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RESUMO. Emulsdes lipidicas que mimetizam lipoproteinas naturais demonstram ser importantes para o
entendimento do metabolismo e da organizacio constitucional dos componentes lipidicos circulantes. Qui-
lomicrons produzidos pelos enterdcitos geralmente contém oxisterdis, como o 7-cetocolesterol. No presente
trabalho desenvolvemos uma emulsao rica em 7-cetocolesterol e triglicerideos como um modelo de quilo-
microns ricos em oxisterol. Utilizamos quantidades diferentes de 7-cetocolesterol e avaliamos o didmetro
efetivo das emulsdes formadas, alteracoes baseadas em radiomarcacao das emulsées. A producio de uma
emulsao sintética semelhante a quilomicrons rica em 7-cetocolesterol mostrou ser possivel e de facil repro-
ducio, sendo um modelo para estudos futuros do metabolismo deste oxisterol in vivo.

SUMMARY . “Development of a Synthetic 7-ketocholesterol- Rich Emulsion Resembling Chylomicrons”. Lipid
emulsions that mimic natural lipoproteins help to understand the metabolism and the constitutional organization
of circulating lipids. Chylomicrons synthesised by enterocyte cells usually contain oxysterols such as 7-ketoc-
holesterol (7-KC). Here we describe the development of a 7-KC-containing emulsion as a model for oxisterol-
rich chylomicron. Different amounts of 7-KC were used. Emulsion characteristics as effective diameter, lipid sat-
uration with radiolabeled lipids was evaluated. In conclusion, the production of a synthetic 7-KC-rich emulsion

resembling hylomicrons was feasible, being a model for in vivo metabolism studies.

INTRODUCAO

7-cetocolesterol (7-KC) € o principal coleste-
rol oxidado (oxisterol) presente nos alimentos e
no organismo humano 1-3. Os oxisterdis repre-
sentam uma classe de moléculas regulatérias
potentes com ac¢oes bioldgicas importantes, co-
mo na interferéncia no metabolismo de esterdis,
na inibicio da proliferacio e diferenciacao celu-
lares, na citotoxicidade, na aterogenicidade, na
mutagenicidade e na carcinogenicidade 4. Sao
reguladores da expressao génica, substratos pa-
ra a sintese de 4cidos biliares e mediadores do
transporte de esteris. Como moléculas regula-
torias, inibem a producio de fatores de trans-
cricio requeridos para a expressao de varios ge-
nes das vias de suprimento de colesterol 5 e sao
ligantes que ativam receptores nucleares ¢. Tam-
bém podem ser substratos para a sintese de
hormdnios esteroidais 7. Os oxisterdis, de uma

maneira geral, sdo inativados pela conversio em
acidos biliares e, em algumas instincias, a ne-
cessidade de acidos biliares pode somente ser
suprida através do metabolismo de oxisterdis 8.

O 7-cetocolesterol € o principal oxisterol
presente em alimentos processados ricos em co-
lesterol 910, além de poder ser produzido endo-
genamente por autoxidacao do colesterol. Os
oxisterdis de origem dietética sao absorvidos e
incorporados em quilomicrons. O 7-cetocoleste-
rol, ap6s ingestio, € absorvido pelas células en-
téricas e incorporado a quilomicrons 1011 sendo
que cerca de 12% do conteido de 7-KC chega a
circulacao 10,

Os quilomicrons podem ser considerados co-
mo a fase interna de uma emulsio, consideran-
do que emulsdes sio misturas altamente inter-
dispersas de dois liquidos, aquosos ou oleosos,
que niao formam solucoes. A fronteira entre os
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dominios aquoso e oleoso ¢é estabilizada por
surfactante. Assim, ha uma fase dispersa chama-
da de fase interna, e uma fase continua, chama-
da de fase externa. Os quilomicrons apresentam
um nucleo rico em triglicerideos (85-90% da
massa) e colesterol esterificado (3-4%) envolvi-
dos por uma monocamada de colesterol nao es-
terificado (3-4%) e fosfolipideos (7-10%) que
atuam como agente surfactante, sendo a fase
externa o sangue em contato com a particula.

Ha poucos estudos sobre incorporacio de
oxister6is em particulas lipidicas; Lyons &
Brown 12 utilizaram 7-KC em LDL acetilada ou
quilomicrons naturais. Por outro lado, a utili-
zacao de quilomicrons naturais para estudos
metabolicos € dificultada pelas caracteristicas de
sua obtencdo e manipulacio. Modelos de
emulsoes lipidicas sintéticas com caracteristicas
fisiologicas e metabolicas de quilomicrons facili-
tam estes estudos 13.

No presente trabalho demonstramos a possi-
bilidade da producao de quilomicrons sintéticos
ricos em 7-cetocolesterol como possivel modelo
de estudo das atividades metabdlicas do princi-
pal oxisterol encontrado no corpo humano.

MATERIAIS E METODOS
Preparo das emulsoes ricas em
7-cetocolesterol, semelbantes a quilomicrons
As emulsoes semelhantes a quilomicrons fo-
ram preparadas a partir de uma mistura conten-
do 23 mg de fosfatidilcolina (Lipid Products-Su-
rrey, UK), 6,0 mg de colesteril oleato (Lipid Pro-
ducts-Surrey, UK), 69 mg de trioleina (Nu-
Check-Elysian,MN), 2,0 mg de colesterol livre
nao esterificado (Nu-Check-Elysian,MN), previa-
mente secos sob fluxo de nitrogénio. 2405 KBq
de [14C] colesteriloleil éter ou colesterol livre
(Amersham, England) foi adicionado, correspon-
dendo a 9.000.000 cpml3. As emulsoes ricas em
7-cetocolesterol (Sigma - St. Louis, USA) foram
preparadas pela adicao de diferentes quantida-
des de 7-cetocolesterol (2,0 mg; 2,5 mg; 5,0 mg;
7,5 mg), além de 7-KC [H3], aos demais lipidios
constituintes. Os lipidios foram ressuspensos em
6,0 mL de solucao salina (NaCL, densidade
1,101 g/mL), e sonicados, utilizando-se um dis-
ruptor celular Branson Ultrasonics Corp., mode-
lo B 450 (Danbury, EUA) equipado com ponta
de titinio de 1 cm de didmetro e poténcia de
125 Watts, por 30 min, sob atmosfera de N,
com temperatura abaixo de 52 °C. Apds a emul-
sificacdo, 3 mL da emulsao foi ultracentrifugada
em gradiente de solucdes de NaCl em diferentes
densidades (1,065 g/mL; 1,02 g/mL; 1,006
g/mL). A ultracentrifugacao foi realizada a
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12.000 rpm por 15 min, a 20 °C em rotor SW41.
Ap6s a ultracentrifulgacao aspirou-se 0,5 mL do
sobrenadante e acrescentou-se igual volume de
NaCl (d = 1,006g/mL). Ap6s nova ultracentrifu-
gacdo a 36.000 rpm por 25 min a 20 °C, o so-
brenadante, fracio que continha a emulsio se-
melhante a quilomicrons, era isolado

Andlise do tamanbo das diferentes
emulsoes contendo 7-KC

O tamanho das diferentes emulsoes foi esti-
mado por laser light scattering (Zeta Pals, EUA).
O laser de estado soélido de 15 mW, com coefi-
ciente de difusio de 100 a 109 cm?/seg, e Angu-
lo fixo de 90° é capaz de medir a variacao de
tamanho de 2 nm até 3 pm. Diluiu-se as
emulsdes com solugio salina 0,9%, seguido de
filtracao em filtro de poro 0,22 pm de didmetro
(Millipore, Bedford, MA), com posterior analise
por light scattering 4. Os resultados sido apre-
sentados como média com os respectivos des-
vios padroes.

Contagem radioativa das emulsdes rica em
7-KC semelbantes a quilomicrons

A radioatividade derivada de [14C] colesterilo-
leil éter e [3HI-7-cetocolesterol incorporados em
cada emulsdo rica em 7-KC semelhante a quilo-
microns, de cada aliquota, foi contada em con-
tador de cintilacao liquida (LKB). Os resultados
estao expressos em porcentagem de radioativi-
dade relativa ao total de radioatividade adicio-
nada inicialmente na primeira etapa de sintese
de cada emulsao.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra o didmetro efetivo final de
cada emulsio quilomicron-simile com diferentes
contetidos de 7-KC. O diametro da particula,
sem acréscimo de 7-KC, possui um didmetro
menor do que quilomicrons naturais, como des-
crito anteriormente 13, A saturacdo com concen-
tracoes altas do oxisterol nao altera de maneira
significativa o tamanho das emulsoes.

Quantidade de 7-KC Diametro Efetivo

0,0 117,7 + 35,2 nm

2,0 mg 104,6 £ 354 nm

2,5 mg 106,5 + 31,4 nm

5,0 mg 113,9 £ 29,2 nm
7,5 mg 129,8 + 9,2 nm
Quilomicron natural 180 - 500 nm

Tabela 1. Didmetro efetivo de cada emulsao rica em
7-cetocolesterol semelhante a quilomicrons. Os valo-
res representam as médias e os desvios padroes

(n=3).
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Massa de 7-KC

[14C] colesteriloleil éter

3[H]-7-cetocolesterol

2,0 mg 47,6 + 12,9% 58.8 + 3.6 %
2,5 mg 46,7 £ 13,1 % 53,9 +53%
5,0 mg 50,1 £ 9,6 % 53,1+ 69 %
7,5 mg 513 +7.2% 477 +72%

Tabela 2. Porcentagen de incorporaciao de [14C] colesteriloleil éter e [3H]-7-ceto-
colesterol as emulsoes artificiais. Os resultados sio apresentados em porcenta-
gem relativa a contagem radioativa inicial (n=3).

Para avaliar o grau de incorporacio de 7-KC
as emulsoes utilizou-se [14C]-colesteriloleil éter e
[BH]-7-cetocolesterol. A Tabela 2 mostra a por-
centagem de radioatividade final contida em ca-
da quilomicron sintético. Nota-se que, aumen-
tando a massa de 7-KC a ser utilizada na prepa-
racdo das emulsdes, que acarreta uma maior
massa final, ha uma diminuicido da marcacao
correspondente ao 7-KC, caracterizando um ren-
dimento menor.

DISCUSSAO

Os oxisterois, mais especificamente o 7-ceto-
colesterol, apresentam importancia na homeos-
tasia lipidica e em doencas relacionadas ao me-
tabolismo lipidico. E importante o desenvolvi-
mento de estratégias que propiciem a avaliacao
do metabolismo destes oxisterdis com base em
estruturas lipidicas sintéticas semelhantes as na-
turais, haja vista as dificuldades de obtencio e
manipulacio destas ultimas.

Neste trabalho desenvolvemos uma emulsio
rica em 7-cetocolesterol semelhante a quilomi-
crons como modelo para estudos deste oxiste-
rol. A emulsificacao foi eficiente, como demons-
trado pelos estudos do didmetro efetivo de cada
emulsdo e da saturacao lipidica, através da de li-
pidios radiomarcados.

Os diametros das particulas nio mostraram
diferenca estatistica significativa quando compa-
radas entre si e com a auséncia de 7-KC, apesar
de exibirem um tamanho menor que o dos qui-
lomicrons naturais. Neste aspecto, é de esperar
que estas particulas exibam um comportamento
fisioloégico semelhante ao da particula sem 7-KC
13, Por outro lado, quantidades crescentes de 7-
cetocolesterol na preparacio levam a um menor
rendimento na incorporacdo. Apesar disto, po-
deriam ser utilizadas na dependéncia do experi-
mento a ser realizado.
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Em conclusio, foi possivel produzir uma
emulsio lipidica rica em 7-cetocolesterol, basea-
da quilomicrons artificiais, que é de facil repro-
dutibilidade. Esta particula € potencialmente util
como modelo para o estudo do metabolismo
deste oxisterol e seus efeitos quando incorpora-
do a quilomicrons.
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