens treinados e sedentarios (tabela 1).

Tabela 1 — Peso e concentracdo de lipides plasmaticos dos animais
selvagens treinados e sedentarios, antes (basal) e apés (final) o periodo de
6 semanas de estudo

Selvagem
Treinado (n = 10) Sedentario (n = 9)
basal final basal final
Peso (g) 173+1,7 17013 178+2,0 18,0+2,0
CT (mg/dL) 93 + 11 7317 96 +18 78 £ 20
TG (mg/dL) 47 £12 41 £ 15 43 +12 72 £ 20
HDLc (mg/dL) * - 59 +4 - 54 +3

Antes do inicio do protocolo experimental e apés 6 semanas, 0s animais
treinados e sedentarios foram pesados e a dosagem de colesterol total (CT)
e triglicérides (TG) foi determinada no plasma. ¥ O HDLc foi determinado
apenas no final do estudo, por meio da razao entre a area de colesterol da
HDL e a area total de colesterol das lipoproteinas, obtidas por FPLC,
multiplicado pela concentragéo total de colesterol no plasma

O perfil de distribuicdo de colesterol nas lipoproteinas plasmaticas,
determinado por FPLC, ndo variou entre os grupos treinado e sedentario nos

camundongos selvagens (Figura 2).
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Figura 2. Perfil de lipoproteinas plasmaticas dos camundongos selvagens

treinados e sedentarios.

Apo6s 6 semanas de protocolo experimental, plasma (100 uL) de cada um
dos animais selvagens, treinados e sedentarios, foi aplicado em
cromatografia liquida para determinagao rapida de proteinas (FPLC). O perfil
de distribuicdo de colesterol total nas frages de lipoproteinas (VLDL, LDL e
HDL) foi analisado por método enzimatico colorimétrico em sistema
automatizado.

Apbs injecdo intraperitonial de macréfagos marcados com °H-
colesterol, observou-se nos animais selvagens treinados maior recuperacao
de radioatividade no plasma, apds 24 h e 48 h (Figura 3A) e no figado, apés
48 h (Figura 3B), em comparagédo aos selvagens sedentarios. No entanto,

nenhuma diferenca foi observada na excrecdo fecal de *H-colesterol entre

animais selvagens treinados e sedentarios (Figura 3C).
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Figura 3. Porcentagem da dose injetada de *H-colesterol recuperada no
plasma, figado e fezes dos camundongos selvagens treinados e

sedentarios.

Camundongos selvagens treinados (n = 9) e sedentérios (n = 10) receberam
injecado intraperitonial de macréfagos J774 enriquecidos com LDL acetilada e
marcados com ®H-colesterol (~3,5 x 10° células e 800.000 dpm). A. Apds 24
h e 48 h, determinou-se a radioatividade em 10 pL de plasma. A
radioatividade foi corrigida por 1 mL de plasma. B. Apds 48h, o figado foi
removido e a radioatividade determinada apds extracdo lipidica de um
fragmento do érgao. A radioatividade foi corrigida pela massa total do érgao.
C. O total de fezes foi colhido apdés 24 h e 48 h e a radioatividade
determinada apos extracao lipidica. A radioatividade foi corrigida por 1 g de
fezes.

A expressao hepética dos receptores SR-BI e B-E aumentaram 60% e
2,5 vezes, respectivamente, nos animais selvagens treinados em

comparacao aos sedentarios (Figuras 4A e 4B). Além disso, nos

camundongos selvagens treinados, observou-se aumento de 2,4 vezes na
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expressdo do receptor nuclear LXR no figado, em comparacdo aos
sedentarios (Figura 4C).
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C. LXR
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Figura 4. Expressdo hepatica dos receptores SR-Bl, B-E e LXR em
camundongos selvagens treinados e sedentarios.
Ap6s 6 semanas de protocolo experimental, a expressao hepatica dos
receptores SR-BI, B-E e LXR em camundongos selvagens treinados (n = 6)
e sedentarios (n = 6) foi determinada por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida 10%, 8% e 12%, respectivamente, seguida de imunoblot com
anticorpo anti SB-BI, anti B-E e anti LXR (vide material e métodos). As
bandas foram analisadas por densitometria e 0s valores expressos em
unidades arbitrarias.

A expressao hepatica do mRNA da enzima CYP7A1 foi aumentada
pelo treinamento fisico (Figura 5A), no entanto, 0 mRNA da enzima CYP27A

foi semelhante entre os camundongos selvagens treinados e sedentarios

(Figura 5B).
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Figura 5. Expressdao hepatica do mRNA das enzimas CYP7A1 e
CYP27A nos camundongos selvagens treinados e sedentarios
Apbs 6 semanas de protocolo experimental, a expressao hepatica do mRNA
das enzimas CYP7A1 e CYP27A em camundongos selvagens treinados (n

=6 ) e sedentarios (n = 4) foi determinada por meio de RT-PCR (vide
materiais e métodos)
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O conteudo de colesterol no figado dos camundongos selvagens nao
diferiu entre os grupos treinado (408 + 12 mg/g de tecido) e sedentario (417
+ 28 mg/g de tecido).

Macréfagos isolados do peritbnio dos animais selvagens sedentéarios
e treinados foram testados quanto & habilidade em exportar '*C-colesterol
para um pool de HDL controle, isolada do plasma de individuos saudaveis.
Nao se observou diferenga na saida de colesterol entre células isoladas de
camundongos selvagens sedentérios e treinados (Figuras 6). Além disso,
nenhuma diferenca na remocdo de '*C-colesterol foi encontrada quando
macréfagos, isolados do peritbnio de camundongos suicos controles, foram

expostos ao soro dos animais selvagens treinados ou sedentarios (Figuras

7).
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Figura 6. Efluxo de "C-colesterol de macréfagos isolados do peritdnio de

camundongos selvagens treinados e sedentarios.

Ap6s 6 semanas de estudo, macrofagos foram isolados do periténio dos
camundongos selvagens treinados e sedentarios e incubados com LDL
acetilada e '*C-colesterol. O efluxo de '*C-colesterol foi determinado
mediante incubagéo, por 5h, com HDL; isolada de pool de plasma de
individuos saudaveis. As incubagdes foram realizadas em quatriplicatas
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Figura 7. Efluxo de "C-colesterol de macréfagos isololados do peritdnio
de camundongos suicos controles para o soro de camundongos selvagens

treinados e sedentarios.

Macréfagos foram isolados do peritdnio de camundongos suicos controles e
incubados com LDL acetilada e "*C-colesterol. O efluxo de '*C-colesterol foi
determinado mediante incubacgao, por 2h, com 0,2% de soro dos animais
selvagens, obtido apdés 6 semanas de estudo. Os ensaios foram feitos em
quatriplicatas.

A concentragdao de apoA-l no lavado peritonial ndo foi alterada pelo

treinamento fisico nos animais selvagens (Figura 8).
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Figura 8. Expressdo de apoA-l no lavado peritoneal dos camundongos

selvagens treinados e sedentarios

Apo6s 6 semanas de estudo, macrofagos foram isolados do peritbnio dos
camundongos selvagens treinados (n = 5) e sedentarios (n = 5), e a
expressdo de apoA-l no lavado peritoneal foi determinada por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, seguida de imunoblot com
anticorpo anti Apo A-l (vide material e métodos). As bandas foram
analisadas por densitometria e os valores expressos em unidades
arbitrérias.

Considerando-se o importante papel da CETP na modulacéo do fluxo
centripeto de colesterol ao longo do TRC em humanos, experimentos
semelhantes foram realizados em camundongos transgénicos para CETP
humana. O desenho experimental ndo objetivou a comparagéo entre animais
selvagens e transgénicos; os experimentos foram realizados de forma
independente e os animais ndo eram descendentes da mesma base
genética.

O peso corporal, a concentracao de colesterol total, triglicérides e a

atividade da CETP nao diferiram entre os grupos treinado e sedentario, nos
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periodos basal e final e ndo variou apés 6 semanas de treinamento. No
entanto, a concentracao plasmatica de HDLc foi maior no periodo final do
estudo nos animais CETP-tg treinados em comparacao aos sedentarios.

(tabela 2).

Tabela 2 — Peso, concentracao de lipides plasmaticos e atividade de CETP
dos animais CETP-tg sedentarios e treinados, antes (basal) e apos (final) o
periodo de 6 semanas de estudo

C57BL/6 CETP - tg

Treinado (n = 10) Sedentario (n = 11)

basal final basal final
Peso (g) 19,4+12 20,3+1.3 20%2,0 19,2+2,0
CT (mg/dL) 52 +6 48 +5 61+ 15 58 + 12
TG (mg/dL) 56 + 19 51 +19 41 +13 46 £ 14
HDLc (mg/dL) # - 46+2* - 38+2
CETP atividade (%) 29+5 32+8 28+5 34 + 11

Antes do inicio do protocolo experimental e apés 6 semanas, 0s animais
treinados e sedentérios foram pesados e a dosagem de colesterol total (CT),
triglicérides (TG) e atividade da CETP foi determinada no plasma. * O HDLc
foi determinado apenas no final do estudo, por meio da razdo entre a area
de colesterol da HDL e a éarea total de colesterol das lipoproteinas, obtidas
por FPLC, multiplicado pela concentragao total de colesterol no plasma. * p =
0,033

Observou-se maior area de colesterol da HDL nos animais CETP-tg

treinados em comparacgao aos sedentarios no final do estudo (Figura 9).
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Figura 9. Perfil de lipoproteinas plasmaticas dos camundongos CETP-tg
treinados e sedentarios.

Apbs 6 semanas de protocolo experimental, plasma (100 (/L) de cada um
dos animais CETP-tg, treinados e sedentarios, foi aplicado em cromatografia
liguida para determinacdo rapida de proteinas (FPLC). O perfil de
distribuicdo de colesterol total nas fra¢cdes de lipoproteinas (VLDL, LDL e
HDL) foi analisado por método enzimatico colorimétrico em sistema
automatizado.

O aumento no transporte reverso de colesterol de macréfagos
também foi evidenciado nos animais CETP-tg treinados, neste caso com
maior recuperagao de radioatividade no plasma (Figura 10A), figado (Figura
10B) e, também, nas fezes (Figura 10C). A distribuicdo de H-colesterol

para outros 6rgaos, como bacgo, rins, pulmdes e coragao, tanto nos animais

CETP-tg, como nos selvagens foi insignificante (dados ndo mostrados).
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C. Fezes
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Figura 10. Porcentagem da dose injetada de *H-colesterol recuperada no

plasma dos camundongos CETP-tg treinados e sedentarios.

Camundongos CETP-tg treinados (n = 11) e sedentarios (n = 10) receberam
injecao intraperitonial de macréfagos J774 enriquecidos com LDL acetilada e
marcados com >H-colesterol (~3,5 x 10° células e 800.000 dpm). A. Ap6s
24h e 48 h, determinou-se a radioatividade em 10 pL de plasma. A
radioatividade foi corrigida por 1 mL de plasma. B. Apds 48h, o figado foi
removido e a radioatividade determinada apds extracdo lipidica de um
pequeno fragmento do 6rgao. A radioatividade foi corrigida pela massa total
do 6rgao. C. O total de fezes foi colhido apds 24 h e 48 h e a radioatividade
determinada apos extracao lipidica. A radioatividade foi corrigida por 1 g de

fezes.
A expressao hepatica do receptor SR-Bl ndo diferiu entre os animais
CETP-tg sedentarios e treinados (Figura 11A). Porém, a expressdo do

receptor B-E foi aumentada no figado dos animais CETP-tg treinados, em

comparacao aos sedentarios (Figuras 11B). Na Figura 11C nota-se
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expressao semelhante de LXR entre os animais CETP-tg treinados e
sedentarios. Todavia, a expressao de ABCA-1, cujo gene é positivamente
modulado por LXR, foi 100% maior nos camundongos CETP-tg treinados em

comparacao aos sedentarios (Figura 11D).
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B. Receptor B-E
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D. ABCA-1
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Figura 11. Expressao hepatica dos receptores SR-BI, B-E, LXR e ABCA-1

em camundongos CETP-tg treinados e sedentarios.

Ap6s 6 semanas de protocolo experimental, a expressdo hepatica dos
receptores SR-BI, B-E, LXR e ABCA-1 em camundongos selvagens e CETP-
tg treinados ( n = 6, n =4 no receptor LXR) e sedentarios (n = 6, n=4 no
receptor LXR), foi determinada por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida 10%, 8%, 12% e 6%, respectivamente, seguida de imunoblot
com anticorpo anti SR-BI, anti B-E, anti LXR e anti ABCA-1 (vide material e
métodos). As bandas foram analisadas por densitometria e os valores
expressos em unidades arbitrarias

A expressdo do mRNA da enzima CYP7A1 no figado foi menor nos
animais treinados em relagdo aos sedentarios (Figura 12A), porém a

expressdo hepéatica do mRNA da enzima CYP27A nédo diferiu entre os

camundongos CETP-tg treinados e sedentérios (Figura 12B).
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Figura 12. Expressdo hepéatica do mRNA das enzimas CYP7A1 e
CYP27A nos camundongos CETP-tg treinados e sedentarios

Apbs 6 semanas de protocolo experimental, a expressao hepatica do mRNA
das enzimas CYP7A1 e CYP27A em camundongos CETP-tg treinados (n
=6 ) e sedentarios (n = 6) foi determinada por meio de RT-PCR (vide
materiais e métodos)
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Nos camundongos CETP-tg o conteudo hepatico de colesterol nao foi
alterado pelo treinamento fisico (animais treinados 433 + 30 mg/g de tecido)
em comparacao aos animais sedentarios (404 + 18 mg/g de tecido).

A exportacdo de 'C-colesterol de macréfagos isolados do peritdnio
dos animais CETP-tg sedentarios e treinados para um pool/ de HDL controle,
foi semelhante (Figura 13). Da mesma forma, ndo se observou diferenga na
remocdo de '*C-colesterol, mediada pelo soro dos animais CETP-ig

treinados e sedentérios (Figura 14).
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Figura 13. Efluxo de *C-colesterol de macréfagos isolados do peritonio de

camundongos CETP-tg treinados e sedentarios.

Ap6s 6 semanas de estudo, macréfagos foram isolados do peritdnio dos
camundongos CETP-tg treinados e sedentarios e incubados com LDL
acetilada e 'C-colesterol. O efluxo de '"C-colesterol foi determinado
mediante incubacdo, por 5h, com HDLj; isolada de pool de plasma de
individuos saudaveis. As incubacdes foram realizadas em quatriplicata.
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Figura 14. Efluxo de '*C-colesterol de macréfagos isololados do periténio
de camundongos suicos controles para o soro de camundongos CETP-tg

treinados e sedentarios.

Macréfagos foram isolados do peritdbnio de camundongos suicos controles e
incubados com LDL acetilada e *C-colesterol. O efluxo de '*C-colesterol foi
determinado mediante incubacéo, por 2h, com 0,2% de soro dos animais
selvagens e CETP-tg, obtido apds 6 semanas de estudo. Os ensaios foram
feitos em quatriplicata.

A concentragdo de apoA-l no lavado peritonial ndo foi alterada pelo

treinamento fisico nos animais selvagens e CETP-tg (Figura 15).
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Figura 15. Expressdao de apoA-lI no lavado peritonial dos camundongos

CETP-tg treinados e sedentarios

Ap6s 6 semanas de estudo, macréfagos foram isolados do peritdnio dos
camundongos selvagens e CETP-tg treinados (n = 5) e sedentarios (n = 5),
e a expressao de apoA-l no lavado peritonial foi determinada por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, seguida de imunoblot com
anticorpo anti Apo A-l (vide material e métodos). As bandas foram
analisadas por densitometria e os valores expressos em unidades arbitrarias
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5. Discussao

A prética regular de exercicio fisico aerébio exerce importantes acoes
antiaterogénicas, as quais se refletem na prevencéo do estabelecimento e
progressao da lesédo aterosclerotica (Shimada et al., 2007, Napoli et al. 2006
e Ramachandran et al., 2004).

No presente estudo, avaliamos o papel do treinamento fisico em
camundongos C57BL/6 selvagens e CETP-tg sobre o TRC. Este sistema
representa mecanismo impar de ajuste da concentracdo de colesterol em
macrofagos arteriais, constituindo importante via antiaterogénica (Johnson
et al.,, 1997). A metodologia de injecdo intraperitonial de macréfagos
sobrecarregados com LDL acetilada e marcados com *H-colesterol foi
validada para determinacao do TRC in vivo, refletida pela recuperagéo da
radioatividade, ao longo do tempo, no compartimento plasmatico, diferentes
orgaos e fezes.

Macréfagos cultivados sdo marcados, na maioria dos estudos, com
colesterol livre radioativo e, embora este seja passivel de difusdo
inespecifica através das membranas celulares, a maior eficiéncia do TRC,
observada em animais com expressao aumentada de proteinas-chave para
o metabolismo das HDL, demonstra especificidade do método. Além disso, a
quantidade de colesterol livre radioativo encontrada no plasma e nas

hemacias é diminuta, evidenciando o processo subsequente de esterificacao
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do colesterol pela LCAT. Este udltimo precede a remocdo hepatica de
colesterol esterificado pelos receptores SR-BI, B-E e LRP.

Em camundongos com expressdao aumentada de ABCA-1 e ABCG-1,
seletivamente em macréfagos, ou animais que superexpressam apo A-l,
observa-se maior eficiéncia do TRC (Wang et al., 2007 e Zhang et al., 2003).
Interessante que, nestes animais, o desenvolvimento de aterosclerose,
induzido por dieta, € menor em comparagao aos selvagens, o que reforgou o
importante papel do TRC de macrofagos na prevengédo da aterosclerose,
especificamente mediado pelos transportadores ABCA-1 e ABCG-1. A
importancia desta via também foi evidenciada em diferentes estudos (Calpe-
Berdiel et al., 2005 e Wang et al., 2007) que demonstraram menor eficiéncia
do TRC de macréfagos in vivo e maior susceptibilidade a aterosclerose em
camundongos que nao expressavam ABCA-1 (Mukhamedova et al., 2008).
No entanto, a transfeccao do receptor nestes animais restaurou o TRC e
minimizou a sensibilidade a aterosclerose (Pennings et al., 2006).

Em nosso estudo, maior fluxo de colesterol dos macréfagos ao longo
do TRC foi evidenciado pela recuperacéo de *H-colesterol no plasma e no
figado dos animais selvagens treinados em comparacao aos sedentarios. No
entanto, ndo foi verificada maior excrecao fecal de colesterol radioativo.
Neste aspecto, a eliminagdo de colesterol nas fezes ndo tem sido
sistematicamente alcancada em diferentes modelos experimentais que
avaliam o TRC. Isto pode ser decorrente das diferentes metodologias
utilizadas, bem como da pequena massa de colesterol arterial frente ao poo/

total deste esterol no plasma, linfa e figado (Harada et al., 2007, Brousseau
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et al., 2005 e Masson et al., 2004) ou ainda de uma cinética de excrecao
fecal que poderia requerer coleta fracionada e continua de fezes por tempo
mais longo do que tem sido feito habitualmente.

Embora o aumento da vascularizacdo em diferentes territérios,
decorrente do treinamento fisico, possa contribuir para o maior fluxo
sanguineo ao figado, a expressdao do receptor SR-Bl (60% superior em
relacdo aos animais sedentarios), certamente contribuiu como importante via
para a captacdo hepatica de colesterol advindo das HDL nos animais
selvagens treinados. Apesar do receptor SR-BIl ndo ser determinante para o
efluxo de colesterol de macréfagos (Wang et al., 2007), sua participacao no
TRC é confirmada no tecido hepatico e em o6rgaos esteroidogénicos
(Williams et al.,1999). Neles, o SR-Bl favorece a captacdo seletiva de
colesterol esterificado das HDL, em detrimento de seus componentes
proteicos. Em animais transgénicos para SR-Bl, a prevaléncia de
aterosclerose é reduzida, embora se observe reducdo do HDLc no plasma
(Zhang, et al., 2005). Por outro lado, animais knockout para este receptor,
apresentam menor eliminagdo de colesterol na bile e maior incidéncia de
aterosclerose, embora com concentragdo elevada de HDLc (Zhang et al.,
2003 e van der Velde et al., 2005).

Paralelamente ao incremento na expressdao do SR-Bl, obtivemos
maior expressdao do mRNA da CYP7A1, critica para conversao de colesterol
em acidos biliares, quenodeoxicdlico e colico. Neste sentido, estudos prévios

evidenciam que a captacdo de colesterol esterificado da HDL pelo SR-BI
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favorece uma transferéncia direta de colesterol e &cidos biliares ao
canaliculo biliar.

Em camundongos selvagens submetidos a treinamento fisico aerébio
por 12 semanas, Wilund et al. (2008) demonstraram aumento na expressao
do mRNA da CYP27A e dos receptores SR-Bl e B-E, embora ndo tenham
evidenciado modificacdo no mRNA da CYP7A1. Diferentemente do que foi
relatado por esses autores, em nosso estudo a expressao do mRNA enzima
CYP7A1 foi maior nos camundongos selvagens treinados em comparagao
aos sedentarios. Por outro lado, ndo observamos modificagdes na expressao
da CYP27A entre os animais selvagens. Vale ressaltar, que a CYP27A
medeia a via neutra, alternativa de conversdo de colesterol em acidos
biliares que promove principalmente a formacdo de quenodeoxicélico. O
aumento da expressao da CYP7A1 reforca a evidéncia de aumento no TRC
neste modelo, apesar de ndo termos notado diferenca quanto a excrecao
fecal de colesterol radioativo entre o grupo selvagem treinado e sedentario.

Embora a expressdo do receptor B-E tenha sido aumentada pelo
treinamento fisico nos camundongos selvagens, sua contribuicdo ao TRC
pode ter sido pequena em decorréncia da auséncia da CETP nestes
animais. Sob este aspecto, estudo prévio de Wei et al. (2005) demonstrou
aumento do mRNA do receptor B-E em camundongos selvagens submetidos
a 2 semanas de treinamento fisico; embora a quantificacdo do mRNA possa
nao corresponder ao conteudo proteico expresso no hepatécito devido a

mecanismos de estabilizacao pds-traducional deste receptor.
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Nao foi observada diferenca na concentracao plasmatica de HDLc
entre animais selvagens treinados e sedentérios. Por esta razao, vale a pena
ressaltar que, devido a limitacdo na quantidade de amostras de plasma dos
animais, a determinagdo do HDLc foi indiretamente calculada a partir da
razdo entre a area de colesterol da HDL e a area total de colesterol das
lipoproteinas (obtidas por FPLC), multiplicada pela concentragdo total de
colesterol no plasma. Além disso, 0 aumento da expressao do SR-BI poderia
ter contrabalangado a elevagdo do HDLc, frequentemente observada apés
treinamento fisico aerdbio.

A utilizacdo de camundongos CETP-tg foi importante para melhor
entendimento dos efeitos do treinamento fisico num modelo experimental
cujo metabolismo lipidico € mais semelhante ao do ser humano. A CETP ¢€ a
forga motriz para o TRC contribuindo para a transferéncia de lipides neutros
entre as lipoproteinas e, consequentemente, para a maturagcdo das
particulas de HDL e reciclagem de seus componentes.

Em estudo recente, a expressdo elevada de CETP aumentou de
forma concentragcado-dependente o TRC de macr6fagos (Tanigawa et al.,
2007). Resultado semelhante foi observado por Tchoua et al. (2008), que
observaram maior porcentagem de colesterol radioativo recuperada no
plasma, figado e fezes em animais que expressavam CETP em comparacgao
aos selvagens. No entanto, Rotllan et al., (2008) ndo mostraram estimulo ao
TRC em animais CETP-tg quando comparados aos selvagens. As
discrepancias observadas entre estes estudos podem estar relacionadas a

diferencas no modelo animal estudado (CETP-tg / LDRr / apobec-1-DKO e
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CETP-tg/ SR-BI KO e CETP-tg nos primeiros estudos e CETP-tg apenas, no
segundo), bem como a linhagem celular injetada na cavidade peritonial.
Além disso, os animais diferiam em relacdo a espécie de CETP que
expressavam (humano nos dois primeiros e macaco no ultimo).

Em nosso estudo, maior fluxo de colesterol ao plasma, figado e fezes,
independentemente de variagdo na atividade plasmatica de CETP, foi
observado nos camundongos CETP-tg treinados. E interessante notar que a
CETP contribui, diretamente, para a captagdo hepatica de colesterol
esterificado das HDL. Este evento parece ser desvinculado de sua atividade
plasmatica (Klerkx et al., 2006) e independente dos receptores B-E, SR-Bl e
LRP (Gauthier, et al., 2005 e, Zhou, et al., 2006). Hepatécitos isolados de
camundongos knockout para SR-Bl apresentam menor captacdo de °H-
colesterol esterificado advindo de HDL. Porém, quando os mesmos foram
incubados com CETP exdgena, observou-se aumento na internalizacdo de
colesterol, em extensdo similar aquela observada em células controles,
isoladas de animais que expressavam SR-Bl. Sendo assim, o SR-Bl e a
CETP constituem vias distintas que agem sinergicamente, no hepatdcito,
mediando a captagao de colesterol esterificado das HDL.

A expresséo hepatica de SR-BI foi semelhante entre camundongos
CETP-tg treinados e sedentarios. Sendo assim, nestes animais, o0 SR-Bl ndo
parece ter contribuido para a maior captacao hepatica de colesterol e
excrecao fecal.

Conforme salientado, a CETP cria uma via adicional de remocao

hepatica de colesterol por intermédio dos receptores B-E, LRP e E, uma vez
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que transfere colesterol esterificado para lipoproteinas que contém apo B
(quilomicrons, VLDL e LDL). Desta maneira, a maior expressao do receptor
B-E no figado dos camundongos CETP-tg treinados contribuiu para a maior
eficiéncia do TRC. Isto reforca a importancia da CETP na distribuicdo do
colesterol entre lipoproteinas que podem ser captadas pelos receptores B-E
e nao prioritariamente pelo SR-Bl, como ocorre em espécies que nao
expressam CETP.
Surpreendentemente, a expressdo do mRNA da CYP7A1 foi menor nos
animais CETP-tg treinados, em comparagdo aos sedentarios. A
interpretacao deste achado fica limitada pela falta de analise da distribuicao
de colesterol livre e acidos biliares na bile e nas fezes destes animais. A
modulacao de outros transportadores de colesterol, que ndo foram avaliados
no presente estudo, poderia ter contribuido para a maior eliminacdo de
colesterol livre na bile, a saber: os receptores ABCG-5 e ABCG-8. No
entanto, Wilund et al. (2008) n&o evidenciaram alteracado hepéatica no mRNA
de ABCG-5, ABCG-8, embora os camundongos estudados ndo tenham sido
CETP-tg. Além disso, a acao do exercicio fisico sobre outros importantes
mediadores da excrecao liquida de colesterol no canaliculo biliar, como a
proteina NPC1L1 (Temel et al., 2007) n&o foi demonstrada até o momento.
O treinamento fisico aerdbio, em grande parte dos estudos (Kodama
et al., 2007), demonstra-se efetivo em elevar o HDLc no plasma. No entanto,
observa-se grande heterogeneidade na resposta, a qual esta, na maioria das
vezes, vinculada a melhor metabolizagcao dos triglicérides, sensibilidade a

insulina, perda de peso, bem como as caracteristicas do exercicio, como
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frequéncia, intensidade e duracdo (Kraus et al., 2004). Além disso,
polimorfismos da CETP e de outras proteinas envolvidas no metabolismo
das HDL, como as apoE e A-l, parecem influenciar a resposta do HDLc
frente ao exercicio (Sorli et al., 2006, Mukherjee et al., 2004 e Ruano et al.,
2006).

A modulacao da atividade da CETP pode contribuir para incremento
no HDLc, embora ndo haja consenso acerca do papel do exercicio fisico
sobre sua atividade. Gupta et al. (1993) demonstraram aumento na atividade
CETP em atletas comparados a sedentarios. Outros autores (Sutherland et
al., 1993, Brites et al., 2004 e Olchawa et al.,, 2004), entretanto, nao
demonstraram diferenca entre individuos que se exercitavam e controles
sedentarios. Foger et al. (1994) demonstraram que ap6s uma sessao de
exercicio fisico, a massa de CETP apresentava-se diminuida. Estas
discrepancias podem estar relacionadas a diferentes metodologias
empregadas para medida da CETP, bem como a variagdo no perfil lipidico
dos individuos.

Conforme ja salientado, em nosso estudo nao se observou variagao
na atividade plasmatica da CETP. No entanto, a concentracdo de HDLc foi
maior nos animais exercitados, o que pode caracterizar modificacdo em vias
de geracao e/ ou catabolismo das HDL que nao foram avaliadas.

Maior geracdo muscular de pré-beta HDL é demonstrada durante
sessdao de exercicio (Sviridov et al., 2003), a qual parece refletir maior
habilidade do soro de atletas em remover colesterol celular (Brites et al.,

2004). Além disso, favorecimento da maturagédo de pequenas particulas de
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HDL tem sido descrita frente ao treinamento fisico em diabéticos, com
enriquecimento de HDL maiores (HDLy) em triglicérides (Ribeiro et al.,
2008). A concentracdao de HDL no plasma é também beneficiada pelo
exercicio fisico aerdbio, gracas a reducdo do catabolismo de sua principal
apoliproteina, a apo A-l (Sasaki et al., 1988) e, provavelmente, pelo aumento
da expressdo do mRNA de ABCA-1 no figado (Ghanbari-Niaki et al., 2007) e
no intestino (Khabazian et al., 2009). De fato, evidenciamos aumento na
expressao hepatica de ABCA-1 nos camundongos CETP-tg treinados, o que
se refletiu na maior concentragdo de HDLc. Além disso, o incremento na
expressao de ABCA-1 poderia representar um mecanismo de adaptagcéao dos
animais CETP-tg frente a maior expressao dos receptores B-E. No entanto,
a falta de determinacdo da expressao de ABCA-1 nos animais selvagens
treinados e sedentarios constitui uma limitagdo a esta interpretacao.

A concentracdo de apo A-l no lavado peritonial ndo foi alterada pelo
treinamento fisico nos animais selvagens e CETP-tg, ndo sendo, portanto,
responsavel pelo maior fluxo de colesterol dos macrofagos injetados ao
plasma. Nao obstante, a concentragdo de HDLc, maior nos animais CETP-tg
treinados, contribui também para o maior trafego ao longo do TRC.

Nao foi evidenciada alteracdo no efluxo de colesterol de macréfagos
isolados de animais selvagens ou CETP-tg treinados e sedentéarios. Da
mesma forma, nao houve alteracao no efluxo de colesterol de macréfagos
controles, mediado pelo soro dos animais treinados e sedentarios. Uma
importante consideracao deve ser feita, jA que as andlises realizadas em

células cultivadas podem nao refletir apropriadamente as interacdes
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metabdlicas que ocorrem no organismo intacto. Sendo assim, é possivel que
outros mecanismos no ambito celular, por exemplo, relativos a expressao de
receptores de HDL que medeiam a exportacdo de colesterol também
possam ser modulados pelo exercicio fisico.

Hoang et al. (2007) demonstraram aumento na expressdo de mRNA
de ABCA-1 em leucocitos de individuos treinados em relagdo aos
sedentarios. Butcher et al. (2008) evidenciaram que o treinamento fisico
aerébio de baixa intensidade, por 8 semanas, foi capaz de aumentar a
expressdo do mRNA dos receptores ABCA-1, ABCG-1 e CD-36 em
leucocitos humanos. O aumento do receptor CD-36 que capta lipoproteinas
modificadas poderia, a principio, ser de um lado considerado proé-
aterogénico, embora o maior aporte de colesterol suscitado por este receptor
associe-se ao aumento de vias de exportacdo de lipides de macréfagos
(ABCA-1 e ABCG-1). Estes eventos foram vinculados com a maior ativagao
de fatores de transcricdo relacionados a modulacdo do metabolismo de
lipides plasmaticos e teciduais, como o LXR e o receptor ativado por
proliferadores de peroxissomos do tipo gama (PPARy) (Butcher et al., 2008).

Em nosso estudo, a expressdo hepética de LXR aumentou nos
animais selvagens treinados em comparacdo aos sedentarios. Naik et al.
(2006), demonstraram aumento no TRC em trés diferentes modelos de
camundongos (selvagens, LDLr/apobec-1 knockout e duplo transgénico para
apoB e CETP humana) quando tratados com agonista de LXR, reforcando a
importancia deste receptor para o TRC. Em contrapartida, no presente

estudo, no grupo CETP-tg o exercicio fisico ndo alterou a expressao
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hepatica do LXR. Por outro lado, expressao hepatica de ABCA-1, cujo gene
é alvo do LXR, aumentou 100% nos animais CETP-tg exercitados, refletindo
possivelmente uma regulacao pés-traducional da proteina deste receptor.
Observamos maior eficiéncia no TRC nos modelos experimentais
estudados, porém, pelo fato dos camundongos CETP-tg representarem um
modelo semelhante aos humanos no que se refere o TRC, os achados
apontam para importante papel do exercicio fisico aerébio regular na
melhoria do TRC em humanos e na prevencao da génese e progressao da

aterosclerose.
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6. Conclusoes

O treinamento fisico aerdébio acelera o TRC de macrofagos em
camundongos C57BL/6 selvagens, devido ao aumento da expressao do
receptor hepatico SR-Bl e maior expressdo do mRNA da CYP7A. Nos
animais transgénicos para CETP humana, a maior eficiéncia deste sistema,
decorrente do treinamento fisico aerdbio, é consequente da maior expressao
dos receptores de LDL no figado e do aumento de HDLc, embora a agéo
direta da CETP sobre a captacdo hepatica de colesterol esterificado das

HDL né&o possa ser descartada.
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