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1. INTRODUCAO

O HDL contém varias proteinas constituintes com propriedades anti-
oxidantes e anti-inflamatérios relevantes (ATGER, et al.,1990) Entre estas
proteinas associadas, a enzima anti-oxidante, paraoxonase-1 (PON-1), tem efeito
protetor contra o desenvolvimento de aterosclerose em seres humanos e em
modelos animais (SCHMITZ, et al.,1982) A PON-1 forma parte da familia de
genes da enzima Paraoxonase, € sintetizada no figado e transportada pelo
sangue (FERRE, et al., 2002). Sua atividade foi encontrada diminuida em alguns
estudos quando em condicdes associadas com niveis baixos de colesterol HDL,
principalmente em casos de diabetes mellitus. Neste contexto, a HDL é
necessaria para a funcédo da PON-1, enquanto que, por outro lado, a modificacao
oxidativa do HDL compromete a atividade enzimatica da PON-1. (GARNER, et
al.,1998).

Uma variedade de técnicas tém sido adaptadas para subfracionar o HDL,
incluindo  precipitacdo, eletroforese, cromatografia por afinidade, e
ultracentrifugacdo. O dltimo destes métodos, ultracentrifugacdo, € o mais usado
rotineiramente para subfracionar o HDL, com inlmeros protocolos ja publicados.
No entanto, muitos destes métodos dependem de longos periodos de
ultracentrifugacdo para maximizar a recuperagdo de HDL e dos seus
componentes (HAVEL, et al., 1955).

Baseado nisso o presente estudo teve com objetivo a adaptacdo da técnica
de subfracionamento do HDL para dosar os niveis de PON1 no soro total e nas
fracOes HDL e LDL.

2. METODOLOGIA

Foram utilizadas amostras de camundongos fémeas da linhagem C57BL/6,
sendo 12 fémeas jovens com aproximadamente 4 meses de idade e 12 fémeas
velhas com 13-14 meses de idade alojados em estantes ventiladas, sob
temperatura (22 + 2 °C) e umidade (40 — 60%) controladas.

Primeiramente iniciou-se o protocolo de separacdo de HDL. As amostras
foram diluidas em 100ul de reagente separador do HDL (Labtest, Sdo Paulo,
Brasil), sendo na sequéncia centrifugadas por 15 minutos a 3500rpm. O
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sobrenadante, contendo a fragdo HDL, foi removido ap6s a centrifugacdo para
outro eppendorf. O pellet restante, contendo a fracdo LDL e VLDL, foi diluido em
200ul de PBS.

As amostras (HDL, LDL\VLDL e soro total) foram diluidas 1 para 3 em
tamp&o 20mM Tris/HCL. Logo apos o adicionou-se 3,3ul de amostra para 500pl
de solucéo de trabalho, composto por fenialacetato e tampao 20mM Tris/HCL. A
absorbancia foi medida a 270 nm durante 60 segundos em espectrofotdbmetro. A
atividade da PONL1 foi expressa em U/mL. Os valores obtidos na fracdo HDL e
VLDL/LDL foram multiplicados por 2 devido a diluicdo inicial para separacédo do
HDL.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade média de PON1 no soro total foi de 94,8 + 30,8 U/mL, sendo
gue na fracdo HDL foi de 66,8 + 16,6 U/mL. Estes resultados indicam que
aproximadamente 70% da atividade da PON1 encontra-se ligado a fracdo HDL. A
correlacao entre a PON1 total e no HDL néao foi significativa (P=0.22) com o valor
de “r" de 0.26 (Figura 1).
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Figura 1 — Correlac&o entre a atividade total e na fragcdo HDL de PONL1.

O método proposto pelo presente trabalho mostrou resultados satisfatorios,
a técnica utilizada parece ser eficiente para medir o nivel de PON1 no HDL,
porém o total das fracdes € desigual ao total do soro puro, nesse contexto mais
testes e estudo precisam ser realizados para adequar o método proposto.

4. CONCLUSOES

Neste estudo, o método utilizado parece ser valido para medir a atividade
de PON1 no HDL, porém o total das fracdes € desigual ao total do soro puro,
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nesse contexto mais testes e estudos precisam ser realizados para adequar o
mecanismo de pesquisa proposto.
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