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Resumo

Estudos anteriormente realizados demonstraram o efeito hipocolesterolémico dos regimes
alimentares & base de leguminosas (principalmente & base de soja) em modelos animais e
humanos. No entanto, o(s) mecanismo(s) através do(s) qual(is) as leguminosas exercem este
efeito, n&o estdo completamente esclarecidos. A contribuigao do intestino grosso para este efeito
hipocolesterolémico também n&o esta bem documentado.

Este trabalho foi realizado para investigar o efeito do consumo durante 3 semanas de regimes
a base de caseina (C) e de leguminosas (gréos de soja extrudida (SE), de ervilha (E) e de tremogo
de folhas estreitas (T)) enriquecidos em colesterol (2,8 g-kg"), no metabolismo do colesterol e dos
esteréis neutros e acidos de suinos em crescimento intactos (I) e sujeitos a uma anastomose ileo-
rectal (IRA). Ao inicio dos ensaios, os animais apresentavam-se hipercolesterolémicos devido ao
consumo durante 2 semanas do regime C enriquecido em colesterol.

No Ensaio Soja, quarto grupos de seis animais foram distribuidos pelos tratamentos
experimentais (C-l, C-IRA, SE-I e SE-IRA). No plasma, o colesterol total e o colesterol das LDL e
das HDL n#o foi afectado pelos regimes nem pelo processo cirurgico. No figado, o regime SE
deprimiu significativamente os niveis de colesterol livre, esterificado e total. Os tratamentos néo
afectaram a actividade das 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG CoA) reductase, colesterol
7a-hidroxilase (CYP7A1) e esterol 27-hidroxilase (CYP27A1) hepéticas. A bilis vesicular dos
suinos consumindo o regime SE apresentou uma concentragdo menor em colesterol total, ao
passo que a de 4cidos biliares totais aumentou. O regime SE e a IRA diminuiram acentuadamente
os metabolitos microbianos dos 4cidos biliares vesiculares (nomeadamente o é&cido
hiodesoxicolico) e aumentaram os &cidos biliares primérios (principalmente o acido hiocélico). A
concentrag&o vesicular em &cidos biliares hidrofobos foi diminuida s6 pelo regime SE. A excregéo
fecal diaria de esterdis neutros aumentou nos suinos consumindo o regime SE, mas a excregao
didria de acidos biliares e a excrecdo total diaria de esteris neutros e é&cidos n&o. A
transformag&o microbiana dos esterdis neutros e &cidos foi marcadamente reduzida pela IRA,
especialmente nos suinos consumindo o regime SE. Assim, a soja extrudida e o processo
cirirgico modularam o perfil esterol fecal, mas o segmento ceco-colon néo pareceu desempenhar
um papel crucial na colesterolémia dos suinos.

O Ensaio Ervilha envolveu quarto grupos de seis animais (C-l, C-IRA, E-l and E-IRA). O
colesterol plasmatico foi diminuido pelo consumo do regime E, através de uma descida
significativa no colesterol das LDL. O regime E também diminuiu a concentragdo hepatica em
colesterol esterificado e aumentou a actividade da HMG CoA reductase e a sintese de receptores
de LDL. As concentracdes biliares em colesterol total e 4cidos biliares foram maiores nos suinos
consumindo o regime E que nos consumindo o regime C. Além disso, a excregéo diaria de acidos
biliares e a excregio total diaria de esterdis neutros e acidos foram superiores nos animais
consumindo o regime E. A auséncia funcional do segmento ceco-célon inibiu a transformagao
microbiana do colesterol e do PB-sitosterol, diminuiu a excrecdo diaria de acidos biliares e
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aumentou a relagao entre a excrecdo de &cidos biliares primarios e secundarios. No entanto, neste
estudo a sua influéncia sobre a colesterolémia foi negligenciavel. Estes resultados sugerem um
efeito hipocolesterolémico da ervilha provavelmente modulado por um aumento da excregdo diaria
de acidos biliares (e de ester6is neutros e acidos totais) e por um “pool” de colesterol e acidos
biliares vesiculares aumentado.

Finalmente, no Ensaio Tremogo, onde quatro grupos de seis animais foram utilizados (C-l, C-
IRA, T-I and T-IRA), a hipercolesterolémia induzida pelo regime alimentar & base de caseina foi
inibida pelo consumo do regime T, através de uma descida substancial no colesterol plasmatico
das LDL. O regime T também reduziu os niveis hepaticos de colesterol esterificado e total, ao
mesmo tempo que aumentou a actividade da HMG CoA reductase e a sintese dos receptores de
LDL. A excregdo diaria de esterdis neutros e a excrecao total diaria de esteréis neutros e acidos
foram superiores nos suinos consumindo o regime T. No entanto, a excrecéo diaria de acidos
biliares foi menor nos animais sujeitos & IRA que nos |, tal como o foi a actividade da CYP27A1
hepatica. O processo cirtirgico também impediu a transformacdo microbiana dos esteréis, mas
mais uma vez ndo teve repercussées nos niveis de colesterol plasmatico observados. Estes
resultados sugerem que o efeito hipocolesterolémico do regime T foi obtido através de uma menor
absorgéo intestinal de colesterol, provavelmente modulada pelos elevados contetidos em
fitosterdis e PNA deste regime, quando comparado com o regime C.

O conjunto destes resultados sugere que o principal mecanismo modulador do efeito
hipocolesterolémico das leguminosas (ou, senZo o principal, pelo menos o essencial ao
aparecimento do referido efeito) manifesta-se ao nivel da redugio na absorcdo intestinal dos
esterdis neutros e acidos, a qual afecta a excregéo total didria destes compostos. De facto,
quando tal excregdo ndo foi significativamente aumentada pelo regime & base da leguminosa
(Ensaio Soja) o efeito hipocolesterolémico néo se detectou, mas quando o foi (Ensaios Ervilha e
Tremocgo), observou-se uma redugéo no colesterol plasmatico, mais especificamente no colesterol
das LDL. Por fim, os animais sujeitos a IRA apresentaram uma menor transformag&o microbiana
dos esteréis neutros e acidos em todos os tratamentos. Este processo cirirgico também induziu
um crescimento compensatério do intestino delgado dos suinos dos Ensaios Ervilha e Tremogo,
contribuindo para uma redugdo na sua excregdo diaria de &cidos biliares. Apesar destas
modificagdes, o segmento ceco-cédlon ndo apresentou efeitos significativos ao nivel da modulagao
da colesterolémia nas presentes condicées experimentais.

Palavras-chave: soja extrudida, grios de erviha, gridos de tremoco de folhas estreitas,

metabolismo do colesterol, sintese hepatica de esterdis, excregdo de esterois,
anastomose ileo-rectal, suinos.
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Abstract

Previous studies have demonstrated the cholesterol-lowering effect of dietary legumes (mainly
soybean) in animals and humans, but the mechanisms by which they exert this effect are not
completely understood. The contribution of the hindgut to this hypocholesterolemic effect is also
not well documented.

This work was undertaken to investigate the effect of cholesterol-enriched (2.8 gkg™) casein
(C) and legume diets (extruded soybean (ES), raw pea seed (RP), and blue lupin seeds (BL) diets)
consumed for 3 wk, on the cholesterol and neutral and acidic steroid metabolism of intact (l) and
ileo-rectal anastomosed (IRA) growing pigs. These pigs were made hypercholesterolemic by the
previous consumption of the cholesterol-enriched C diet for 2 weeks.

In the Soybean Trial, four groups of six growing pigs were assigned to the treatments (C-l, C-
IRA, ES-l, and ES-IRA). Plasma total cholesterol, LDL- and HDL-cholesterol were not modified by
diet or surgery. In the liver, the ES diet significantly depressed free, esterified and total cholesterol.
Treatments did not affect hepatic 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG CoA) reductase,
cholesterol 7a-hydroxylase (CYP7A1) or sterol 27-hydroxylase (CYP27A1) activities. In the
galibladder bile of ES-fed pigs, total cholesterol was depressed while total bile acid concentration
was increased. ES diet and IRA markedly decreased the biliary bile acid microbial metabolites
(namely hyodeoxycholic acid) and increased the primary bile acids (mainly hyocholic acid). The
concentration of bile hydrophobic acids was decreased only by the ES diet. Daily faecal neutral
sterol output was increased in ES-fed pigs, but the daily bile acid output and total neutral and acidic
steroid output were not. Microbial transformation of neutral and acidic steroids was markedly
reduced by IRA, especially in the ES-fed pigs. Thus, extruded soybean and surgery modulated the
faecal steroid profile but the cecum-colon did not seem to play a crucial role in determining the
cholesterolemia in pigs.

The Pea Trial also involved four groups of six animals (C-l, C-IRA, RP-l, and RP-IRA). Plasma
cholesterol was lowered by the RP diet through a significant decrease in LDL-cholesterol. The RP
diet also decreased the hepatic concentration of esterified cholesterol and increased the HMG CoA
reductase activity and the LDL receptor synthesis. The total cholesterol and bile acid biliary
concentrations were increased in RP- as compared with C-fed pigs. In addition, daily faecal bile
acid output and the daily total neutral and acidic steroid output were higher in RP-fed pigs. The
cecum-colon bypass inhibited the cholesterol and B-sitosterol microbial transformation, lowered the
daily bile acid output and increased the primary to secondary bile acid output ratio but, in this study,
its influence on cholesterolemia was negligible. These results suggest a hypocholesterolemic effect
of the raw pea probably through an increased faecal bile acid output and an increased biliary
cholesterol and bile acid pool.

Finally, in the Lupin Trial another four groups of six animals were used (C-l, C-IRA, BL-l, and
BL-IRA pigs). Diet-induced hypercholesterolemia was inhibited by BL diet, through a substantial
decrease in plasma LDL-cholesterol. The BL diet also reduced liver esterified and total cholesterol,
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and increased hepatic HMG CoA reductase activity and LDL receptor synthesis. The daily neutral
sterol output and the daily total neutral and acidic steroid output were higher in BL-fed pigs.
Unexpectedly, the daily bile acid output was lower in IRA than in INT pigs, as it was the CYP27A1
activity. Surgery also prevented steroid microbial transformation but it did not influence plasma
cholesterol levels. These results suggest that the mechanism for the hypocholesterolemic effect of
BL diet was due to impaired intestinal cholesterol absorption, probably modulated by the higher
contents in phytosterols and NSP of the BL diet when compared with the CAS diet.

When taken together, these results suggest that the leading mechanism (or, at least an
essential one) by which legumes modulated the cholesterol metabolism was the total neutral and
acidic steroid intestinal absorption, which led to a variation in the daily output of these compounds.
When the total neutral and acidic steroid output was not significantly increased by the legume diet
(Soybean Trial) the hypocholesterolemic effect was absent, but when it was increased (Pea and
Lupin Trials} a reduction in the plasma cholesterol was noticed, specifically in the LDL cholesterol
fraction. Lastly, the IRA pigs presented a reduced microbial transformation of the neutral and acidic
steroids in all the treatments. The surgical procedure also induced a hypertrophy of the small
intestine in pigs from the Pea and Lupin Trials, contributing to a reduction in their daily bile acid
output. Nevertheless, and although producing these changes, the cecum-colon section did not
affect significantly the plasma cholesterol level of the pigs in the experimental conditions observed
in these Trials.

Keywords: extruded soybean, raw pea seeds, blue lupin seeds, cholesterol metabolism, hepatic
steroid synthesis, steroid output, ileo-rectal anastomosis, pig.
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I. INTRODUCAO

As doengas ligadas ao estilo de vida como os diabetes mellitus, as hiperlipémias e as
doencas cardiovasculares, cada vez mais comuns nos paises industrializados, sao
responsaveis por grande parte da morbilidade e mortalidade prematura nas sociedades
ocidentais. No Homem, a incidéncia de doencas cardiovasculares tem sido desde ha
varias décadas correlacionada primordialmente com quatro (entre muitos outros) factores
de risco: a obesidade, niveis de colesterol plasmatico elevados, hipertensdo e consumo
de tabaco (Keys, 1970).

Dados obtidos a partir de estudos epidemioldgicos e experimentais em humanos e
modelos animais indicam que o risco de doengas cardiovasculares pode ser reduzido por
varios meios. Um dos que mais interesse tem despertado € a manipulagdo dietética
(Kerckhoffs et al., 2002). Assim, 0 consumo de leguminosas ou seus componentes tem
originado redugcbées no nivel plasmatico de colesterol, particularmente em casos de
hiperlipémia do tipo Il ou hipercolesterolémia, o tipo mais comum de hiperlipémia. No
entanto, os mecanismos de modulacdo do metabolismo do colesterol e dos esterdis
neutros e acidos pelas leguminosas nao estdo ainda completamente esclarecidos
(Anderson e Major, 2002).

A grande maioria dos estudos realizados com vista a identificar o efeito das
leguminosas no metabolismo do colesterol e dos esteréis neutros e acidos tem envolvido
a utilizacdo de componentes ou dos graos de soja (Glycine max (L.) Merril), a leguminosa
mais produzida a nivel mundial. No entanto, a substituicio da soja por espécies como a
ervilha (Pisum sativum L.) e o tremogo (Lupinus spp.), ricas em proteina e hidratos de
carbono (Alonso et al., 2001; Guillon e Champ, 2002), é cada vez mais comum nos
regimes alimentares humano e animal, bem como na industria de transformagéo
alimentar (Petterson, 1998; Guillon e Champ, 2002). Apesar de muitos componentes da
soja e doutras leguminosas serem considerados agentes hipocolesterolémicos per se,
estudos recentes indicam que o consumo dos graos inteiros origina redugdes na
colesterolémia superiores as obtidas pela soma das dos seus varios componentes
(Macarulla et al., 2001; Anderson e Major, 2002; Jenkins et al., 2002). Neste contexto,
uma das finalidades deste trabalho foi analisar o efeito do consumo de gréos inteiros de
trés espécies leguminosas (soja, ervilha e tremoco de folhas estreitas) no metabolismo do
colesterol e dos esterdis neutros e acidos de um modelo animal.



Existem muitos estudos que sugerem uma relagdo entre os processos digestivos
intestinais e o controlo do colesterol plasmatico, estando o papel do intestino delgado no
metabolismo do colesterol e dos esterdis neutros e acidos bem documentado (Dietschy e
Wilson, 1970; Chevallier e Lutton, 1973; Turley e Dietschy, 2003). No entanto, o papel do
intestino grosso permanece por esclarecer. Por exemplo, a transformagao microbiana dos
acidos biliares primarios em secundarios no ceco-célon pode desempenhar um papel
regulador importante (Kellogg, 1971), uma vez que a absor¢gdo de Aacidos biliares
secundarios hidréfobos modula a sintese de colesterol e dos acidos biliares no figado
(Pandak et al, 1994). Assim, com vista a obter mais informagbes sobre o efeito do
segmento ceco-cédlon no metabolismo do colesterol e na excregdo de esteréis, recorreu-
se a utilizacdo de modelos animais intactos e com anastomose ileo-rectal.

O efeito hipocolesterolémico das leguminosas tem sido estudado no Homem e em
modelos animais, essencialmente ratos e hamsters. Estes modelos animais (sobretudo o
rato) sdo considerados mais controversos que o0 suino quando se extrapolam os
resultados obtidos para o Homem (Shutler, 1988). Tal é devido ao facto das ragas suinas
apresentarem uma maior semelhanga com os humanos ao nivel da composi¢do e
distribuicdo relativa das lipoproteinas plasmaticas (Fidge, 1973; Johansson e Karlsson,
1976; Chapman, 1980; Gillet et al., 1989; Vitic e Stevanovic, 1993). Estas ragas podem
também desenvolver lesbes ateroscleréticas em resposta a manipulagdes dietéticas e do
metabolismo do colesterol (Gillet ef al., 1989; Vitic e Stevanovic, 1993) e desenvolver
espontaneamente processos ateroscleréticos, com base em mutagbes genéticas e
apresentando lesdes de natureza similar as observadas em humanos (Hasler-Rapacz et
al., 1998). Assim, é razoavel considerar que a informagao sobre os factores que afectam
a concentragdo lipidica sanguinea nestes animais pode ser extrapolada para o Homem
(Martincic et al., 1984; Berlin et al., 1985; Smith, 1998). Com base nestes dados, o
modelo escolhido para estes estudos foi o0 suino.

Integrado no &mbito do Projecto “A fibra e a proteina alimentar na fisiologia digestiva
e no metabolismo dos animais monogastricos” (PRAXIS XXI 3/3.2/CA 2093/95, Fundacgao
para a Ciéncia e Tecnologia, Lisboa, Portugal), este estudo visou avaliar os efeitos do
consumo de trés espécies de leguminosas no metabolismo do colesterol e dos esterdis
neutros e acidos de suinos em crescimento hipercolesterolémicos, intactos e com
anastomose ileo-rectal. Qualquer redugao dos niveis plasmaticos de colesterol obtida por
manipulagido dietética podera ter um efeito benéfico na prevengido e tratamento das
doencas cardiovasculares. No entanto, com vista a melhor compreender os mecanismos
intervenientes, & necessario discutir primeiro o metabolismo do colesterol e dos esterdis
neutros e acidos.



Il. ESTUDO BIBLIOGRAFICO

A fracgéao lipidica do material biolégico inclui a familia dos esterdis, caracterizada por
possuir o sistema tetraciclico peri-hidro-ciclopentano-fenantreno (Solomons, 1987).
Apesar da diversidade de componentes desta familia no mundo vegetal e animal, os
mamiferos elegeram o colesterol (5a-colestano-3B-ol) como o seu esterol (Mathé e
Lutton, 1984). Esta molécula, isolada em 1815, viu a sua estrutura quimica identificada
em 1932 e os Ultimos detalhes da sua estereoquimica esclarecidos em 1955 (Solomons,
1987; McKee e McKee, 1999).

O colesterol é essencial a vida e encontra-se no organismo animal como elemento
estruturante das membranas celulares, em transito pelo sangue ou como substrato para a
sintese de 4acidos biliares no figado, de hormonas esterdides nos tecidos
esteroidogénicos (cortex das supra-renais, testiculos, ovarios, corpo amarelo, placenta) e
de colecalciferol na pele. Por outro lado, a sua deposi¢cdo em artérias esta associada a
aterosclerose, uma das causas mais comuns das doengas cardiovasculares (Krieger,
1999). Considerados até entdo como simples moléculas lipidicas com uma fungéo
constitutiva, o colesterol e alguns dos seus metabolitos passaram nas duas Ultimas
décadas a ser descritos como moléculas de sinalizagdo multifacetadas (Zhang e
Mangelsdorf, 2002). O quadro restrito deste estudo bibliografico ndo permitira abordar
muitos dos aspectos em que estes compostos intervém, como as suas fungdes na
membrana celular, a transformagdo em hormonas esterdides e as patologias ligadas ao
colesterol (hipercolesterolémias familiares, aterosclerose...) e aos acidos biliares
(litiase...). Aspectos de pesquisas clinicas como o efeito de drogas sobre a colesterolémia
também nao serdo aqui sistematicamente abordados.

1. O SISTEMA COLESTEROL

1.1. Reparticao tissular e celular do colesterol

O colesterol é o esterol mais abundante nos tecidos dos vertebrados. Nos suinos, ele
representa pelo menos 98% dos esterdis totais dos tecidos e 6rgaos, com excepgdo dos
pelos e da medula dssea, onde atinge valores inferiores (Aigueperse, 1979). Na maioria
dos mamiferos adultos, o seu conteudo médio varia entre 1 e 2 mg-g” de tecido fresco.
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Em tecidos especificos como 0 muscular e o cardiaco, essa concentragdo & geralmente
inferior a 1 mg-g”". No tracto digestivo e eritrécitos, ela encontra-se entre 1 e 2 mg-g™,
mas no figado, rins, supra-renais, bago e sistema nervoso, a concentragido em colesterol
atinge valores mais elevados (Kellogg et al., 1977). Nos suinos, a maior parte encontra-
se sob a forma né&o esterificada (colesterol livre), apesar de no plasma e em érgdos como
o figado, as supra-renais e os ovarios, a propor¢cdo de colesterol esterificado ser
importante (Quadro 1). Por fim, os tecidos destes animais contém concentragdes fracas
em esterdis percursores do colesterol e em fitosterdis de origem alimentar (< 0,2 mg-g™).
Os seus pelos sdo uma excepgédo, com uma forte propor¢do do percursor desmosterol

(Aigueperse, 1979).

Quadro I. Concentragbes médias (mg-g™") de colesterol livre e esterificado
em diferentes tecidos e 6rgdos de fémeas adultas Large White
(Adaptado de Aigueperse, 1979)

. . - (% de
Tecido ou 6rgéo Colesterol livre  Colesterol esterificado esterificagio)
Pelos 1,71 0,150 6,80
Pele 0,76 0,050 6,50
Tecido adiposo 1,02 0,050 5,10
Musculos lombares 0,48 0,006 1,20
Musculo longo dorsal 0,57 0,008 1,20
Ossos longos 0,11 0,012 9,80
Medula éssea 0,97 0,040 4,30
Cérebro 24,20 0,020 0,07
Espinal medula 55,00 0,030 0,06
Pulmbes 3,27 0,040 1,30
Coracéo 0,98 0,030 2,80
Aorta 1,08 0,030 2,50
Eritrocitos 1,36 0,000 0,00
Tracto digestivo

Estdmago 1,75 0,040 2,20
Duodeno 2,43 0,210 7,90
Jejuno 2,34 0,115 4,60
fleo 2,30 0,060 2,70
Ceco 1,60 0,060 3,60
Célon 1,56 0,080 4,90
Recto 1,52 0,060 3,80
Figado 2,14 0,220 9,50
Rins 3,12 0,040 1,20
Supra-renais 4,67 0,640 15,90
Ovarios 1,94 0,560 21,90

A quantidade de colesterol, fosfolipidos e acidos gordos presente nas membranas
celulares dos mamiferos é controlada por um mecanismo extremamente sensivel e ainda
ndo totalmente identificado (Brown e Goldstein, 1999). A repartico celular do colesterol
nio é homogénea e varia segundo o tipo celular. A membrana citopldsmica contém 65 a
80% do colesterol celular total, apresentando as membranas ricas em esfingomielina com
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as quais o colesterol tem uma grande afinidade, os valores mais elevados. A sua
distribuicdo da-se assimetricamente pelos folhetos interior e exterior da membrana
citoplasmica e dentro de cada um deles, estando concentrada em regibes espacialmente
definidas do tipo DRM (“detergent resistant microdomains”) ricas em esfingomielina e
glicolipidos. Estas regiées, denominadas caveolae, sdo ricas numa proteina com aptidao
para se ligar ao colesterol, a caveolina (Murata et al., 1995) e ocupam mais de 50% da
area total da membrana (Brown e London, 1998; Blanchette-Mackie, 2000; Fielding e
Fielding, 2001). As membranas intracelulares em comunicagdo vesicular com a
citoplasmica como as dos endossomas, lisossomas e do aparelho de Golgi, apresentam
niveis intermédios de colesterol, ao passo que por exemplo o reticulo endoplasmico (RE)
e a membrana mitocondrial citosélica apresentam valores baixos (Liscum e Munn, 1999).

O transporte intracelular do colesterol entre os locais de biossintese e de reserva e a
membrana citoplasmica é rapido. Extremamente complexo e néo totalmente esclarecido,
este transporte parece ser modulado por proteinas e estruturas subcelulares ainda pouco
conhecidas (Liscum e Munn, 1999; Blanchette-Mackie, 2000) e cuja actividade implica o
gasto de ATP (de Grella e Simoni, 1982). O colesterol livre biosintetizado ao nivel do RE
(ver 3.1.) é rapidamente transferido para a membrana citoplasmica (Liscum e Munn,
1999), ao passo que o exégeno, derivado do colesterol das lipoproteinas, é hidrolisado
nos lisossomas antes de ser transportado para a membrana e outros organitos
intracelulares como o aparelho de Golgi e o RE (Liscum e Munn, 1999; Blanchette-
Mackie, 2000). Quando a capacidade de incorporacéo de colesterol livce na membrana
citoplasmica é superada, este é reenviado para o RE, onde inibe a sua biossintese e é
esterificado pela acil coenzima A:colesterol acil transferase (ACAT) para ser armazenado
(Liscum e Munn, 1999). Por fim, a redistribuicdo do colesterol livre da membrana para
outras areas da célula e/ou a sua saida da célula, da-se através das regiées caveolae
(Fielding e Fielding, 1995).

1.2. O colesterol movel e os espagos de renovagao

Do colesterol livre presente nos tecidos e 6rgaos, uma fracgdo € substituida por
colesterol de origem plasmatica. Essa frac¢do varia segundo os tecidos e érgéos, de 5—
25% (sistema nervoso) a 100% (eritrocitos, figado, supra-renais) (Chevallier, 1967). O
conjunto formado pelo colesterol livre substituivel e plasmatico é apelidado de colesterol
movel (Chevallier, 1967; Peng et al., 1973). A velocidade de renovagédo deste colesterol
movel também varia consoante o tecido ou érgdo em causa. No suino, Marsh et al.
(1972) e Aigueperse (1979) definiram varios grupos de tecidos e érgaos, tendo em conta



a rapidez com que se da a troca do seu colesterol livre por colesterol livre plasmatico: o
primeiro, onde tal troca & muito rapida, inclui os pulmbes e o figado; o segundo grupo,
muito préximo deste, retine as supra-renais e a medula 6ssea; o terceiro, onde as trocas
sdo nitidamente mais lentas, inclui a pele, o tecido adiposo, o intestino delgado, o
coracao, a aorta, os rins € 0s ovarios; o quarto e ultimo grupo, com trocas muito lentas,
inclui o cérebro e a medula espinal.

1.3. Organizagao do sistema colesterol

O colesterol presente no organismo de um mamifero pode-se representar num
sistema aberto, compreendendo um compartimento central (o colesterol plasmatico) no
qual vao confluir o colesterol de origem alimentar apés absorgdo intestinal e o colesterol
biosintetizado pelos tecidos e 6rgdos (secrecdo interna) (Figura 1). Todo o factor que
intervenha na dinamica do sistema originara uma variagdo no contedo em colesterol do
seu compartimento central e portanto no complexo equilibrio que existe entre a
biossintese, transporte e utilizagéo do esterol (Aigueperse, 1979).

Num organismo em homeostasia, a renovagao do colesterol esta assegurada por dois
processos de entrada, a absorgao intestinal do colesterol alimentar e a secregdo interna
de colesterol via sintese de novo, e varios débitos de saida. Cada uma destas saidas
realiza-se num 6rgéo especifico, segundo um mecanismo préprio e constitui um sub-
sistema catenario ligado ao compartimento central (Lutton, 1990). Assim, o figado é o
6rgao responsavel pela transformagéo do colesterol em acidos biliares, assegurando por
intermédio da bilis o débito de colesterol e acidos biliares para o lumen intestinal (Lutton e
Brot-Laroche, 1979). Os tecidos esteroidogénicos transformam o colesterol em hormonas
esterdides que serdo, elas mesmas ou os seus metabolitos, eliminadas pelos rins. Por
fim, a descamagio e secrecao sebacea da pele constituem uma outra via de eliminagéo
de colesterol do organismo, dificil de quantificar (Mathé e Lutton, 1984). Quando se
verifica uma ruptura ao nivel da homeostasia do sistema colesterol e se observam
situagbes de acumulagcdo ou retengcdo anormal deste esterol, estas detectam-se

essencialmente ao nivel do plasma, figado e medula 6ssea (Marsh et al., 1972).
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Figura 1. Topologia do sistema colesterol em mamiferos (Adaptado de Lutton, 1990).

Ao nivel celular, as vias de entrada e saida de colesterol sdo varias. A entrada pode
ser feita através dum influxo dito selectivo do colesterol das lipoproteinas plasmaticas
para a membrana citoplasmica (Via 1) e pela captagdo das lipoproteinas inteiras (Via 2).
A sintese de novo constitui um outro modo de apari¢ao intracelular deste esterol (Via 3).
Por seu lado, a saida de colesterol das células pode resultar do seu efluxo membranar
para apoproteinas ou lipoproteinas plasmaticas (Via 4), da secregcdo de lipoproteinas
inteiras (Via 5) e da sua transformacdo em produtos metabdlicos (acidos biliares nos
hepatdcitos ou hormonas esterdides nas células dos tecidos e érgaos esteroidogénicos)
(Via 6). O colesterol também é utilizado para a sintese de novas membranas no momento
da divisdo celular (Via 7). A importancia relativa destas diferentes vias €, obviamente,
funcéo do tipo de célula estudado e do seu estado metabdlico (Zubay, 1998). Como ja
referido (ver 1.2.), as velocidades de troca de colesterol entre o plasma e os varios
tecidos (Vias 1/2-4/5) variam de acordo com o tecido em estudo (Marsh et al., 1972;

Aigueperse, 1979), ao passo que a biossintese de colesterol (Via 3) e a sua utilizagao
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para a formagao de novas membranas (Via 7), sdo mais activas nas células em divisao
rapida (como as da mucosa intestinal) e nas células em fraco ou nulo contacto com as

lipoproteinas plasmaticas (Mathé e Lutton, 1984).

2. O COLESTEROL PLASMATICO

Na linfa e plasma dos mamiferos, o colesterol e outros lipidos sdo transportados entre
os locais de absorgdo (tracto gastrintestinal) e biossintese (principalmente figado e
intestino) e os locais de utilizagdo e armazenamento essencialmente sob a forma de
lipoproteinas (Miller e Lewis, 1981; Chapman e Forgez, 1985). Estas sao agregados
macromoleculares formados por um nucleo apolar hidréfobo de triacilgliceroéis e colesterol
esterificado, rodeado por uma camada polar hidréfila de fosfolipidos (na sua maioria
fosfatidilcolina, uma lecitina), colesterol livre e substancias proteicas (entre as quais as
apolipoproteinas ou apoproteinas), além de varios tipos de moléculas antioxidantes

lipossoluveis (Zubay, 1998) (Figura 2).

Fosfohpndos; e Zona reconhecida pelos

receptores apo B-E

Carotendide
Colesterol esterificado

Colesterol nao esterificado
Triacilgliceréis

Ubiquinol

Figura 2. Estrutura e composi¢éo das lipoproteinas plasmaticas: exemplo de uma LDL
(Adaptado de Bruckert, 1997).

Pelo menos 12 apoproteinas (apo) foram ja identificadas nas lipoproteinas humanas,
as quais apresentam uma extensa homologia com as apoproteinas de outros mamiferos
(Chapman, 1980). Tal sugere a existéncia de um gene ancestral comum para as
apoproteinas dos membros desta classe (Barker e Dayhoff, 1977). As apoproteinas sao
sintetizadas nos ribossomas do RE e podem ser secretadas na sua forma simples ou
como constituintes de superficie das lipoproteinas (Zubay, 1998). Estes compostos
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exercem papéis especificos, como a activacdo da fosfatidilcolina:esterol O-acil
transferase ou lecitina:colesterol acil transferase (LCAT) (apo A)) (Fielding et al., 1972), a
regulacdo da actividade da lipoproteina lipase (LpL) (a apo C, activa-a e a Cy; inibe-a) e
sdo reconhecidas por receptores celulares (apo A, B e E) (Mahley e Innerarity, 1983).

Existem varias classificagdes propostas para as lipoproteinas, mas a com base nas
densidades hidratadas (d) generalizou-se no Homem e foi tacitamente aplicada aos
modelos animais, assumindo que nestes as lipoproteinas apresentariam densidades
semelhantes e que se distribuiriam de forma idéntica as dos humanos (Chapman, 1986).
Esta classificagdo das lipoproteinas animais manteve-se até aos dias de hoje, apesar de
algumas discrepancias, como a separac¢ao incompleta das LDL e HDL perto do limite
definido pelo valor de d = 1,063 g-mL'1 (Mills e Taylaur, 1971). No Homem, as
lipoproteinas sdo geralmente classificadas em quilomicrons, lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL), lipoproteinas de densidade intermédia (IDL), lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL) (Zubay, 1998) (Quadro Il). Tal
como na maioria dos modelos animais, as suas trés classes preponderantes séo as
VLDL, as LDL, as HDL e suas subclasses (Chapman, 1980; Terpstra et al., 1982a; Vitic e
Stevanovic, 1993). Regra geral, a medida que aumenta a densidade e diminui o didmetro
das lipoproteinas, vai decrescendo o seu conteudo em triacilgliceréis e aumentando a sua
concentracdo em proteina, colesterol e fosfolipidos (Chapman, 1980). Outras classes de
lipoproteinas menos expressivas, como a lipoproteina (a), com caracteristicas fisico-
quimicas semelhantes as das LDL mas incluindo uma apoproteina denominada apo(a)
ligada a apo B-100 e cujo papel ainda é pouco conhecido, ou lipoproteinas tipicas de
situagdes patolégicas como a lipoproteina X, uma lipoproteina anormal comum em casos
de colestase e com uma grande propor¢do de fosfolipidos e colesterol esterificado
(Bruckert, 1997), ndo serdo matéria de estudo sistematico nesta revisao.

Quadro Il. Caracteristicas e composigdo em apoproteinas das principais classes
lipoproteicas plasmaticas humanas (Adaptado de Zubay, 1998)

Quilomicrons VLDL IDL LDL HDL
Densidade (g-mL™) < 0,950 0,950-1,006 1,006-1,019 1,019-1,063 1,063-1,210
Diametro (nm) 7521200 30a80 25a35 18 a 25 5a12
Mobilidade : ; Entre
electroforética Qrigam d e pré-p P i
Composicéo em A, Aie Ay Ae A
apoproteinas B-48 B-100 B-100 B-100
Ci, Cye Cy C, CieCy C, CieCy Ci, CieCy
D
E E E E E




Havel et al. (1955) e Janado et al. (1966) levaram a cabo os primeiros estudos de
identificacdo e caracterizagao das diferentes classes lipoproteicas no suino. Este animal,
levando em conta o perfil de distribuicdo e a composigdo das suas lipoproteinas, é tido
como um dos modelos animais que maiores semelhancas apresenta com o Homem
(Fidge, 1973; Johansson e Karlsson, 1976; Chapman, 1980; Vitic e Stevanovic, 1993).

2.1. Reparticao do colesterol

Em condi¢des fisiolégicas e alimentares consideradas normais, a maioria das
espécies animais apresenta uma colesterolémia total entre 1 e 5 mmol-L™" (Chapman,
1980; Terpstra et al., 1982a). Segundo a bibliografia (ver Anexo la)", em suinos em
crescimento esta varia entre 2,11 e 2,59 mmol-L™".

A reparticao do colesterol livre e esterificado pelas lipoproteinas varia com a espécie
animal em estudo (Quadro Ill). Dentro da mesma espécie, as proporgdes relativas de
colesterol livre e esterificado variam também em fungdo da classe de lipoproteinas
considerada, sendo geralmente as LDL e as HDL as que contém maiores propor¢des
deste ultimo. No Homem, suino e rato, cerca de 2/3 do colesterol plasmatico esta
esterificado por acidos gordos de cadeia longa, como por exemplo os acidos linoleico,
oleico e palmitico (Chapman, 1980; Ha e Barter, 1982; Berlin et al., 1985).

Quadro Ill. Composigao das principais classes lipoproteicas no Homem, suino e rato
(Adaptado de Mills e Taylaur, 1971 e *Fidge, 1973)

VLDL LDL HDL
Homem Suino* Rato Homem Suino* Rato Homem Suino* Rato

Componentes (% MS):

Proteina 7,7 54 54 20,9 17,7 249 51,9 458 32,8
Triacilglicerois 49,9 63,5 75,0 1,2 10,2 18,5 8,0 2,0 1,7
Fosfolipidos 18,6 206 11,2 221 239 21,2 22,7 224 281
Colesterol
- Livre 6,7 3,8 4.0 9,0 8,9 8,6 2,9 3,9 3,6
- Esterificado 14,9 6,7 43 38,0 394 26,8 15,0 26,0 33,6

2.2. Principais lipoproteinas plasmaticas: origem e destino

As lipoproteinas plasmaticas sao sintetizadas no figado (Infante et al., 1969) e
intestino (Wu e Windmueller, 1979; Chapman, 1982) ou formadas no plasma por

transformacao de lipoproteinas preexistentes (Eisenberg, 1980). No entanto, a forma

1 i . . . .
M Sempre que necessario, as unidades foram transformadas em unidades do Sistema Internacional.
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como os seus componentes se unem para lhes dar origem é ainda matéria de estudo. A
teoria mais aceite aponta para uma agregag¢ao dos varios constituintes ao longo da
migracao do RE para o aparelho de Golgi, onde se formariam vesiculas secretoras que
se fundem com a membrana celular e libertam as lipoproteinas nascentes no plasma e na
linfa (Zubay, 1998). Assim, o aparecimento das goticulas lipidicas ricas em triacilglicerois
percursoras das lipoproteinas da-se no reticulo endoplasmico liso (REL) (Green e
Glickman, 1981), migrando através de microtubulos até ao reticulo endoplasmico rugoso
(RER) (Pavelka e Gangl, 1983). Aqui, da-se a esterificacdo do colesterol pela ACAT
(Hashimoto e Fogelman, 1980; Shutler, 1988) e a sintese dos fosfolipidos e das
apoproteinas, que em conjunto com algum colesterol livre se incorporam nas
lipoproteinas em formagdo. A proteina microssomal de transferéncia de triacilglicerdis
(MTP — “microsomal triglyceride transfer protein”) presente nos hepatécitos e nos
enterdécitos € responsavel pelo transporte dos triacilglicerdis e ésteres de colesterol do RE
para as lipoproteinas nascentes (Gordon et al., 1995; Lu et al., 2002). Estas sofrem entao
uma migragao intratubular até ao aparelho de Golgi, onde a fracgdo glucidica lhes é
anexada por reacgdes de glicosilagdo. As lipoproteinas migram entdo até a membrana
celular basolateral em vesiculas golgianas e sao libertadas por pinocitose reversa (Mathé
e Lutton, 1984). Esta descricdo classica da migracao intracelular das lipoproteinas com
passagem pelo aparelho de Golgi como etapa indispensavel a sua secregao nao € unica,
tendo sido sugerida uma via secretéria alternativa RE — membrana citoplasmica (Morre,
1981). Depois de libertadas, as lipoproteinas sofrem transformacgdes devidas a trocas e
transferéncias dos seus constituintes, bem como a ac¢do das enzimas LpL e LCAT
(Figura 3). O colesterol desempenha um papel importante nestes acontecimentos e cré-
se ser também essencial a estabilidade da prépria lipoproteina (Chapman, 1986).

2.2.1. Os quilomicrons

Durante o periodo pés-prandial, os quilomicrons ditos nascentes sao sintetizados no
RE dos enterécitos, onde os seus componentes lipidicos se associam a fracgdo proteica
(essencialmente apo A e B-48) sintetizada nos ribossomas (Ho et al., 1989). A sua fungao
principal no Homem (Rachmilewitz et al., 1980), suino (Aigueperse et al., 1983) e outros
mamiferos (Chevallier e Vyas, 1963; Rudel et al., 1972) é transportar os triacilgliceréis
sintetizados a partir dos acidos gordos e monoacilgliceréis alimentares, bem como o
colesterol esterificado a partir do colesterol livre de origem alimentar (Zilversmit, 1967). A
quantidade de colesterol transportado por estas lipoproteinas depende assim do estado
nutritivo do animal, aumentando no periodo pés-prandial € com o consumo de regimes
alimentares ricos em colesterol (Mathé e Lutton, 1984).
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Figura 3. Principais origens, destinos e transformacgdes intraplasmaticas das lipoproteinas
(Adaptado de Bruckert, 1997).

Os quilomicrons nascentes sao libertados nos canais linfaticos e conduzidos até a
veia subclavia. A sua composigcdo varia da linfa para o sangue devido a integragcido de
proporgées variaveis de colesterol livre e esterificado (Chevallier e Mathé, 1964) e de
certos péptidos oriundos das HDL, em particular a apo C,, activadora da LpL, e a apo E
(Havel et al., 1973). Os seus componentes maioritarios, os triacilglicerdis, sao
hidrolisados pela LpL presente na sua superficie e na dos endotélios capilares dos
tecidos periféricos (essencialmente tecido adiposo, cardiaco e muscular esquelético) e
hepaticos (Borensztajn, 1979). Tal processo leva a reducdo do diametro dos
quilomicrons, ao seu enriquecimento em colesterol e provoca a transferéncia de

constituintes de superficie (fosfolipidos, colesterol livre e apo A e C) para as HDL ja
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formadas (Redgrave e Small, 1979) ou para as HDL ditas discoidais (Eisenberg, 1983). A
particula resultante, o remanescente (“remnant”) de quilomicron, tem como apoproteinas
maioritarias a apo B-48 e a apo E (Gardner e Mayes, 1978).

A permanéncia dos remanescentes de quilomicrons no plasma é curta. Eles séo
catabolizados primordialmente no figado, apés serem captados e internalizados por
receptores especificos de apo B/E ou de LDL e de apo E ou LRP (“LDL receptor-related
protein”) (Andersen et al., 1977; Windler et al., 1980a; Mahley et al., 1981). A acg¢do
destes ultimos é preponderante (Mahley et al., 1981) e o aporte em colesterol livre e
esterificado de origem alimentar resultante deste catabolismo origina a inibigdo da sua
sintese de novo hepatica (Nervi et al., 1975). Os remanescentes de quilomicrons podem
também ser captados por receptores presentes noutros érgdos como o coragao, mas a
sua contribuicdo para o catabolismo destas lipoproteinas € menor (Myant, 1982). Tal
deve-se a maior facilidade com que estas particulas atravessam o endotélio lacunar
(fenestrae) dos capilares sinuséides hepaticos e se acumulam nos espagos de Disse, por
comparacgao ao que se passa nos tecidos extra-hepaticos (Pittman et al., 1979).

2.2.2. AsVLDL

Estas lipoproteinas ndao uniformemente grandes (Havel, 1984) sao sintetizadas pelo
figado e acessoriamente pelo intestino (Fidge e Poulis, 1978; Chapman, 1982). As VLDL
humanas e suinas nao apresentam distingbes estruturais particulares (Fidge, 1973; Fidge
e Poulis, 1974; Jackson et al., 1977) nem diferengas significativas na sua apoproteina
maioritaria, a apo B, bem como nas menos importantes apo C;, C;, e E (Knipping et al.,
1975; Chapman, 1986). Tal como no Homem, a apo B suina é polimérfica e apresenta
formas circulantes diferentes, consoante a sua origem é intestinal (apo B-48) ou hepatica
(principalmente apo B-100) (Chapman e Forgez, 1985; Ho et al., 1989). A fungéo
primordial das VLDL é o transporte dos triacilglicerdis resultantes do metabolismo
enddogeno (sintese de novo a partir do acetil CoA ou captacdo de acidos gordos livres
transportados pela albumina na circulagdo sanguinea) para os tecidos extra-hepaticos
(Mayes e Topping, 1974). Estas lipoproteinas também transportam ésteres de colesterol
alimentar e desempenham um papel preferencial no transporte do colesterol sintetizado
de novo (Férézou et al., 1982; Aigueperse et al., 1983). No suino, a proporgédo de
colesterol por elas transportado € pequena (Terpstra et al., 1982a; Aigueperse et al.,
1983), bem como a sua importancia relativa no perfil lipoproteico (Janado et al., 1966;
Mills e Taylaur, 1971), a qual representa cerca de 10% do verificado no Homem (Cooper
et al., 1992). Quando em presenga de consumo alimentar de colesterol e da sua
acumulacgao hepatica, as VLDL enriquecem-se neste esterol a custa do seu contetido em
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triacilglicerdis, mas nao se verifica um aumento no numero de particulas sintetizadas
(Kang e Davis, 2000). As VLDL diminuem assim de diametro e passam a apresentar uma
mobilidade electroforética . Esta classe de lipoproteinas, as B-VLDL, apresenta
propriedades idénticas em humanos e suinos (Mahley, 1978).

O catabolismo das VLDL assemelha-se ao dos quilomicrons: as lipoproteinas perdem
a maioria dos triacilgliceréis sob a ac¢do da LpL e certos constituintes superficiais
(fosfolipidos, colesterol livre e apo C e E) sdo transferidos para as HDL (Glangeaud ef al.,
1977). As particulas resultantes, ricas em colesterol esterificado e denominadas
remanescentes de VLDL ou IDL, sofrem nova acgdo da LpL e também da lipase hepatica
ou pancreatica (Garner e Smith, 1972; Aigueperse, 1979) presente no endotélio dos
capilares hepaticos e dos tecidos esteroidogénicos. Tal leva a um novo empobrecimento
em triacilgliceréis, fosfolipidos e apo E, convertendo as IDL em LDL. As IDL que n&o sdo
convertidas, de maiores dimensdes e mais ricas em apo E que as LDL, sdo sequestradas
nos espacgos de Disse hepaticos e rapidamente catabolizadas pelos receptores de LDL e
LRP (Havel, 1984; Dietschy et al., 1993). Recentemente foi sugerido que a LpL existente
nos remanescentes de quilomicrons e de VLDL promoveria a ligacdo destas
lipoproteinas, bem como da LDL, aos seus receptores (Goldberg, 1996).

2.23.AsLDL

Do ponto de vista da sua composi¢do proteica, as LDL tém sido consideradas como
um produto do catabolismo intravascular das VLDL (Aigueperse, 1979). A contribui¢cao
dos quilomicrons para a sua formagdo €& mais discutivel, uma vez que os seus
remanescentes sdo rapidamente captados pelo figado, apresentando uma meia-vida (,,)
no plasma de 4 a 5 minutos (Van't Hooft et al., 1982), contra os 40 a 70 minutos das
VLDL (Fidge e Poulis, 1974). No entanto, a sintese hepatica de novo das LDL parece
desempenhar um papel importante no Homem (Janus et al.,, 1980) e em suinos (Nakaya
et al., 1977; Huff e Telford, 1985; Cooper et al., 1992). As LDL suinas (1,019 < d < 1,074
g-mL™) (Fidge e Smith, 1975) compostas por cerca de 50% de colesterol, representam
nesta espécie e no Homem a principal via de transporte do esterol (Johansson e
Karlsson, 1976; Terpstra et al., 1982a; Chapman, 1986; Vitic e Stevanovic, 1993),
atingindo esta cerca de 60% do colesterol total plasmatico. Tal predominio aumenta com
0 aporte alimentar de colesterol (Mahley, 1978; Shutler, 1988).

As subclasses polimérficas LDL, e LDL, suinas (Janado et al., 1966), similares as
LDL, e LDL; humanas, diferem ligeiramente em diametro (Calvert e Scott, 1975), no peso
molecular (Janado et al., 1966) e na densidade (Janado ef al., 1966; Calvert e Scott,
1975). Em animais normocolesterolémicos a forma predominante € a mais pequena e
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densa (LDL,;) (Calvert et al., 1975), mas o consumo de colesterol alimentar leva ao
aumento do seu transporte essencialmente pelas LDL, (Cooper et al., 1992). Quando
comparadas com as humanas, as LDL suinas contém ligeiras diferengas na concentragéao
e composi¢do em hidratos de carbono (Azuma et al.,, 1975), mas apresentam uma
composicdo em aminoacidos idéntica (Calvert e Scott, 1975), a mesma mobilidade
electroforética B (Jackson et al., 1976) e uma composi¢cdo quase exclusiva em apo B-100,
quimica e imunologicamente analoga a humana (Calvert e Scott, 1975; Fidge e Smith,
1975; Chapman e Goldstein, 1976). Esta apoproteina deriva de um compartimento de
LDL pré-formadas, bem como da sintese de novo hepatica (Nakaya et al., 1977; Huff e
Telford, 1985). Assim, dois factores podem influenciar o nimero de LDL circulantes em
suinos: a velocidade de catabolizagdo dos remanescentes de VLDL ou IDL e a da sintese
hepatica de apo B-100.

A ti, plasmatica das LDL suinas é de cerca de 23 horas, sendo ligeiramente mais
curta nas LDL, que nas LDL, (Calvert et al., 1975). Estudos in vitro e in vivo verificaram
que no suino cerca de 50% do catabolismo total das LDL & hepatico, essencialmente via
receptores de LDL (Pittman et al., 1979). Os tecidos esteroidogénicos possuem também
estes receptores (Brown et al., 1979) e catabolizam a lipoproteina para utilizar o seu
colesterol na sintese de hormonas esterdides (Ohashi ef al., 1982). Quando as LDL e B-
VLDL sofrem modificagbes, por exemplo por acetilagdo ou oxidacdo, o seu
reconhecimento e captagdo passa a ser feito por receptores especificos presentes em
grande quantidade nas membranas de macréfagos tissulares e mondcitos plasmaticos.
Tais receptores s6 sdo parcialmente regulados por efeitos de retro-inibicdo, tendo um
papel depurativo (“scavenger”) destas lipoproteinas (Brown e Goldstein, 1983; Mahley e
Innerarity, 1983). Um dos membros desta familia de receptores depurativos é a SR-BI
(“scavenger receptor, class B, type I”) (Acton et al., 1994).

2.2.4. As HDL

As HDL sdo um grupo heterogéneo de lipoproteinas de pequeno didmetro e ricas em
proteina, no qual se distinguem, segundo a sua composicdo e densidade decrescentes,
as subclasses polimérficas HDL;, HDL, e HDL,. Presentes no Homem em pequenas
quantidades (Weisgraber e Mahley, 1980), as HDL; ndo foram isoladas no suino, onde s6
se tém detectado HDL; e HDL, (Barter et al., 1981; Chapman e Forgez, 1985), com
predominio da primeira (Chapman, 1986). Sob o efeito de regimes ricos em colesterol,
forma-se uma nova classe destas lipoproteinas, onde a maioria da apo A, € substituida
por apo E. Estas lipoproteinas de grandes dimensdes e ricas em colesterol esterificado,
designadas por HDL., sdo captadas pelos receptores de LDL e LRP de tecidos hepaticos
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e periféricos, apresentando mesmo uma afinidade superior 8 das LDL para tais
receptores. As HDL. foram ja detectadas no plasma do Homem, suino, rato e coelho
hipercolesterolémicos, entre outros (Mahley, 1978; Mahley e Innerarity, 1983).

As HDL s3o secretadas pelo figado e acessoriamente pelo intestino delgado, como
particulas discoidais pobres em ésteres de colesterol e ricas em fosfolipidos. Estas
lipoproteinas contém grandes propor¢des de apo A, e alguma apo E (particulas de origem
hepatica) ou apo A, (particulas de origem intestinal) (Tall e Small, 1978). Estas apo A, e
apo E apresentam caracteristicas catalisadoras e propriedades fisicas, quimicas e
imunolégicas idénticas no Homem e no suino (Jackson et al,, 1973; Knipping et al.,
1975). As HDL discoidais sofrem um processo de maturacdo em HDL; esféricas e
ulteriormente em HDL, e HDL,; modulado pela incorporagéao de constituintes de superficie
libertados pelo catabolismo das lipoproteinas ricas em triacilgliceréis (quilomicrons e
VLDL) (Redgrave e Small, 1979; Einsenberg, 1983) e por acumulacdo de ésteres de
colesterol, derivados i) da esterificagdo do colesterol livre da sua superficie, ii) da lipdlise
dos quilomicrons e das VLDL, e/ou iii) do efluxo a partir das membranas celulares dos
tecidos periféricos (Eisenberg, 1983) e hepaticos (Borst et al., 2000), via mecanismos
ainda em estudo envolvendo receptores proteicos SR-Bl (Acton et al., 1996) elou
proteinas transmembranares ABCA1 (“ATP-binding cassette transporter A1”) (Borst et al.,
2000; Repa et al., 2000) (ver 2.2.5.).

A esterificagdo do colesterol livre implicada na maturagdo das HDL é catalisada pela
LCAT, uma enzima cujo cofactor € a apo A, (Fielding et al., 1972; Glomset e Norum,
1973; Jackson et al., 1973), mas que também pode ser activada pelas apo Ay, Cy
(Knipping, 1986) e E (Kostner et al, 1987). A LCAT mamifera é uma glicoproteina
secretada pelo figado que se liga reversivelmente as lipoproteinas plasmaticas
(principalmente as HDL) (Stokke, 1974) e que catalisa a transferéncia de um acido gordo
da posi¢cdo sn-2 de uma molécula de lecitina para o grupo 3B-OH do colesterol livre,
esterificando-o (Glomset e Norum, 1973). O tipo de acidos gordos que esterificam o
colesterol plasmatico depende da natureza dos lipidos alimentares (Gidez et al., 1965;
Ramesha et al.,, 1980). Apesar de também ser capaz de esterificar o colesterol livre das
LDL (Kostner et al., 1987), a LCAT esterifica preferencialmente o das HDL, dado que a
baixa relacdo colesterol livre:fosfolipidos destas lipoproteinas apresenta um efeito
modulador da sua actividade (Glomset e Norum, 1973; Knipping, 1986). Os ésteres de
colesterol que se vao acumulando nas HDL, sao posteriormente transferidos para outras
classes de lipoproteinas pela proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP —
“cholesterol ester transfer protein”) (Zilversmit et al., 1975; Chajek e Fielding, 1978,
Pattnaik et al., 1978). Tal processo, muito activo no coelho (Zilversmit et al., 1975; Ha e
Barter, 1982) e activo no Homem (Chajek e Fielding, 1978; Barter et al., 1981), é limitado
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no suino (Aigueperse, 1979; Barter et al., 1981; Ha e Barter, 1982), no rato e no cdo (Ha
e Barter, 1982). Na realidade, o suino apresenta menos de 20% da actividade da CETP
humana (Ha e Barter, 1982; Kostner et al., 1987), o que justifica a menor homogeneidade
nos acidos gordos dos ésteres de colesterol das varias classes de lipoproteinas deste
animal. Assim, o acido gordo predominante nos ésteres de todas as classes lipoproteicas
do Homem é o acido linoleico (Chapman, 1980; Ha e Barter, 1982) ao passo que nas
HDL e LDL suinas séo o linoleico e o linoleico e oleico, respectivamente (Barter et al.,
1981; Berlin et al., 1985). Quando activa, a CETP modula o intercambio de colesterol
esterificado entre as HDL; € HDL,, e entre estas e as VLDL e/ou LDL, por troca com
moléculas de triacilgliceréis (Chajek e Fielding, 1978; Barter et al., 1981) e de fosfolipidos
(Kostner et al., 1987). Uma proteina de transferéncia de fosfolipidos (PLTP -
“phospholipid transfer protein”), bastante activa no plasma dos suinos, estaria também
envolvida nas trocas deste lipido entre as lipoproteinas (Pussinen et al., 1995).

A esterificacdo do colesterol livre pela LCAT nas HDL diminui a sua relagao colesterol
livre:fosfolipidos, permitindo-lhes assim tornar-se potentes receptores deste esterol e
promover o efluxo de colesterol livre celular, fonte essencial do colesterol que elas
transportam (Stein et al., 1975). Esta captagao de colesterol livre pelas HDL parece estar
na base da sua fun¢do anti-aterogénica, originada pelo transporte reverso do colesterol
(“reverse cholesterol transport’) dos tecidos periféricos e vasculares para o figado e
tecidos esteroidogénicos (Gordon et al., 1977). Apesar de serem detectadas elevadas
taxas de captacido de ésteres de colesterol das HDL nas supra-renais e ovarios, o maior
influxo verifica-se nos hepatdécitos (Glass et al, 1983). As HDL ricas em ésteres de
colesterol contém uma maior concentragdo em apo E, apresentando uma maior hipétese
de serem catabolizadas pelo figado e o seu colesterol excretado (Mahley et al., 1981).

A ty; das HDL no plasma suino € de cerca de 8 h (Carew et al., 1976). No entanto, o
seu complexo catabolismo nido esta totalmente elucidado. No figado, tém sido referidos
processos de transferéncia de colesterol sem internalizacdo das HDL e/ou degradagéo da
sua apolipoproteina (Rothblat et al., 1978; Attie et al., 1982; Glass et al., 1983), quer apos
a hidrélise da sua fosfatidilcolina pela LpL (Bamberger et al., 1983), quer via receptores
SR-BI (Acton et al., 1996). Este uUltimo mecanismo esta também presente nos tecidos
esteroidogénicos (Glass et al, 1983). Por seu lado, processos envolvendo a
internalizagdo das HDL por intermédio de receptores de LDL, LRP e de receptores de
HDL ainda nao identificados (Acton et al.,, 1999) (ver 2.2.6.) sdo também citados. Para
além do figado, os rins sdo outro dos locais de catabolismo da apoproteina maioritaria
das HDL, a apo A, Dissociadas de particulas de HDL pobres em colesterol, estas
apoproteinas sofrem uma filtragem glomerular seguida de uma reabsorg¢ao e degradagao

nas células epiteliais dos tubulos proximais (Hammad et al., 1999).
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2.2.5. Fluxos de colesterol entre as lipoproteinas e as membranas citoplasmicas

Ao contrario do colesterol esterificado, o colesterol livre das lipoproteinas plasmaticas
€ uma molécula extremamente moével e de renovagdo mais rapida que as suas
componentes apoproteicas. Fluxos bidireccionais de colesterol livre sdo detectados entre
as diferentes lipoproteinas plasmaticas (Goodman, 1964; Aigueperse, 1979), entre estas
e as membranas citoplasmicas de eritrocitos (Bell et al. 1972; Aigueperse, 1979),
adipécitos (Kovanen e Nikkila, 1976), macréfagos (Werb e Cohn, 1971) e hepatécitos, ou
entre membranas de organitos celulares como mitocéndrias e microssomas (Bell, 1978).
O mecanismo actualmente mais aceite para explicar tais fluxos propbe a libertacdo e
difusdo passiva do colesterol entre a estrutura doadora e a receptora através da fase
aquosa do micro-ambiente membranar que as separa, mesmo tendo em conta a baixa
solubilidade deste esterol (Phillips et al., 1980; Bojesen, 1982). Suportando tal hipétese,
verifica-se que os fluxos de colesterol entre células e lipoproteinas obedecem a cinéticas
de 12 ordem e que a energia de activacdo da transferéncia atinge valores elevados
(Lange et al., 1983), idénticos aos da solubilizagdo do colesterol em agua (Haberland e
Reynolds, 1973).

Os fluxos por difusdo passiva sdo um processo bidireccional que pode ou ndo dar
origem a transferéncias liquidas de colesterol para as células ou para o plasma (Bailey e
Butler, 1973; Aigueperse, 1979). Tal depende do estado metabdlico e propriedades
bioquimicas e fisicas de doadores e receptores (Phillips et al., 1987; Fielding e Fielding,
2001). Os fluxos bidireccionais sdo equivalentes quando a relagdo colesterol
livre:fosfolipidos nas membranas da lipoproteina e das células é semelhante, mas uma
transferéncia liquida de colesterol tem lugar sempre que uma delas apresentar tal relagdo
reduzida (resultante de uma esterificagdo do colesterol livre pela LCAT, por exemplo), o
gue a torna um receptor avido (Bruckdorfer e Graham, 1976; Rothblat e Phillips, 1982).
Assim, as diferentes velocidades de troca observadas em fungao do tipo celular podem
ser parcialmente devidas a composi¢cdo quimica das suas membranas citoplasmicas: o
hepatécito, onde o influxo de colesterol plasmatico é rapido, possui uma membrana com
uma relagao colesterol livre:fosfolipidos mais baixa que a do eritrécito (Bruckdorfer e
Graham, 1976). Os fluxos também s&o influenciados pela composicdo da membrana
lipoproteica, a qual difere em fungdo da classe da lipoproteina e da natureza da
alimentacado (em particular da sua riqueza em colesterol). Para as duas grandes classes
de lipoproteinas dos mamiferos (LDL e HDL), a relagdo molar média colesterol
livre:fosfolipidos € maior nas LDL, admitindo-se assim que a maioria das trocas de
colesterol livre do plasma e em particular o efluxo membranar se deve as HDL (Rothblat
et al., 1978; Fournier et al., 1996). Esta opinido prevalece mesmo no Homem (Fielding e
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Fielding, 1982) e no suino (Terpstra et al., 1982a), onde as LDL transportam a maioria do
colesterol plasmatico. A mobilidade do colesterol livre depende também do didmetro das
lipoproteinas que o irdo captar. As lipoproteinas de pequeno didmetro como as HDL
discoidais (ou pré-BHDL) podem aproximar-se mais da superficie celular doadora e,
sendo pobres em colesterol, captam facilmente colesterol livre dos tecidos. No entanto,
elas servem s6 de intermediarios, cedendo o colesterol captado a outras lipoproteinas de
maiores dimensdes como as HDL, onde o colesterol livre é retido apés esterificagdo pela
LCAT (Atger et al., 1997). Por fim, a hidrélise dos fosfolipidos de superficie das LDL e
HDL pela acgdo da LpL (Bamberger et al., 1983) e/ou da lipase hepatica (Garner e Smith,
1972; Jansen e Hulsmann, 1980) pode também intervir na modulagdo do fluxo do
colesterol livre das lipoproteinas para as membranas celulares adjacentes. Este
mecanismo de difusdo pelo meio aquoso predomina nas células em crescimento e nas
células nao enriquecidas em colesterol, sendo considerado importante para a
manuteng¢do da homeostase celular do colesterol (Mendez, 1997).

Um segundo mecanismo recentemente implicado nos fluxos de colesterol e detectado
essencialmente em células ricas neste esterol ou com um crescimento lento ou nulo,
envolve a intervengao de apoproteinas (apo A, A, € E) livres de ou pobres em lipidos
(Mendez, 1997). O papel destes compostos proteicos, presentes na linfa € no plasma, foi
confirmado quando se detectou que péptidos exibindo estruturas a-helicoidais anfipaticas
como as das apoproteinas eram capazes de promover por contacto celular directo o
efluxo lipidico tao eficientemente como as lipoproteinas nativas (Yancey et al., 1995;
Mendez, 1997). O efluxo modulado pelas apoproteinas induz sinais intracelulares que
promovem a migragdo do colesterol até a membrana plasmatica (Mendez, 1997) e
depende de receptores de especificidade alargada, como a SR-BI (Acton et al., 1994 e
1996). Este receptor transmembranar, um membro da familia das proteinas CD36
também presente no suino (Martinez et al., 2000; Panzenboeck et al., 2002) é um
receptor ubiquo, se bem que particularmente abundante nos tecidos hepaticos e
esteroidogénicos (Acton et al., 1994, 1996 e 1999). As suas fungbes envolvem i) a
adesaoffixagao de apoproteinas (na forma livre ou como constituintes das lipoproteinas) a
membrana celular (Acton et al., 1999; Rothblat et al., 1999) sem a sua metabolizagdo ou
a internalizagao da lipoproteina (Rothblat ef al., 1978; Attie et al., 1982; Glass ef al., 1983)
e ii) a facilitacdo dos fluxos bidireccionais de colesterol livre entre as células dos tecidos
periféricos e as estruturas receptoras (apoproteinas ou lipoproteinas), bem como a do
influxo selectivo de colesterol esterificado das estruturas transportadoras para as células
hepaticas e esteroidogénicas. Esta facilitagdo passaria pelo rearranjo da distribuicao do
colesterol e fosfolipidos membranares, o que promove o seu fluxo sequencial (a perda de
fosfolipidos seguida da do esterol) (Yancey et al., 1995) ou simultdneo (Rothblat et al.,

19



1999), por um processo de microsolubilizacdo membranar mediado pelas estruturas
receptoras (Gillotte et al., 1998), particularmente eficaz em macréfagos (Yancey et al.,
1995). Deste modo, a ac¢do das SR-Bl repercute-se de forma decisiva nos niveis
plasmaticos de colesterol, na composi¢cao e diametro das lipoproteinas circulantes e no
conteudo em colesterol hepatico e biliar, entre outros (Krieger, 1999; Rothblat et al,,
1999). Por outro lado, a ac¢ao destes receptores também explicaria as observagées de
influxo celular de colesterol esterificado superiores aquele obtido s6 com a internalizagao
de lipoproteinas (Rothblat et al., 1978; Fielding et al., 1979), que anteriormente foram
sugeridas como o resultado de uma entrada da lipoproteina inteira seguida da sua retro-
endocitose apés delapidagdo lipidica parcial ou de uma transferéncia de colesterol
esterificado para a célula sem internalizagdo da lipoproteina (Mathé e Lutton, 1984). Os
mecanismos moleculares subjacentes a ac¢do das SR-Bl ndo estdo ainda totalmente
identificados (Lu et al., 2001; Wang et al., 2003), 0 mesmo se passando com os factores
que afectam a regulagdo da sua expressao, apesar de haverem indicagdes que as
SREBP (“sterol regulatory element-binding proteins”) (ver 3.4.1.4.) intervém na activacido
nuclear do gene SR-B/ (Krieger, 1999). Para além da captagdo de HDL, a SR-BI também
fixa via apoproteina as LDL, as LDL modificadas (Acton et al., 1994) e as VLDL (Calvo et
al., 1997), sugerindo assim uma actividade de captagdo multi-lipoproteica baseada em
mais que um dominio de captagdo. Uma isoforma destes receptores, a SR-BIl, apresenta
a mesma afinidade de ligacdo para as HDL que a SR-BI, mas transfere o colesterol com
uma eficacia 4 vezes inferior (Webb et al., 1998). O influxo selectivo de colesterol
esterificado das IDL, LDL e HDL para as células parece também ser modulado pelos
denominados LBS (“lipoprotein binding site”), receptores detectados in vitro mas ainda
nao peremptoriamente diferenciados das SR-Bl (Rhainds e Brissette, 1999). Por fim, a
recente descoberta da intervencdo das proteinas transmembranares ABCA1 no efluxo
unidireccional activo de colesterol livre (provavelmente apds o efluxo de fosfolipidos) das
células dos tecidos periféricos para as apo A, pobres em lipidos e as HDL (Borst et al.,
2000; Wade e Owen, 2001) (Figura 4), veio demonstrar que os processos de fluxo deste
esterol e a sua troca entre lipoproteinas e membranas celulares ndo estio ainda
totalmente elucidados. Espelhando a complexidade dos mecanismos moleculares
subjacentes, estudos recentes em macréfagos humanos confirmaram que a acumulagéo
celular de colesterol ou dos seus metabolitos oxidados (oxisterdis) activa um receptor
nuclear especifico, o LXR (“liver X receptor’) que forma um heterodimero com o receptor
nuclear RXR (“retinoid X receptor”) e se liga a uma sequéncia de DNA especifica (LXRE -
“LXR response element’) no promotor do gene ABCA1, estimulando a sua transcricéo
(Wade e Owen, 2001; Zhang e Mangelsdorf, 2002) (ver Figura 8). A intervencdo das
ABCA1 no efluxo de colesterol livre para as apo A,, protegendo assim estes percursores
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das HDL de um rapido catabolismo, implica-as também no processo de formacdo das
HDL maduras (Wade e Owen, 2001) e na modulagao do transporte reverso de colesterol,
como observado em células endoteliais de capilares cerebrais de suinos (Panzenboeck
et al., 2002). A independéncia deste mecanismo activo de regulagdo do fluxo de
colesterol foi confirmada, nomeadamente por experiéncias que comprovam que a ruptura

do aparelho de Golgi o anula, sem afectar o efluxo passivo de colesterol (Mendez, 1997).
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Figura 4. Intervencdo das ABCA1 no efluxo de colesterol livre celular
(Adaptado de Young e Fielding, 1999)

2.2.6. Captacao intracelular de lipoproteinas inteiras

A penetragdo na célula de uma lipoproteina inteira induz um influxo de colesterol livre
e esterificado, podendo efectuar-se por pinocitose ou por ligagédo a receptores de elevada
ou baixa afinidade, seguida de endocitose (Mathé e Lutton, 1984) (Figura 5).

A pinocitose retira as lipoproteinas do plasma a uma taxa que depende da sua
concentragdo nesse meio e o influxo de colesterol assim obtido & proporcional a sua
concentracdo plasmatica (Silverstein et al., 1977). No entanto, a sua contribuicao para a

captacéo intracelular total de lipoproteinas in vivo, € modesta (Davies e Ross, 1980).
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Figura 5. Mecanismos de captagao de lipoproteinas inteiras
(Adaptado de Acton et al., 1999).

Um outro mecanismo de captagao de lipoproteinas implica a sua ligacdo a receptores
celulares transmembranares saturaveis e a sua internalizagao, facto confirmado in vitro
(Floren e Nilsson, 1977; Bachorik et al., 1982) e in vivo (Floren et al., 1977, Mahley e
Innerarity, 1983). Dos varios receptores de elevada afinidade descobertos até hoje, o
mais estudado foi o ubiquo receptor de apo B/E ou de LDL (Goldstein e Brown, 1974).
Esta glicoproteina medeia as principais etapas de captacdo e degradacdo de uma
lipoproteina inteira por endocitose de forma semelhante em humanos e suinos (Bachorik
et al., 1976; Weinstein et al., 1976). No caso particular das LDL, a sua captagao depende
do reconhecimento da apo B (Goldstein e Brown, 1977), mais propriamente do dominio
N-terminal da sua cadeia peptidica, contendo arginina e cisteina positivamente
carregadas (Mahley et al., 1981). No entanto, todas as lipoproteinas contendo apo B ou
apo E (as LDL, HDL, HDL. ricas em apo E, mas também remanescentes de quilomicrons,
de VLDL e VLDL ricas em triacilglicerois) podem ligar-se a estes receptores dependentes
do Ca*, localizados em regides especificas da membrana celular ricas na proteina
clatrina (“clathrin coated regions”). Estas regiées formam entdo depressdes (“clathrin
coated pits”) e originam endossomas que migram pelo citosol (Goldstein et al., 1979;
Mahley et al., 1981). Os endossomas transportam o colesterol livre e a esfingomielina
lipoproteica directamente ao RE e o remanescente da lipoproteina até aos lisossomas
(Fielding e Fielding, 2001), onde o conteudo proteico da lipoproteina é rapidamente

hidrolisado. A lipase acida lisossomal hidrolisa o colesterol esterificado e o colesterol livre
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resultante, ao ser transportado para a membrana celular e para o RE, induz trés
respostas moduladoras da homeostase celular do colesterol: i) o aumento da actividade
da ACAT, facilitando a reesterificacdo do colesterol livre e a sua acumulagdo em
vesiculas de armazenamento; ii) a diminuicdo da actividade da 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A (HMG CoA) reductase, e iii) a diminuigdo da sintese de receptores de LDL,
reduzindo a entrada ulterior de colesterol por esta via (Brown e Goldstein, 1976; Mahley e
Innerarity, 1983). Por outro lado, quando cultivadas em soro desprovido de lipoproteinas,
fibroblastos humanos (Goldstein e Brown, 1974), células musculares lisas da aorta
(Weinstein et al., 1976) e hepatécitos (Bachorik et al., 1982) de suino vém a sua
concentragdo em colesterol diminuir e a actividade da HMG CoA reductase aumentar,
bem como o numero de receptores de LDL. Estes factos apontam para a existéncia de
um controlo da sintese destes receptores pela entrada de colesterol na célula. Este
controlo da-se via activacdo dos factores de transcricdo SREBP, os quais induzem a
transcricdo nuclear dos genes dos receptores de LDL, entre outros (Brown e Goldstein
1999) (ver 3.4.1.4.). O numero destes receptores de LDL difere consoante o tipo celular,
sendo geralmente elevado no figado, supra-renais e ovarios de animais adultos ingerido
regimes isentos de colesterol (Dietschy et al., 1993). Em suinos em crescimento Large
White x Landrace, Shutler (1988) detectou actividades elevadas de ligacdo das ['?I]LDL
no figado, menos importantes no estdmago, duodeno, rins, baco, testiculos e nddulos
linfaticos, e fracas no miocardio, aorta, musculo esquelético, tecido adiposo e pancreas. A
remocao de 70 a 80% do colesterol das LDL do plasma é assim imputada aos receptores
de LDL hepaticos (Bachorik et al., 1985; Dietschy et al., 1993).

Um outro tipo de receptores saturaveis dependentes do Ca?*, os LRP, captam as
lipoproteinas através do reconhecimento de uma regido especifica da cadeia peptidica da
sua apo E, que contém residuos positivamente carregados de arginina e lisina,
internalizando e metabolizando-as pela acgcdo de endossomas e lisossomas (Havel et al.,
1980; Mahley et al., 1981). O figado contém receptores LRP e de LDL, mas a rapida
metabolizacdo dos remanescentes de quilomicrons é efectuada por intermédio da
primeira classe de receptores, como ja foi demonstrado no rato (Windler et al., 1980a), no
Homem, no suino e no cdo (Mahley et al., 1981). Contrariamente aos receptores de LDL,
cujo elevado numero no animal jovem diminui com a idade ou varia em fungdo de
factores fisiologicos e nutritivos (jejum e ingestdo de colesterol ou de colestiramina), o
nimero de receptores LRP e a sua actividade parecem permanecer relativamente
constantes e independentes de tais variagbes (Mahley et al., 1981; Kovanen et al., 1981).

A ligacdo de particulas de HDL ou das suas apoproteinas a locais especificos das
membranas celulares, nomeadamente de hepatécitos, seguida da sua internalizagéo e

metabolizagdo (Bachorik et al., 1985; de Crom et al, 1992), tem sido verificada
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experimentalmente. No entanto, ainda ndo se identificaram os mecanismos através dos
quais se da a captagédo das HDL, ricas em apo A, nem se confirmou a existéncia de
receptores especificos de HDL ou de apo A (Acton et al., 1999; Martinez et al., 2000).
Dois dos candidatos a receptores de HDL sao as glicoproteinas transmembranares HB; e
HB, (“HDL-binding proteins 1 and 2”) (Matsumoto et al., 1997). Esta ultima expressa-se
em niveis elevados no intestino delgado, figado, pulmdes, cérebro e prostata (Acton et
al., 1999). Quando se transfere o seu DNA clonado para células em cultura, a expresséo
da HB, leva a um aumento da captagéo celular de HDL. A sintese de HB,, inversamente
correlacionada com o conteudo celular em colesterol, sugere uma coordenagao directa
ou indirecta com o metabolismo do colesterol (Matsumoto et al., 1997). A importancia
deste tipo de receptores parece no entanto ser secundaria em relacdo a captacao
selectiva de colesterol pelas SR-BI (Acton et al., 1999).

Actualmente reconhece-se uma outra classe de receptores de lipoproteinas,
constituida por receptores de baixa afinidade. Estes estdo presentes, por exemplo, nas
membranas de macréfagos, dos linfocitos, dos fibroblastos e das células musculares lisas
(Fielding e Fielding, 1982). Sendo muito semelhantes aos receptores de LDL, saturando
com 4 vezes mais LDL que HDL. e exigindo a presenca de Ca®* para a captagdo das
lipoproteinas, estes receptores diferem dos de LDL pela sua especificidade de captagdo
alargada a varias moléculas além das lipoproteinas. Por fim, e ao contrario do que
acontece no caso da intervengido dos receptores de alta afinidade, o colesterol captado
pelos receptores de baixa afinidade parece ndo ter os mesmos efeitos ao nivel do seu
metabolismo celular (biossintese e esterificagcao) (Attie et al.,, 1982). No entanto, a sua
contribuicao para equilibrar o efluxo de colesterol in vivo parece nao ser desprezivel, pelo
menos ao nivel dos fibroblastos e das células vasculares (Mathé e Lutton, 1984).

2.3. Controlos fisiolégicos da colesterolémia

Segundo certos autores, a colesterolémia da espécie suina pode ser influenciada pela
idade, sexo e peso corporal, mas segundo outros, ndo. Varios autores (Carroll et al.,
1973; Hitz et al., 1987, Kwekkeboom et al., 1990a; Lingaas et al., 1992; Valencia e
Chavez, 1997) referem que o aumento nos niveis de colesterol do nascimento ao
desmame, seguido do seu decréscimo para os valores iniciais, estaria relacionado com o
consumo de leite materno (rico em colesterol) e ndo com a idade dos animais per se. Por
outro lado, Dubreuil e Lapierre (1997) notaram em animais desmamados um aumento do
colesterol plasmatico das 8 as 16 semanas de idade, estabilizando este posteriormente
até ao fim do estudo (20 semanas), ao passo que Berlin et al. (1985) assinalaram uma
correlagdo negativa entre a colesterolémia e a idade de suinos miniatura entre os 6
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meses e os 10 anos, mas s6 nos machos. O efeito do sexo na colesterolémia tem sido
inconclusivo. Fausch et al. (1968) e Tumbleson et al. (1976) observaram em machos
valores de colesterolémia inferiores aos detectados em fémeas adultas, mas Jurgens e
Peo (1970) indicaram resultados inversos € Mersmann et al. (1979) nao detectaram
diferengas. Por seu lado, Rothschild e Chapman (1976) afirmaram que o peso corporal
teria uma influéncia significativa nos niveis de colesterol sanguineo, ao contrario da idade
e do sexo. Estas discrepancias de resultados foram relacionadas por alguns autores com
a raga dos animais utilizados e ndo com os factores em analise. No entanto, em estudos
com varias ragas de suinos e seus cruzamentos, Pond et al. (1986) e Lingaas et al.
(1992) nao detectaram nenhum efeito da ragca na colesterolémia. Por fim, autores como
Mersmann et al. (1979) e Martincic et al. (1984) apontam para uma influéncia
preponderante do regime alimentar nos niveis lipidicos sanguineos destes animais,

ficando os outros factores referidos por efeitos secundarios mas nao nulos.

3. BIOSSINTESE DO COLESTEROL

Estudos envolvendo a utilizagcdo de marcadores isotépicos e o calculo de balangos
provaram que os mamiferos sdo capazes de sintetizar colesterol. A origem da sua
sintese foi inicialmente ligada a agua e ao acetato, excelentes percursores dos lipidos
insaponificaveis da levedura (Bloch e Rittenberg, 1942). No entanto, sé em 1954 é que
Bloch sugeriu o que hoje € uma opinido unanime: cada carbono do colesterol provém do
carbono metilo ou carboxilo do acetato, por uma série de condensagdes sucessivas
(Vance e Van den Bosch, 2000).

3.1. Etapas da biossintese do colesterol

O colesterol pode ser sintetizado de novo em células de varios 6rgaos e tecidos como
o intestino, o figado e os tecidos esteroidogénicos. A sua biossintese, extremamente
complexa, apresenta alguns passos catalisados por enzimas que se localizam no citosol
celular e outros por enzimas que se encontram na membrana do RE (McKee e McKee,
1999) (Figura 6).




Notas: €) HMG CoA reductase
@ Difosfato-farnesil farnesiltransferase
€) Esqualeno mono-oxigenase
© Lanosterol sintase
@ Varios enzimas, catalizando vinte
reac¢des separadas

Difosfato de
farnesil
Difosfato de
isopentenil
Citrato
* Mevalonato

Oxaloacetato  Acetil CoA

~ Esqualeno

Lanosterol

Colesterol

Figura 6. Principais etapas da sintese celular do colesterol
(Adaptado de McKee e McKee, 1999).

3.1.1. Do acetil coenzima A ao mevalonato

O colesterol é sintetizado nos mamiferos a partir do acetil CoA, derivado da oxidagao
intramitocondrial do acido piravico e dos acidos gordos, e transportado para o citosol pelo
sistema de transporte do citrato. A primeira etapa desta sintese envolve a condensagéo
sequencial de trés moléculas de acetil CoA pelas enzimas acetil CoA C-acetiltransferase
(também conhecida por aceto-acetiltiolase ou B-cetotiolase) (Lynen, 1953) e HMG CoA
sintase. Estas reacgdes originam a HMG CoA (Lynen et al., 1958) que se acumula nas
mitocondrias (onde é utilizada na cetogénese) e na vizinhanga e membrana citosoélica do
RE (onde é utilizada na sintese do colesterol). Nestas duas localizagdes intracelulares
encontram-se também as enzimas acetil CoA C-acetiltransferase e HMG CoA sintase, o
que esta de acordo com a observada independéncia entre as vias de sintese dos corpos
ceténicos e dos esterdis. A HMG CoA é posteriormente reduzida pela HMG CoA
reductase microssomal a mevalonato, um composto com 5 atomos de carbono (Cs)
(Bucher et al., 1960). Na sequéncia destas observagdes, passou a considerar-se como a
primeira enzima da via biossintética do colesterol a acetii CoA C-acetiltransferase
citosolica e ndo a HMG CoA reductase microssomal (Mathé e Lutton, 1984).
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3.1.2. Do mevalonato ao esqualeno

A transformagdo do mevalonato em esqualeno tem como cofactor o trifosfato de
adenosina (ATP) (Amdur et al., 1957). O mevalonato é fosforilado via mevalonato cinase
e fosfomevalonato cinase, conduzindo a formagao do 5-difosfomevalonato. Este origina o
difosfato de isopentenil por uma reaccdo de desidratagdo-descarboxilagdo, também
dependente do ATP e catalisada pela difosfomevalonato descarboxilase. O difosfato de
isopentenil sofre entdo uma condensagdo com um seu isémero, o difosfato de dimetilalil,
levando a formagéo do difosfato de geranil (C40). Uma segunda condensagéo entre o
difosfato de geranil e o difosfato de isopentenil origina o difosfato de farnesil (Css)
(Chaykin et al., 1958). As enzimas envolvidas nestas reac¢des sdo a dimetilalil-trans-
transferase e a geranil-trans-transferase, isoladas pela primeira vez em hepatécitos de
ave por Reed e Rilling (1975). Por fim, uma condensacao de duas unidades de difosfato
de farnesil leva a formacgao do esqualeno (Cso) (Dugan e Porter, 1972).

3.1.3. Formagao do nucleo esterol: do esqualeno ao colesterol

O mecanismo de ciclizagdo do esqualeno em lanosterol foi sugerido por Woodward e
Bloch (1953), tendo Gibbons et al. (1982) identificado as enzimas responsaveis pela
oxidagao e ciclizagdo do esqualeno como a esqualeno 2,3-oxidase e a esqualeno 2,3-
oxidociclase. O lanosterol é ja uma estrutura do tipo esterol. A sua acumulagéo celular
desencadeia mais 20 etapas que conduzem a formacgdo do colesterol (C,;). Esta é
conseguida através de algumas alteragées fundamentais: o desaparecimento do grupo
metilo 14a, a satura¢éo da dupla ligagdo A* da cadeia lateral, a perda dos grupos metilo
4q e 4P e a passagem da dupla ligagdo de A® para A® (Zubay, 1998).

Para se realizar, a biossintese celular de colesterol depende do transporte dos
substratos até as enzimas intervenientes no processo. Tal fungao foi relacionada com
pequenas proteinas citosodlicas transportadoras de esteréis (SCP — “sterol carrier
proteins”) capazes de se ligar aos percursores do colesterol e de os transportar até aos
microssomas, onde se encontram as enzimas ligadas a biossintese do colesterol,
estimulando-a (Bell, 1975; Scallen et al., 1975). A ubiqua SCP2 apresenta maiores
concentragbes precisamente ao nivel dos hepatécitos, enterécitos e células

esteroidogénicas dos tecidos dos mamiferos (Vahouny et al., 1987).
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3.2. Débito da secrec¢ao interna de colesterol

Quando consumindo regimes alimentares semi-sintéticos sem colesterol, fémeas
suinas adultas Large White apresentaram uma secre¢do interna deste esterol de 22
mg-d™*-kg™" de peso vivo (PV) (Aigueperse, 1979). No Homem ela varia entre os 10 e 20
mg-d”’kg” PV (Férézou e Chevallier, 1986) mas em ratos chega aos 50 mg-d™'-kg" PV
(Dietschy et al., 1993). Esta secre¢ao contribui com 2 a 3 vezes mais colesterol para o
“pool” corporal que a absorgdo do colesterol presente em regimes alimentares ditos
tradicionais (Lu et al., 2001). Por outro lado, ela apresenta uma adaptabilidade enorme as
variagdes das necessidades do organismo neste esterol para o crescimento celular e a
sintese de Aacidos biliares e hormonas, podendo-as satisfazer mesmo na auséncia de
aportes de colesterol exégeno (Dietschy et al., 1993).

Segundo Dietschy et al. (1993) no periodo fetal de varias espécies animais, onde a
maioria do colesterol necessario ao crescimento tissular provém da sintese de novo, a
secrecio interna de colesterol € 3 a 4 vezes superior a registada nos animais adultos. Ja
em recém-nascidos, tal secre¢ao atinge sé o dobro da verificada nos adultos. Assim, a
secre¢io interna vai-se reduzindo com a idade, atingindo valores em animais idosos 60%
inferiores aos de animais jovens e sexualmente maduros. Esta secrecido interna de
colesterol eleva-se bastante durante a gestacéo e a lactagao (Lutton e Chevallier, 1972a).
A interrupcéo cirurgica do ciclo enterohepatico dos acidos biliares (Lutton et al., 1973),
bem como o consumo da resina colestiramina e de componentes fibrosos do regime
como a pectina (Mathé et al., 1977), contribuem para o aumento da excre¢éo fecal dos
acidos biliares e do colesterol, aumentando significativamente a secre¢ao interna deste
esterol. No entanto, ela é muito deprimida ao adicionar-se colesterol ao regime alimentar
(Marsh et al., 1972; Mathé e Chevallier, 1979).

3.3. Locais de sintese do colesterol

Nos mamiferos, apesar de virtualmente todos os tecidos poderem sintetizar este
esterol (Spady e Dietschy, 1983), o figado, o intestino e os tecidos esteroidogénicos séo
considerados como os principais locais da sintese de novo de colesterol (Brown e
Goldstein, 1976; Lutton, 1976; Dietschy et al., 1993). Apesar disto, as variagcbes que
afectam a secregao interna de colesterol estdo relacionadas fundamentalmente com as
grandes modificagfes detectadas na sintese hepatica de colesterol, visto a sintese
intestinal ser mais estdvel e a sintese nos tecidos esteroidogénicos permanecer
virtualmente inalterada (Mathé e Lutton, 1984; Dietschy et al., 1993). Assim, em situagdes

onde se limite ou anule o ciclo enterohepatico ou quando se induz um aumento na
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excrecao fecal do colesterol e seus derivados neutros e acidos, observa-se um aumento
na sintese hepatica de colesterol e na sua importancia relativa (Dietschy et al., 1993).

Os resultados contraditérios observados na literatura em relagdo a importancia
relativa da secregao interna hepatica e intestinal, podem ser consequéncia de diferencas
ao nivel das condigbes experimentais implementadas e de alguma falta de precisdo na
comparagao e confrontagdo dos resultados obtidos. Um outro factor preponderante é a
espécie em estudo. Em circunstancias onde a ingestdo dos principais macronutrientes foi
similar e a de colesterol alimentar nula ou desprezivel, o figado de ratos e ratinhos
apresentou um papel preponderante (40-50%) na sintese corporal total do colesterol, mas
noutros mamiferos como no coelho, porquinho da india e hamsters tal importancia atingiu
valores inferiores a 20% (Dietschy et al., 1993). Em fémeas adultas suinas Large White
(Aigueperse e Chevallier, 1982) e no Homem, os estudos sugerem que cerca de 50% da
sintese total de colesterol é devida ao tracto digestivo e ndo ao figado. Por fim, a ingestéo
de regimes com um nivel de colesterol alimentar idéntico ao detectado em dietas do tipo
ocidental (entre 300 e 600 mg-d') leva a que a sintese hepatica seja praticamente
suprimida, passando entdo os tecidos extra-hepaticos a ser responsaveis provaveimente
por mais de 80% da sintese corporal total de colesterol em virtualmente todas as
espécies mamiferas estudadas (Dietschy et al., 1993; Turley e Dietschy, 2003).

A sintese intestinal de colesterol da-se essencialmente na mucosa, sendo
negligenciavel na parede muscular subjacente (Dietschy e Siperstein, 1965). Ela também
depende da localizagido do enterécito no intestino delgado e da sua posigcdo na
vilosidade. Assim, em ratos consumindo regimes semi-sintéticos com ou sem colesterol,
a sintese de colesterol, avaliada pela actividade da HMG CoA reductase ou pela
utilizacdo in vivo de varios percursores do colesterol, é cerca de 2 vezes superior no
intestino proximal que no distal, com um gradiente de sintese decrescente em direc¢do
ao ileo (Sugano et al., 1980; Perrodin e Lutton, 1985). Estudos in vitro e in vivo apontam
para uma sintese 2 a 5 vezes mais elevada nas criptas que no topo das vilosidades,
qualquer que seja a secgcdo do intestino delgado considerada (Shakir ef al., 1978;
Perrodin e Lutton, 1985). Assim, a maturagao do enterécito ao longo da sua migragédo na
vilosidade é acompanhada por uma diminuigao sensivel da sua capacidade de sintetizar
colesterol, atribuida aos processos de regulagdo de origem luminal, essencialmente a
absorgéo de colesterol e de acidos biliares (Dietschy e Siperstein, 1965).

3.4. Controlos fisiolégicos da sintese
Quando Tavormina et al. (1956) observaram que o [2-'*Clmevalonato era eficazmente

convertido em colesterol no figado, sugeriram que as etapas pés-mevalonato ndo eram
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limitantes para a sintese de colesterol. Posteriormente, Siperstein e Fagan (1966)
colocaram esta etapa chave entre a HMG CoA e o mevalonato, atribuindo a HMG CoA
reductase o papel de primeira enzima da sintese de colesterol. Se hoje se sabe que esta
ndo é a primeira enzima da sintese, o papel essencial desempenhado pela HMG CoA
reductase como etapa limitante na sintese de colesterol ndo foi posto em causa. Na
realidade, em condicbes fisiolégicas que influenciam a velocidade de sintese do
colesterol, a actividade de enzimas como a acetil CoA C-acetiltransferase varia paralela
mas mais lentamente que a da HMG CoA reductase. Tal comportamento sugere que as
primeiras etapas da sintese de colesterol actuam como um mecanismo secundario de
regulacdo dessa mesma sintese (Mathé e Lutton, 1984). No intestino humano, a etapa
pés-HMG CoA de desmetilacdo do lanosterol pode também actuar como um outro
mecanismo secundario de regulagao da sintese de colesterol (Tabacik et al., 1981). Por
fim, o consumo de regimes ricos em colesterol leva a uma inibi¢gao crescente ao longo do
tempo das actividades da difosfomevalonato descarboxilase, da dimetilalil-frans-
transferase e da difosfato-farnesil farnesiltransferase, enzimas intervenientes na
conversdo de HMG CoA em esqualeno (Slakey et al.,, 1972). Tais factos sugerem assim
uma resposta coordenada das enzimas que participam na biossintese do colesterol em
funcdo da variagdo de factores ambientais e/ou alimentares.

3.4.1. Principais factores que influenciam a actividade da HMG CoA reductase e a

velocidade de biossintese do colesterol

3.4.1.1. Modificagdes ao longo do desenvolvimento

Nos mamiferos, a actividade da HMG CoA reductase hepatica sofre uma ligeira
reducdo no fim da 1? semana pés-nascimento, estabilizando entdo até ao desmame,
altura em que se observa um aumento sensivel da sua actividade. Nos enterdcitos, o
decurso dos acontecimentos é idéntico, mas a reducado verifica-se logo desde os
primeiros dias pds-nascimento (Carroll et al.,, 1973; Hahn e Smale, 1982). Tais factos
parecem depender do contetido em colesterol do leite materno (Carroll et al., 1973; Rioux
e Innis, 1993; Devlin et al., 1998) e da diminuicdo dos niveis de colesterol plasmatico no
periodo pés-desmame (Carroll et al, 1973; Kwekkeboom et al., 1990a; Valencia e
Chavez, 1997). Em ratos, a estimulagdo do crescimento por injecgcbées de triiodotironina
entre o 5° e 12° dias, aumentaram a actividade da HMG CoA reductase hepatica. Este
efeito, ndo detectado no intestino e no tecido adiposo castanho, aponta assim para uma
influéncia hormonal sobre a actividade biossintética varidvel segundo os tecidos em
causa (Hahn e Smale, 1982).
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3.4.1.2. Variagoes circadianas

Ap6s a observacio inicial de Kandutsch e Saucier (1969) de um ritmo circadiano da
sintese hepatica de colesterol em murganhos, a actividade da HMG CoA reductase no
figado foi quantificada como sendo 5 a 10 vezes mais elevada durante o periodo
nocturno que durante o periodo diurno no rato (Shapiro e Rodwell, 1971) e no hamster
(Ho, 1975). Em espécies de habitos diurnos como o suino e o cobaio, é durante o dia que
se verifica a maior actividade da HMG CoA reductase (cuja ¢y, € de cerca de 4 h), bem
como uma estimulagao da sua sintese. No entanto, a sua taxa de degradagdo mantém-se
relativamente constante ao longo do periodo nictimeral (Rogers et al., 1981). Assim, o
ritmo circadiano da actividade da HMG CoA reductase hepatica esta relacionado com o
ritmo das refeicdes e ndo com a alternancia luz-obscuridade propriamente dita (Edwards
et al., 1972), o mesmo se verificando em relagéo ao ritmo da actividade da colesterol 7a-
hidroxilase (Li et al., 1980). A sintese intestinal de colesterol esta também sujeita a
variagbes, mas de menor amplitude. Em suinos consumindo um regime comercial,
Rogers et al. (1981) observaram que a actividade da HMG CoA reductase hepatica era
cerca de 3 vezes mais elevada as 14.00 que as 9.00 h, ao passo que no intestino
delgado tal factor de variacédo era de 1,6. Esta menor amplitude foi também verificada em
ratos (Perrodin e Lutton, 1985). No Homem, dados obtidos extrapolando de resultados in
vitro (Dietschy e Gamel, 1971; Angel e Bray, 1979) sugerem também uma variagao
diurna da sintese intestinal de colesterol mais fraca que a hepatica.

3.4.1.3. Acgbes hormonais

O interesse em relagao a influéncia das hormonas do cértex supra-renal na actividade
da HMG CoA reductase, esteve sempre ligado ao seu possivel papel na manutengéo do
ritmo circadiano enzimético.- A concentragdo em corticosterona plasmatica varia
ciclicamente em ratos adaptados a condigdes regulares de luz/obscuridade (Guillemin et
al., 1959) com um pico cinco horas antes da actividade maxima da HMG CoA reductase.
No entanto, a remogao cirirgica das supra-renais tanto origina a abolicdo do ritmo
circadiano e diminuicdo da actividade enzimatica (Edwards, 1973) como s6 uma
diminuigao da amplitude do ritmo circadiano (Mitropoulos e Balasubramaniam, 1976).

As hormonas pancredticas parecem afectar a actividade da HMG CoA reductase
hepatica, sendo esta estimulada pelo aumento da relagédo insulina:glucagon plasmatica
(Forsythe et al., 1986). O efeito da insulina foi recentemente relacionado com o aumento
da transcricio da HMG CoA reductase, possivelmente através de um elemento de
resposta insulinico presente no seu gene (Ness e Chambers, 2000).
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As hormonas da tirdide parecem ter influéncia na homeostase do colesterol, em
particular na sua sintese. Os animais hipertiréidianos aumentam a captacao hepatica de
['“CJacetato e os niveis de HMG CoA reductase, mas sem conseguir compensar a
hipocolesterolémia detectada. O hipotiroidismo por seu lado origina redugcées no
catabolismo das LDL e na sintese de colesterol, em consonadncia com a
hipercolesterolémia verificada (Gibbons et al., 1982). O mecanismo de acg¢ao destas
hormonas parece verificar-se ao nivel da transcricdo (aumento dos niveis de acido
ribonucleico mensageiro (MRNA)) e da pés-transcricdo (aumento da t,, dos mRNA) da
HMG CoA reductase (Ness e Chambers, 2000).

As hormonas sexuais também influenciam a sintese de novo do colesterol. Assim, o
estradiol aumenta-a e a testosterona diminui-a (Fillios et al., 1958). A progesterona, por
seu lado, parece aumentar essa sintese ao bloquear a acgdo de um derivado oxigenado
do colesterol supressor da actividade da HMG CoA reductase, o oxisterol 24(S),25-
epoxicolesterol (Panini et al., 1987).

3.4.1.4. Adigcéo de colesterol ao alimento

Ja foi demonstrado num grande nimero de espécies que a adicdo de colesterol ao
regime alimentar provoca uma diminui¢do na sua biossintese, ao diminuir a actividade da
HMG CoA reductase hepatica (Shefer et al., 1973; Rogers et al., 1981; Gibbons et al.,
1982; Férézou et al., 1997) e induzir a degradacdo das moléculas de HMG CoA
reductase existentes (McKee e McKee, 1999). Este é assim um exemplo de retro-inibicdo
da velocidade de uma via metabdlica pelo seu produto final (Mitropoulos et al., 1981),
como o comprova a forte correlacio negativa verificada entre o colesterol livre presente
na membrana do RE e a actividade da HMG CoA reductase (Gibbons ef al., 1982). Em
situagdo de escassez celular de colesterol livre, a modulago da actividade da HMG CoA
reductase depende das SREBP-1a e 2. As proteinas percursoras das SREBP, presentes
na membrana do RE, sdo transportadas para o aparelho de Golgi pela proteina SCAP
(“SREBP cleavage-activating protein”) (Brown e Goldstein, 1999). Aqui, a intervengdo
sequencial de duas proteases, a S1P (“site-1 protease”) e a S2P (“site-2 protease”),
levam a clivagem dos seus dominios N-terminais, as SREBP ditas maduras. Estes
factores de transcricdo entram no nucleo e ligam-se ao SRE (“sterol regulatory element”)
do promotor do gene HMG CoA reductase, desencadeando a sua activagdo nuclear.
Quando se da a acumulagéao celular de colesterol e/ou oxisteréis, esta é reconhecida pela
SCAP, que em caso de excesso destes compostos ndo migra para o organito onde a S1P
actua, impedindo assim a clivagem inicial (Brown e Goldstein, 1999; Blanchette-Mackie,
2000). Esta acgdo moduladora ndo é tao eficaz no intestino, onde a diminuicao da sintese
de colesterol e da actividade da HMG CoA reductase € muito mais discreta (Ho, 1975;
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Lutton, 1976; Rogers et al., 1981). A regulagdo da expressdo do gene HMG CoA
reductase da-se ao nivel da transcricio em espécies sensiveis ao colesterol como
ratinhos e hamsters, mas parece dar-se ao nivel pds-transcricional em espécies menos

sensiveis como o rato, estando ainda por esclarecer (Ness e Chambres, 2000).

3.4.2. Modulacgéao da eficiéncia catalitica da HMG CoA reductase

A actividade enzimatica da HMG CoA reductase pode ser afectada por mecanismos
de fosforilagdo-desfosforilagdo. Assim, a incubagdo de microssomas na presenca de Mg**
e de [*PJATP provoca a fosforilagdo da enzima e uma diminuigdo da sua actividade ou
mesmo a sua inactivagdo (Mathé e Lutton, 1984). No entanto, os factores fisiologicos
identificados como modulando a actividade da HMG CoA reductase parecem nao actuar
por alteracado do estado de fosforilagio da enzima. Brown et al. (1979) observaram que a
propor¢do de enzima fosforilada permanece constante em condi¢gées que provocam uma
variagao da actividade enzimatica e da sintese de colesterol de cerca de 50 vezes.
Venkatesan e Mitropoulos (1982) confirmaram tais observagbes em hepatécitos,
sugerindo que as alteragdes na actividade desta enzima seriam o resultado de diferengas
na concentragao de colesterol livre na membrana do RE das células.

4. O PAPEL DO FiGADO

4.1. O sistema colesterol do figado

O colesterol hepatico encontra-se sob a forma livre e esterificada, detectando-se o
primeiro nas estruturas membranares dos hepatdcitos e seus organitos celulares e o
colesterol esterificado essencialmente no RE, no aparelho de Golgi e nas vesiculas de
armazenamento. A origem do colesterol livre hepatico pode derivar da sintese de novo
e/ou da transferéncia de colesterol plasmatico por mecanismos de troca bidireccionais ao
nivel da membrana citoplasmica. Esta transferéncia de superficie resulta geralmente de
uma troca mole a mole, que nao altera o contetido celular em colesterol (Mathé e Lutton,
1984). No entanto, se uma modificagdo do equilibrio aparece, este processo pode
originar um fluxo liquido de colesterol para o hepatécito (Rothblat et al., 1978). Um factor
determinante neste processo € a relacdo colesterol livre:fosfolipidos da lipoproteina (ver
2.2.5.). A captagao de lipoproteinas inteiras através de receptores especificos (ver 2.2.6.)
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€ uma via que permite a penetragdo simultanea de colesterol livre e esterificado nos
hepatécitos. O figado cataboliza a maior parte das lipoproteinas, mas tem uma acc¢éo
quase exclusiva e determinante no catabolismo dos quilomicrons e seus residuos (Felts
et al., 1975; Andersen et al., 1977; Aigueperse, 1979). Finalmente, a recente descoberta
da captacdo de HDL por receptores SR-Bl sem a sua internalizagao, originando o influxo
dito selectivo de ésteres de colesterol (ver 2.2.5.), veio ampliar as vias de entrada
referenciadas (Acton et al., 1996 e 1999). O influxo de colesterol livre in natura e o
resultante da hidrélise do colesterol esterificado, exerce um efeito de retro-inibigdo sobre
a sintese de novo hepatica (Nervi et al., 1975) e, como nas outras células, pode ser
utilizado para a sintese de membranas celulares e/ou esterificado e armazenado em
vesiculas lipidicas. Por fim, os hepatécitos também podem incorporar colesterol livre em
lipoproteinas nascentes e na bilis, além de transforma-lo em acidos biliares (Kempen,
1980; Chapman, 1982).

Tal como os hepatécitos, os macréfagos dos sinusdides hepaticos (células de
Kupffer) catabolizam lipoproteinas, mas aparentemente com uma capacidade superior e
sem saturarem, pelo que a sua contribuicdo para o metabolismo das lipoproteinas nao
deve ser negligenciado (Van Berkel et al., 1978). Estudos in vifro demonstraram que os
macréfagos catabolizam LDL modificadas ndo reconhecidas pelos receptores de LDL,
intervindo assim na transferéncia de colesterol para o mdasculo liso dos vasos
sanguineos. Parte do colesterol esterificado acumulado nos macréfagos seria hidrolisado
e exportado da célula, captado pelas lipoproteinas do meio e transferido para as células
do musculo liso por mecanismos que ndo implicariam o sistema de receptores
especificos (Stein et al., 1981).

4.2, A biossintese dos acidos biliares

Bloch et al. (1943) demonstraram que o colesterol é convertido em acidos biliares no
figado, mas sé apos os trabalhos de Bergstréom (1952) e Siperstein et al. (1952b) é que
esta foi reconhecida como uma via importante na eliminagédo do colesterol e portanto na
sua homeostase. A producdo média destes acidos anfipaticos é inferior a 10 mg-d”'-kg™
PV no Homem e atinge os 20 mg nd suino e os 40 no rato, exprimindo respectivamente
cerca de 50, 84 e 86% da excregao total diaria do colesterol (Lutton, 1990).

O percursor directo dos acidos biliares € o colesterol livre hepatico originado pela
sintese de novo microssomal e pela transferéncia de colesterol plasmatico, regra geral de
origem alimentar (Dupont et al., 1974; Kim et al., 1975). A contribuicdo maioritaria do
colesterol plasmatico vem do colesterol livre das HDL e ndo do das LDL (Schwartz et al.,
1978). O figado também produz fosfolipidos (essencialmente fosfatidilcolina) para serem
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incorporados na bilis, cuja constituicdo também inclui colesterol livre, proteinas
(essencialmente albumina), bilirrubina e agua. A sintese e secrecdo dos acidos biliares
segue um ritmo circadiano intimamente relacionado com o ritmo das tomas alimentares e
as vagas pos-prandiais de absor¢cdo de acidos biliares detectadas na veia porta
(Haslewood, 1978). Os principais acidos biliares detectados no Homem e no hamster séo
os acidos codlico (3a,7a,12a-trihidroxi-5p-colan-24-6ico) e quenodesoxicélico (3a,7a-
dihidroxi-53-colan-24-6ico) (Elliot e Hyde, 1971). No rato, detectam-se também os acidos
a- e B-muricoélico (3c,6B,7a- e 3a,6B,7B-trihidroxi-5B-colan-24-6ico) (Hsia, 1969). No
suino, a via sintética do acido cdlico é praticamente inexistente, sendo o acido biliar
predominante o hiocdlico (3a,6a,7a-trihidroxi-5p-colan-24-6ico), resultante da 6a-
hidroxilagao do acido quenodesoxicélico e muito hidréfilo (Haslewood, 1978; Lundell et al.
2001). As vias metabdlicas que conduzem a estes acidos biliares ditos primarios sao
duas, diferentes e independentes: a via classica ou neutra e a via alternativa ou acida
(Figura 7). Esta ultima foi identificada recentemente (Vlahcévic et al., 1996) e o seu
conhecimento e importancia relativa ndo sédo ainda completos (Souidi et al., 2001).

A via biossintética classica ou neutra, assim denominada devido ao facto da fungao
carboxilica existente no fim da cadeia alifatica dos acidos biliares ndo aparecer sendo nas
etapas finais da sintese, tem como enzima-chave a colesterol 7a-hidroxilase (CYP7A1). A
via alternativa ou acida, assim apelidada devido a oxidagdo da cadeia lateral do colesterol
produzir intermediarios acidos, tem como enzima-chave a esterol 27-hidroxilase
(CYP27A1) (Stravitz et al., 1996; Vlahcévic et al., 1996). No entanto, na transformacgao
hepatica do colesterol em acidos biliares intervém muitas enzimas diferentes (Russell e
Setchell, 1992), numa cascata de reacgdes ao nivel do citosol, do RE, das mitocéndrias e
dos peroxissomas (Princen et al., 1997). A sua formagdo implica o transporte de
compostos intermédios hidréfobos para junto dos diferentes sistemas enzimaticos
actuantes por proteinas citosdlicas das células hepaticas (Bell, 1975; Princen et al.,
1997). Os acidos biliares primarios produzidos sdo entdo conjugados com glicina ou
taurina no seu terminal carboxilo pela accado da N-aciltransferase, de modo a aumentar a
sua solubilidade, salificados por Na* e K* (Princen et al., 1997) e secretados activamente
na bilis (Goodwin e Kliewer, 2002). Os sais biliares sao libertados no Iimen duodenal
onde, entre outras fungdes, participam na absorcao lipidica (Westergaard e Dietschy,
1976). Os principais sais biliares vesiculares do suino sdo as formas glicoconjugadas dos
acidos hiocdlico, hiodesoxicélico (3a,6a-dihidroxi-53-colan-24-6ico) e quenodesoxicélico
(Haslewood, 1978; Legrand-Defretin et al., 1986; Férézou et al., 1997).
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Figura 7. Esquema simplificado da biossintese dos acidos biliares em mamiferos
(Adaptado de Souidi et al., 2001).

A secrecao dos sais biliares € um processo que requer energia, uma vez que a sua
concentragdo na bilis pode ser mais de 1000 vezes superior a do hepatdcito (Kullack-
Ublick et al., 2000). O seu transporte activo através da membrana hepatocitaria apical ou
canalicular (que forma os canaliculos, tubulos de 1 um entre hepatécitos adjacentes)
depende de proteinas da familia dos transportadores ABC (Borst et al., 2000) cuja
estrutura € composta por dois conjuntos de seis segmentos transmembranares formando
um poro, e dois locais de ligagcdo do ATP (Lu et al.,, 2001; Borst e Elferink, 2002). A
principal interveniente no processo € a ABCB11 ou bomba de secrecédo de sais biliares
(BSEP — “bile salt export pump”), originalmente conhecida por Spgp (“sister of P-
glycoprotein”) (Borst e Elferink, 2002). O seu gene, identificado em hepatdcitos de suino e
outros mamiferos (Childs et al., 1995), apresenta um dominio de fixagao para o receptor
nuclear FXR (“farnesoid X receptor”) (ver Figura 8 e 4.2.3.2.). Este receptor ndo é mais
do que uma proteina ou factor de transcricao intracelular que induz a expressao do gene
BSEP ao ser activado pelos acidos biliares (Ananthanarayanan et al., 2001). Assim, em
presenca de um excesso destes acidos, a transcricdo do gene BSEP é estimulada,
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aumentando a produg¢do de BSEP e portanto o efluxo hepatocanalicular de sais biliares
(Borst e Elferink, 2002). Nesta secre¢ao intervém ainda o transportador hepatico ABCC2
ou MRP2 (“multidrug resistance protein 2”), também implicado no transporte da bilirrubina
e de outros anides organicos (Elferink e Groen, 2000; Borst e Elferink, 2002). A actividade
destes transportadores é modulada pelos préprios acidos biliares (ligandos dos
receptores nucleares), manifestando os acidos hidréfobos como o quenodesoxicélico um
efeito mais marcado na sua estimulacao (Elferink e Groen, 2000). Deste modo, evita-se a
acumulagado intracelular ou canalicular de sais biliares, com acg¢do detergente e
potencialmente citotdxica (Borst e Elferink, 2002).

No ileo e intestino grosso, os acidos biliares primarios sdo geralmente desconjugados
e depois transformados em Aacidos biliares secundarios pela populagdo microbiana. No
Homem, rato e hamster, predominam o acido desoxicélico (3a,12a-dihidroxi-5p-colan-24-
6ico) (obtido a partir do acido célico) e o litocélico (3a-hidroxi-53-colan-24-6ico) (obtido a
partir do acido quenodesoxicélico), € no suino o hiodesoxicélico (obtido a partir do acido
hiocélico) (Hofmann, 1988). A (re)absorcdo dos acidos biliares da-se passivamente ao
longo de todo o intestino e por transporte activo essencialmente ao nivel do ileo (Schiff et
al., 1972), sendo esta Ultima considerada a via mais importante (Shneider, 2001). Regra
geral, os acidos biliares conjugados (particularmente os tauroconjugados) apresentam
uma menor taxa de absor¢do passiva que os acidos biliares livres, mas a conjugagéo
aumenta a sua absorcdo activa em relacdo a destes ultimos (Schiff et al., 1972). Por
outro lado, a taxa de absorgio passiva diminui de importancia dos acidos biliares mono
aos trihidroxilados, ao passo que a activa aumenta (Schiff et al., 1972; Hofmann, 1988).
Existem varios transportadores de acidos biliares nas células de bordadura em escova do
ileo terminal, sendo a absorgao destes compostos diferenciada da do colesterol (Lu et al.,
2001). O transportador intestinal de Aacidos biliares (IBAT - ‘“intestinal bile acid
transporter”), uma proteina também denominada transportador apical de acidos biliares
dependente do Na' (ASBT - “apical sodium-dependent bile acid transporter”), e a
proteina citosélica IBABP (“ileal bile acid-binding protein”) modulam o influxo enterocitario
dos acidos e sais biliares e o0 seu transporte intracelular da membrana apical para a
basolateral do enterécito ileal (Love e Dawson, 1998; Shneider, 2001). Estas proteinas
vém a sua expressdo genética induzida pelo FXR, o qual é activado por acidos ou sais
biliares hidréfobos (Makishima et al., 1999; Repa e Mangelsdorf, 1999; Li et al., 2004).
Tais observagdes suportam a ideia de que os acidos e sais biliares modulam o seu
préprio transporte ao longo do enterécito, bem como a sua circulagdo enterohepatica (ver
42.), por regulagdo da expressdo genética das suas proteinas transportadoras
(Makishima et al., 1999; Li et al., 2004).
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Apés a sua absorcdo, os acidos e sais biliares sdo conduzidos ao figado pela veia
porta. Neste 6érgdo, a anatomia dos sinuséides permite a passagem de componentes
ligados a proteinas através das fenestrae endoteliais para os espacgos de Disse, onde se
desencadeiam os processos de influxo de acidos e sais biliares para as membranas
basolaterais dos hepatécitos (Reichen, 1999). Os polipeptideos OATP (“organic anion
transporting polypeptides”) e NTCP (“Na*-taurocholate co-transporting polypeptide”)
parecem ser os transportadores basolaterais mais relevantes neste influxo do sangue
portal para os hepatécitos (Kullak-Ublick et al., 2000). Este ultimo privilegia o transporte
de sais biliares, di e trihidroxilados (Labori et al., 2002). O transporte intracelular dos
acidos biliares, cujo mecanismo é ainda pouco conhecido, parece resultar da difusdo de
complexos formados com proteinas citosélicas, as quais também contribuem para a
redugdo do potencial toéxico destes acidos (Kullack-Ublick et al., 2000). Os acidos biliares
sdo entdo 7a-hidroxilados (secundarios) e reconjugados (primarios e secundarios), para
serem novamente secretados. Este ciclo enterohepatico, que no suino representa cerca
de 94% da secrecdo total (Legrand-Defretin et al., 1986), permite a manuten¢ao de uma
forte concentragdo destes compostos no Iimen intestinal. Num estado de equilibrio, a
limitada perda fecal de acidos biliares € compensada pela sintese hepatica a partir do
colesterol (Lindstedt, 1957; Hofmann, 1988).

4.2.1. As vias hepaticas de biossintese dos acidos biliares

4.2.1.1. A via classica ou neutra

A primeira etapa da via neutra, limitante, corresponde a hidroxilagdo do colesterol em
7o-hidroxicolesterol pela CYP7A1 microssomal (Myant e Mitropoulos, 1977; Li e Kim,
1979) (ver Figura 7). Esta enzima microssomal do RE, pertencente a familia do citocromo
P-450 (Russel e Setchell, 1992), encontra-se activa na sua forma fosforilada (Nguyen et
al., 1996). Sendo detectada fundamentaimente no figado, a actividade da CYP7A1 esta
submetida a variagcbes circadianas dependentes do nimero de refei¢ées e do tipo de
alimento consumido. Quando consumindo um regime comercial (9.00 h), suinos em
crescimento apresentaram um pico de actividade maxima cerca das 14.00 h (Li et al.,
1980), ao contrario do observado em animais de habitos nocturnos como os ratos, onde
este se verificou a meio da noite (Mitropoulos et al., 1973; Chiang et al., 1990). A
actividade da CYP7A1 hepatica também aumenta com a idade (Norlin, 2002). A sua t; €
a do seu mMRNA foram estimadas em cerca de 4 h no rato (Twisk et al., 1993)ede 3a9h
no coelho (Kinowaki et al., 2002). A segunda parte da biossintese dos acidos biliares é

catalisada no RE pela 3p-hidroxi-A®-C,,-esterdide oxidorredutase (EO) (Furster et al.,
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1996). O produto resultante, o 3-oxo,7a-hidroxi-4-colesteno, pode ser utilizado para a
formacgao de acido célico com a intervengao inicial da esterol 12o-hidroxilase (CYP8B1),
ou de acido quenodesoxicolico com a intervengao inicial da A*-3-oxosteréide-5p-redutase
(OR) microssomal (Russell e Setchell, 1992). A CYP8B1, membro da familia do citocromo
P-450 (Souidi et al., 2001), apresenta uma t;, (actividade e mRNA) de 4 h no rato
(Vlahcévic et al., 2000). As etapas finais da via neutra conduzem ao encurtamento da
cadeia lateral do colesterol, processo que se desenrola nas mitocondrias e peroxissomas.
Ele inclui a oxidagdo da cadeia lateral pela CYP27A1 e a introdugdo de um agrupamento
CoA éster. Por fim, e apds uma 24-hidroxilagao, o esterol formado € decomposto em
propionil-CoA e num composto com 24 atomos de carbono, futuro acido biliar. Antes da
sua secregio pelo hepatécito, a fungcéo acida do acido biliar € activada pela fixagdo do
CoA, sendo este entdo conjugado (Princen et al., 1997).

4.2.1.2. A via alternativa ou acida

Estudos em hepatécitos de suino (Bergman e Postlind, 1991), rato (Vlahcévic et al.,
1997) e coelho (Xu et al, 1999) identificaram recentemente uma segunda via de
biossintese dos acidos biliares, a via acida. Dados obtidos in vitro indicam que esta via
pode representar 50% da biossintese total de acidos biliares (Stravitz et al., 1996; Princen
et al., 1997). A sua enzima-chave, a CYP27A1 mitocondrial (ver Figura 7), pertence a
familia do citocromo P-450 (Wikvall, 1984; Okuda, 1994). Esta enzima, activa na forma
fosforilada (Souidi et al., 1999), exibe uma especificidade de substratos alargada ao
colesterol, a oxisterdis de origem extra-hepatica, a compostos intermédios da biossintese
dos acidos biliares e ao colecalciferol (Okuda, 1994). Estudos efectuados em ratos e
hamsters mostraram que a CYP27A1 apresenta um ritmo nictimeral, com uma actividade
maxima a meio da noite e minima a meio do dia (Vlahcévic et al., 1996; Audas et al.,
1999). A t;,, do seu mRNA foi quantificada em 13 h em hepatdcitos in vitro (Twisk et al.,
1995a). A CYP27A1 inicia a via acida transformando o colesterol em 27-hidroxicolesterol
(Russell e Setchell, 1992), um forte inibidor da actividade da HMG CoA reductase
(Esterman et al., 1983). Este composto € entdo 7a-hidroxilado pela 27-hidroxicolesterol-
7a-hidroxilase (CYP7B1) microssomal do Homem (Martin et al., 1993), rato (Vlahcévic et
al., 1997) e hamster (Lee et al., 1996) ou pela CYP7B1 mitocondrial do suino (Axelson et
al., 1992). Esta enzima, também conhecida por oxisterol 7a-hidroxilase (Toll et al., 1994),
é considerada a segunda enzima mais importante da via acida (Vlahcévic et al., 1997). A
sequéncia da cadeia de reacgdes enzimaticas origina o 3-oxo-7a,27-dihidroxi-4-
colesteno, substrato a partir do qual a CYP8B1 forma o acido célico. Assim, no Homem e
nestes modelos animais, bem como no coelho (Xu et al., 1999), a inibigdo da via neutra
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nao para a producao de acidos biliares, tomando a via acida o seu lugar. Neste caso,
esta ultima via pode mesmo tornar-se a via de sintese de acidos biliares mais importante
no rato (Vlahcévic et al., 1997) e no coelho (Xu et al., 1999).

4.2.2. A via extra-hepatica de biossintese dos acidos biliares

Esta via depende da ac¢do da CYP27A1 e da CYP7B1 extra-hepaticas. A primeira
enzima foi ja isolada no intestino, pulmdées, glandulas supra-renais, testiculos, ovarios,
artérias, células endoteliais, macréfagos e fibroblastos (Souidi et al., 2001), sendo-the
atribuido um papel de desintoxicagéo pela transformagéao extra-hepatica do colesterol em
compostos mais sollveis e portanto mais facilmente eliminaveis do plasma como o 27-
hidroxicolesterol e o acido 3p-hidroxi-5-colestendico (Lund et al., 1996). Transportados
para o figado respectivamente pelas lipoproteinas (principalmente as HDL) e pela
albumina, estes compostos sdo entdo transformados em acidos biliares pela CYP7B1
hepatica (Bjérkhem et al., 1999). A esta ultima enzima, detectada em diversos tecidos
extra-hepaticos como os do intestino, encéfalo, pulmdes, rins, pancreas, testiculos,
ovarios e prostata (Wu et al., 1999), é também atribuido um papel desintoxicante por
metabolizagdo de oxisterdis (Souidi et al., 2001).

4.2.3. Regulagédo da biossintese dos acidos biliares e da actividade das principais
enzimas nela intervenientes

4.2.3.1. Efeito dos acidos biliares e da colestiramina

A biossintese dos acidos biliares esta sujeita a diferentes tipos de modulagdo. Um dos
mais importantes diz respeito ao efeito dos acidos biliares sobre a sua proépria sintese, via
ciclo enterohepatico. Assim, a administracdo oral de resinas como a colestiramina
(Schneider et al., 1966) e de inibidores do IBAT/ASBT (Huff et al., 2002), bem como a
ressecgao ileal (Beher et al, 1960) e a fistula biliar (Mitropoulos et al., 1973), ao
diminuirem ou impedirem o fluxo de retorno dos acidos biliares ao figado, aumentam a
sua biossintese hepatica através dum estimulo da sintese e actividade da CYP7A1
(Chiang et al., 1990; Huff et al., 2002). Inversamente, o aumento do “pool” dos acidos
biliares da bilis (Xu et al., 1999) e a juncado de acidos biliares hidréfobos a hepatdcitos
(Kwekkeboom et al., 1990b; Souidi et al., 1999) ou ao regime alimentar (Heuman et al.,
1988; Pandak et al., 1994) levam a uma diminuicdo da actividade da CYP7A1 e da
sintese de Aacidos biliares. A modulagédo desta sintese via CYP7A1, do tipo retro-controlo

negativo, da-se ao nivel da transcri¢do: os acidos biliares hidréfobos sédo ligandos dos
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receptores nucleares, que quando activados se vao ligar a duas regiées do promotor do
gene CYP7A1, as BARE (“bile acid response element”) | e Il, reprimindo a expressao
desta enzima (Repa e Mangelsdorf, 1999; Goodwin e Kliewer, 2002; Kinowaki et al.,
2002) (Figura 8). Assim, acidos como o quenodesoxicélico ou o desoxicélico e seus
conjugados sdo ligandos activadores do FXR, o qual inibe a sintese da CYP7A1
(Makishima et al., 1999; Li et al., 2004) via SHP (“short heterodimer partner’) e LRH-1
(“liver receptor homolog-1") (Goodwin e Kliewer, 2002), até a concentragao hepatocitaria
nesses acidos diminuir. A regulacdo da expressdao da CYP7A1 pelos acidos biliares
hidréfobos pode dar-se igualmente ao nivel da estabilidade dos seus mRNA. Estes
acidos parecem exercer um retro-controlo negativo na expressdo desta enzima,
induzindo a transcricdo de mRNA instaveis através de mecanismos ainda desconhecidos
(Agellon e Cheema, 1997).

No Homem, a regulagdo da CYP27A1 é pouco conhecida (Souidi et al., 2001). No
entanto, no rato e no hamster foi ja determinado que a supresséao do ciclo enterohepatico
dos acidos biliares pela colestiramina estimula a actividade desta enzima, apesar de a um
nivel menos marcado que o registado com a CYP7A1 (Lutton et al., 1973; Vlahcévic et
al., 1996; Souidi et al., 1999). Resultados recentes demonstram que também existe uma
regulagao da CYP27A1 pelo tipo de acidos biliares. A adicao de acidos hidrofobos a
hepatécitos em cultura leva a uma diminuicdo na quantidade e na actividade da enzima
(Twisk et al., 1995c), assim como a sua adigdo ao regime alimentar diminui a actividade e
a quantidade do mRNA da CYP27A1 (Stravitz et al., 1996; Vlahcévic et al., 1996).

O efeito dos acidos biliares sobre as actividades da CYP8B1 e da CYP7B1 foi
também estudado. A interrupcdo do ciclo enterohepatico ou o tratamento com
colestiramina estimulam a actividade da CYP8B1 no Homem e no rato (Einarsson et al.,
1992). Por outro lado, no Homem (Ahlberg et al., 1980), no hamster (Kuroki e Hoshita,
1983) e no rato (Davis et al.,, 1992), a ingestdo dos acidos célico e quenodesoxicélico
origina uma inibicao importante na sua actividade. Quanto a CYP7B1, tratamentos a base
de colestiramina estimulam fortemente a sua actividade (Martin et al., 1993) mas a
ingestao de acido célico por ratinhos inibe-a ligeiramente (Schwartz et al., 1997).

4.2.3.2. Efeito do colesterol e dos oxisterdis
Apesar da velocidade de transformacido do colesterol em acidos biliares ser regra
geral acelerada pelo aumento da sintese hepatica e da ingestdo de colesterol (Mathé e
Chevallier, 1980), existem particularidades inerentes a espécie em estudo. Assim, no rato
o colesterol absorvido em excesso & primordialmente transformado em acidos biliares
(Wilson, 1962), mas no Homem esta absorg¢ao inibe preferencialmente a sintese hepatica
e/ou aumenta a excrec¢ao fecal do colesterol (Dietschy e Wilson, 1970).
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(A) Ligandos do LXR Ligandos do FXR
(p.ex. oxisterdis') (p.ex. ac. biliares hidréfobos)
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(A) Activados pelos seus ligandos, os receptores nucleares LXR e FXR formam heterodimeros com o receptor nuclear RXR e s6
nessa forma se ligam a um dominio (DR-4) no promotor do gene-alvo (p.ex. ABCA7), estimulando a transcri¢do do gene. Os
receptores nucleares que constituem o heterodimero podem ser activados de forma separada ou em sinergia.

Nota: 'Oxisterdis ja identificados como ligandos: 24,25(S)-epoxicolesterol, 22(R)-hidroxicolesterol, 20(S)-hidroxicolesterol, 24(S)-hidroxicolesterol e
27-hidroxicolesterol.

(B) Mecanismo de acgZo proposto para a regulagdo de genes envolvidos no metabolismo do colesterol e dos estersis neutros e

acidos pelos receptores nucleares.
Nota: “A inibigao do gene CYP7A1 pelo heterodimero RXR/FXR ¢ dominante em relagao ao estimulo provocado pelo heterodimero RXR/LXR.

Figura 8. Exemplos de regulagéo pelos receptores nucleares
de genes envolvidos no metabolismo do colesterol e dos esterdis neutros e acidos

(Adaptado de Goodwin e Kliewer, 2002; Zhang e Mangelsdorf, 2002; Souidi et al., 2003).
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O efeito de regimes suplementados com colesterol nas actividades da CYP7A1 e da
CYP27A1 tem sido objecto de estudos recentes. No suino e no rato, animais com um
“pool” de &acidos biliares essencialmente hidréfilo, os regimes ricos em colesterol
provocam um aumento na actividade da CYP7A1 como meio de transformar o excesso
de colesterol hepatico em acidos biliares (Férézou et al., 1997; Pandak et al., 1998), sem
variar a da CYP27A1 (Pandak et al., 1998). Por outro lado, no coelho, no hamster e no
Homem, cujos “pools” de acidos biliares sdo essencialmente hidréfobos, o colesterol
alimentar leva a uma diminui¢gao na actividade da CYP7A1 (Pandak et al., 1998; Xu et al.,
1999) sem influenciar a da CYP27A1 (Pandak et al., 1998), mas diminuindo a da CYP8B1
(Kuroki e Hoshita, 1983). O efeito inibidor do esterol nestas enzimas pode ser explicado
pelo retorno preferencial ao figado de acidos como o quenodesoxicélico e a sua acgao
via receptores nucleares (Souidi et al., 2001).

O efeito de certos oxisteréis como o 7a- e 7B-hidroxicolesterol e o 7-oxocolesterol
sobre a actividade da CYP7A1 tem sido estudado essencialmente in vitro. A actividade
desta enzima diminui em presenga dos oxisteréis, os quais parecem exercer uma inibigdo
competitiva ao nivel do centro activo da enzima (Schwartz e Margolis, 1983; Souidi et al.,
1999). A regulagédo das enzimas da sintese dos acidos biliares pelos oxisteréis ganhou
uma nova dimensao com a recente descoberta de receptores nucleares especificos como
os LXR. Estes receptores, quando activados por concentragées intracelulares elevadas
de esterdis (especialmente oxisteréis), ligam-se a sequéncia de DNA LXRE no promotor
do gene CYP7A1, estimulando assim a sua transcricdo (Brendel et al, 1999; Repa e
Mangelsdorf, 1999). Estes dados estdo em aparente contradicdo com as observagdes in
vivo, onde o efeito dominante dos oxisteréis sobre a actividade da CYP7A1 é inibitério.
Tal contradicdo resulta da regulagéo do gene CYP7AT1 ser feita positivamente pelo LXR
activado pelos oxisteréis, mas negativamente pelo FXR. Este receptor nuclear é activado
por acidos biliares hidréfobos como o quenodesoxicélico e o desoxicdlico, que podem
resultar da transformacao dos oxisteréis (Makishima et al., 1999) e dados obtidos in vivo
confirmam a predominancia da accdo do FXR sobre o LXR e portanto sobre a
estimulagéo (Souidi et al.,, 2003). Segundo Wade e Owen (2001), estes receptores
nucleares inibem ou activam os promotores de genes na forma de heterodimeros com o
receptor nuclear RXR (ver Figura 8). Assim, o conjunto destes resultados sugere que o
colesterol e seus metabolitos (oxisteréis e compostos intermédios do metabolismo dos
acidos biliares) podem ser moduladores importantes da biossintese dos acidos biliares in
vivo e portanto, da homeostase do colesterol.
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4.2.3.3. Efeitos das hormonas

O papel das hormonas no metabolismo dos acidos biliares tem sido estudado
essencialmente ao nivel da enzima-chave da via neutra, a CYP7A1. Os glucocorticbides
parecem estimular a biossintese dos acidos biliares, como o sugere a redugdo da
actividade da CYP7A1 em ratos sem as supra-renais € a sua restauragido parcial
(Mitropoulos e Balasubramaniam, 1976), bem como o aumento da expressdo da
CYP27A1 (Stravitz et al., 1996) obtidas pela administragdo destas hormonas. A jungido de
insulina a hepatécitos de rato em cultura leva a uma diminui¢do da actividade enzimatica
e da concentragdo em mRNA da CYP7A1 e da CYP27A1 (Twisk et al., 1995b), mas in
vivo esta Ultima parece ser menos sensivel aos efeitos da insulina que a CYP7A1
(Dubrac et al.,, 2001). As hormonas da tiréide estimulam in vivo a sintese de acidos
biliares e a actividade da CYP7A1 (Gebhard e Prigge, 1992), tendo recentemente sido
descoberta uma zona de regulagdo pelas hormonas da tirdide (“thyroid response
elements”) no promotor do gene CYP7A1 (Crestani et al., 1994). Nao obstante, estas
hormonas parecem nao ter efeito sobre a actividade da CYP27A1 (Bjorkhem ef al., 1973).
Por fim, a administragdo de hormonas sexuais femininas (estradiol e progesterona) a
ratos, mesmo em pequenas doses, leva a uma diminuicao da sintese dos acidos biliares
(Davis e Kern, 1976) e da actividade da CYP7A1 (Chico et al., 1994). Esta acg¢édo seria
mediada por receptores nucleares recentemente identificados, como o SXR (“sterol
xenobiotic receptor”’) humano ou o seu homélogo PXR (“pregnane X receptor”) em
roedores, activados por esterdides naturais como a progesterona e a pregnenolona
(Brendel et al., 1999).

4.3. O colesterol e os fosfolipidos biliares

Uma segunda via de eliminagdo do colesterol hepatico implica a sua transferéncia
para a bilis (Hofmann, 1988). Existe uma correlagdo positiva muito significativa entre a
secrecao de sais biliares e a de colesterol e fosfolipidos na bilis de numerosas espécies
animais (Mazer e Carey, 1984).

Os mecanismos através dos quais os lipidos biliares sdo secretados e o seu controlo
sdo0 ainda pouco conhecidos. A origem da maioria do colesterol biliar parece ser
plasmatica (Chevallier e Branco, 1963), apesar duma parte do colesterol sintetizado de
novo no figado poder ser secretado directamente na bilis (Normann e Norum, 1976). O
débito do colesterol biliar, bem como o dos outros lipidos biliares e do préprio fluxo biliar,
é aumentado pela ingestdo de acidos biliares (Turley e Dietschy, 1979). Esta capacidade
dos acidos biliares solubilizarem e incorporarem colesterol na bilis aumenta com a sua

hidrofobicidade (Heuman et al., 1988). Assim, as bilis de rato e suino, com indices de
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hidrofobicidade baixos, apresentam concentragbes em colesterol fracas, o que nao se
verifica no Homem, cuja bilis hidréfoba contém uma concentragdo em colesterol mais
elevada (Lutton, 1990). O rato nao aumenta a incorporagédo de colesterol na bilis, mesmo
em presenga de ingestdes elevadas deste esterol, ao contrario do que acontece no
Homem, macaco, hamster e outras espécies (Turley e Dietschy, 1979).

A secrecdo do colesterol biliar nos mamiferos € um processo activo ainda pouco
conhecido que depende de duas proteinas semi-transportadoras, as ABCG5 e ABCG8,
também denominadas esterolinas 1 e 2. Unindo-se para formar um transportador
funcional, estas proteinas tém sido detectadas s6 no intestino e figado (Elferink e Groen,
2000; Lu et al., 2001). Na secregao da fosfatidilcolina, o fosfolipido predominante na bilis
e obtido sobretudo via sintese de novo, interferem as ABCB4 hepatocitarias, também
designadas MDR3 (“multidrug resistance 3") nos humanos, Mdr2 (“multidrug resistance
2") nos roedores (Lu et al., 2001; Borst e Elferink, 2002) e Pgp3 (“P-glycoprotein 3”) nos
suinos (Childs e Ling, 1996). A actuagdo destes transportadores leva a formacdo de
vesiculas ricas em fosfolipidos no folheto externo da membrana canalicular do hepatécito.
Estas vesiculas seriam solubilizadas pelas micelas de sais biliares presentes nos
canaliculos hepatocitarios, sais estes que estimulam assim indirectamente a actividade
destes transportadores ABC (Borst e Elferink, 2002). As micelas mistas resultantes
(constituidas por colesterol, fosfolipidos e acidos biliares) solubilizariam entdo mais
eficientemente que as micelas simples (ricas em sais biliares) o colesterol exportado do
hepatocito pelas ABCG5 e ABCG8. Tais factos, explicariam porque é que a secregéo
biliar de colesterol depende indirectamente da dos fosfolipidos (Elferink e Groen, 2000).

A contribuicdo da secregao biliar de colesterol para a excregao total deste esterol é
limitada, uma vez que o colesterol biliar é libertado no duodeno sob a forma de micelas
mistas e complexos lipoproteicos, particularmente favoraveis a sua (re)absor¢do no
jejuno e ileo, a um coeficiente superior ao do colesterol alimentar (Lutton e Brot-Laroche,
1979; Turley e Dietschy, 2003). A importancia desta secrecdo, bem como a dos
fosfolipidos, esta mais relacionada com a acg¢ao protectora que estes lipidos biliares tém
nos hepatécitos e células epiteliais dos canaliculos hepaticos e ductos biliares em relagéo
aos efeitos detergentes e citotéxicos dos sais biliares (Elferink e Groen, 2000).

4.4. Esterificagdao do colesterol hepatico

Apesar da concentragdo em colesterol livre do figado ser relativamente constante
(Gould e Swyryd, 1966), a do colesterol esterificado ndao é. A sua concentragido pode
variar de 0,1 a dezenas de miligramas por grama de tecido, segundo o estado fisiolégico
dos animais e as condigdes experimentais. Ela & pequena durante a gestagdo e a
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lactagao (Lutton e Chevallier, 1972a), bem como quando a reabsor¢éo dos acidos biliares
€ interrompida ou diminuida por fistula biliar (Mathé et al., 1972), pela ingestdao de
colestiramina (Schneider et al., 1966), de fibras alimentares (Mathé et al., 1977) ou de
acido hiodesoxicélico (Mathé e Chevallier, 1977). Por outro lado, aumenta apés a
ingestdo de colesterol (Goodman, 1965; Gould e Swyryd, 1966), de acidos gordos
monoinsaturados (Avigan e Steinberg, 1958) ou a administragdo de estradiol e
progesterona (Davis e Kern, 1976).

A esterificagdo enzimatica do colesterol hepatico foi referida pela primeira vez no rato
por Mukherjee et al. (1958) e posteriormente caracterizada por Goodman et al. (1964).
Este processo, catalisado pela enzima intracelular ubiqua ACAT, requer acil CoA
(Goodman, 1964) ou ATP e CoA (Swell et al., 1964). Ao contrario de outras duas
enzimas-chave do metabolismo do colesterol, a HMG CoA reductase e a CYP7A1 do
REL, a ACAT encontra-se essencialmente nas membranas do RER (Stokke e Norum,
1970). Esta enzima apresenta um pH éptimo perto da neutralidade e o acido oleico como
substrato preferencial para a esterificagdo do colesterol livre celular (Balasubramaniam et
al., 1978; Chang e Doolittle, 1983). Activada alostericamente pela ligagdo ao colesterol ou
a oxisteréis (Buhman et al., 2000), a ACAT responde rapidamente a alteragées do
metabolismo que levem a acumulagéo de colesterol livre nos hepatécitos, esterificando a
fraccao deste esterol ndo imediatamente utilizada para as necessidades celulares. Esta
accdo tem um papel importante na homeostase do colesterol e permite que o contetido
em colesterol livre membranar se mantenha constante, «protegendo» a célula dos efeitos
que poderiam resultar das variagdes em tal contetido (Papahadjopoulos et al., 1973). No
entanto, a actividade desta enzima ndo se encontra directamente ligada a sintese de
novo de colesterol: a ingestdo de colestiramina ndo tem efeitos sobre a actividade da
ACAT, apesar de estimular a sintese hepatica (Rogers et al., 1981), e o enriquecimento in
vitro de microssomas em colesterol livre estimula a actividade da ACAT, mas inibe a da
HMG CoA reductase (Mitropoulos ef al., 1981). Por outro lado, a diminuigao da actividade
da ACAT induz uma diminui¢cdo na sintese de apo B hepatica (Huff et al., 1994).

Cerca de metade do colesterol hepatico € esterificado pelo acido oleico, seguindo-se
em ordem decrescente a esterificacdo pelos acidos linoleico, palmitico e palmitoleico.
Assim, quando o conteldo em colesterol esterificado do figado aumenta, o colesteril
oleato é o éster que se acumula (Goodman, 1965). Esta diferenca em relagdo aos
ésteres do plasma, onde predomina a esterificagdo pelo linoleico, mostra que a origem
dos ésteres de colesterol do figado depende mais de uma esterificagdo intra-hepatica do
que da acumulacgdo de ésteres provenientes das lipoproteinas (Mathé e Lutton, 1984).
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4.5. Renovagao do colesterol esterificado hepatico

A renovacio dos ésteres de colesterol hepaticos pode ser obtida pela sua hidrélise
intracelular ou pela sua incorporagéo nas lipoproteinas nascentes. No figado, a hidrélise
de ésteres de colesterol foi confirmada pela primeira vez por Deykin € Goodman (1962)
ao identificarem em ratos uma colesteril éster hidrolase citosélica, actuando a um pH
préximo da neutralidade. Depois, Stokke (1972) isolou em lisossomas de hepatocitos
humanos a colesterol esterase (também conhecida por colesteril éster hidrolase ou
esterol esterase), que pode hidrolisar ou esterificar o esterol a pH acido. Tal localizagdo
confere-lhe um papel importante na hidrélise dos ésteres de colesterol das lipoproteinas
internalizadas, nomeadamente dos quilomicrons (Rachmilewitz et al., 1972). Apesar da
hidrélise dos ésteres de colesterol das lipoproteinas internalizadas pelo figado estar ja
bem definida, 0 mesmo n&do acontece com a hidrdlise das reservas citosélicas de ésteres
de colesterol hepaticos. Esta ultima foi confirmada in vivo (Giraud-D’'Hollander et al.,
1976) mas parece ter um papel pouco importante na renovagéo dos ésteres de colesterol
do figado (Mathé et al., 1984). Assim, a renovagédo efectuar-se-ia principalmente pela
secrecdo dos ésteres sob a forma de lipoproteinas como as VLDL nascentes (Kempen,
1980). De facto, a composicdo em A4acidos gordos dos ésteres de colesterol dos
microssomas hepaticos é idéntica a dos ésteres das VLDL secretadas pelo figado (Gidez
et al., 1965), sugerindo que o colesterol esterificado das VLDL plasmaticas pode ter
origem hepatica (Swell e Law, 1966). As rela¢des lineares obtidas entre o conteudo em
colesterol esterificado dos hepatdcitos e a sua taxa e velocidade de secre¢do sob a forma
de VLDL (Davis et al., 1982), sugerem uma incorporagdo de ésteres de colesterol
formados pela ACAT hepatica nas lipoproteinas nascentes (Balasubramaniam et al.,
1978). Esta contribuigdo aumenta muito em ratos ingerindo regimes ricos em colesterol,
onde o aporte acrescido de colesterol é canalizado para incorporagdo nas lipoproteinas
sob a forma de ésteres (Mathé et al., 1984).

5. O PAPEL DO INTESTINO

O intestino é considerado como uma barreira que regula a absor¢do do colesterol e
minimiza a de fitosterdis. A absor¢ao intestinal desempenha um papel importante na
homeostasia do colesterol, sendo o primeiro passo duma cadeia de acontecimentos que
permitem ao esterol exercer os seus efeitos metabdlicos (Lu et al., 2001). Para além do
papel dos acidos biliares (Westergaard e Dietschy, 1976), a recente identificagéo de
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novos mecanismos moleculares intervenientes no processo de absorg¢ao dos esteréis tem
originado alteragdes em algumas das teorias aceites nesta matéria (Lu et al., 2001).

5.1. O conteudo intestinal

5.1.1. O colesterol alimentar e o colesterol endégeno

O colesterol alimentar ingerido mistura-se no conteudo gastrico com o colesterol
endégeno oriundo da porgcdo pré-gastrica e gastrica do tracto digestivo (secregdes e
descamagao das mucosas pré-gastrica e gastrica) cuja propor¢ao €, no entanto, bastante
modesta (Chevallier e Lutton, 1972). Este colesterol do conteludo gastrico entra no
duodeno, onde se vai misturar com o colesterol endégeno intestinal (Aigueperse, 1979).
A mistura é parcial, provavelmente progressiva e sincronizada com a ingestdao de
alimento (Chevallier e Lutton, 1972). No suino, tal como no rato, a distribuicdo do
colesterol faz-se por dois compartimentos concéntricos seguindo o eixo do 6rgdao: um
compartimento axial, com colesterol endégeno e colesterol de origem alimentar, e um
intermédio, apenas com colesterol endégeno (Aigueperse, 1979).

5.1.2. O colesterol fecal

Ao longo do ceco-célon, a microflora produz modificagbes estruturais no colesterol
alimentar e enddgeno, transformando-o em coprostanol e colestanol pela hidrogenagéo
da sua dupla ligagdo A® (Aigueperse, 1979), e em esterbis ceténicos (colestanona,
coprostanona...) por oxidagdo (Lutton e Chevallier, 1972b). Assim, as fezes contém
colesterol de origem alimentar e enddgena, bem como os seus derivados microbianos. O
perfil de distribuicido dos esterdis neutros fecais, dominado pelo coprostanol e pelo
colesterol, é similar em humanos e suinos (Férézou et al., 1997; Fadden et al., 1999).

O colesterol endégeno fecal, com origem na mucosa intestinal, € composto por
colesterol de excrecio (de origem plasmatica e biliar) e colesterol de secre¢do externa
(sintetizado na mucosa intestinal e libertado no lumen antes de qualquer troca com o
plasma) (Chevallier e Lutton, 1973). Sendo a reabsorgdo intestinal do colesterol de
excrecdo de origem biliar elevada (Aigueperse, 1979), uma parte importante do colesterol
endégeno eliminado nas fezes € assim colesterol de secrecdo externa (Chevallier e
Lutton, 1972). Ao contrario do Homem (Férézou et al., 1981), o suino produz uma
secrecao externa fecal importante, representando 25 a 35% do colesterol endégeno fecal

(Aigueperse et al., 1981). A descamagao continua da mucosa representa a principal fonte
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deste colesterol (Wilson e Reinke, 1968). No entanto, outros mecanismos como a lise das
membranas das células de bordadura em escova sob o efeito detergente das micelas
mistas no lumen intestinal ou a transferéncia de colesterol membranar para as micelas
nao sao de excluir (Mathé e Lutton, 1984).

5.1.3. Fisico-quimica do colesterol no contetido intestinal

O colesterol alimentar é constituido essencialmente por colesterol livre € uma porgéo
variavel de ésteres de colesterol. O colesterol esterificado existente & hidrolisado pela
colesterol esterase pancredtica no limen do intestino delgado de suinos (Momsen e
Brockman, 1977) e diminui de propor¢do a medida que o bolo alimentar progride,
deixando de se detectar no jejuno distal e ileo (Aigueperse, 1979). O colesterol é assim
absorvido na sua forma livre ao longo do intestino delgado (Swell et al, 1955),
preferencialmente no jejuno e ileo (Mclintyre et al.,, 1971; Schiff et al., 1972; Aigueperse,
1979). Esta absorcao é precedida pela sua emulsificagdo duodenal e transporte até as
células de bordadura em escova pelas micelas mistas (Westergaard e Dietschy, 1976). A
interrupcao do ciclo enterohepatico dos acidos biliares anula a absor¢éo do colesterol
(Siperstein et al., 1952a), ao passo que a adicdo de um sal trihidroxilado como o
taurocélico a alimentagido a aumenta (Lutton et al., 1973; Thomson e Dietschy, 1981).

Os trabalhos de Dietschy e Siperstein (1965) e Dietschy e Gamel (1971) sugeriram a
grande importancia da presenca de uma camada de agua ndo agitada (“unstirred water
layer”) adsorvida as células de bordadura em escova sobre a cinética de absorgdo do
colesterol livre e dos outros produtos da hidrélise lipidica no seio da fase micelar. Esta
camada de agua, mais espessa na base do enterécito, introduz uma resisténcia a
penetracdo do colesterol proporcional a sua espessura, pelo que esta é mais facil e
rapida na zona apical da vilosidade que na sua base (Sylven e Nordstrom, 1970). Os
constituintes da fase micelar (micelas mistas de 20 a 30 nm de raio, grandes micelas
saturadas em colesterol e vesiculas unilamelares compostas por colesterol, acidos
biliares, lecitinas e mono e diacilgliceréis) dissociam-se ao contactar com o micro-
ambiente acido na vizinhanga da membrana das células de bordadura em escova e os
seus componentes individuais sd3o captados pelas membranas enterocitarias,
nomeadamente os mondmeros de colesterol (Thomson e Dietschy, 1981).

Com base em estudos in vitro, a absorgdo do colesterol foi considerada como um
processo de difusdo passiva seguindo um gradiente de concentragdo (Thomson e
Dietschy, 1981), mas certos factos ndo sdo explicados por tal teoria. Assim, Sylven e
Borgstrdm (1969) observaram que a mucosa intestinal de ratos discrimina perfeitamente
os esterdis e que o coeficiente de absorgdo do colesterol é 10 vezes superior ao do -
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sitosterol. Esta especificidade niZo se observa in vitro, visto a energia metabdlica
necessaria a8 sua manutencdo nido estar disponivel devido a auséncia da circulagio
sanguinea entérica (Sylven, 1970). Por outro lado, em segmentos revertidos de intestino
delgado de rato (“small intestine everted sacs”), Chow e Hollander (1978) verificaram que
o valor de energia livre de penetracao do colesterol na mucosa era mais elevado do que
o calculado para um simples processo de difusdo. Mais recentemente, Watanabe et al.
(1981) determinaram que a partir de determinada dose, a quantidade de colesterol
intestinal absorvido era constante, sugerindo um nivel de saturacdo. Estes autores
também observaram que a absorgdo deste esterol era reduzida por inibidores
metabdlicos, assim como pela diminuicdo da temperatura corporal dos 37 para os 27°C.
Todas estas observagdes sugerem que a absor¢do do colesterol estd sujeita a um
sistema de transporte activo e saturavel (Hernandez et al., 2000), provavelmente
predominante em relagcéo ao transporte passivo (Turley e Dietschy, 2003).

5.2. Processos celulares da absorc¢ao intestinal
5.2.1. Principais mecanismos da absor¢ao intestinal

Nos mamiferos, os mecanismos moleculares que levam a transferéncia do colesterol
da membrana apical das células de bordadura em escova para o seu citosol, sdo ainda
pouco conhecidos. Para além do transporte passivo, dados recentes apontam para a
intervencdo na absorgdo deste esterol de receptores saturaveis, provavelmente proteinas
especificas cuja identidade e modo de acg¢do ainda ndo foram inequivocamente
estabelecidos (Lu et al., 2001; Kramer et al., 2003; Turley e Dietschy, 2003).

Um dos candidatos & fungdo de transportador membranar do colesterol é a SR-BI
(Acton et al., 1996; Hauser et al., 1998), detectada nas membranas apical e basolateral
das células de bordadura em escova do intestino delgado. A sua expressdo genética foi
positivamente correlacionada com a captagdo de colesterol das micelas mistas e das
vesiculas de fosfolipidos do limen intestinal, mas também com o efluxo de colesterol do
enterdcito (Hauser et al., 1998). No entanto, os mecanismos moleculares que regem a
sua ac¢ao ainda nao foram identificados (Lu et al.,, 2001) e observacdes recentes, onde
ratinhos com o gene codificador desta proteina silenciado ndo apresentaram uma
diminuicao da absorgdo do colesterol, parecem pdr em causa a indispensabilidade da sua
acgdo efou evidenciar a existéncia de mecanismos eficazes de compensagido, que
permitem nestes animais a manutengéo do nivel de absorcdo do esterol (Altmann et al.,
2002). A absorgao intestinal de colesterol livre foi também relacionada com a proteina

ABCA1 em pacientes com a doen¢a de Tangier, cujo gene codificador desta proteina
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contém mutagées. Em modelos animais normais, o excesso de colesterol celular (fonte
de oxisteréis) activa o heterodimero RXR/LXR, estimulando assim a transcricdo da
ABCA1 (ver 2.2.5). Esta proteina, geralmente localizada na lamina propria do intestino
em mamiferos ingerindo regimes sem colesterol, expressa-se entdo em numero muito
elevado nas células de bordadura em escova do duodeno e jejuno, induzindo o efluxo de
colesterol dos enterdcitos para o limen intestinal contra o gradiente de concentragéo e
com consumo de ATP (Berge et al., 2000; Repa et al., 2000). As ABCG5 e ABCGS,
igualmente reguladas pelos receptores nucleares RXR/LXR, parecem também influenciar
a absorgdo intestinal de colesterol, principalmente em casos de ingestdo elevada de
colesterol alimentar (Borst e Elferink, 2002). No entanto, a sua fungdo primordial tem sido
associada a modulacdo da absorgdo de fitosteréis como o B-sitosterol, pelo seu reenvio
para o limen intestinal (Lu et al., 2001). Assim, mutagdes nos genes ABCGS5 el/ou
ABCG8 causam sitosterolémia, uma doenc¢a caracterizada pela elevada absorgdo de
fitosterdis e pela diminuicdo da sua secregdo hepatica (Berge et al., 2000; Repa et al.,
2002), o que sugere que estas proteinas funcionam a nivel enterocitario e hepatocitario
(Borst e Elferink, 2002). Mais recentemente, a descoberta de uma nova proteina
membranar existente nas células do duodeno, jejuno e ileo, e intervindo na absorgdo
intestinal do colesterol e dos fitosteréis, parece sugerir que o influxo enterocitario destes
esterdis pode ser feito por uma permease comum (Turley e Dietschy, 2003).

5.2.2. Das trocas intracelulares a origem do colesterol linfatico

O colesterol dos enterécitos encontra-se principalmente na forma livre e a sua
concentragdo € muito estavel, mesmo aquando da ingestdo de regimes ricos neste
esterol (Perrodin e Lutton, 1985). Ap6és a sua entrada no enterécito, o colesterol
absorvido inicia uma troca rapida com o colesterol livre presente nas membranas dos
organitos celulares (Murthy et al., 1963), particularmente dos microssomas, mitocéndrias
e nucleo (de Grella e Simoni, 1982). Tal como na membrana citoplasmica, esta trocas
parecem ocorrer por difusdo lateral (Scow et al., 1980), mas também é possivel que haja
um mecanismo de transporte por proteinas citosélicas, mais lento (Mathé e Lutton, 1984).

Dados experimentais sugerem a existéncia de dois “pools” de colesterol celular: um
citosdlico e outro constituido pelo colesterol membranar, bastante mais importante. As
trocas entre o colesterol exégeno e o colesterol das estruturas celulares levam a que o
seu tempo médio de transito intracelular seja longo e maior que o dos acidos gordos de
cadeia longa. Assim, cerca de 1 h 30 min apés a infusdo intraduodenal em ratos de
colesterol e de acido oleico isotopicamente marcados, a linfa oriunda do intestino e rica
em substancias lipidicas (quilo) s6 continha 2 a 6% de colesterol, contra 22 a 40% de
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acido oleico. Mesmo ap6s 8 h de perfusdo, o colesterol marcado representava menos de
1/3 do colesterol total linfatico (Watt e Simmonds, 1976).

O transporte do colesterol no quilo mesentérico & efectuado pelas lipoproteinas
secretadas pelos enterécitos através da membrana basolateral. Esta secre¢do é um
processo rapido, podendo por exemplo os quilomicrons nascentes aparecer no espago
intercelular 12 min apés a entrada de lipidos no lumen intestinal (Jersild, 1966). Em ratos
em jejum ou ingerindo regimes livres de colesterol, cerca de 2/3 do colesterol do quilo é
transportado pelos quilomicrons, sendo o restante pelas VLDL e HDL (Chevallier e Vyas,
1963). Com a adicdo de colesterol ao regime, a maior parte do colesterol alimentar
detecta-se ao nivel dos quilomicrons e das VLDL (Chevallier e Lutton, 1968). Tal situagdo
também se detecta no suino, com os quilomicrons a apresentar um papel predominante
no transporte do colesterol alimentar absorvido (Aigueperse, 1979). Por outro lado, o
transporte para o plasma do colesterol sintetizado de novo pelos enterécitos destas
espécies é efectuado sobretudo pelas VLDL. Apés a administracdo de [1-'*Clacetato, a
radioactividade especifica do colesterol livre das VLDL foi 2 a 4 vezes maior que a do
colesterol livre dos quilomicrons no quilo e no plasma (Chevallier e Vyas, 1963;
Aigueperse, 1979). Por fim, existe uma outra via possivel de transporte de colesterol para
o plasma, a qual envolve a captag¢ao do esterol sintetizado de novo pelas apo A, e Ay de
origem intestinal (Windmueller et al., 1973; Windmueller e Wu, 1981).

Uma fracgdo varidvel mas importante do colesterol destas lipoproteinas esta
esterificado. Esta re-esterificagdo, realizada no RE dos enterécitos, foi inicialmente
atribuida a duas enzimas microssomais: a colesterol esterase, idéntica a pancreatica
(Borja et al., 1964) e a ACAT (Norum et al., 1979). Hoje sabe-se que a enzima
responsavel pelo processo de esterificagdo entérica do colesterol € a ACAT (Hernandez
et al., 2000), enzima ja identificada no intestino delgado do Homem (Norum et al., 1979) e
de outros mamiferos como o suino (Chang e Doolittle, 1983). Heider et al. (1983)
sugeriram que tal re-esterificacdo seria um passo importante no processo absortivo, ao
verificar que inibidores da actividade da ACAT reduziam simultaneamente a absorcao de
colesterol alimentar. Assim, ao formar ésteres de colesterol, a ACAT impediria o reenvio
do colesterol livre para o limen intestinal (Dawson e Rudel, 1999). Duas formas desta
enzima foram recentemente identificadas em humanos, macacos e fatinhos, sendo a
ACAT1 ubiqua e a ACAT2 localizada sobretudo no figado e intestino delgado. A ACAT2
parece responsavel pela esterificagdo da maioria do colesterol absorvido no intestino dos
mamiferos (Cases et al., 1998; Dawson e Rudel, 1999).

As lipoproteinas secretadas pelos enterécitos atingem o espaco intercelular da lamina
propria e apls atravessarem os poros da membrana basal, penetram nos canais
quiliferos e no sistema linfatico (Hernandez et al., 2000). Ao longo do trajecto intracelular
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e da circulagao linfatica, as lipoproteinas captam colesterol livre do meio extracelular
(Chevallier e Phillipot, 1962; Chevallier e Mathé, 1964), sofrendo também trocas nos seus
restantes constituintes (colesterol esterificado, fosfolipidos, apoproteinas) tal como se
verifica no plasma (Schaefer et al., 1978). O enriquecimento em colesterol esterificado
dos quilomicrons e das VLDL do quilo, pode ser originado por uma transferéncia de
ésteres de colesterol de outras lipoproteinas (HDL em particular) ou por uma esterificagéo
in situ (Chevallier e Philippot, 1962). Encontrando-se o colesterol esterificado no centro
da lipoproteina, a sua transferéncia para outras lipoproteinas e o seu transporte no
plasma s6 foi compreendido quando varios autores (Zilversmit et al., 1975; Chajek e
Fielding, 1978; Pattnaik et al., 1978) revelaram a existéncia de proteinas responsaveis
pela transferéncia do colesterol esterificado entre as lipoproteinas do plasma no Homem
e noutros mamiferos (ver 2.2.4.).

5.3. Aspectos quantitativos da absorgao

Apesar do transporte pelas micelas mistas do colesterol luminal para os enterécitos
estar associado ao dos acidos gordos de cadeia longa, a sua absorgao difere da destes
ultimos em aspectos qualitativos e quantitativos. A absorgdo do colesterol alimentar no
rato (Schiff et al., 1972) e no suino (Aigueperse, 1979; Juste et al, 1988) da-se
essencialmente no jejuno e ileo, parecendo assim mais distal que a dos acidos gordos.
Por outro lado, o seu coeficiente de absorgao é inferior ao dos acidos gordos de cadeia
longa predominantes (oleico, linoleico e palmitico), que ultrapassa os 90 a 95%. Em
suinos, observou-se uma absor¢do intestinal média de 41,5% em fémeas adultas
miniatura Hormel ingerindo um regime comercial (Dupont et al.,, 1974) e de 56,5% em
machos Yorkshire de 20 kg PV ingerindo um regime com 0,38% de colesterol (Kim ef al.,
1974). A absorgdao do colesterol alimentar pode ser influenciada por muitos factores,
como variagdes geneticamente determinadas, a idade, o sexo ou o estado fisiolégico do
animal, mas também pela velocidade do transito intestinal, a concentragdo em colesterol
do alimento, a riqueza e natureza dos seus lipidos, proteinas ou gltcidos, e a importancia
e natureza do “pool” de acidos biliares do animal (Mathé e Lutton, 1984; Shutler, 1988;
Turley e Dietschy, 2003). Ao nivel celular, o facto das trocas de colesterol alimentar com
as membranas das células e seus organitos ao longo do transito intra-enterocitario
atrasarem a sua chegada aos vasos quiliferos, levam a que uma fracgdo do colesterol
alimentar, apés ter sido absorvida pelo enterécito, volte novamente ao limen intestinal
por descamagao celular. Este fenémeno decorre ao longo de todo o intestino delgado e é
bastante importante devido a absorgdo se efectuar primordialmente nas células situadas
no topo das vilosidades, as mais sujeitas ao processo de descamagdo. Assim, mesmo

53



que todas as outras varidveis intervenientes na absor¢do do colesterol permanegam
inalteradas, uma aceleragdo da renovagao celular da mucosa intestinal como a verificada
em animais jovens, deve levar a uma diminuigdo do coeficiente de absorgcéo do colesterol
e vice-versa (Mathé e Lutton, 1984).

Como foi visto anteriormente, a solubilizagdo micelar do colesterol é uma condigao
indispensavel a sua absorg¢ao enterocitaria, pelo que numerosos estudos in vitro e in vivo
tém sido dedicados as propriedades detergentes dos principais acidos biliares e a sua
capacidade de activarem o transporte do colesterol através da mucosa e no quilo. Os
trabalhos de Gallo-Torres et al. (1971) demonstraram que o acido taurocélico € mais
eficaz a estimular a absor¢do do colesterol que o taurodesoxicélico, sendo os acidos
glicocdlico e glicodesoxicdlico menos eficientes que os seus tauroconjugados
correspondentes. Ja Mathé e Chevallier (1977) demonstraram que o Aacido
hiodesoxicélico diminuia a absorcdo deste esterol. Esta maior eficiéncia dos acidos
hidréfobos e dos tauroconjugados em solubilizar o colesterol e estimular a sua velocidade
de penetragdo no enterdcito, foi depois confirmada em diversos modelos animais (Lutton
et al., 1973; Reynier et al., 1979; Lutton, 1990; Wang et al., 1999). Por outro lado, as
micelas ricas em acidos biliares trihidroxilados, mais facilmente absorvidos activamente
(Schiff et al., 1972; Hofmann, 1988), podem também influenciar a absorgdo do colesterol,
ao acumula-lo em maior quantidade na vizinhan¢a das células de bordadura em escova.
Para Watt e Simmonds (1976) as etapas intracelulares da absor¢do como a re-
esterificacdo intra-enterocitaria do colesterol estariam também implicadas no processo de
absorcao, o0 que explicaria certas variagdes do coeficiente de absor¢do do colesterol
alimentar. Num estudo realizado em ratos, estes autores sugeriram que a etapa limitante
da esterificagdo do colesterol durante a sua absor¢éo estava ligada a actividade de uma
denominada colesterol éster sintetase (Watt e Simmonds, 1981), que provavelmente
corresponde a ACAT (Mathé e Lutton, 1984). O coeficiente de absorgdo do colesterol
alimentar no suino é geraimente considerado como idéntico ao do Homem e menos
elevado que o do rato, provavelmente pelo facto dos acidos biliares do suino e humanos
serem essencialmente glicoconjugados di e trihidroxilados, ao passo que os do rato sdo
tauroconjugados trihidroxilados (Mathé e Lutton, 1984). Por outro lado, a ACAT intestinal
humana parece ser sensivelmente menos activa que a do rato (Norum et al,, 1979;
Helgerud et al., 1982).

Estas observagcdes demonstram a complexidade dos factores que influenciam a
absorcdo do colesterol. Um conhecimento mais preciso destes factores & importante,
uma vez que o coeficiente de absor¢cdo do colesterol modula varios parametros da
renovagao do colesterol no organismo (Turley e Dieschy, 2003).
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6. AS LEGUMINOSAS E SEUS COMPONENTES: EFEITOS NO
METABOLISMO DO COLESTEROL

Estudos epidemiolégicos e observagées em humanos e modelos animais tém
correlacionado niveis sanguineos de colesterol elevados (Keys, 1970; Zyriax e Windler,
2000), especialmente de colesterol das LDL (Keys, 1970; Mahley, 1978; Smith, 1998),
com o risco de doencas cardiovasculares. A diminuicdo da colesterolémia com vista a
minorar tais riscos & assim ha muito uma prioridade, como o demonstram o elevado
numero de testes a factores farmacologicos e alimentares intervenientes no metabolismo
do colesterol citados na literatura cientifica. A alimentagdo € um campo fundamental
neste corpo de investigacao, visto reconhecer-se que muitas das doengas comuns nos
paises ditos desenvolvidos tém origem alimentar (Khosla e Sundram, 1996; Setchell,
1998). Macro, micronutrientes ou componentes bioactivos sdo utilizados em regimes
alimentares e suplementos para prevenir ou contrariar patologias como as hiperlipémias e
hipercolesterolémias, onde uma redugéo no nivel de colesterol sanguineo pode beneficiar
individuos em risco de sofrer um acidente cardiovascular (Kerckhoffs et al., 2002).

Um dos grupos de alimentos que tem sido apontado como hipocolesterolémico, é o
das leguminosas. Desde os estudos com grao-de-bico (Cicer arietinum L.) na década de
60 (Mathur et al., 1964, 1965 e 1968) que relatérios e artigos cientificos referem a aptidao
hipocolesterolémica dos grdos das leguminosas e/ou seus componentes no Homem
(Mathur et al., 1968; Jenkins et al., 1983) e em modelos animais como o suino (Combs et
al., 1967; Topping et al., 1980; Diersen-Schade et al., 1986; Kingman et al., 1993), o rato
(Devi e Kurup, 1970; Soni et al., 1982) e o coelho (Finnigan, 1983). No entanto, a
magnitude das respostas observadas iniciaimente entre os diferentes estudos veio
chamar a atengao para aspectos que poderiam afectar o resultado final, entre eles o tipo
de regime controlo utilizado e os valores de colesterolémia ao inicio do estudo. Até a
década de 80, era pouca a importancia dada ao regime controlo contra o qual se testava
o regime experimental (Kingman, 1991). Em sujeitos hiperlipémicos, certos
investigadores optavam pela utilizagéo de regimes controlo hipolipémicos (Jenkins et al.,
1983; Molgaard et al., 1987), ao passo que outros preferiam um regime dito tradicional
com elevado teor em lipidos (Anderson et al., 1984b e 1990), apesar de varios estudos
apontarem ja para uma influéncia do tipo de ingredientes do regime controlo na
colesterolémia (Grande et al., 1974; Kingman, 1991). Na realidade, as redugdes mais
importantes ha colesterolémia tém sido observadas quando os regimes sdo ricos em
lipidos, pelo que se supde que as leguminosas sejam particularmente eficazes a
contrariar a elevagao do colesterol plasmatico causado pelo seu consumo (Kingman,
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1991). Por outro lado, apesar das redugdes na colesterolémia induzidas por regimes a
base de leguminosas se verificarem em humanos e modelos animais normo e
hiperlipémicos, o efeito & mais marcado quando os niveis iniciais de colesterol sanguineo
s3o elevados. Bingwen et al. (1981) observaram que 77% dos humanos
hipercolesterolémicos apresentavam reducdes na colesterolémia ao consumirem um
regime com leguminosas, contra 48% dos normocolesterolémicos. Aliadas a estes factos,
certas caracteristicas do modelo animal utilizado como a idade, o sexo, a espécie e
mesmo a estirpe, podem também influenciar a resposta ao regime alimentar e assim
modular os efeitos no metabolismo do colesterol, pelo que ndo devem ser
menosprezadas (Van der Meer e Beynen, 1987).

Apesar da maioria da investigagcdo ao nivel do efeito das leguminosas no
metabolismo do colesterol até a década de 90 se ter pautado mais por uma abordagem
terapéutica que mecanistica e haver areas onde a investigagdo necessita ser
aprofundada (Kingman, 1991), ainda assim foi possivel sugerir algumas linhas de
actuacao das leguminosas ao nivel do referido metabolismo.

6.1. O consumo de graos de leguminosas e seus efeitos

Ha varias décadas que se realizam estudos para verificar os efeitos do consumo de
gréos de leguminosas inteiros nos niveis lipidicos sanguineos do Homem e de modelos
animais normo e hipercolesterolémicos. A maioria destes estudos comprovou a aptidao
hipocolesterolémica das leguminosas testadas (Shutler et al., 1987a; Carroll € Kurowska,
1995), mesmo quando comparadas com regimes controlo isoproteicos e isoenergéticos
(Anderson et al., 1984a; Kingman et al., 1993; Anderson e Major, 2002). No entanto, séo
muitas as sugestdes em relagdo ao factor responsavel por esta aptiddo. Ultimamente,
revisdes bibliograficas de varios autores (Kritchevsky, 1979; Shutler et al., 1987a; Potter,
1995; Orzechowski et al., 2002) apontam antes para um efeito aditivo de diversos

componentes alimentares benéficos existentes nos graos de leguminosas.

6.1.1. Efeitos relacionados com a dose consumida

Sao poucos os estudos sobre a acgdo da dose consumida de graos de leguminosas
na colesterolémia e ainda nao foi claramente definida a quantidade minima a consumir
para que se note um efeito hipocolesterolémico. A longo prazo, é possivel manter o efeito
hipocolesterolémico através do consumo regular de pequenas quantidades de graos de

leguminosas. Neste caso, a quantidade minima a apresentar tal efeito em humanos foi de
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cerca de 33 g MS-d” (Bingwen et al., 1981). No entanto, tal limite aumenta para os 60 a
120 g MS-d™' a curto prazo (Shutler et al., 1989; Kingman, 1991), nomeadamente ap6s 2
semanas de consumo de feijdo em conserva (Phaseolus vulgaris L.) por humanos
normocolesterolémicos (Shutler et al., 1989). O consumo de quantidades superiores a
100 g MS-d" de leguminosas tem dado resultados contraditérios no que respeita a
colesterolémia. Em humanos hipercolesterolémicos, Jenkins et al. (1983) néao
conseguiram correlacionar a diminuigao do colesterol sérico com a quantidade de feijao
consumida (entre os 95 e 190 g-d™), mas Anderson et al. (1984b) observaram que
consumos superiores a 100 g MS-d™' originavam redugdes no nivel de colesterol maiores
que consumos mais baixos. Em modelos animais, Malinow et al. (1980) observaram uma
correlagéo negativa entre a colesterolémia e o consumo de luzerna (Medicago sativa L.)
(50 a 300 g-kg™”') em ratos normocolesterolémicos, facto corroborado por Costa et al.
(1994) em suinos hipercolesterolémicos consumindo feijdo (100 a 300 g-kg™).

6.1.2. Efeito da duracao do estudo

Estudos a curto prazo demonstraram que a fase inicial de redugéo na colesterolémia
induzida pelo consumo de um regime a base de graos de leguminosas é rapida,
tornando-se evidente em 1 semana. Shutler et al. (1989) e Anderson et al. (1990)
observaram uma redugéo significativa no nivel de colesterol total médio em humanos
apods 3 dias de consumo de feijdo. Um estado de equilibrio parece ser atingido ap6és 4 a 8
semanas de consumo, ndo se detectando beneficios adicionais durante periodos longos
de estudo, se o regime nao for alterado (Bingwen et al., 1981). No entanto, os beneficios
ao nivel da redugao na colesterolémia persistem enquanto o regime que Ihes deu origem
for consumido (Jenkins ef al., 1983; Anderson et al., 1984a).

6.1.3. Efeitos da espécie leguminosa em estudo

O nivel de inclusdo necessario para se notar um efeito hipocolesterolémico da
leguminosa pode depender da espécie em estudo. Estas diferengas especificas as
espécies sdo no entanto dificeis de avaliar, visto existirem poucas comparagdes directas
de leguminosas utilizando o0 mesmo protocolo experimental. Apesar disto, as evidéncias
sugerem que certas leguminosas sdao mais eficazes que outras, provavelmente devido a
diferengas na sua composicdo (quantitativa e qualitativa) em fibra alimentar, proteina e
componentes bioactivos (Soni et al., 1982; Shutler et al. 1988; Kingman et al., 1993,
Kahlon e Shao, 2004). Em suinos hipercolesterolémicos em crescimento, Shutler et al.

(1988) e Kingman et al. (1993) demonstraram que o consumo de regimes contendo
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respectivamente 300 e 333 g-kg’ MS de graos de feijdo, feijao-espadinho (Phaseolus
lunatus L.), ervilha (Pisum sativum L.) ou lentilhas (Lens culinaris Medikus), reduziam em
proporcdes diferentes a colesterolémia quando comparados com regimes controlo a base
de caseina e amido de milho.

6.1.4. Efeito do consumo de leguminosas nos diferentes “pools” de colesterol

No plasma, o colesterol das LDL parece ser o mais sensivel a intervencdo com
leguminosas, descendo paralelamente a reducao em colesterol total (Shutler, 1988). Em
humanos consumindo luzerna, a apo B plasmatica acompanhou a redugdo do colesterol
das LDL, sugerindo um decréscimo no nimero e nao no tamanho das particulas de LDL
circulantes (Molgaard et al., 1987). Tal decréscimo pode resuiltar de uma diminuicdo na
formagao de LDL (por conversdo das VLDL em LDL ou sintese hepatica) ou de um
aumento especifico no catabolismo das LDL (Shutler, 1988; Huff et al., 2002). Por seu
lado, os niveis de colesterol das HDL e da apo A, ndo sdo em geral afectados pelos
regimes a base de leguminosas, apesar de haverem alguns relatos que referem um
aumento (Anderson et al., 1984b) e outros uma reducdo (Shutler et al., 1989). A longo
prazo, nota-se uma redugdo na relagdo entre o colesterol das LDL e o das HDL
(Anderson et al., 1984a).

Alguns estudos epidemiolégicos indicam que o consumo de grandes quantidades de
graos de leguminosas estd associado ao aumento da prevaléncia de calculos biliares
formados por acumulagao de colesterol, sugerindo que as leguminosas podem afectar a
capacidade de saturagcido da bilis em colesterol (Covarrubias et al., 1984). De facto, o
consumo por humanos de uma mistura de leguminosas contendo feijao, ervilha e
lentilhas (120 g MS-d™), além de reduzir a colesterolémia total e os niveis de colesterol
das LDL, originou um aumento da concentragido em colesterol na bilis vesicular (Nervi et
al., 1989). Thewles ef al. (1993) relacionaram tal saturagcdo biliar com a absor¢éo de
sapogeninas, as quais estimulariam a secre¢ao biliar de colesterol (ver 6.2.4.).

A excregdo fecal de esterdis neutros e acidos tem sido determinada em poucos
estudos e essencialmente com modelos animais consumindo componentes das
leguminosas (ver 6.2.). Os dados existentes em relacdo a acgéo in vitro (Kahlon e Shao,
2004) e ao consumo de graos de leguminosas (Malinow et al., 1980; Sharma, 1984 e
1986; Duane, 1997; Jenkins et al., 2001; Macarulla et al., 2001) indicam uma correlacio
negativa entre a colesterolémia e a excregdo de esterdis em humanos e modelos animais
normo e hipercolesterolémicos. No entanto, num estudo realizado em suinos
hipercolesterolémicos consumindo grdos de feijdo, feijao-espadinho e ervilha, a
diminuicdo da colesterolémia obtida ndo foi acompanhada por alteragcbes ao nivel da
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excrecdo de esterdis, cerca de 10 vezes superior a verificada nos suinos consumindo o
regime caseina sem adicao de colesterol (Kingman et al., 1993). Estes resultados podem
ter sido devidos a uma suplementagéo excessiva em colesterol, quer directa (10 g-kg™),
quer indirectamente (incorporagdo nos regimes de cerca de 130 gkg' de gordura

animal).

6.2. O consumo de componentes das leguminosas e seus efeitos

Quando consumidos isolados, muitos dos componentes das leguminosas apresentam
caracteristicas hipocolesterolémicas. Dados obtidos em estudos com humanos € modelos
animais sugerem que tais componentes (polissacaridos nao amilaceos (PNA), lipidos,
proteinas, saponinas e fitosterois, por exemplo) intervém no metabolismo lipidico através
de diferentes mecanismos, actuando em consonancia com vista a redugdo do nivel
sanguineo de colesterol (Shutler et al., 1987a; Kingman, 1991; Lin et al., 2004).

6.2.1. A fibra alimentar

Em monogastricos, a fibra alimentar é definida como o conjunto da lenhina e dos
polissacaridos vegetais que escapam a digestdo enzimatica intestinal, o que engloba
numerosos compostos das células vegetais (Jones, 2002). Estudos epidemiologicos em
humanos e modelos animais tém correlacionado negativamente a quantidade de fibra
consumida com patologias como as doencgas cardiovasculares (Trowell, 1972) e tumores
do célon (Burkitt, 1971), e positivamente com os efeitos hipocolesterolémicos (Hillman et
al., 1985; Shutler et al., 1987b; Fernandez, 2001). No entanto, os primeiros estudos a
testar esta Ultima sugestdo originaram resultados aparentemente conflituosos, devido a
um conhecimento incompleto da acgdo das diferentes fracgdes da fibra alimentar (Hillman
et al., 1985; Shutler et al., 1987b). Actualmente, sabe-se que a lenhina (Valencia e
Chavez, 1997) e a fracgéo insoluvel dos PNA (celulose e algumas hemiceluloses) tém
pouca ou nenhuma influéncia na colesterolémia (Kim et al.,, 1981; Anderson et al., 1994,
Kreuzer et al., 2002), ao contrario da fracgdo soluvel dos PNA (pectinas, gomas,
mucilagens e algumas hemiceluloses de leguminosas, cereais, frutos e Psyllium
(Plantago spp.)) (Jenkins et al., 1975; Reddy et al., 1980; Kritchevsky, 1987; Anderson et
al., 1994; Sindhurani e Rajamohan, 1998; Kreuzer et al., 2002). O declinio no colesterol
plasmatico assim obtido em sujeitos normo e hipercolesterolémicos é significativo quando
o consumo de fibra é igual ou superior a 25 g-d™' (Fernandez, 2001) e resulta geralmente
de uma diminui¢do do colesterol das LDL, sem afectar o nivel de colesterol das HDL e o
dos triacilgliceréis (Anderson et al., 1984b; Shutler, 1988; Fernandez, 2001). Por fim, o
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amido resistente, definido como aquele que escapa a digestdo no intestino delgado e
presente em leguminosas e cereais (Englyst et al., 1992) pode também gerar efeitos
hipocolesterolémicos por mecanismos semelhantes aos detectados na presenga da
fracgdo sollvel dos PNA (Topping, 1991; Abadie et al., 1994).

A hipétese mais aceite sobre o efeito hipocolesterolémico destes compostos envolve
um metabolismo biliar alterado, mediado pela capacidade dos componentes da fracgao
solivel dos PNA formarem no duodeno ligagdes quimicas (hidréfilas ou hidréfobas) com
os acidos biliares e/ou sequestrarem as micelas mistas ou seus componentes (colesterol
incluido) em géis ou solugdes viscosas. Tais capacidades, comparaveis as das resinas
terapeuticamente utilizadas para reduzir a hipercolesterolémia e ja verificadas in vitro
(Kritchevsky e Story, 1974) e in vivo (Vahouny et al., 1980; Soni et al., 1982), contribuem
para o aumento da excrecao fecal de acidos biliares e colesterol (Reddy et al., 1980; Soni
et al., 1982) ou levam 32 libertacdo dos compostos sequestrados no intestino grosso apés
a fermentacdo da fibra sollvel, local onde a sua absor¢do é menos eficiente que a
verificada no intestino delgado (Vahouny et al., 1980; Kreuzer et al., 2002). Esta frac¢ao
soltvel origina também um aumento da duragdo do transito intestinal e da microflora e
metabolismo intestinal (Truswell, 1993). No intestino grosso, o aumento da actividade
microbiana origina uma desconjugacao e 7a-desidroxilagdo acrescidas, sendo os acidos
biliares resultantes ndo to facilmente absorvidos (Hillman et al., 1986). A diminui¢do ou
inibicdo da absorcao intestinal dos acidos biliares e do colesterol repercute-se no ciclo
enterohepatico, estimulando a utilizagdo de colesterol para a sintese de novos acidos
biliares, bem como a deple¢ao do “pool” corporal deste esterol (Marlett et al., 1994). Por
seu lado, componentes da frac¢do insolivel dos PNA como a celulose diminuem a
duracdo do transito intestinal e aumentam a excre¢éo fecal de MS, o que, apesar do
aumento simultadneo na massa microbiana, pode contribuir para a diminuigao da absorgéo
dos acidos biliares (Sacquet et al., 1982). O consumo de PNA insoluveis origina também
um aumento da sintese do acido quenodesoxicélico. O aumento neste acido biliar
primario, um efeito contrario aquele promovido pelos PNA sollveis, deve-se ao facto da
fermentagao microbiana de PNA insoliveis como a celulose originar um abaixamento do
pH do contetido célico. Esta alteragdo de pH inibe a 7a-desidroxilase microbiana e
interfere na obtencao e absor¢édo do acido desoxicélico, o qual inibe a sintese hepatica do
acido quenodesoxicélico (Hofman, 1988). A possivel aptiddo hipocolesterolémica da
fraccdo insolivel dos PNA parece também ser modulada pela retengdo fisica de
colesterol e de acidos biliares (além de outros compostos alimentares) numa matriz de
compostos nao digeridos (Kies, 1985).

O facto de nem sempre se verificar uma relagdo directa entre a capacidade de ligagéo
dos PNA a acidos biliares e a diminuicdo da colesterolémia levou varios autores a
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sugerirem mecanismos de acgdo diferentes. Assim, sabendo-se que a fracgio soluvel
dos PNA das leguminosas sio fermentados no ceco-célon originando acidos gordos
volateis (AGV) que sao absorvidos e transportados pela veia porta ao figado (Cummings,
1981), onde o acido propidnico foi implicado na inibigdo da sintese de novo do colesterol
(Bush e Miligan, 1971), estes eventos foram correlacionados com o efeito
hipocolesterolémico da fibra. Parecendo confirmar esta hipétese, a suplementagdo de
regimes ricos em colesterol com acido propidnico originou decréscimos na colesterolémia
em ensaios com suinos (Thacker et al., 1981) e ratos (Chen et al., 1984). No entanto, a
inibicdo in vitro da HMG CoA reductase s6 foi detectada com niveis deste acido
superiores aos observados in vivo no figado e intestino (lilman et al., 1988), ndo se
verificando quando tais niveis eram semelhantes aos fisiolégicos (Nishina e Freedland,
1990). Por outro lado, estes efeitos foram detectados em suinos a perder peso (Thacker
et al., 1981) devido a depressdo do apetite induzida pela ingestdo de acido propiénico.
Experiéncias mais recentes em suinos e ratos, onde a infusdo cecal de pectina (Ahrens
et al., 1986), de acido propiénico (Beaulieu e McBurney, 1992) ou a suplementagéo deste
AGYV (lllman et al., 1988), bem como a fermentagao de regimes ricos em pectina e fibra
de ervilha (Stark e Madar, 1993) ndo inibiram a sintese de novo nem diminuiram a
colesterolémia, sugerem que a modulagdo in vivo do metabolismo do colesterol pelo
acido propiénico ndo passa pela inibicdo da actividade enzimatica da HMG CoA
reductase e é questionavel. Outros mecanismos envolvendo a elevada capacidade de
retencdo de agua da fracgcdo soluvel dos PNA e alteragcbes da relagdo entre as
substancias lipidicas absorvidas utilizadas na sintese das lipoproteinas intestinais, da
dimensao dos quilomicrons e VLDL sintetizadas no intestino e/ou figado (Vahouny et al.,
1980; Shutler et al., 1987b), bem como a diminuigdo da taxa de absor¢do de glucose,
originando menores insulinémias (Kerckhoffs et al., 2002) tém sido também sugeridos
para explicar os efeitos da fibra alimentar no metabolismo do colesterol.

Os graos de leguminosas sao considerados uma fonte concentrada de fibra alimentar.
Nas leguminosas consumidas pelo Homem, o teor em fibra varia com a espécie em
causa e pode ir em média de 80 a 275 g-kg™”, com a fracgdo soluvel a variar entre 33 e
138 g'kg” (Guillon e Champ, 2002) (ver Anexo ll). A fibra solivel destes grios é
apontada por varios autores como o seu principal factor hipocolesterolémico. Assim, o
consumo de extractos de fibra de ervilha, grao-de-bico, lentilhas e feijdes das espécies
Vigna radiata (L.) Wilczek e Vigna mungo (L.) Hepper por ratos hipercolesterolémicos
originou decréscimos na colesterolémia (Soni et al., 1982). Quando sujeitos a extracgao
lipidica, os residuos fibrosos de feijao-frade (Vigna unguiculata (L.) Walpers) e fenacho
(Trigonella foenum-graecum L.) mantiveram a capacidade de reduzir o nivel de colesterol
sanguineo (Mahadevappa e Raina, 1983; Sharma, 1986). No entanto, tais resultados
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podem ter sido potencializados pelo efeito da proteina, das saponinas e de outros
compostos bioactivos possivelmente hipocolesterolémicos presentes apéds extraccéo
lipidica. S6 estudos como o de Sharma (1984), testando a frac¢do pectinica do grao-de-
bico, demonstram o efeito do consumo das fracg¢des fibrosas isoladas. Assim, o consumo
de pectina durante 2 semanas por ratos hipercolesterolémicos reduziu o colesterol sérico
e hepatico. No entanto, o consumo do grao-de-bico inteiro induziu redug¢des mais
marcadas, bem como um aumento significativo da excre¢édo diaria de acidos biliares,
provavelmente devido a presenga de saponinas no grdo (Sharma, 1984), as quais
facilitariam a ligagdo dos acidos biliares a fibra (Oakenfull e Fenwick, 1978) (ver 6.2.4.).
Outra fracg@o soluvel isolada de PNA estudada pelo seu efeito hipocolesterolémico em
humanos (Jenkins et al., 1975; Simons et al,, 1982; Turner et al, 1990) e modelos
animais (Chen e Anderson, 1979; Ahrens et al., 1991; Fernandez, 1995; Fadden et al.,
1999) é a goma de guar (Cyamopsis tetragonoloba (L.) Taub.), uma galactomanana que
actua como polissacarido de reserva da leguminosa. Esta goma é altamente viscosa em
solugdo e a sua influéncia na viscosidade luminal intestinal é tida como a causa dos seus
efeitos fisiolégicos (Blackburn et al., 1984) que incluem redugées no colesterol total e no
colesterol das LDL, detectaveis 2 semanas apés o inicio do seu consumo (Jenkins et al.,
1975; Khan et al.,, 1981; Kingman, 1991; Fadden et al., 1999). Estes efeitos podem
acentuar-se durante mais 2 semanas antes de estabilizarem (Simons et al., 1982), sendo
a goma de guar mais eficaz a reduzir a colesterolémia em sujeitos normocolesterolémicos
que a goma de alfarroba (Ceratonia siliqua L.) e os graos de leguminosas (Zavoral et al.,
1983; Kingman, 1991). Em humanos consumindo goma de guar (30 g-d™), a menor
reabsorgcdo intestinal de esterdis neutros e acidos detectada originou a redugdo dos
niveis das LDL e IDL circulantes. Esta redugio, atribuida ao aumento do catabolismo
hepatico das apo B, foi modulada pelo aumento da produgao de receptores de LDL
hepaticos (e de colesterol) com vista a obtengdo de colesterol suficiente para a sintese
compensatoria de novos acidos biliares (Turner et al., 1990).

Os polissacaridos estruturais dé leguminosas tém vindo a ser cada vez mais
utilizados pela industria alimentar humana (Belitz e Grosch, 1999). No entanto, a
utilizacao destes polissacaridos, nomeadamente os de soja (Glycine max (L.) Merril), ndo
tem demonstrado inequivocamente ser capaz de reduzir o nivel de colesterol sanguineo
em sujeitos normocolesterolémicos (Kingman, 1991). Quando tal decréscimo se verifica,
geralmente em sujeitos hipercolesterolémicos (Shorey et al., 1985; Lo et al., 1986),
resulta de uma reducdo no colesterol das LDL (Lo et al., 1986; Kingman, 1991). A
excrecdo de esterdis neutros e acidos em humanos e modelos animais consumindo
polissacaridos estruturais, ainda pouco estudada, tem também originado resuitados
contraditérios (Kreuzer et al., 2002). Os efeitos ndo uniformes do seu consumo estariam
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assim relacionados com as caracteristicas fisico-quimicas da(s) componente(s)
utilizada(s) (Kingman, 1991).

As leguminosas tém também demonstrado capacidade de diminuir os niveis de
triacilgliceréis sanguineos em sujeitos hipertriacilglicerolémicos (Anderson et al., 1984b;
Shutler et al., 1987b; Kingman, 1991). Sendo os regimes ricos em leguminosas regra
geral pobres em mono e dissacaridos, este efeito pode estar relacionado com a diminuta
resposta insulinica detectada apés o seu consumo, a qual esta associada a baixos niveis
de triacilglicerolémia (Frost et al., 1999). Segundo Jenkins et al. (1983) os niveis
deprimidos de glucose e insulina verificados apés a ingestdo de uma mistura de graos de
leguminosas secos, estariam relacionados com a taxa lenta a qual as leguminosas
libertam os produtos de digestdo do amido, quando incubadas em sucos digestivos
humanos. Tal foi atribuido a natureza do préprio amido e a rigidez das células nas quais
ele estd armazenado (Wirsch et al., 1986; Guillon e Champ, 2002).

6.2.2. A componente lipidica

Estudos epidemiolégicos e resultados experimentais estabeleceram uma correlagdo
positiva entre a ingestao de lipidos alimentares e a colesterolémia média duma populagao
(Greer et al., 1966; Keys, 1970; Martincic et al., 1984; Kwiterovich, 1997). No entanto, as
diferengas qualitativas nos tipos de lipidos sdo determinantes na expressdo desta
correlagdo. O consumo de regimes experimentais contendo A&cidos gordos
individualizados tem sugerido que o efeito hipercolesterolémico dos acidos gordos esta
inversamente relacionado com o tamanho da sua cadeia mas nao com o seu grau de
saturagdo. Excepgdo a regra é a classe dos polinsaturados, que parece ver a sua
influéncia alterar-se consoante a configuragdo e o grau de insaturagio (Siljander-Rasi et
al., 1994; Khosla e Sundram, 1996; Smith, 1998). A relacdo entre acidos gordos
polinsaturados e saturados é assim particularmente importante, chegando os regimes
alimentares ricos em acidos gordos polinsaturados a ter uma influéncia mais forte no
colesterol plasmatico que um regime pobre em lipidos totais (Woollett ef al., 1992).

A substituicdo de lipidos animais por lipidos vegetais, com uma componente
polinsaturada maior, origina um decréscimo nos niveis séricos de colesterol total
(Hutagalung et al., 1969; Kwiterovich, 1997; Harris et al., 2003), fundamentaimente ao
nivel do colesterol das LDL (Siljander-Rasi et al., 1994; Kwiterovich, 1997; Harris et al.,
2003). Os mecanismos envolvidos ainda ndo foram identificados, sugerindo-se para tal a
influéncia negativa da estrutura tridimensional dos acidos gordos polinsaturados na
capacidade de transporte de colesterol das LDL (Spritz e Mishkel, 1969), decréscimos na
producédo de LDL a partir das VLDL (Boberg et al., 1981) e alteragdes na composigéo das
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LDL que levam possivelmente ao seu catabolismo acelerado (Shepherd et al., 1980).
Aumentos da excrecao de colesterol (Connor et al., 1969; Balasubramaniam et al., 1985)
e da secrecdo e excregdo de acidos biliares (Connor ef al., 1969; Ramesha et al., 1980)
sédo também referidos e autores como Shutler et al. (1987a) e Khosla e Sundram (1996)
sugerem mesmo uma ac¢ao em paralelo de alguns ou de todos estes mecanismos. Os
acidos gordos polinsaturados parecem também estimular a transcricio de genes
envolvidos no metabolismo lipidico (como ligandos de varios factores de transcrigdo
como o LXR e os PPARa (“Peroxisome proliferator-activated receptor a”), estes ultimos
via modulagao da expressdo de genes como o SR-B/ e o ABCA1) ao mesmo tempo que
deprimem a dos envolvidos na sintese (por exemplo via inibicdo da transcricdo das
SREBP) (Worgall et al., 1998; Lada e Rudel, 2003). O acido oleico, monoinsaturado,
exerce um efeito hipocolesterolémico através da modulagdo da produgao de receptores
hepaticos de LDL em hamsters. Sendo este acido o substrato preferencial da ACAT, ele
estimula a esterificacdo do colesterol hepatico, diminuindo assim o “pool” de colesterol
livre, regulador da expressdo dos citados receptores (Daumerie et al., 1992). Segundo
estes autores, os acidos gordos saturados exerceriam precisamente o efeito contrario,
resultados que foram confirmados por Faidley et al. (1999) em suinos. Mais
recentemente, autores como Zyriax e Windler (2000) vieram chamar a ateng&o para o
efeito na colesterolémia dos acidos gordos do tipo trans, indicando que o seu consumo
aumenta o colesterol das LDL e reduz o das HDL, pelo que deveria ser limitado, tal como
o dos acidos gordos saturados.

Os lipidos alimentares sdo essencialmente constituidos por triacilgliceréis, acidos
gordos e colesterol. Os acidos gordos presentes nos triacilgliceréis alimentares podem
ser saturados ou insaturados, essencialmente do tipo cis. Os acidos gordos saturados
como o palmitico (16:0) predominam nos tecidos adiposos animais. Os acidos gordos
monoinsaturados como o oleico (18:1) sdo comuns nos lipidos vegetais e animais, e 0s
polinsaturados como o linoleico (18:2) prevalecem nos lipidos vegetais e dos animais
marinhos. E nesta tltima categoria que se incluem as familias »-3 e w-6 (Khosla e
Sundram, 1996; Orzechowski et al., 2002). Por fim, os acidos gordos frans, que resultam
da hidrogenacéo dos acidos gordos cis, tém como fonte natural os produtos lacteos e a
carne de ruminantes, para além de estarem presentes em quantidade apreciaveis em
certos alimentos processados (Zyriax e Windler, 2000). Se exceptuarmos as oleaginosas
como a soja, o tremogo (Lupinus spp.) e o amendoim (Arachis hypogea L.), a maioria das
leguminosas & amilacea, contendo apenas pequenas doses de lipidos totais (Belitz e
Grosch, 1999). Assim, poder-se-ia supor que o efeito hipocolesterolémico dos regimes a
base de leguminosas resultaria de uma mera substituicdo de lipidos alimentares por
hidratos de carbono. No entanto, sdo varios os estudos que demonstram tal efeito das
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leguminosas quando comparadas a regimes controlo com proporgdes idénticas dos
principais grupos de macronutrientes (Shutler et al., 1987a; Khosla e Sundram, 1996). Os
lipidos das leguminosas sido altamente insaturados, contendo em particular acidos
linoleico e linolénico (18:3), cuja contribuigao na redugdo do nivel de colesterol sanguineo
em humanos e modelos animais tem sido sugerida (Khosla e Sundram, 1996; Zyriax e
Windler, 2000). Regimes suplementados com um extracto lipidico de grao-de-bico (30
g-kg™) originaram uma redugdo no colesterol plasmético de ratos hipercolesterolémicos
(Mathur et al., 1964), o mesmo se verificando com o consumo de extractos lipidicos de
feijao-frade (30 g'kg™'), apesar desta ter sido inferior 4 obtida pelo consumo do grio
extraido e do grao inteiro (Mahadevappa e Raina, 1983). Neste caso, os lipidos presentes
no extracto (essencialmente triacilgliceréis de acidos gordos polinsaturados e fitosteréis)
contribuiram de forma importante para o efeito hipocolesterolémico, mas nao foram o
Unico factor interveniente. Por outro lado, extractos lipidicos de fenacho (21 g-kg™)
consumidos por ratos hiperlipémicos (Sharma, 1986) ndo afectaram a colesterolémia, ao
contrario do grao extraido e do grao inteiro. Como nesta experiéncia nao foi apresentado
o perfil lipidico do extracto, pode-se supor que os niveis de acidos gordos insaturados,
fitoster6is ou outras substancias extraidas pelo hexano diferiram dos obtidos nas outras
experiéncias. Tal confirmar a importancia da composi¢cdo qualitativa dos extractos
lipidicos no desencadear dos efeitos hipocolesterolémicos (Khosla e Sundram, 1996;
Zyriax e Windler, 2000).

6.2.3. A componente proteica

Estudos epidemiolégicos indicam que a incidéncia de (e mortalidade por) doengas
cardiovasculares esta correlacionada positivamente com o consumo de proteina de
origem animal (proteina animal) (Yudkin, 1957) e negativamente com o de proteina de
origem vegetal (proteina vegetal) (Connor e Connor, 1972). Resultados experimentais
obtidos em humanos (Kritchevshy, 1979; Terpstra et al., 1983) e em modelos animais
como o suino (Kim et al., 1978 e 1980), o coelho (Terpstra e Sanchez-Muniz, 1981) e o
rato (Jacques et al., 1986; Potter, 1995), também sugerem uma influéncia do tipo de
proteina alimentar na colesterolémia. No entanto, a obtengéo destes resultados tem sido
mais consistente em estudos com humanos e modelos animais hipercolesterolémicos
(Terpstra et al., 1982b; Shutler et al.,, 1987a; Kingman, 1991) que com humanos e
modelos animais normocolesterolémicos (Jaches’et al., 1986; Carroll e Kurowska,
1995). O modelo bioldgico utilizado, bem como diferengas na quantidade e tipo de
ingredientes empregues na formulagdo dos regimes, incluindo o tipo de proteina,
parecem também influenciar a magnitude do efeito (Potter, 1998; Belleville, 2002).
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O efeito da quantidade de proteina consumida na colesterolémia de modelos animais
tem dado resultados inconsistentes, inter e intra-espécie. Em coelhos, o aumento do
consumo de caseina eleva proporcionalmente os niveis plasmaticos de colesterol, facto
nao verificado com a proteina vegetal (Huff et al.,, 1977). Em suinos, o consumo de
regimes pobres em proteina vegetal tende a aumentar (Greer et al., 1966; Hutagalung et
al., 1969) ou nao afecta (Pfeuffer et al., 1988) a sua colesterolémia, ao passo que em
ratos ndo a afecta (Madani et al., 2000) ou diminui-a. Neste animal, regimes pobres em
proteina de soja originaram uma diminuicdo das LDL plasmaticas, tendo os seus niveis
normalizado apés a adi¢cdo de colina ao regime ou apés a substituicio da soja por uma
quantidade similar de caseina, mais rica em metionina (Olson et al., 1958). Com base
nestas observacbes, os autores afirmaram que a metionina seria necessaria para a
biossintese da colina, a qual por sua vez é essencial a sintese da fosfatidilcolina das LDL.
Tal facto, parece assim relacionar o efeito hipocolesterolémico verificado com o
desequilibrio num aminoacido e ndo com uma caréncia em proteina per se.

O mecanismo na base do efeito na colesterolémia das proteinas vegetais nao foi
ainda completamente elucidado (Potter, 1998) e sdo varias as hipéteses propostas para o
explicar. Este efeito parece estar parcialmente relacionado com a sua composi¢do em
aminoacidos, nomeadamente nos essenciais (Jones, 2002), mas ainda nédo existem
certezas. A metionina, por exemplo, tem apresentado (Morita et al., 1997) ou ndo (Kim et
al., 1978; Kern et al., 2002) efeitos hipercolesterolémicos. Por seu lado, a relagdo
lisina:arginina da proteina alimentar parece desempenhar um papel importante no efeito
colesterolémico e aterogénico (Kritchevsky, 1979). Assim, a relativa abundancia de lisina
na proteina animal foi relacionada com a inibicdo da actividade da arginase hepatica
(Cittadini et al., 1964), o que aumenta a disponibilidade em arginina para a sintese da apo
B das LDL, rica neste aminoacido. Parecendo sustentar tal hipétese, a adigdo de lisina a
proteina de soja com vista a que a relagio lisina:arginina desta simulasse a da caseina,
levou a diminuicdo do seu efeito hipocolesterolémico. No entanto, a adigdo de arginina a
caseina de modo a que a sua relagdo lisina:arginina simulasse a da soja originou
resultados inconclusivos (Kritchevsky, 1979). Por fim, ao demonstrarem que o efeito
hipocolesterolémico da proteina de soja era mimetizado pelos seus hidrolisados
enzimaticos mas ndo pelas misturas de aminoacidos simulando a proteina de soja, Huff
et él. (1977), Nagata et al. (1982) e Tanaka et al., (1984) sugeriram que a composi¢cdo em
aminoacidos das proteinas poderia ndo explicar totalmente o seu efeito na
colesterolémia. Na realidade, Jacques ef al. (1986) demonstraram in vitro que, apés uma
digestdo proteica de 6 h, a composicdo em aminoacidos dos produtos obtidos era
diferente da das fontes proteicas originais.
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Quando presente, o efeito hipocolesterolémico dos produtos a base de proteina
vegetal € muito semelhante ao obtido com os grios de leguminosas. Este efeito centra-se
principalmente na redugao do colesterol das LDL, paralela a uma descida na quantidade
de apo B circulante (Ho et al., 1989; Carroll e Kurowska, 1995). Segundo Sirtori et al.
(1984) e Lovati et al. (1992) as globulinas da soja, particularmente a 7S, induzem in vitro
um aumento no metabolismo hepatico das lipoproteinas ao estimular a expressao dos
receptores de LDL. A modulagédo ao nivel da apo B circulante pode ser acompanhada por
descidas na concentracdo das apo A, e E, o que sugere uma intervengédo dos péptidos
resultantes da digestdo proteica na sintese das apoproteinas e lipoproteinas
(quilomicrons e VLDL) nos enterécitos, com o consequente efeito deletério na eficiéncia
de transporte do colesterol alimentar para a linfa e para o “pool” plasmatico (Ho et al.,
1989). No entanto, dada a elevada digestibilidade da proteina de soja, é de crer que a
globulina 7S dificilmente é absorvida intacta ou sob a forma de péptidos de elevado peso
molecular em quantidades apreciaveis, o que torna este papel hipocolesterolémico in vivo
questionavel (Kerckhoffs et al., 2002). Por seu lado, 0 metabolismo hepatico do colesterol
parece também ser afectado ao nivel enzimatico. Assim, a actividade da HMG CoA
reductase de coelhos e ratos normocolesterolémicos consumindo isolados proteicos de
soja (Huff e Carroll, 1980; Sirtori et al., 1984; Madani et al., 1998), bem como a actividade
da CYP7A1 de ratos consumindo isolados proteicos de soja, batata (Solanum tuberosum
L.) e arroz (Oriza sativa L.) (Morita et al., 1997) foram superiores quando comparadas
com as actividades enzimaticas de animais consumindo caseina.

Proteinas vegetais como a de soja aumentam a excre¢do fecal de esteréis neutros
(Kim et al., 1980; Beynen et al., 1990; Catala et al., 2000) e acidos (Kim et al., 1978 e
1980; Van der Meer e Beynen, 1987; Beynen et al., 1990; Lin et al., 2004) quando
comparadas com a caseina. Segundo Sugano et al. (1990), a hidrélise gastrica ou
intestinal de isolados proteicos de soja origina uma fracgdo insollvel de elevado peso
molecular muito eficaz a adsorver acidos biliares aos seus péptidos hidréfobos. Por isso,
nos estudos onde misturas de aminoacidos simularam a proteina de soja (Huff e Carroll,
1980; Nagata et al., 1982; Tanaka et al., 1984), estas ndo foram tdo eficazes como a
proteina a aumentar a excrecdo dos 4cidos biliares. A diminuicdo da circulagdo
enterohepatica dos esterdis € assim fundamental para a acgao hipocolesterolémica das
proteinas vegetais, ao modular o metabolismo do colesterol com vista a biossintese de
novos acidos biliares. Esta alteragdo leva geralmente ao catabolismo do colesterol das
LDL através de um aumento da sintese dos receptores hepaticos de LDL ou ao aumento
na sintese de novo deste esterol (Kim et al., 1980; Beynen et al., 1990; Potter, 1995).
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Os aminoacidos resultantes da digestao proteica das leguminosas modulam a
secrecao de certas hormonas que parecem afectar a colesterolémia. Quando comparada
com a da proteina animal, a digestio da proteina vegetal origina conteldos maiores de
arginina € menores de aminoacidos ramificados como a leucina. Estes ultimos sdo
conhecidos por aumentar a sintese de insulina, pelo que a digestao da proteina vegetal
pode originar uma diminuicdo da relacdo insulina:glucagon e assim inibir a actividade da
HMG CoA reductase, reduzindo a colesterolémia (Forsythe et al., 1986). A proteina de
soja também modula a libertagdo das hormonas da tiréide, especialmente através da
elevagdo da tiroxina plasmatica, a qual parece induzir um aumento nos receptores de
LDL hepaticos (Scholz-Ahrens et al., 1990) que precede as altera¢des na colesterolémia
(Wright e Salter, 1993). No entanto, dados experimentais mais recentes ndo confirmam
este efeito hipocolesterolémico da tiroxina (Balmir et al., 1996). Também foi sugerido que
o efeito das proteinas na colesterolémia, particularmente o da caseina, seria modulado
pelo balango mineral. A caseina contém menos zinco e cobre que a proteina de soja,
pelo que foi sugerido que o seu efeito hipercolesterolémico seria devido a uma menor
ingestdo nestes minerais (Allotta et al., 1985). Esta hipdtese ndo foi confirmada por
estudos recentes, os quais apontam para uma fraca ou nula intervengdo dos minerais no
metabolismo do colesterol, nomeadamente do cobre (Armstrong ef al., 2001) e do zinco
(Paul et al., 2001).

A questao proteina animal versus proteina vegetal tem sido fortemente restringida ao
estudo da caseina e da proteina de soja, duas proteinas bem caracterizadas e de facil
isolamento e obtengdo. Apesar de todas as leguminosas serem fontes importantes de
proteina vegetal, sdo poucos os estudos investigando a contribuicdo de proteinas de
leguminosas que ndo a soja. Entre eles, referem-se estudos utilizando proteinas da
ervilha (Jacques et al., 1986), do feijao, do feijdo-frade (Finnigan, 1983) e da fava (Vicia
faba L.) (Macarulla et al., 2001). A proteina de soja tem sido extensamente investigada
também devido a sua versatilidade industrial e crescente utilizagdo em alimentos para
criangcas, em produtos de panificagdo, pastelaria e em alimentos processados. Esta
utilizacdo tem-se generalizado ultimamente as proteinas de ervilha e tremogo (Belitz e
Grosch, 1999; Mellenthin e Galensa, 1999; Yoshie-Stark e Wasche, 2004). No entanto, os
produtos & base destas proteinas podem ser obtidos de varias formas e apresentar graus
de pureza muito dispares, podendo assim originar interpretacdées erréneas de alguns
resultados experimentais em trabalhos onde a sua caracterizagdo é incompleta (Potter,
1995; Balmir et al., 1996; Kerckhoffs et al., 2002). Na realidade, os isolados proteicos de
soja comerciais, que contém geralmente valores elevados de saponinas, isoflavonas e
outros componentes bioactivos (Anderson e Wolf, 1995), sdo muito mais eficazes a
demonstrar efeitos hipocolesterolémicos que os isolados extra-puros. Assim, 0 consumo
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de Cholsoy, um isolado proteico de soja que contém hidratos de carbono (40 g-kg” de
rafinose, 50 de estaquiose e 160 de PNA), leva a baixa do colesterol plasmatico (Verrillo
et al., 1985) ao passo que a utilizagdo de isolados proteicos de soja extra-puros (> 925
g-kg™) nao (Pfeuffer et al., 1988; Madani et al., 1998 e 2000; Lucas ef al., 2001). Estes
resultados sugerem que tal efeito estd mais relacionado com os componentes nio
proteicos, isolados ou em conjunto com a proteina de soja, do que com a proteina per se.

6.2.4. As saponinas

As saponinas sao glicosideos de esterdis ou de triterpenos vulgarmente associadas a
proteina vegetal (Price et al., 1986; Champ, 2002) e encontram-se em quantidade
relevante em leguminosas como a soja, a ervilha, o feijao e o grao-de-bico (Oakenfull,
1981; Price et al., 1986), resistindo aos tratamentos térmicos (Anderson e Wolf, 1995).
Estes complexos compostos anfipaticos estdo associados a varios efeitos fisiologicos,
entre os quais a capacidade de reduzir a colesterolémia pelo aumento da excregao fecal
de colesterol e acidos biliares (Oakenfull e Fenwick, 1978; Oakenfull, 1981; Sidhu e
Oakenfull, 1986) de forma dose-dependente (Morehouse et al., 1999). As leguminosas
que demonstram um maior efeito hipocolesterolémico contém saponinas, podendo estas
ser responsaveis por tal efeito em estudos onde a redugao do colesterol sanguineo foi
atribuida a outros componentes como a proteina e a fibra vegetais (Oakenfull e Fenwick,
1978; Potter, 1995). Segundo Thompson (1993), regimes contendo niveis de saponinas
de 0,3 -0,5 g-d", podem reduzir a colesterolémia em 16 a 24%.

A absorgdo das saponinas ao nivel do tracto digestivo é fraca e a sua actividade
hipocolesterolémica parece desencadear-se essencialmente no limen intestinal. Ao
verificarem in vitro que as saponinas formavam grandes micelas mistas com os acidos
biliares e/ou o colesterol, impedindo a sua absor¢do ao nivel do intestino, Sidhu e
Qakenfull (1986) confirmaram que a diminuicdo da colesterolémia por estes compostos
resultava duma redugdo do ciclo enterohepatico dos esterdis neutros e acidos. O
consumo de saponinas como as de soja, de quilaia (Quilaja saponaria Molina) ou dum
preparado comercial denominado saponina branca, induz essencialmente um aumento
da excrecao de acidos biliares (Newman et al., 1957; Topping et al., 1980; Oakenfull et
al., 1984), mas as de luzerna formam complexos insoliveis com o colesterol (Gestetner
et al., 1972; Birk e Peri, 1980), inibindo directamente a absorgédo intestinal do colesterol
alimentar e endégeno (Oakenfull, 1981). Assim, saponinas de espécies vegetais
diferentes, que sdo estruturaimente diferentes, actuam de maneira distinta. A sua acg¢éo
parece também depender da interacgdo com outros componentes do regime, como o
caso dos isolados proteicos de soja, com os quais as saponinas de quilaia formam

69



complexos insoluveis (Potter et al., 1993). Mais recentemente Morehouse et al. (1999)
notaram que a saponina sintética pamaquesida era eficiente a bloquear a absorgédo do
colesterol alimentar e endégeno em coelhos, a concentragbes muito inferiores as
necessarias para complexar o esterol (relacdo molar saponina:colesterol de 1:4),
induzindo aumentos significativos na excrecdo de esterdis neutros. Com base nestes
resultados, os autores sugeriram que tal efeito seria resultado de uma interacgdo desta
saponina com o(s) transportador(es) membranar(es) de colesterol.

Parte das saponinas podem ser hidrolisadas pela microflora intestinal e absorvidas na
forma de sapogeninas, como a diosgenina. Quando consumida por ratos, a diosgenina
levou a um aumento da secrecao de colesterol biliar (Ulloa e Nervi, 1985; Thewles et al.,
1993), tendo as diferentes formas de administragio (oral e intraperitoneal) sugerido um
efeito directo no figado e ndo no limen intestinal (Ulloa e Nervi, 1985).

6.2.5. Os fitosteroéis e os fitostanois

As leguminosas e seus 6leos apresentam na sua composi¢cdo quantidades varidveis
de varios esterdis vegetais ou fitosteréis, sendo os mais abundantes o B-sitosterol, o
campesterol e o estigmasterol (Ling e Jones, 1995). Os fitostandis, muito menos
abundantes e presentes essencialmente no milho e outros cereais (Hicks e Moreau,
2001; Stuchlik e Zak, 2002), sao fitosterdis saturados (5a-hidrogenados), como o f-
sitostanol e o campestanol. Os fitoster6is também podem existir na forma livre,
esterificados por acidos gordos (Ling e Jones, 1995). Apesar da sua estrutura quimica ser
semelhante a do colesterol, a presenga de um grupo metilo ou etilo e de uma dupla
ligagdo ao nivel da cadeia lateral (fitosteréis) e a auséncia da dupla ligagdo A°
(fitostandis) por comparacdo a molécula deste esterol, levam a que a absorgdo destes
compostos se dé a taxas inferiores. Assim, mais de 95% dos fitosteréis e quase 100%
dos fitostanois ingeridos sdo detectados no célon (Ling e Jones, 1995). Para além do
ainda discutido efeito no combate a tumores do célon (de Jong et al., 2003), os fitosterois
intestinal de colesterol (Lees et al, 1977; lkeda et al, 1988a). Mesmo quando
administrados em pequenas doses (1 a 1,5 g-d”, revisto por Hicks e Moreau, 2001) estes
compostos diminuem o colesterol total e o colesterol das LDL em sujeitos normo e
hipercolesterolémicos, sem alterar o das HDL (Miettinen e Gylling, 1999; Wester, 2000;
Hicks e Moreau, 2001; de Jong et al.,, 2003) e sem induzir efeitos secundarios, mesmo
apos longos periodos de consumo (Lees et al., 1977; Stuchlik e Zak, 2002).

O mecanismo pelo qual os fitosteréis e fitostandis interferem na absorcdo do

colesterol alimentar e enddégeno depende da maior afinidade que estes compostos
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apresentam para as micelas mistas, devido a uma hidrofobicidade maior que a do
colesterol (Ling e Jones, 1995; Hicks e Moreau, 2001). Tal facto induz uma diminuigdo da
solubilizagdo micelar do colesterol e interfere assim com a sua absorgdo (lkeda et al.
1988a; Pakarinen et al. 1996). Apesar desta substituicdo do colesterol pelos fitosteréis e
fitostandis nas micelas ser considerado o mecanismo mais importante na inibigdo da
absor¢ao do colesterol por estes esterdis (Carr et al. 2002), uma competi¢cdo por parte
dos fitosteréis para a ligagdo as células de bordadura em escova e/ou as mucinas
superficiais celulares entéricas (lkeda et al., 1988a) e uma taxa de transferéncia mais
lenta do B-sitosterol que do colesterol da superficie dos enterocitos para o espago
intracelular (Ikeda et al. 1990) tém também sido referidas. A discriminagdo na captagao
dos fitosteréis ao nivel membranar nos enterécitos (Lu et al., 2001) ou a possibilidade
destes reduzirem a esterificagdo entérica do colesterol pela ACAT com a consequente
diminuicdo da incorporacdo deste esterol nos quilomicrons (lkeda et al. 1988b) podem
também estar implicadas no processo. Por fim, a influéncia dos fitosteréis e fitostanéis na
indugdo da expressdo dos transportadores ABCA1, ABCG5 e ABCG8, aumentando o
efluxo enterocitario do colesterol, & actualmente admitida apesar de ainda ndo
quantificada (de Jong et al., 2003; Turley e Dietschy, 2003).

A inibicdo da absorgao intestinal do colesterol, originando um aumento da excregao
fecal deste esterol em forma de esterdis neutros, leva a uma diminuicdo na entrada de
colesterol alimentar e biliar via circulagdo portal no figado, o que é geraimente
acompanhado por um aumento compensatério da sintese de novo (Gyllin et al. 1999;
Moghadasian 2000) e da expressdo dos receptores hepaticos de LDL (de Jong et al.,
2003). O efeito liquido da acg¢do dos fitosteréis implica uma redugdo do colesterol
plasmatico (Gyllin et al. 1999; Lin et al., 2004) via colesterol das LDL (Heinemann et al.
1986; Miettinen e Gylling, 1999; de Jong et al., 2003; Lin et al., 2004). O B-sitostanol foi
apontado como apresentando um efeito hipocolesterolémico mais importante que o B-
sitosterol, provavelmente devido a sua menor absorgdo (Heinemann et al., 1986). Tal
sugestao, baseada na revisao de resultados experimentais onde, na maioria dos casos
nao foi realizada uma comparagao directa do efeito de fitosteréis e fitostandis, tem vindo
a ser contrariada por resultados recentes. Hicks € Moreau (2001), Hayes et al. (2002) e
Jones (2002) entre outros, compararam directamente tais compostos e obtiveram efeitos
hipocolesterolémicos semelhantes com fitosterdis saturados ou ndo, mesmo quando
consumidos como parte integrante de um regime pobre em lipidos e colesterol. Se eles
forem correctamente solubilizados e incorporados na micelas, fitostandis e fitosteréis séo
igualmente eficazes.
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6.2.6. As isoflavonas

As isoflavonas sdo compostos fendlicos glicosilados ou ndo (agliconas) pertencentes
ao grupo dos flavondides. Encontram-se em varias leguminosas e em quantidades
apreciaveis na soja e nos trevos vermelho (Trifolium pratense L.) e subterraneo (T.
subterraneum L.) (Harborne, 1971; Champ, 2002). As isoflavonas sdo sintetizadas
durante a germinagdo, a partir de percursores como o acido p-cumarico, presentes nas
sementes dormentes (Goodwin, 1965). Excepcdo a regra € a soja, cujas sementes
contém ja isoflavonas (0,12 a 0,31 mg-g™") (Eldridge e Kwolek, 1983). A concentragdo e
composi¢cdo destes compostos varia muito intra- e inter-espécie, dependendo também
das condigdes edafo-climaticas e do posterior processamento industrial a que o material
vegetal é sujeito (Eldridge e Kwolek, 1983; Champ, 2002).

Os efeitos fisiologicos das isoflavonas sdo varios, mas parecem depender de um
consumo minimo (30 a 50 mg-d™) para se expressarem (Setchell, 1998). Vérios autores
(Mathur et al., 1968; Siddiqui e Siddiqui, 1976; Sharma, 1984) consideram-nas
responsaveis pelo efeito hipocolesterolémico das leguminosas, como o parece sugerir a
reducdo do nivel de colesterol plasmatico observada em ratos hipercolesterolémicos
consumindo biochanina A e formononetina (derivados 4-metil-éter da genisteina e
daidzeina) obtidas de sementes germinadas de grao-de-bico (Siddiqui e Siddiqui, 1976;
Gopalan et al., 1991). No entanto, apesar de isolados proteicos de soja cujas isoflavonas
foram extraidas com etanol terem perdido o seu efeito hipocolesterolémico, o consumo
do extracto resultante, rico em isoflavonas (Sirtori e Lovati, 2001), bem como o de
extractos comerciais de isoflavonas de soja (Lin et al., 2004) e o de leite de soja
enriquecido em gliciteina (Sirtori et al., 2000) ndo contribuiu para a redugéo do colesterol
plasmatico. Tal sugere que o efeito hipocolesterolémico depende do tipo de isoflavona
presente, assim como da forma de administragdo. Quando evidente, este efeito exprime-
se pela redugéo do colesterol das LDL (Balmir et al., 1996; Lichtenstein, 1998; Kerckhoffs
et al., 2002).

O mecanismo de actuagé@o das isoflavonas ainda n&o foi estipulado. O consumo de
isoflavonas como a daidzina, genistina e glicitina leva a sua hidrélise pelas B-glicosidases
dds microorganismos intestinais, originando as agliconas daidzeina, genisteina e
gliciteina ou outras isoflavonas mais simples (Setchell, 1998). Estes compostos, com uma
estrutura e funcdo semelhante a dos estrogénios dos mamiferos, quando absorvidos
podem ligar-se a receptores estrogénicos (Shutt e Cox, 1972). Tendo sido observado que
certos estrogénios fornecidos a ratos em doses farmacolédgicas induziam o aumento de
receptores de LDL hepaticos (Windler et al., 1980b), é possivel que a actuagdo das
isoflavonas seja desencadeada por um mecanismo semelhante, levando a redugéo do
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nivel plasmatico destas lipoproteinas e do colesterol por elas transportado (Potter, 1998;
Setchell, 1998). O seu papel na redugao da susceptibilidade do colesterol das LDL a
oxidagdo ndo deve ser desprezado e pode estar aliado a uma diminuigdo das lesdes
ateroscleréticas (Lichtenstein, 1998).

Os resultados experimentais descritos na bibliografia apontam para um efeito
hipocolesterolémico dos grios de leguminosas, mas os mecanismos através dos quais
ele é obtido ndo sdo ainda conhecidos em detalhe. As redugdes mais notaveis ao nivel
da colesterolémia obtém-se quando se utilizam leguminosas (ou seus componentes) em
regimes hiperlipémicos e hipercolesterolémicos (Mathur et al., 1968; Soni et al., 1982;
Beynen et al., 1990; Potter, 1995). Adicionalmente, a recente observagdo de que o
consumo de componentes como as fibras e os fitosterdis apresentam efeitos sinérgicos
na redugdo do colesterol plasmatico por mecanismos diferentes, aponta para uma acgéo
optimizada dos grdos de leguminosas quando consumidos inteiros (Macarulla et al.,
2001; Anderson e Major, 2002; Jenkins et al., 2002). Por fim, o efeito do segmento ceco-
célon no metabolismo do colesterol e dos esterdis neutros e acidos também ainda nao foi
completamente esclarecido. Assim, com vista a aprofundar os conhecimentos existentes
sobre os efeitos do consumo de graos de leguminosas inteiros no metabolismo do
colesterol e dos esterdis neutros e acidos de suinos intactos e com anastomose ileo-

rectal, foi implementado o estudo experimental que a seguir se descreve.
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lll. ESTUDO EXPERIMENTAL

1. OBJECTIVOS DO ESTUDO

Este estudo teve como objectivo avaliar os efeitos do consumo de trés espécies de
leguminosas no metabolismo do colesterol e dos esterdis neutros e acidos em suinos em
crescimento intactos e com anastomose ileo-rectal, tornados hipercolesterolémicos pelo
consumo de regimes enriquecidos em colesterol. A soja, universalmente consumida por
humanos e animais, é a leguminosa mais estudada a nivel do metabolismo do colesterol
e foi utilizada para servir como referéncia em relagao aos efeitos das outras leguminosas.
O seu consumo na forma extrudida teve como finalidade evitar a influéncia de
componentes bioactivos como os factores anti-tripsinicos (Anderson e Wolf, 1995;
Friedman e Brandon, 2001) no modelo animal. Quanto a ervilha e ao tremoco,
leguminosas cada vez mais utilizadas nos regimes alimentares humano e animal, bem
como na industria de transformacéo alimentar (Petterson, 1998; Guillon e Champ, 2002),
estdo ainda muito pouco estudadas ao nivel dos seus efeitos na colesterolémia dos
mamiferos. Assim sendo e caso modulassem a redugdo do colesterol plasmatico,
apresentariam um elevado potencial de utilizagdo como alimentos funcionais com
finalidades hipocolesterolémicas. Um segundo objectivo do trabalho foi determinar o
efeito do segmento ceco-célon no metabolismo do colesterol e dos esterdis neutros e
acidos deste modelo animal. Este segmento do intestino grosso pode desempenhar um
papel importante neste metabolismo, nomeadamente quando os regimes alimentares
consumidos sdo a base de leguminosas, cuja digestdo se completa precisamente no
ceco-colon (Cummings, 1981; Conway, 1994). Para analisar o impacto deste segmento
do intestino no metabolismo do colesterol e dos esteréis neutros e acidos, recorreu-se a
realizagdo de anastomoses ileo-rectais em metade dos suinos utilizados nos trabalhos
experimentais, uma técnica cirtrgica que permite a colheita dos conteudos ileais por via
natural.

Com vista a atingir os objectivos deste estudo, foram realizadas andlises aos lipidos
plasmaticos, hepaticos, biliares e fecais, bem como as actividades das principais enzimas
envolvidas no metabolismo do colesterol e dos esterois acidos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais, instalagoes e equipamentos

Os trabalhos experimentais decorreram na Unidade de produgao de Suinos do Centro
de Estudos e Experimentacdo da Mitra, Universidade de Evora (Valverde, Portugal) e
foram constituidos por trés ensaios onde se estudaram os efeitos do consumo de trés
leguminosas (soja extrudida no Ensaio Soja, ervilha no Ensaio Ervilha e tremogo de
folhas estreitas no Ensaio Tremogo) no metabolismo do colesterol e dos esterdis neutros
e acidos de suinos intactos e com anastomose ileo-rectal.

Em cada um dos ensaios foram utilizados 24 suinos machos cruzados (Duroc (J) x
(Large White x Landrace) (9)) cedidos pelo Centro de Estudos e Experimentagdo da
Mitra, Universidade de Evora. Os animais, vacinados (Bacterina mista porcina, Phylaxia,
Budapeste, Hungria) e desparasitados, foram desmamados as 8 semanas de idade e
sujeitos a um periodo de cria de 4 semanas, tendo posteriormente ingressado nos
trabalhos experimentais.

As 12 semanas de idade os suinos foram instalados em caixas metabdlicas
individuais (160 x 60 cm) com superficies laterais amoviveis, uma manjedoura na porgao
frontal e tabuleiros metalicos permitindo a colheita separada de fezes ou contelido ileal e
de urina. O PV inicial médio £ erro padrao da média (EPM) dos animais utilizados foi de
30,1 £ 0,8, 29,8 + 0,6 e 30,3 + 0,5 kg respectivamente para os Ensaios Soja, Ervilha e
Tremocgo.

O maneio animal e os procedimentos experimentais a que os animais estiveram
sujeitos foram realizados de acordo com os regulamentos e orientagbes éticas da
Direc¢do de Servicos de Meios de Defesa da Saude, Bem Estar e Alimentagdo Animal,
Direc¢do Geral de Veterinaria.

2.2, Regimes experimentais

Os regimes experimentais foram desenvolvidos recorrendo ao programa de
formulagao de alimentos compostos WinRagdes 4.00 (Softimbra2 — Agroinformatica Lda.,
Coimbra, Portugal) com vista a apresentarem valores semelhantes de proteina bruta,
certos aminoacidos essenciais (lisina, metionina e triptofano) e energia bruta. Os seus
ingredientes foram adquiridos a varias empresas comerciais e misturados nas instalagdes
da SANIPEC - Produtos para Pecuaria Lda. (Alverca, Portugal).
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2.2.1. Regimes a base de caseina e de soja extrudida

Um regime padrdao semi-purificado a base de caseina acida (C) e um regime
contendo soja extrudida (SE), foram formulados. Cerca de 60% da proteina fornecida
pela caseina no regime C foi substituida por proteina de graos de soja extrudida (Sojex,
Reagro Lda., Salvaterra de Magos, Portugal) no regime SE (Quadro V). O colesterol,
incluido nos regimes na proporgdo de 2,8 g-kg™, foi previamente dissolvido em éleo de
soja. Ambos os regimes foram fornecidos na forma farinada.

Quadro IV. Ingredientes e composi¢cdo quimica dos regimes experimentais
(Ensaio Soja)

Regime Caseina Regime Soja
Ingredientes g-kg™
Amido de milho 464,0 365,7
Sacarose 100,0 100,0
Palha de trigo 100,0 100,0
Oleo de soja 100,0 70,0
Caseina acida 180,0 72,0
Sojex ¥ — 246,7
DL-Metionina 1,0 1,0
Carbonato de calcio 16,2 12,3
Fosfato dicalcico 30,8 24,3
Cloreto de sédio 50 50
Mistura vitaminica e mineral @ 3,0 3,0
Colesterol 2,8 2,8
Composigio quimica gkg' MS
Matéria seca (g-kg™) 910,6 917,4
Cinzas 73,8 109,7
Proteina bruta (N x 6,25) 159,8 © 153,5 @
Lipidos totais © 95,2 102,8
Energia bruta (MJ-kg™ MS) 17.8 17,9
Fibra insoltivel em detergente neutro (NDF) 82,1 114,1
Fibra insoltvel em detergente acido (ADF) 51,2 74,1
Colesterol total 2,8 28
Fitosterdis totais 0,3 0,5

Notas: ("’ Graos de soja extrudidos (extrusdo a 16-18% humidade, 110 a 145° C e 2000 kPa de press&o);
@ composicao (mg-kg” de regime): retinol, 30; colecalciferol, 5,4; DL-a-tocoferol, 22,5; tiamina, 0,75;
riboflavina, 4,5; cianocobalamina, 0,023; D-biotina, 0,15; menadiona, 1,5; acido félico, 0,75; acido
nicotinico, 30; acido pantoténico, 15; |, 1,13; Mn, 60; Zn, 150; Se, 0,18; Co, 0,15; Cu, 15; Fe, 135;
antioxidante (BHT), 0,375;
® Aminoacidos (g-kg™"): Arg, 7,0; Cys-Cys, 1,0; Phe, 9,6; Gly+Ser, 14,2; His, 5,5; lle, 9,2; Leu, 17,1;
Lys, 14,0; Met, 5,9; Thr, 7,7; Val, 11,9;
“ Aminoacidos (g-kg™): Arg, 7.9; Cys-Cys, 1,5; Phe, 7,7; Gly+Ser, 12,4; His, 4,0; lle, 7,2; Leu, 12,2;
Lys, 9,2; Met, 3,5; Thr, 6,2; Val, 8,5;
@ Relagdo acidos gordos polinsaturados : saturados: 3,7 (Regime caseina) e 3,6 (Regime soja).
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2.2.2. Regimes a base de caseina e de ervilha

descrito em 2.2.1., foi também formulado um regime contendo ervilha (E). Cerca de 60%
da proteina fornecida pela caseina no regime C foi substituida por proteina de graos de
ervilha (cv. Solara) no regime E (Quadro V). O colesterol, dissolvido em 6leo de soja, foi
incluido nos regimes na proporgdo de 2,8 g-kg™. A apresentacio fisica dos regimes foi

idéntica a utilizada em 2.2.1..

Neste ensaio, para além do regime padrdo a base de caseina acida (C) igual ao

Quadro V. Ingredientes e composi¢do quimica dos regimes experimentais
(Ensaio Ervilha)

Regime Caseina

Regime Ervilha

Ingredientes
Amido de milho
Sacarose

Palha de trigo

Oleo de soja
Caseina acida
Ervilha cv. Solara
DL-Metionina
L-Triptofano
Carbonato de cailcio
Fosfato dicalcico
Cloreto de sédio
Mistura vitaminica e mineral "
Colesterol

Composigdo quimica
Matéria seca (g-kg™)
Cinzas
Proteina bruta (N x 6,25)
Lipidos totais

Energia bruta (MJ-kg™ MS)

Fibra insoltvel em detergente neutro (NDF)
Fibra insolivel em detergente acido (ADF)

Colesterol total
Fitosterois totais

464,0
100,0
100,0
100,0
180,0

1,0
16,2
30,8

50

3,0

28

911,0
76,1
162,7 @
97,6
17,3
83,6
49,8
2,8
0,3

g-kg™

gkg' MS

179,9
100,0
100,0
100,0
72,0
393,6
2,0
0.5
21,5
22,5
5,0
3,0
2,8

916,9
108,6
160,7 @
107,9
16,9
113,3
56,6
2,8
0,5

Notas: ™ Composicao (mg-kg™" de regime): retinol, 30; colecalciferol, 5,4; DL-a-tocoferol, 22,5; tiamina, 0,75;
riboflavina, 4,5; cianocobalamina, 0,023; D-biotina, 0,15; menadiona, 1,5; acido félico, 0,75; acido
nicotinico, 30; acido pantoténico, 15; I, 1,13; Mn, 60; Zn, 150; Se, 0,18; Co, 0,15; Cu, 15; Fe, 135;
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antioxidante (BHT), 0,375;

@ aminoacidos (g-kg™"): Arg, 6,2; Cys-Cys, 0,9; Phe, 8,6; Gly+Ser, 12,9; His, 4,9; lle, 8,2; Leu, 15,4;

&

L

“ Relaggo 4cidos gordos polinsaturados : saturados: 3,7 (Regime caseina) e 3,6 (Regime ervilha).

s, 12,5; Met, 5,2; Thr, 6,9; Val, 10,7;

Aminoacidos (g-kg'1): Arg, 9,5; Cys-Cys, 1,5; Phe, 8,2; Gly+Ser, 13,7; His, 4,6; lle, 7,4; Leu, 13,4,

s, 11,7; Met, 4,9; Thr, 6,5; Val, 9,2;



2.2.3. Regimes a base de caseina e de tremog¢o

Neste ensaio foram utilizados o regime C e um regime contendo tremogo (T). Cerca
de 60% da proteina fornecida pela caseina no regime C foi substituida no regime T por
proteina de graos de tremoc¢o de folhas estreitas (tremogo) (Lupinus angustifolius L.)
(Quadro V1), uma espécie com baixo teor em alcaléides (ver Anexo 1l). O colesterol foi
incluido na propor¢do de 2,8 g-kg™', segundo os procedimentos referidos em 2.2.1. e
2.2.2.. Os regimes alimentares foram consumidos sob a forma farinada.

Quadro VI. Ingredientes e composi¢do quimica dos regimes experimentais

(Ensaio Tremogo)
Regime Caseina Regime Tremoco

Ingredientes g-kg™
Amido de milho 464,0 342,3
Sacarose 100,0 100,0
Palha de trigo 100,0 100,0
Oleo de soja 100,0 85,0
Caseina acida 180,0 72,0
Tremogo de folhas estreitas —_ 2440
L-Lisina — 1,5
DL-Metionina 1,0 2,0
L-Triptofano —_ 0,5
Carbonato de célcio 16,2 18,4
Fosfato dicalcico 30,8 26,3
Cloreto de sédio 50 50
Mistura vitaminica e mineral (" 3,0 3,0
Colesterol 2,8 2,8
Composigdo quimica gkg' MS
Matéria seca (g-kg™) 911,9 928,6
Cinzas 74,9 79,0
Proteina bruta (N x 6,25) 163,7 @ 155,1 @
Lipidos totais 96,5 93,4
Energia bruta (MJ-kg'1 MS) 17,8 17,6
Fibra insolavel em detergente neutro (NDF) 82,2 115,0
Fibra insoluvel em detergente acido (ADF) 47,5 68,0
Colesterol total 2,8 2,7
Fitosteréis totais 0,3 0,9

Notas: (" Composigao (mg-kg™" de regime): retinol, 30; colecalciferol, 5,4; DL-a-tocoferol, 22,5; tiamina, 0,75;
riboflavina, 4,5; cianocobalamina, 0,023; D-biotina, 0,15; menadiona, 1,5; acido félico, 0,75; acido
nicotinico, 30; acido pantoténico, 15; I, 1,13; Mn, 60; Zn, 150; Se, 0,18; Co, 0,15; Cu, 15; Fe, 135;
antioxidante (BHT), 0,375;

@ Aminoacidos (g-kg™): Arg, 6,5; Cys-Cys, 1,0; Phe, 9,0; Gly+Ser, 13,3; His, 5,1; lle, 8,6; Leu, 16,0;
Lys, 13,1; Met, 5,5; Thr, 7,2; Val, 11,2;

® Aminoacidos (gkg™): Arg, 9,7; Cys-Cys, 1,3; Phe, 7,4; Gly+Ser, 13,1; His, 4,5; lle, 7,0; Leu, 12,9;
Lys, 11,2; Met, 5,2; Thr, 6,1; Val, 8,5;

“ Relagao 4cidos gordos polinsaturados : saturados: 3,7 (Regime caseina) e 3,5 (Regime tremocgo).
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2.3. Quimicos e isétopos

O colesterol incorporado nos regimes experimentais, com um grau de pureza de 95%,
foi adquirido a firma H. Erhard Wagner GmbH (Bremen, Alemanha). Foram utilizados
produtos quimicos do mais alto grau de pureza da Merck (Merck, Darmstadt, Alemanha),
Prolabo (Rhéne-Poulenc Ltd., Paris, Franca) e Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os
testes para determinacgéo da ureia, glucose, creatinina, bilirrubina total, colesterol livre e
total, colesterol das LDL e das HDL, triacilgliceréis e fosfolipidos foram adquiridos a
Boehringer Mannheim (Mannheim, Alemanha), a Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Alemanha) e a Wako Chemicals GmbH (Neuss, Alemanha). A hidroxipropil--
ciclodextrina foi uma gentil oferta da Roquette Fréres (Lestrem, Franga). A resina de troca
anidnica AG1-X8 foi adquirida a Bio-Rad (lvry-Seine, Franga) e a L-3-[glutaril-3-
“Clhidroximetilglutaril coenzima A, a [5-*H]mevalonolactona, o [4-'“C]colesterol, o 25-
[26,27-*H,]hidroxicolesterol e o sal sédico de [**C]taurocolato @ DuPont-NEN Products
(Les Ulis, Franga). A Roussel-Uclaf (Romainville, Franga) forneceu graciosamente o 25-
hidroxicolesterol. O 7a- e 7B-hidroxicolesterol foram sintetizados de acordo com o método
descrito por Yamasmita et al. (1989). O Emulsifier-Safe foi adquirido a Packard
Instruments Company (Meriden, CA, EUA). Anticorpos policlonais produzidos contra
receptores de LDL do cortex supra-renal de bovinos foram gentilmente cedidos por Paul
Roach (Adelaide, Australia). Anti-lgG de coelho F(Ab’), conjugados com peroxidase
(HRP) obtidos a partir de burro (“anti-rabbit IgG horseradish peroxidase-linked F(ab’),
fragment (from donkey)’) e o reagente de quimiluminescéncia foram adquiridos a
Amersham Pharmacia Biotech (Les Ulis, Franga).

2.4. Procedimentos experimentais

Apds o periodo de cria onde consumiram uma ra¢@o comercial (Ragdo S801, Ragdes
Verissimo, Leiria, Portugal), os suinos foram divididos em dois grupos experimentais de
12 animais com PV médios semelhantes e instalados em caixas metabédlicas individuais.
Durante o periodo experimental de cinco semanas que se seguiu, os animais foram
alimentados duas vezes ao dia (8.30 e 18.00 h) a uma taxa diaria de 50 g-kg™' PV. A agua
foi fornecida ad libitum, através de tetinas de baixa pressao.

A pesagem dos animais foi realizada semanalmente, antes da refeicdo matinal, tendo
o nivel de ingestao individual dos suinos para a semana seguinte sido ajustado com base
nos valores de PV obtidos. Durante a Ultima semana dos trabalhos experimentais, os
refugos alimentares individuais foram recolhidos e pesados.
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Os suinos foram submetidos a um periodo inicial de duas semanas consumindo o
regime C, rico em colesterol, com vista a indugdo da hipercolesterolémia.

No fim da segunda semana, 6 animais de cada grupo experimental foram sujeitos a
uma anastomose ileo-rectal (IRA). As operagdes foram realizadas nas instalagdes de
cirurgia de pequenos animais do Instituto de Tecnologia Biomédica (Vale de Santarém,
Portugal) (Ensaio Soja) e do Hospital Veterinario da Universidade de Evora (Ensaios
Ervilha e Tremocgo). Este procedimento cirurgico consistiu no corte transversal do ileo
cerca de 40 mm antes da valvula ileo-cecal e na jungdo deste a face ventral da porgao
inicial do recto (IRA pré-valvular) conforme descrito por Green (1988) e sem a remogao
do segmento ceco-célon. O processo cirtrgico foi seguido de um programa profilactico de
4 dias, baseado em anti-inflamatérios (Devan, Hoechst Veterindr GmbH, Munique,
Alemanha, 5 mL por animal e por dia, durante os primeiros trés dias do programa),
antibiéticos (Omnaflopen ou Gorban, Hoechst Veterindr GmbH, 5 mL por animal no
primeiro e terceiro dias do programa) e complexos vitaminicos (Duphafral Multi, Solvay
Duphar B.V., Weesp, Holanda, 4 mL por animal ao segundo e quarto dias). Apés a
cirurgia, os animais retornaram as suas caixas metabdlicas e foram privados de alimento
até a primeira refeicdo do dia seguinte. O consumo alimentar foi entdo retomado (cerca
de 30% do consumo normal) e gradualmente aumentado até ao terceiro dia pés-
operatério, altura em que se atingiu o valor pré-definido (50 g-kg”" PV). Os animais
operados passaram a ser suplementados diariamente com cloreto de sédio e bicarbonato
de sédio (20 g de cada), tendo em conta que a auséncia funcional do ceco e do célon
origina uma menor absor¢ao mineral (Fuller, 1991; Hennig et al., 1997).

No inicio da terceira semana, quatro grupos experimentais ficaram definidos: 6
animais intactos e seis animais sujeitos a IRA, que iniciaram o consumo do regime a base
da leguminosa em estudo, permanecendo os restantes 6 animais intactos e 6 animais
operados a consumir o regime C.

Na ultima semana dos trabalhos experimentais os suinos foram submetidos a um
periodo de colheitas de 5 dias. A totalidade das fezes e dos conteudos ileais foi
individualmente recolhida duas vezes (08.30 e 18.00 h) e oito vezes ao dia (com
intervalos de 3 h) respectivamente. A urina foi recolhida uma vez por dia (18.00 h), em
contentores plasticos com acido sulfurico para evitar perdas de azoto, tendo sido
posteriormente homogeneizada e filtrada. Amostras dos regimes consumidos e amostras
individuais dos refugos alimentares e das fezes, conteudo ileal e urina representativas do
periodo de colheitas, foram armazenadas a -20° C para posterior analise laboratorial.

No fim da 5% semana e apés um periodo médio de jejum de 10 a 12 h, os suinos
foram abatidos por electronarcose e sangria. Imediatamente antes da exanguinagao,
amostras de sangue foram retiradas por pungao cardiaca para tubos de vidro Venoject
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(Terumo Europe N.V., Leuven, Bélgica) com heparina de litio, heparina de sédio (10 mL)
e EDTA (7 mL). O plasma foi separado por centrifugacao durante 20 min a4° C e 1 500 X
g (Beckman J-6B, Bucks, Reino Unido) e quando nido imediatamente utilizado, congelado
a -80° C (Heto UF460, Brondby, Dinamarca) até analise. Amostras de sangue fresco
foram utilizadas para a realizagdo dos micro-hematécritos numa centrifuga de bancada
Centronic (J.P. Selecta, S.A., Barcelona, Espanha).

Apéds o abate, procedeu-se a abertura e evisceragdo da cavidade abdominal dos
animais. O estdmago e o intestino delgado foram esvaziados do seu contetido. Todos os
orgaos foram libertos do tecido adiposo periférico, lavados em soro fisiolégico e pesados.
Amostras de figado foram recolhidas para a obtencao de fracgbes celulares em fresco (1
g) e para armazenamento sob vacuo a -80° C (+20 g), até analise. Um procedimento
similar foi utilizado no armazenamento da vesicula biliar e seu contetdo.

2.5. Analises laboratoriais

As andlises laboratoriais descritas foram realizadas com a colaboragio do Laboratério
de Metabolismo Animal, do Laboratério de Nutricio e do Laboratério de Sanidade
Vegetal, ICAM/Universidade de Evora (Evora, Portugal), do Centro de Biologia Ambiental
do Departamento de Biologia Animal, Faculdade de Ciéncias, Universidade de Lisboa
(Lisboa, Portugal), da Sec¢do de Produgdo Animal, Instituto Superior de Agronomia
(Lisboa, Portugal), do Departamento de Nutricdo e Alimentagdo Animal, Estacao
Zootécnica Nacional (Santarém, Portugal) e do Laboratoire de Physiologie de la Nutrition,
Université Paris-Sud (Orsay, Franga). Todas as determinagbes foram efectuadas em
duplicado, com excepgédo dos lipidos totais, realizados em triplicado.

2.5.1. Analise dos regimes e refugos alimentares, fezes e contetidos ileais

As amostras dos ingredientes, regimes e refugos alimentares foram secas em estufa
(60° C durante 24 h) (ULM 800, Memmert, Schwabach, Alemanha) e moidas em moinho
de laboratério equipado com um crivo de 1 mm (Cyclotec 1093 Sample Mill, Tecator,
Hoganas, Suécia) antes de serem homogeneizadas e analisadas. As amostras de fezes e
contelidos ileais foram liofilizadas (Modulyo Freeze Dryer, Edwards, Crawley, Reino
Unido), moidas através de um crivo de 1 mm e homogeneizadas para analise.

Os factores anti-tripsinicos foram analisados nas trés leguminosas em estudo pelo
método proposto pela AOCS (AOCS, 1983) e os alcaldides totais foram analisados no
tremocgo, de acordo com a Directiva Comunitaria 71/250/EEC (EEC, 1971). Quanto a
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sacarose e aos a-galactésidos, a sua andlise foi realizada em todas as leguminosas por
HPLC, segundo o método descrito por Quemener (1988) (ver Anexo lI).

As amostras dos regimes, refugos, fezes e conteudos ileais foram analisadas para a
matéria seca (MS) (estufa a 105° C durante 24 h) (UM 500, Memmert, Schwabach,
Alemanha) e cinzas (mufla a 550° C durante 3 h) (Muffle Furnace MR-170, Heraeus,
Hanau, Alemanha). A proteina bruta (PB) (N x 6,25) foi determinada por combustao (FP
528 Protein/nitrogen analyzer, Leco, St. Joseph, CA, EUA), segundo o método de Dumas
(AOAC, 2000). Os lipidos totais foram determinados por extracgdo com éter de petréleo
(Soxtherm Automatic S206 MK, Gerhardt, Bonn, Alemanha) e a energia bruta numa
bomba calorimétrica (Peribol bomb calorimeter 1261, Parr, Moline, IL, EUA). As fibras
insoluveis em detergente neutro (NDF) e acido (ADF) foram determinadas segundo Van
Soest et al. (1991).

Os aminoacidos dos regimes foram determinados de acordo com a Directiva
Comunitaria 98/64/EC (EC, 1998) nos laboratérios da Degussa AG (Hanau, Alemanha). A
composicdo em acidos gordos foi determinada por GLC, apés extrac¢ao (Folch et al.,
1957) e metilagdo (Bannon et al., 1985), num cromatégrafo HP 6890 equipado com um
injector automatico Série 7683 (Hewlett Packard, Little Falls, DE, EUA), um detector de
ionizacdo por chama e uma coluna capilar de silica fundida SP-2380 (Supelco, Bellefonte,
PA, EUA) com 60 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno. A fase estacionaria,
composta por um polimero estabilizado (90% biscianopropilo e 10% cianopropilfenilo poli-
siloxano), apresentava uma espessura de filme de 0,2 um. O hélio foi o gas de arraste
utilizado, a um fluxo de 0,4 mL:min™'. A temperatura inicial do forno foi de 180° C durante
5 min, seguida de uma rampa de subida de 2° C-min™ até se atingirem os 220° C, onde
permaneceu mais 5 min. As temperaturas de funcionamento do injector e do detector
foram de 220 e 240° C, respectivamente. A razdo de “split” foi de 1:75, tendo a presséo a
cabeca da coluna sido de 8 psi e o volume de amostra injectado de 1 pL. Os acidos
gordos foram identificados por comparagao dos tempos de retengdo dos seus ésteres
metilicos com os de uma mistura padrdo de composi¢gdo conhecida (Fatty acid methyl
esters mix 47801, Supelco) e o seu teor foi expresso em percentagem do total dos
ésteres metilicos identificados, recorrendo ao programa de aquisi¢do e tratamento
automatico de dados HP GC Chemstation.

O conteuido em colesterol total e fitosterdis dos regimes foi determinado por GLC em
extractos lipidicos saponificados (Férézou et al., 1993), seguindo o método e condigdes
abaixo descritas para a andlise e quantificagdo dos esterdis fecais e ileais.

Para a determinacdo dos esterdis fecais e ileais, amostras (2 g) homogeneizadas em
agua destilada (20 mL) foram submetidas durante 48 h a uma extrac¢ido etanélica em
aparelhos de Soxhlet. A cada extracto lipidico foi adicionada uma quantidade conhecida
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de sal sédico de ["“C]taurocolato (20 pL), seguindo-se a sua saponificacdo por ebuligdo
em hidréxido de potassio etanélico (2 mol-L™") durante 2 h. A extraccdo dos esterois
neutros foi realizada com éter de petréleo. Quanto aos sais biliares, presentes na fase
aquosa, foram desconjugados pelo método de Grundy et al. (1965) e extraidos com éter
dietilico. Posteriormente, a radioactividade presente foi medida por cintilagéo liquida (Tri-
Carb Analyser, Packard, Rungis, Frangca), com vista a dosear perdas devidas ao
processamento. A preparacdo dos esterdis neutros e dos acidos biliares livres para
andlise foi feita de acordo com o método proposto por Férézou et al. (1997). A
identificacdo e quantificagdo destes compostos foi feita por GLC, na presenga de
colestano como padrio externo e de acordo com as condi¢gdes descritas por Riottot et al.
(1993), utilizando um cromatégrafo Carlo-Erba HRGC 5160 (Thermoquest, Les Ulis,
Franga) equipado com uma coluna capilar de silica WCOT, com 25 m de comprimento e
0,2 mm de espessura de filme, e uma coluna OV101 (Spiral, Dijon, Franga) para os
ester6is neutros ou OV1701 (Spiral, Dijon, Franga) para os acidos biliares. A excre¢ao
(fecal e ileal) diaria de esterdis neutros e acidos biliares foi calculada apés correc¢do para
o fluxo fecal e ileal, feita com base numa recuperagao fecal teérica de 90% do B-sitosterol
alimentar, um marcador de confian¢ga em suinos (Marsh et al., 1972).

2.5.2. Analises plasmaticas

Os niveis plasmaticos de ureia, glucose, creatinina, bilirrubina total, triacilgliceréis e
fosfolipidos foram determinados com recurso a testes de andlise comercialmente
disponiveis (Boehringer Mannheim e Roche Diagnostics) em analisadores automaticos
(Hitachi 704 e Hitachi 917 Automatic Analyser, Téquio, Japao). Os valores da proteina
total foram obtidos segundo a técnica de Lowry et al. (1951) em espectrofotdmetros
UV/Nis (Beckman DU-50 e DU-530, Fullerton, EUA) e utilizando albumina de soro de
bovino como padréo.

O colesterol livre foi determinado num espectrofotémetro UV/Vis (Beckman DU-530) e
o colesterol total num analisador automatico (Hitachi 917 Automatic Analyser), ambos por
testes enzimaticos (Wako Chemicals e Roche Diagnostics). As concentragbes em
colesterol das LDL e das HDL foram também determinadas por testes enzimaticos
(Roche Diagnostics) num analisador automatico (Hitachi 917 Automatic Analyser). O
colesterol das LDL foi determinado de acordo com o método descrito por Nakamura et al.
(1997) e o das HDL segundo o método descrito por Sugiuchi et al. (1995).
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2.5.3. Analises hepaticas

2.5.3.1. Lipidos hepaticos

Os lipidos totais foram extraidos a partir de amostras congeladas (0,5 g), segundo o
método descrito por Férézou et al. (1997). O colesterol livre e o colesterol total foram
determinados enzimaticamente nos extractos obtidos em 2-propanol, recorrendo-se a
testes comerciais (Wako Chemicals e Roche Diagnostics) e a um espectrofotémetro
UV/Vis (Beckman DU-530). O colesterol esterificado foi calculado a partir da diferenga
entre as concentragées de colesterol total e livre. Os triacilgliceréis e os fosfolipidos foram
determinados com base em testes comerciais (Roche Diagnostics) num analisador
automatico (Hitachi 917 Automatic Analyser).

2.5.3.2. Fracgdes celulares hepaticas

As fracgbes microssomais e mitocondriais foram preparadas a partir de amostras de
figado fresco (1 g), segundo o método descrito por Souidi et al. (1999), tendo a fracgéo
microssomal sido suspensa num tampao modificado (di-hidrogenofosfato de potassio, 50
mmol-L™"; sacarose, 300 mmol-L™"; cloreto de sédio, 50 mmol-L"'; EDTA, 10 mmol-L™!; DL-
ditiotreitol, 10 mmol-L™"; pH 7,4) para a obtencdo das fracgdes celulares a empregar na
determinagdo da actividade enzimatica da HMG CoA reductase. As fracgdes celulares
obtidas foram conservadas a -80° C até analise.

O conteudo proteico das fracgbes celulares foi determinado de acordo com Lowry et
al. (1951) num espectrofotometro UV/Vis (Uvicon 930, Kontron Instruments S.A., Watford,
Herts, Reino Unido), utilizando albumina sérica bovina como padréo.

2.5.3.3. Determinag¢des enzimaticas

A actividade enzimatica da HMG CoA reductase microssomal foi determinada
utilizando a técnica radioisotépica de Philipp e Shapiro (1979) com ligeiras alteragées.
Assim, cada tubo analisado foi pré-incubado durante 60 min a 37° C na presenga de
fosfatase (0,5 Ul) e incubado durante 30 min a 37° C apés a adi¢do de ['*CJHMG CoA (20
nmol, 100 000 dpm) e NADPH (4,2 mmol-L"). A reaccdo foi parada com a adigdo de
acido cloridrico (5 mol-L™), responsavel pela conversdo do produto da reac¢do em
['“C]mevalonolactona. Apés a adigdo de um padrao interno ([*Hjmevalonolactona, 10 000
dpm) para determinar os rendimentos de coluna, cada amostra foi passada por uma mini-
coluna contendo resina anidnica AG1-X8 e a radioactividade do eluido medida (Tri-Carb
Analyser). Cada série de analises foi acompanhada por quatro tubos contendo

microssomas termicamente inactivados, utilizados como controlos.
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As determinagdes das actividades enzimaticas da CYP7A1 microssomal e da
CYP27A1 mitocondrial foram realizadas segundo técnicas radioisotépicas previamente
descritas por Souidi ef al. (1998) e Souidi et al. (1999), respectivamente.

As actividades enzimaticas especificas, calculadas em pmol-(min-mg de proteina
microssomal ou mitocondrial)?!, foram também expressas em pmol-(min-figado)’
(actividades enzimaticas totais), levando em conta as variagdes no peso deste 6rgao
devidas ao efeito regime.

2.5.3.4. Imunodeteccgao dos receptores de LDL

As membranas celulares de amostras de tecido hepatico foram obtidas de acordo
com a técnica de Kovanen et al. (1979) a partir de amostras de figado (1 g) conservado a
-80° C. As proteinas das membranas foram solubilizadas num tampao contendo 2% de
Triton X-100, de acordo com o método proposto por Schneider et al. (1982) e
quantificadas (Lowry et al., 1951) num espectrofotéometro UV/Vis (Uvicon 930), usando
albumina de soro de bovino como padrao.

Para a imunodetecgao dos receptores de LDL, as proteinas membranares hepaticas
foram diluidas num tampao de diluicdo (Tris-maleato, 125 mmol-L™; cloreto de calcio, 2
mmol-L™; aprotinina, 200 UI-mL™; pH 6). As amostras diluidas (1 ug de proteina por cada
50 L de tampao de diluigdo) foram colocadas em membranas de nitrocelulose utilizando
um aparelho de Dot-blot (Bio-Rad, Richmond, CA, EUA). Estas membranas foram
incubadas durante a noite a 4° C, num tampao Quenching (Tris-HCI, 60 mmol-L™"; cloreto
de sddio, 25 mmol-L™; cloreto de calcio, 2 mmol-L™"; pH 8) contendo 5% de leite magro.
Posteriormente, as membranas foram lavadas trés vezes com um tampéo salino Tween
Tris (TTBS) (cloreto de sodio, 500 mmol-L"; Tris-base, 250 mmol-L™"; Tween 20, 0,05%;
pH 7,5) e incubadas durante 90 min na preseng¢a de anticorpos policlonais produzidos
contra os receptores de LDL, diluidos a 1:2 000 num tampao de incubagéo (Tris-HCI, 60
mmol-L"; cloreto de sédio, 25 mmol-L™; cloreto de calcio, 2 mmol-L™"; pH 8) contendo
0,1% de leite magro. As membranas foram novamente lavadas trés vezes com TTBS,
incubadas durante 90 min com um anti-IgG de coelho F(ab’), conjugado com peroxidase
(HRP) diluido a 1:5 000, e ap6s um ciclo final de trés lavagens com TTBS, incubadas
durante 1 min com um reagente quimiluminescente. Filmes sensiveis (Hyperfim ECL,
Amersham Pharmacia Biotech) foram expostos e apdés a sua revelagéo, lidos num
densitometro laser Ultroscan 2222 (LKB, Bromma, Suécia). O conteudo relativo em
receptores das LDL em cada mancha/poco foi estimado pela altura do pico de leitura e os
resultados foram expressos em unidades arbitrariass-mg de proteina™ e em unidades
arbitrarias-figado™. A linearidade de resposta como fun¢do da quantidade de proteina
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deposta foi verificada. Os anticorpos especificos contra os receptores de LDL deram uma

banda unica em Western blots, com um peso molecular aparente de cerca de 130 kDa.

2.5.4. Analises biliares

2.5.4.1. Lipidos biliares

Os lipidos totais foram extraidos com 2-propanol, de acordo com o descrito por
Férézou et al. (1997). O colesterol livre, colesterol total e os fosfolipidos da bilis foram
determinados nos extractos em 2-propanol, utilizando testes enzimaticos (Roche
Diagnostics) e um espectrofotometro UV/Vis (Beckman DU-530).

2.5.4.2. Acidos biliares

Apbs descongeladas, as amostras de bilis foram diluidas (1:1) em 2-propanol. A
concentragao total em acidos biliares foi entdao determinada pelo método enzimatico da
desidrogenase 3a-hidroxisterdide (Turley e Dietschy, 1978), com recurso a um
espectrofotometro UV/Vis (Uvicon 930). Por fim, os indices litogénicos foram calculados
segundo os métodos de Thomas e Hofmann (1973) e de Carey (1978).

As concentragdes em Aacidos biliares individuais foram determinadas por GLC nas
amostras diluidas em 2-propanol, de acordo com o descrito por Riottot et al. (1993).

2.6. Calculos e analise estatistica

Os resultados apresentados nesta tese, sdo-no sob a forma de média + EPM. As
unidades utilizadas sao as propostas pelo Sistema Internacional.

A andlise estatistica foi realizada através de uma analise de variancia (ANOVA) dupla,
para os efeitos regime, IRA e a interacgdo entre regime e IRA. Foi utilizado um modelo
linear (GLM) do pacote estatistico Statview 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA). O
teste de comparagées muiltiplas de Tukey-Kramer foi utilizado como teste post-hoc para
comparar o efeito IRA entre os regimes experimentais. A significancia das diferencgas
entre médias foi testada pelo teste da diferenga minima significativa (LSD) e estabelecida
para probabilidades iguais ou inferiores a 5 (*), 1 (**) e 0,1% (***).
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IV. RESULTADOS

1. EFEITOS DO CONSUMO DO REGIME SOJA NOS DIFERENTES
PARAMETROS ANALISADOS EM SUINOS INTACTOS E COM
ANASTOMOSE iLEO-RECTAL

1.1. Parametros zootécnicos e peso dos érgaos

Durante o periodo de adaptacdo aos regimes alimentares, notaram-se alguns
problemas de aceitacdo do regime C e, posteriormente, do regime SE. O ganho médio
diario (GMD) foi menor (P<0,05) nos suinos consumindo o regime SE que nos
consumindo o regime C (Quadro VII). No entanto, a ingestdo voluntaria de alimento
apresentou uma tendéncia para ser superior (P=0,060) nos grupos consumindo o regime
SE. Tal ingestdo voluntaria e um maior conteddo em NDF do regime SE (ver Quadro IV),
originaram uma ingestao diaria de NDF superior (P<0,001) nos suinos consumindo o
regime a base da leguminosa. O processo cirurgico ndo afectou qualquer dos parametros
fisiolégicos medidos (Quadro VII).

O peso fresco do figado foi menor (P<0,05) nos suinos consumindo o regime SE que
nos consumindo o regime C, mas o da vesicula biliar e seu conteldo nao foi afectado
pelos tratamentos experimentais (Quadro VII).

1.2. Parametros plasmaticos

Os valores de micro-hematdcrito ndo foram afectados pelos regimes alimentares nem
pela cirurgia. Os parametros plasmaticos nio lipidicos também nao o foram, com
excepgdo da urémia, mais elevada (P<0,05) nos animais consumindo o regime SE que
nos consumindo o regime C, mas menor (P<0,01) nos suinos com IRA que nos intactos
(Quadro Vill).

O perfil lipidico plasmatico, incluindo o colesterol total e o colesterol das LDL e das
HDL, néo foi significativamente afectado pelos regimes alimentares nem pelo processo
cirurgico. No entanto, o colesterol das LDL tendeu a ser inferior (P=0,068) nos animais
com IRA, quando comparado com o detectado nos intactos (Quadro VIIl). Todos os

outros parametros ndo foram afectados pelos tratamentos.
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1.3. Parametros hepaticos

O regime SE originou valores hepaticos inferiores aos do regime C em colesterol livre
(P<0,05), esterificado e total (P<0,001), bem como em triacilgliceréis (P<0,05) e
fosfolipidos (P=0,052) (Quadro IX). Os regimes alimentares e a cirurgia ndo modificaram
as actividades enzimaticas (especificas e totais) da HMG CoA reductase, da CYP7A1 e
da CYP27A1 (Quadro IX) mas os animais sujeitos a IRA tenderam (P=0,054) a
apresentar uma quantidade de receptores hepaticos de LDL por g de proteina superior a
dos animais intactos, tendéncia essa que se perdeu quando o parametro foi reportado ao
peso total do érgao (Quadro IX).

1.4. Parametros biliares

Quando comparado com o do regime C, o consumo do regime SE deprimiu (P<0,05)
a concentragcdo em colesterol livre e colesterol total da bilis vesicular, mas aumentou
(P<0,05) a de acidos biliares totais (Quadro X). A concentracdo em fosfolipidos ndo foi
afectada pelos tratamentos, mas ambos os indices litogénicos apresentaram valores
inferiores (P<0,001) nos animais consumindo o regime SE.

A composicdo em &acidos biliares da bilis vesicular foi marcadamente afectada pelos
regimes alimentares e pela cirurgia (Quadro XlI). Com a via do acido célico (acidos célico
e desoxicélico) a mostrar-se ineficaz, a principal via de sintese de acidos biliares foi a do
acido quenodesoxicdlico, a qual representou mais de 98% do total dos acidos biliares. O
acido hiocoélico, o derivado trihidroxilado do acido quenodesoxicélico, foi o acido biliar
predominante e aumentou significativamente (P<0,01) nos animais consumindo o regime
SE. A proporgdo em Acidos biliares hidréfobos (quenodesoxicolico, desoxicolico,
litocolico, 3a-hidroxi-6-oxo-5B-colandico, 7-oxo-litocdlico e outras cetonas) da bilis
vesicular foi de 31, 30, 15 e 18%, respectivamente para os animais intactos e com IRA
consumindo o regime C e para os animais intactos e com IRA consumindo o regime SE.
Assim, o consumo do regime SE contribuiu para a redugdo (P<0,01) da concentracao
desses acidos na bilis vesicular dos suinos. Por fim, a anastomose levou a uma
importante redugdo na transformagao microbiana dos acidos biliares (fundamentalmente
do acido hiodesoxicélico), tendo este efeito sido reforgado pelo regime SE. Assim sendo,
a relagdo entre &acidos biliares primarios e secundarios aumentou nos animais
consumindo o regime SE quando comparados com os consumindo o regime C (P<0,01) e

nos animais com |IRA quando comparados com os intactos (P<0,001).
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1.5. Excrecdo de esterdis neutros e acidos

O consumo do regime SE levou a um aumento (P<0,05) da excregdo diaria de
esterdis neutros (Quadro Xll). O grosso dos esterdis excretados foi constituido por
colestero! e pelo seu metabolito microbiano 5B-hidrogenado, coprostanol. A hidrogenagao
microbiana da ligagdo dupla 5-6 do colesterol foi menor nos suinos consumindo o regime
SE que nos consumindo o regime C. Por seu lado, a cirurgia ndo influenciou a excregao
de colesterol, mas reduziu significativamente a sua hidrogenagdo microbiana, impedindo
assim a transformacéo deste esterol em coprostanol (Quadro Xll). Efeitos semelhantes
(P<0,001) foram registados ao nivel da transformagdo microbiana do B-sitosterol, cuja
transformacéo em copro-B-sitosterol foi de 33, 1,8, 16 e 7,1% nos animais intactos e com
IRA consumindo o regime C e nos animais intactos e com IRA consumindo o regime SE,
respectivamente.

O efeito dos regimes alimentares e do processo cirtrgico na excregéao diaria de acidos
biliares nao foi semelhante. Assim, nos suinos consumindo o regime C, a IRA contribuiu
para uma diminuigdo importante da excregdo dos acidos biliares, facto que n&o foi
verificado nos suinos consumindo o regime SE (Quadro XlI). A composi¢do dos acidos
biliares excretados foi afectada pelos regimes e pela cirurgia (Quadro XlI). Os metabolitos
microbianos dos acidos biliares representaram mais de 94% do total de acidos biliares
excretados pelos suinos intactos consumindo o regime C. Nestes animais, o acido
hiodesoxicélico representou mais de 62% dos acidos biliares excretados. O regime SE
alterou este padrdo, reduzindo a percentagem de metabolitos microbianos para 69% do
total de acidos biliares excretados. Como consequéncia, o regime SE induziu um
aumento (P=0,054) na relagdo entre os acidos biliares primarios e secundarios
excretados. Este aumento foi também verificado nos animais anastomisados (P<0,01).
Nos suinos com IRA consumindo o regime C os acidos biliares primarios atingiram 50%
do total de acidos biliares excretados, ao passo que nos suinos com IRA consumindo o
regime SE tal valor atingiu os 67%. Assim, o regime SE e o processo cirlrgico
contribuiram ambos para a diminuigdo da transformagdo microbiana dos acidos biliares
nos suinos. . ,

Finalmente, em termos quantitativos, a excregédo diaria total de esterdis neutros e
acidos ndo foi significativamente afectada nos suinos consumindo o regime SE
(P=0,084), nem pelo processo cirdrgico (Quadro Xil).
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2. EFEITOS DO CONSUMO DO REGIME ERVILHA NOS DIFERENTES
PARAMETROS ANALISADOS EM SUINOS INTACTOS E COM
ANASTOMOSE ILEO-RECTAL

Problemas relacionados com o pés-operatério de um animal anastomisado
consumindo o regime C, impediu a sua utilizagdo até ao final do periodo experimental.

Assim sendo, este grupo ficou reduzido a cinco unidades experimentais.

2.1. Parametros zootécnicos e peso dos orgaos

O GMD dos grupos consumindo o regime E foi mais elevado (P<0,01) que o dos
consumindo o regime C, mas menor (P<0,05) nos animais sujeitos a IRA que nos animais
intactos (Quadro Xlll). Os pesos finais apresentaram uma tendéncia para ser inferiores
(P=0,076) nos animais sujeitos ao processo cirdrgico. A ingestéo diaria do regime E foi
superior (P<0,05) a do regime C, o mesmo se verificando em relagéo a ingestio de NDF
(P<0,001) e de colesterol (P<0,05). A retengédo de azoto tendeu a ser superior (P=0,074)
nos animais consumindo o regime E, nao tendo sido afectada pela cirurgia (Quadro XIil).

O peso fresco dos figados ndo foi influenciado pelos tratamentos, mas o das
vesiculas biliares e seus conteldos foi superior (P<0,05) nos animais consumindo o

regime E que nos consumindo o regime C (Quadro XIlI).

2.2. Parametros plasmaticos

Os valores de micro-hematocrito, de proteina total, glucose, creatinina e bilirrubina
néo foram influenciados pelos tratamentos. A urémia tendeu a ser menor (P=0.061) nos
suinos consumindo o regime E que nos consumindo o regime C e foi inferior (P<0,01) nos
animais com IRA quando comparada com a dos intactos (Quadro XIV).

A colesterolémia foi marcadamente reduzida (P<0,001) pelo consumo do regime E.
Esta reducdo deveu-se a menor (P<0,05) quantidade de colesterol transportado pelas
LDL desses animais que pelas dos consumindo o regime C (-24%). O processo cirurgico
ndo afectou a colesterolémia, apesar de ter tendido a diminuir (P=0,077) a concentragao
em colesterol das LDL. A concentragdo em colesterol das HDL e a relagdo entre o
colesterol das LDL e o das HDL n3o foram significativamente afectadas pelos

tratamentos, 0 mesmo se verificando para os restantes parametros (Quadro XIV).
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2.3. Parametros hepaticos

O colesterol esterificado foi o Unico lipido hepatico afectado pelos tratamentos
experimentais, tendo apresentado um valor cerca de 50% inferior (P<0,001) nos suinos
consumindo o regime E (Quadro XV). Quando comparados com os animais consumindo
o regime C, os do regime E exibiram actividades especificas e totais da HMG CoA
reductase 3 e 4,7 vezes superiores (P<0,001 e P<0,05, respectivamente). As actividades
especifica e total da CYP7A1 nédo foram afectadas pelos regimes alimentares nem pela
cirurgia, mas as da CYP27A1 apresentaram tendéncia para ser menores (P=0,072 e
P=0,063 respectivamente) nos animais com IRA que nos intactos. Por fim, os receptores

de LDL apresentaram-se em ntmero superior (P<0,01) nos animais consumindo o regime
E (Quadro XV).

2.4. Parametros biliares

O consumo do regime E originou um aumento (P<0,001) nos niveis de colesterol livre
e total da bilis vesicular, sem alterar os de fosfolipidos (Quadro XVI). A concentragdo em
acidos biliares foi também superior (P<0,05) nestes animais em relagdo aos consumindo
o regime C (+38%). Os indices litogénicos ndo foram afectados pelos regimes e o
processo cirurgico ndo afectou nenhum dos parametros biliares (Quadro XVI).

A via de sintese dos acidos biliares predominante foi a do acido quenodesoxicélico, a
qual representou 99% da sintese total de 4cidos biliares. No entanto, a composi¢do em
acidos biliares da bilis vesicular foi afectada pelos regimes alimentares e pela cirurgia
(Quadro XVII). A concentragdo em 4acidos biliares primdrios na bilis dos suinos
consumindo o regime E aumentou (P<0,001) em relagdo aos consumindo o regime C,
tendo este efeito sido mais visivel (P<0,01) no acido hiocdlico, o acido biliar maioritario.
Nos animais sujeitos a IRA notou-se também uma importante redugdo (P<0,01) na
concentragdo em Aacidos  biliares secundarios (fundamentalmente no &cido
hiodesoxicélico), facto que se repercutiu num aumento (P<0,001) da relagdo entre os
acidos biliares primarios e secundarios destes animais quando comparada com a dos
intactos (Quadro XVII). Os regimes alimentares e o processo cirurgico ndo afectaram a
propor¢éo de acidos biliares hidréfobos da bilis vesicular, que foi de 35, 32, 34 e 32%,
respectivamente para os animais intactos e com IRA consumindo o regime C e para os
animais intactos e com IRA consumindo o regime E.




(SL'ELYL’L D) 9SBIXOIPIY-LZ 101818 (i {(LL'EL'YL" L D) SsEIXOIPlY

-0 018188100 (,) {(bE"L '}’ | DF) 9SeNpal Y BWIZUBOD [UEINIBIREUIE-XOIPIH-E ()

{(G0'0<d) oAREOYIUBIS OBN — SN 'G0'0Sd =+ 10°05d — s '100'05d — xes “BIOUROHIUBIS

‘asowojseue, awibo 0edoeIolU] — V.Y '9sowojseuy — v ‘awiBay — Y :Sojioj3 [e}021-09]] SSOWO)SEUR WO SIBWIUY — | :SOJ0BJUl SIBWIUY — | (SEJON

SN SN we 966 £ ¥62C 84 ¥6C 9 ¥rl6cCE G9L L /8T )L 0cZ ¢ ¥8c80}
SN SN e W'l F69'v Tl FL2'9 L¥'0 Fer'e 8z'0 F99'l a1 ep sei0ydedsy
,oebig.seup.niqie sspepiun
eujsjoud | 6-seleniqie sspepiun
SN €900 SN 90¢ €6 F ¥9S vSC 09298 ¥ llccle Gl9 v¥ ¥ 999 681 LCh ¢S ¥69/ /c€
SN 200 SN 96'6 F¥0'0S LET ¥80°'L9 o¥'L Fze'ee LL'8 F8¥'2s © VYWLZdAD
SN SN SN 1988 F65.18 86886 ¥€iC L9} 809 9v ¥ £/9 G0} LEL Y ¥GOE9L)
SN SN SN G6'0 FTLLL ge'9 F0.'lC v’y F0T'LL 29's Fez'sl @ VVLdAD
SN SN * 11121 %018 Ly G2G £C ¥206 ¥S 0.6 ¥LL10} c8c | ¥.E504
SN SN - 08'0 F8e'y le't Fee'o o F¥29'L 9e'0 F06°L () ¥S€IoNpal yod ONH
w«ow@o.&EEoE&
,-(eujejoud Bur-ujw)-jowd
SN SN SN vP'0 FolL'le /6'0 ¥80'lC GZ'0 F¥06'0C 0L'0 ¥e€T'Te sopidijoysod
SN SN SN GL'0 ¥2L'6 150 ¥29'8 €L'0 F16'6 zT'L FOL'LL s104991|B]1oelM L
SN SN SN ZL'o Fo6'v 8L'0 Fi6'Y GL'0 ¥90'S LT'0 F62'S |e303 [019388]0D
SN SN wer LL'0 ¥€5°0 60'0 ¥SS0 €0'0 ¥00'L 80'0 ¥60'I 0opedllla)sd |019)89]0D
SN SN SN o0L'0 Fev'y yL'0 FOE'Y vL'0 F90'V G20 Fol'v 9IAJ] |019)89]0D
F.m._wE
v v Y ALl | Wl [

eIouBLIRA 9p osljeuy

ey sunbey

eujase awboy

[E}001-09]] SSOLIOJSEUE W02 9 SOJOB)UI Souins ap sodneday sosswigled sou eyjiag awibal op sops)3 "AX 0JpenD

102



"(8261) Aa18D WOD OpIOIE BP OPEINJ[RD ;) ‘(¢261) uuewyoH 8 sewoy Jod ojsodoid osseooid o opunbaes opejnojey
4(S0'0<d) OMIEoUIUBIS OBN — SN ‘S0'05Sd — » '100'05d — 4+ ‘EIOUBOYIUBIS
‘esouwlojseue,awiba) opdorioju| — v, ‘osowojseuy — v ‘awibey — Y :s0)e)3 |[2}081-09] SSOWOJSEUR WOD SIBLUY — VY| :SOI0BjUI Slewluy — | 'SBJoN

SN SN SN #0'0 ¥08'0 ZL'0 ¥2Z8'0 910 ¥8.'0 €10 ¥95'0 @ o2juboyy| 8dpuyj
SN SN SN G0'0 ¥25'0 800 ¥2S'0 800 F¥¥'0 800 F¥€'0 w 02jugboy)] 821pu)
s991pu|
SN SN » 8G°'Ll ¥66'c2C L9'.E FV6'0VC 66'0L F6E'ChL GE'0C ¥ SE'C61 saJeljiq sopRy
SN SN SN 29T Fel'ol 6€C ¥990L 62'L FZ.L'6 vL'L ¥6L°0L sopidjjojso
SN SN wer €20 F19'L 850 ¥2L'L 22'L ¥60'S 0G0 ¥66'¢ |ejo} |jois)se|oD
SN SN - 00 ¥zE'L 86'0 ¥8e'L GL'L ¥69'v ov'0 F69°C OIAl| |018}S9]0D
T-jowu
YV« v - | vl I A 2] |
BIOURLIBA 8D aSHBUY eynAlg sunbay eulese) swiboy

[B1001-08]] 9SOLIO}SEUR

WO2 @ SOJOBJUI SOUINS 9p JeNDISSA SIjiq Bp S021u9bo}| $821pu] @ salel|iq sopioe ‘sopid| sou eyjag awibal op soj)sjg IAX oJpend

103



“Je|NoISaA Siiq BP SOUBPUNOas @ solewd saJeyiq SOpIog SO a1jus oedejey () Isweny

-keyn op sejdynuw segdesedwos ap ajse} ojed (G0'0Sd) SeusIayp sjusweAledyiubls oes Byulj BLUSSL BU SSJUSISYP SEJI9] WS Seipjul ‘eAnesyiubis opuenp (,

4(G0'0<d) OAeoIUBIS OBN — SN '0'05d = » ‘10'05d = s» '100'05d — wxs ‘BIOUBOBIUBIS

‘asoWo)seUE, aWIBaI 0B30RISN| — Y, ‘Ssowo)seuy — v ‘awibey — ¥ :SOJ9jT {[e10a1-09]| 9SOWOSBUR WO Sewiuy ~ Y| :SOJ0.UL SIBWIUY — | :SBJON

SN - SN 8e'0 Fze'Ll gL'l Fol'e €9'L ¥06'6 06'0 F¥L'C ) SOMEPUNDDS :soprewilid saseljiq soploy
oedejoy
SN * SN 6v'0 F¥9'c go'c ¥zl €6'0 ¥50'c 9G'L ¥99'G SEuo}ad selunpo
x SN SN 95’0 F16C 67’0 ¥680 BE0 Fel'L V'L FV6'Y 021(Q00}|-0X0-/L OPIoY
SN * SN 000 ¥00°0 GL'L FeT'e 00'0 000 96'z F.l¢e'€ 091QUB|0D-{G-O0X0-g-IX0IpIY-PE OPIOY
SN ** SN 98'0 F¥l'y €8'1E ¥86'¢L 050 ¥00C 16'Ol 618G 03/192IX0s8p0ly OpIoY
SN SN SN 9.0 ¥¢L'9 vL'L Fov'9 y9'c F25'L 0L'v F8€'0L 021|920)]| OpioY
SN SN SN €e'o Foe'l 050 FvL'L ¥1'0 ¥88°0 0G'0 ¥6¢C'1 021]90IX0s8p OpIvyY
SN - SN 06'L ¥8e'sl €L'eC F2P'96 20'c ¥8S'vl oz'ez F28'e8 soligpundas salejliq sopldy
SN . . 19'6 FSGL'.IYl 29'vL Fee'e8 G6'6 ¥ .16'€6 66'CL F1L'69 0921|9201y Oploy
SN SN G800 0L'9 Fe¥'lS Z0'cl ¥ Lv'8S 1€'0L F09'€E 18'L F06°CY ooljpoIxosapouanb oploy
SN SN SN 12'0 Fe¥'0 6€0 ¥2L0 11'0 ¥¥2'0 0.'0 ¥26°0 02100 OpIoY
SN ** e 101 ¥19'602 €8'GL FTS'vyl 6S'8 ¥18'LZ €.'TL ¥£5'601 sourewnd salel|iq SopIdy
,THoww
wvd v b vl | vl I

eIouBLIRA 9p asjjeuy

eypag swbey

eujosen swibay

|E}J01-09]] SSOWIO)SEUE WIOD © SOJOB)UI SOUINS p JE|NOISaA SIjiq ep SaJel|iq Soploe we ogdisodwiod eu eyjing awibai op so8)3 ‘|IAX oJpEND

104



2.5. Excregao de esterdis neutros e acidos

O regime alimentar e o processo cirdrgico ndo afectaram significativamente a
excrecdo diaria de esterdis neutros e de colesterol dos suinos. No entanto, o processo
cirirgico originou um decréscimo importante (P<0,001) na transformagéo microbiana do
colesterol, essencialmente através da redugdo da sua transformagdo em coprostanol
(P<0,01) e epicoprostanol (P<0,05) (Quadro XVIIl). Tal redugdo (P<0,001) foi também
identificada na transformagao microbiana do B-sitosterol em copro-B-sitosterol, que foi de
32, 0,7, 24 e 0% para os animais intactos € com IRA consumindo o regime C e os
animais intactos e com IRA consumindo o regime E, respectivamente. |

A excrec¢éao diaria de acidos biliares foi respectivamente 2,4 e 3,5 vezes mais elevada
(P<0,01) nos animais intactos e com IRA consumindo o regime E que nos animais
intactos e com IRA consumindo o regime C. No entanto, o processo cirtrgico diminuiu
drasticamente (P<0,01) a excre¢do dos acidos biliares, a qual representou sé cerca de
32% da observada nos animais intactos (Quadro XVIII). A excrecdo de acidos biliares
primarios foi cerca de 6 vezes superior nos suinos consumindo o regime E que nos
consumindo o regime C, principalmente devido a uma excre¢do mais elevada (P<0,01) de
acido hiocdlico. A maioria dos acidos biliares excretados foram, no entanto, secundarios.
Estes representaram 75 e 90% dos acidos biliares totais nos animais consumindo o
regime E e o regime C, respectivamente. O processo cirdrgico diminuiu (P<0,001) de um
modo significativo a transformagdo microbiana dos acidos biliares. O acido
hiodesoxicélico, o acido biliar secundario predominante, foi excretado em menores
quantidades pelos suinos com IRA que pelos intactos, representando respectivamente 20
e 59% dos acidos biliares totais. Como resultado, a relagdo entre os acidos biliares
primarios e secundarios aumentou (P<0,001) nos animais anastomisados (Quadro XVII1).

Por fim, a excregdo diaria total de esterdis neutros e acidos foi cerca de 1,5 vezes
superior (P<0,05) nos suinos consumindo o regime E, ndo tendo sido afectada pelo
processo cirtrgico (Quadro XVIlI).
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3. EFEITOS DO CONSUMO DO REGIME TREMOCO NOS DIFERENTES
PARAMETROS ANALISADOS EM SUINOS INTACTOS E COM
ANASTOMOSE iLEO-RECTAL

Um dos animais anastomisados consumindo o regime C morreu antes de completar o

periodo experimental, pelo que este grupo ficou reduzido a cinco unidades experimentais.

3.1. Parametros zootéchnicos e peso dos drgaos

O desempenho zootécnico dos suinos ndo foi afectado pelos tratamentos
experimentais (Quadro XIX), apesar da ingestado voluntaria ter sido superior (P<0,05) nos
suinos consumindo o regime T que nos consumindo o regime C. A ingestdo diaria de
NDF também foi superior (P<0,001) nos animais consumindo o regime T, provavelmente
influenciada pelo maior conte’do em NDF deste regime (ver Quadro VI). A ingestdo de
colesterol e os restantes parametros ndo foram afectados pelos regimes consumidos.
Nenhum dos dados fisioldgicos foi significativamente afectado pela cirurgia (Quadro XIX).

O peso fresco dos figados dos suinos consumindo o regime T foi inferior (P<0,05) ao
dos suinos consumindo o regime C, mas o das vesiculas biliares e seus contetidos ndo
foi afectado pelos regimes consumidos nem pela cirurgia (Quadro XIX).

3.2. Parametros plasmaticos

Os tratamentos experimentais ndo afectaram significativamente os valores de micro-
hematécrito, bem como as concentragbes plasmaticas de proteina total, glucose,
creatinina e bilirrubina total. Os niveis de ureia foram, no entanto, mais baixos (P<0,05)
nos animais com IRA que nos intactos (Quadro XX).

A colesterolémia foi afectada pelo regime alimentar, tendo sido menor (P<0,01) nos
animais consumindo o regime T que nos consumindo o regime C, devido a uma
concentracédo inferior (P<0,01) de colesterol das LDL. Como resultado, a relagdo entre o
colesterol transportado pelas LDL e pelas HDL foi menor (P<0,05) nos suinos
consumindo o regime T que nos consumindo o regime C. Por fim, notou-se uma
tendéncia para a diminuigdo (P=0,068) do colesterol das LDL nos animais com [RA
quando comparados com os intactos (Quadro XX).
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3.3. Parametros hepaticos

Os figados dos suinos consumindo o regime T, quando comparados com os dos
consumindo o regime C, tenderam a apresentar concentragées menores de colesterol
livre (P=0,074) e concentragbes de colesterol esterificado e total respectivamente 2,3 e
1,2 vezes menores (P<0,001). Os triacilgliceréis e fosfolipidos ndo foram afectados pelo
regime e a cirurgia ndo afectou nenhum dos lipidos hepaticos (Quadro XXI). As
actividades especifica e total da HMG CoA reductase foram respectivamente 16 e 20
vezes superiores (P<0,001) nos suinos consumindo o regime T que nos consumindo o
regime C. As actividades das enzimas intervenientes na sintese dos acidos biliares ndo
foram afectadas pelos regimes experimentais, tendo-se no entanto notado uma
diminuigdo (P<0,05) na actividade total da CYP27A1 nos animais com IRA em relagao
aos intactos (Quadro XXI). Por fim, os receptores de LDL apresentaram valores cerca de

2 vezes mais elevados nos animais consumindo o regime T (P<0,001) (Quadro XXI).

3.4. Parametros biliares

Os tratamentos experimentais ndo produziram efeitos no colesterol livre, colesterol
total e fosfolipidos da bilis vesicular (Quadro XXIl). No entanto, a concentragdo em acidos
biliares tendeu a ser superior (P=0,074) nos animais consumindo o regime T em relacdo
a dos consumindo o regime C e a ser menor (P=0,076) nos animais com IRA que nos
intactos. Por fim, o indice litogénico calculado segundo Carey (1978) foi inferior (P<0,05)
nos grupos consumindo o regime T (Quadro XXII).

A concentragdo em 4acidos biliares primarios foi afectada pelo regime, tendo sido
superior (P<0,05) nos suinos consumindo o regime T que nos consumindo o regime C,
principalmente devido a variagdo (+53%) no acido hiocédlico (Quadro XXIIl). A
concentracéo destes acidos nao foi afectada pela cirurgia, mas esta levou a uma redugéo
de 4,3 vezes (P<0,001) na concentragdo em acidos biliares secundarios. Tal efeito notou-
se essencialmente ao nivel do acido hiodesoxicélico, 15,9 vezes inferior nos animais com
IRA que nos intactos. A relagdo entre acidos biliares primarios e secundarios foi assim
marcadamente superior (P<0,01) nos animais sujeitos a cirurgia (Quadro XXIll). Os
regimes alimentares e a cirurgia ndo afectaram a propor¢ao de acidos biliares hidréfobos
(quenodesoxicélico, desoxicolico, litocélico, 3a-hidroxi-6-oxo-58-colandico, 7-oxo-
litocdlico e outras cetonas) da bilis vesicular, que foi de 36, 32, 31 e 26%,
respectivamente para os animais intactos e com IRA consumindo os regimes C e para os
animais intactos e com IRA consumindo o regime T.
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3.5. Excrec¢ao de esterdis neutros e acidos

Os animais consumindo o regime T apresentaram valores mais elevados de excrecado
diaria de esterdis neutros e de colesterol (P<0,001 e P<0,01, respectivamente) que os
consumindo o regime C (Quadro XXIV). O principal esterol excretado, o colesterol, viu a
sua transformagdo microbiana praticamente anulada (P<0,01) nos animais com IRA,
quando comparada com a verificada nos animais intactos. Efeitos idénticos (P<0,01)
foram observados na transformag&o microbiana do B-sitosterol em copro-g-sitosterol, que
atingiu nos animais intactos e com IRA consumindo o regime C e nos animais intactos e
com IRA consumindo o regime T, respectivamente os 27, 0,7, 28 e 0%.

A excrecdo diaria de acidos biliares nao foi afectada pelos regimes consumidos mas
foi drasticamente reduzida (P<0,01) pela IRA, tendo representado s6 33% do valor
verificado nos animais intactos (Quadro XXIV). Apesar dos animais consumindo o regime
T excretarem mais acido quenodesoxicélico que os consumindo o regime C (P<0,05), a
excrecdo de acidos biliares primarios ndo foi afectada pelo consumo dos diferentes
regimes experimentais. Os metabolitos microbianos dos acidos biliares constituiram o
grosso da massa de acidos biliares excretados, representando 85 e 87% dos acidos
biliares totais dos animais consumindo o regime T e o regime C, respectivamente. A
excrecdo destes metabolitos foi drasticamente reduzida pelo processo cirtrgico,
representando os acidos biliares secundarios cerca de 61% dos acidos biliares totais dos
animais com IRA, por comparagio com os 94% detectados nos intactos. Este efeito
notou-se essencialmente na excre¢do dos acidos litocélico e hiodesoxicdlico (o acido
biliar secundario predominante), respectivamente 5,4 e 5,7 vezes menor nos animais
sujeitos ao processo cirlirgico. Reflectindo estas alteragdes, a relagéo entre os acidos
biliares primérios e secundarios excretados foi superior (P<0,01) nos animais com IRA.

A excrecio diaria total de ester6is neutros e acidos foi cerca de 1,6 vezes superior
(P<0,01) nos animais ingerindo o regime T que nos ingerindo o regime C, tendo também
tendido a ser menor (P=0,083) nos animais com IRA que nos intactos.
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V. DISCUSSAO

O conjunto destes trabalhos experimentais pretendeu examinar o efeito do consumo
de trés espécies de leguminosas, bem como o da auséncia funcional do segmento ceco-
célon, no metabolismo do colesterol e dos esterdis neutros e acidos de suinos em
crescimento tornados hipercolesterolémicos pelo regime alimentar.

1. EFEITOS DO CONSUMO DO REGIME SOJA NO METABOLISMO DO
COLESTEROL E DOS ESTEROIS NEUTROS E ACIDOS DE SUINOS
INTACTOS E COM ANASTOMOSE [LEO-RECTAL (ENSAIO SOJA)

Durante o periodo experimental, os dados fisiolégicos (GMD, ingestdo voluntaria,
retengao de azoto, energia metabolisavel (EM)) e o peso fresco relativo dos érgéos ndo
foram afectados pelo processo cirtirgico. No entanto, o GMD dos animais consumindo o
regime SE foi menor que o dos consumindo o regime C. Tal facto podera estar
relacionado com a presenga de factores antitripsinicos na leguminosa (cuja actividade
determinada foi de 7,2 mg TIA-g™") e com o contetudo mais elevado em NDF do regime
SE, o qual foi negativamente correlacionado com a eficiéncia de utilizagdo da EM como
energia limpa pelos suinos (Noblet et al., 1989). Os animais consumindo o regime SE
apresentaram também figados mais leves que os consumindo o regime C. Tal facto pode
ter resultado de alteragées na composicao tissular hepatica, nomeadamente devido a um
menor conteudo lipidico, como ja referido por Rubio et al. (1999).

Os valores observados para os parametros plasmaticos nao lipidicos apresentaram-
se dentro dos limites fisiolégicos para suinos em crescimento (Swenson, 1993). Destes,
s6 a urémia foi afectada pelos tratamentos, apresentando valores mais elevados nos
animais consumindo o regime SE que nos consumindo o regime C e valores mais baixos
nos animais sujeitos a IRA que nos animais intactos. O aumento da urémia nos animais
consumindo o regime a base da leguminosa é dificil de interpretar. Tal efeito pode estar
relacionado com um maior catabolismo hepatico dos aminoacidos da proteina de soja,
como sugerido pelo aumento da excre¢do de N na urina destes animais (dados néo
apresentados), e ja verificado por Deutz et al. (1998) em suinos consumindo regimes a
base de caseina e de proteina de soja. No entanto, este catabolismo deveria ter também
afectado os valores de retengdo de N nos suinos ingerindo o regime SE, facto que
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inesperadamente ndo se verificou. Por fim, a redu¢do da urémia pelo processo cirtirgico
estd de acordo com o facto do ceco-célon ser um local de produgdo e absorgdo de
amonia, a qual é transformada em ureia pelo figado antes de retornar ao ceco-célon ou
ser excretada pela urina (Conway, 1994).

A colesterolémia nos suinos consumindo o regime C foi 50% superior a detectada em
machos em crescimento Duroc x (Large White x Landrace) consumindo um regime
comercial sem adi¢do de colesterol (2,68 + 0,10 mmol-L"). No entanto, ela foi similar &
registada por Férézou et al. (1997) em suinos em crescimento Large White ingerindo um
regime & base de caseina enriquecido com 3 g-kg™' de colesterol. O regime alimentar e o
procedimento cirdrgico nio influenciaram o nivel plasmatico e lipoproteico de colesterol,
bem como dos outros lipidos determinados, mas modificaram o metabolismo hepatico do
esterol e dos acidos biliares e afectaram significativamente a acgdo da microflora
intestinal.

De entre os processos de entrada (“input”) de colesterol no organismo (ingestdo +
biossintese de colesterol), a ingestdo calculada de colesterol alimentar (colesterol
absorvido e ndo absorvido) foi idéntica nos quatro tratamentos experimentais. Por seu
lado, a biossintese de colesterol, quando determinada através da actividade hepatica da
HMG CoA reductase, nao foi modificada pelos regimes nem pelo processo cirtrgico. Esta
actividade enzimatica foi semelhante a observada em suinos consumindo um regime a
base de caseina enriquecido em colesterol, mas inferior a obtida noutros consumindo o
mesmo regime sem adicdo de colesterol (Férézou et al., 1997). Assim, e apesar da
biossintese tissular total de colesterol ndo ter sido determinada neste trabalho, pode-se
supor que a entrada de colesterol no organismo dos suinos dos quatro grupos
experimentais foi provavelmente semelhante.

Dos dois processos que originam a eliminagdo (“output”) de colesterol do organismo
(excregao diaria de esterdis neutros e acidos), a excrecéo de esterdis neutros (colesterol
e seus derivados microbianos) aumentou em cerca de 48% nos animais consumindo o
regime SE quando comparada com a dos consumindo o regime C. Este aumento sugere
uma menor absorcio intestinal de colesterol, a qual poderia estar relacionada com a
presenca de fitosterois (lkeda et al., 1988a; Pakarinen et al., 1996; Carr et al., 2002) (1,8
vezes mais elevada no regimé SE que no C) e elevados contelidos intestinais em
componentes nao digeridos da soja como fibras (Potter, 1995; Kreuzer et al., 2002) e
péptidos hidréfobos (Sugano et al.,, 1990), cuja capacidade para interferir na absorgdo
intestinal dos esterois neutros e acidos é conhecida. Esta redugcdo na absorgdo intestinal
pode também ter influenciado o processo de armazenamento de colesterol no figado,
reduzindo a quantidade de ésteres de colesterol detectados nos suinos consumindo o
regime SE a metade da observada nos consumindo o regime C. A auséncia do segmento
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ceco-colon nio contribuiu significativamente para o0 aumento da excreg¢ao de colesterol, o
que esta de acordo com o facto da absorgdo intestinal deste esterol ocorrer
principalmente no intestino delgado (Swell et al., 1955; Mcintyre et al., 1971; Schiff et al.,
1972; Aigueperse, 1979). Quanto a excrecdo didria dos acidos biliares, esta nao foi
alterada pelo consumo do regime SE. Tal excre¢do foi no entanto reduzida nos animais
sujeitos a IRA consumindo o regime C mas nido nos ingerindo o regime SE,
provavelmente devido a mecanismos semelhantes aos detectados na redugdo da
absorcgdo intestinal dos esteréis neutros. Quando o metabolismo do colesterol atinge um
estado de equilibrio, a excre¢do de acidos biliares € compensada pela sua sintese
hepatica (Lindstedt, 1957). Tal ndo se verificou neste ensaio, onde a sintese hepética de
acidos biliares estimada pelas actividades das enzimas-chave CYP7A1 e CYP27A1, ndo
foi afectada pelos tratamentos experimentais. A discrepancia observada entre excre¢do e
sintese de acidos biliares pode assim espelhar um estado de desequilibrio nos nossos
suinos, resultante das quantidades apreciaveis de colesterol que os mamiferos em
crescimento utilizam na sintese de membranas celulares (Spady e Dietschy, 1983,
McWhinney et al., 1996).

Em termos de balango dos esterdis, a diferenga entre a entrada e eliminagdo destes
compostos pode representar a quantidade de colesterol depositada diariamente nos
tecidos (Marsh et al, 1972). No entanto, quando calculada nos quatro grupos
experimentais, esta diferenga foi elevada e provavelmente sobrestimada, devido a
assungdes tedricas no calculo de cada termo do balango. A uUnica determinagdo da
concentragcdo em colesterol nos tecidos feita neste ensaio foi a do figado, um érgdo onde
tal concentragdo pode variar de maneira importante sem se detectarem variagées nos
outros tecidos (Marsh et al., 1972). Assim, e apesar da concentragdo em colesterol no
figado ter sido em média 2 vezes superior a observada em figados de suinos consumindo
um regime livre de colesterol (Férézou et al., 1997), novas determinagdes sio
necessarias para confirmar a deposigdo de colesterol nos tecidos extra-hepaticos dos
suinos. Por fim, a excre¢do didria total de esterdis neutros e acidos ndo foi
significativamente diferente entre os quatro grupos experimentais. Segundo valores
anteriormente obtidos em suinos (Férézou et al., 1997), é necessario aumentar em cerca
de 2 vezes a excre¢do diaria de esterdis totais para se obter um decréscimo de 50% na
colesterolémia. Assim sendo, a fraca variagdo entre a entrada e a eliminagdo de
colesterol do organismo dos suinos verificada neste ensaio poderia explicar a auséncia
de efeitos na colesterolémia do regime SE e do processo cirurgico.

A accgéo da flora microbiana na composi¢do dos esterdis neutros e acidos foi muito
influenciada pelo regime SE e pelo processo cirtirgico. Nos animais intactos e de acordo
com o determinado nas fezes, a transformagao microbiana do colesterol e do B-sitosterol
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foi fraca (26 e 5% dos esterdis neutros totais e 33 e 16% do B-sitosterol total,
respectivamente nos suinos intactos consumindo o regime C e o regime SE). Tal
fendmeno esta muito provavelmente relacionado com a ingestdo de elevados niveis de
colesterol alimentar, ndo totalmente solubilizado pelos acidos biliares de modo a ser
degradado pela microflora intestinal (Marsh et al., 1972) e foi também notado por Férézou
et al. (1997). A transformagdo microbiana de colesterol em coprostanol foi quase
totalmente impedida pelo regime SE e pelo processo cirirgico. Esta inibicdo nao foi
anteriormente observada em animais consumindo proteina de soja ndo extrudida
(Beynen et al., 1990; Morita et al, 1997), mas foi-o em ratos, hamsters e suinos
consumindo hidratos de carbono de fraca digestibilidade (B-ciclodextrina, goma de guar,
inulina, amido modificado (“amylomaize starch”)) (Riottot ef al., 1993; Levrat et al., 1994,
Khallou et al., 1995). Em contraste com o verificado para o colesterol, a transformagéo
microbiana dos acidos biliares nos suinos intactos consumindo o regime C foi quase
completa (95%), tendo os acidos biliares secundarios representado 36% do total dos
acidos da bilis vesicular. A transformagdo microbiana dos acidos biliares nestes animais
foi superior a detectada nos animais sujeitos a IRA consumindo o mesmo regime. Tal
facto poderia explicar a fraca excregdo diaria de acidos biliares observada nestes ultimos
e anteriormente referida, ja que na porgao distal do intestino delgado a afinidade do
IBAT/ASBT é maior para os acidos biliares conjugados que para os livres (Love e
Dawson, 1998; Shneider, 2001). Tal como o observado na transformag¢ao do colesterol
em esterdis microbianos e provavelmente pelas mesmas razdes, o consumo do regime
SE limitou a transformagdo microbiana dos acidos biliares, tendo os acidos biliares
secundarios representado s6 49% da excrecgio diaria de acidos biliares. Curiosamente, o
processo cirurgico reduziu mas nao impediu a transformacéo dos acidos biliares como o
fez em relagdo a do colesterol. Assim, os acidos biliares secundarios representaram 50 e
33% da excre¢do dos acidos biliares e 9,6 e 7,2% dos acidos biliares da bilis em suinos
sujeitos a IRA consumindo os regimes C e SE, respectivamente. Resultados semelhantes
foram obtidos em suinos sujeitos a IRA consumindo feijdo (Costa et al., 1994) e em
humanos sujeitos a anastomoses ileo-anais (Hakala et al., 1997). A excrecdo destes
metabolitos dos acidos biliares nos suinos sujeitos a IRA, sugere que a parte distal do
intestino delgado destes animais continha uma populagéo microbiana metabolicamente
activa e mais eficiente a desconjugar (Lactobacillus spp.) e desidroxilar (Bacteroides spp.)
acidos biliares (Hoffmann, 1988) do que a reduzir a ligagdo dupla no nicleo esterol do
colesterol (Eubacterium spp.) (Sadzikowski et al., 1977). O consumo do regime SE
também diminuiu a concentragdo em acidos biliares hidréfobos da bilis, facto que nao foi
verificado nos animais sujeitos a IRA. Esta diminuigdo poderia estar também relacionada
com a auséncia de variagdo na sintese hepatica dos esterdis neutros e acidos, uma vez
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que sao os acidos biliares hidréfobos que estdo envolvidos na sua modulagao
(Kwekkeboom et al., 1990b; Pandak et al., 1994). Por fim e tal como o processo cirdrgico,
o consumo do regime SE contribuiu para um aumento marcado da relagdo entre acidos
biliares primarios e secundarios na bilis e nas fezes. Tal aumento sugere que este
regime, contendo 25% de soja extrudida, desempenhou um papel especifico na inibicio
da transformagido microbiana dos acidos biliares. Para obter niveis semelhantes de
inibicdo em ratos consumindo amido resistente e amido de batata, Andrieux et al. (1989)
tiveram de incorporar nos regimes 58 e 32% destes hidratos de carbono de fraca
digestibilidade. A diminuicdo da transformagdo microbiana de esterdis pelo regime
alimentar é um tépico muito interessante, uma vez que tais moléculas estao envolvidas
em patologias do célon, particularmente cancros (Nagengast et al., 1995).

A auséncia de um efeito hipocolesterolémico por parte da soja foi inesperado. Sao
varios os estudos que demonstram que o consumo de soja na forma de farinha, de
isolados proteicos ou de leite, diminui a colesterolémia em humanos (Carroll e Kurowska,
1995; Potter, 1995) e animais hiperlipidémicos (Terpstra et al., 1991; Carroll e Kurowska,
1995). No entanto, tal efeito da soja parece estar ligado aos seus componentes, uma vez
que a farinha de soja (com a fibra e proteina na sua forma natural) ndo apresenta o
mesmo efeito hipocolesterolémico que isolados proteicos de soja suplementados com
fibora dos cotilédones desta leguminosa (Potter, 1995). Além disso, componentes
bioactivos da soja como os fitosterdis ou as isoflavonas (Potter, 1995; Lichtenstein, 1998)
parecem também desempenhar um papel na obtencéo de tal efeito. Assim, produtos de
soja obtidos por extraccdo com agua e etanol podem perder a maioria dos seus
componentes nao proteicos (Anderson e Wolf, 1995), o que explicaria a inoperancia
demonstrada por isolados proteicos extra-puros de soja (Madani et al.,, 1998 e 2000) e
extraidos com etanol (Lucas et al., 2001) em modular a colesterolémia em ratos e
hamsters. Os tratamentos térmicos e de pressdo utilizados na extrusdo da soja, ao
modificarem as propriedades fisico-quimicas do alimento (Harper, 1978; Friedman e
Brandon, 2001), poderiam assim estar na base da falta de efeito hipocolesterolémico
detectada neste ensaio.
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2. EFEITOS DO CONSUMO DO REGIME ERVILHA NO METABOLISMO DO
COLESTEROL E DOS ESTEROIS NEUTROS E ACIDOS DE SUINOS
INTACTOS E COM ANASTOMOSE iLEO-RECTAL (ENSAIO ERVILHA)

Os animais permaneceram de boa saude ao longo do periodo experimental, mas os
regimes alimentares e o processo cirurgico influenciaram os dados fisioldgicos obtidos. O
GMD foi maior nos suinos consumindo o regime E que nos consumindo o regime C,
possivelmente devido aos niveis mais elevados de ingestdo voluntaria e retengdo de
azoto observados nos primeiros. O processo cirlrgico originou crescimentos menores
dos animais. Este GMD inferior em relagdo ao dos animais intactos foi provavelmente
devido a uma ingestdo voluntaria ligeiramente menor, bem como a valores inferiores
(P<0,01) de digestibilidade da energia verificados nos animais sujeitos a IRA (dados
previamente publicados por Salgado et al., 2002). Por fim, o peso das vesiculas biliares
foi cerca de 1,7 vezes superior nos animais consumindo o regime E que nos consumindo
o regime C, muito provavelmente devido & maior concentragido em colesterol e acidos
biliares detectada na bilis dos suinos consumindo o regime a base da leguminosa.

Os parametros plasmaticos nao lipidicos foram semelhantes em todos os tratamentos
experimentais, com excep¢do da ureia. Tal como no Ensaio Soja, a urémia foi
significativamente reduzida pelo processo cirurgico, confirmando o ceco-célon como um
local de producgao e absorgdao de aménia (Conway, 1994).

A colesterolémia nos suinos consumindo o regime C foi 52% superior a observada em
machos em crescimento do mesmo cruzamento consumindo um regime comercial sem
adigdo de colesterol (2,64 + 0,10 mmol-L™"), mas foi idéntica & observada em suinos em
crescimento consumindo um regime a base de caseina enriquecido em colesterol
(Férézou et al., 1997). Quando comparado ao do regime C, o consumo do regime E
reduziu o nivel de colesterol plasmatico dos suinos (-22%) através de uma diminuigdo do
colesterol transportado pelas LDL (-24%). Resultados semelhantes foram obtidos com o
consumo de graos de ervilha em regimes sem (Jacques et al.,, 1986) e com a adigdo de
colesterol por ratos (Jacques et al., 1986; Wang e Mcintosh, 1996; Alonso et al., 2001) e
suinos (Kingman et al., 1993), ou com o consumo de fibra de ervilha por humanos
normocolesterolémicos (Dubois et al., 1993). Quando se verifica, a reducdo do colesterol
das LDL pode resultar de uma diminuigdo na sintese destas lipoproteinas (via conversao
de VLDL em LDL ou por sintese hepatica de LDL) e/ou de um catabolismo acrescido das
LDL (Huff e Telford, 1985; Kingman, 1991; Huff et al., 2002). Este ultimo processo esteve

provavelmente envolvido na modulagdo do efeito hipocolesterolémico verificado, uma vez
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que a quantidade de receptores hepaticos de LDL foi 2,6 vezes mais elevada nos suinos
consumindo o regime E que nos consumindo o regime C.

A ingestao de colesterol alimentar foi idéntica nos quatro tratamentos experimentais.
Por seu lado, a biossintese de colesterol nos suinos consumindo o regime C, expressa
pela actividade da HMG CoA reductase, foi baixa. Tal observacio esta de acordo com o
efeito inibidor na actividade desta enzima obtido com o aporte alimentar de colesterol
(Rogers et al., 1981; Férézou et al., 1997). No entanto, nos suinos consumindo o regime
E, a actividade da HMG CoA reductase foi 3 vezes superior a verificada nos animais
consumindo o regime C.

A excregdo diaria de esterdis neutros nao foi estatisticamente diferente nos suinos
consumindo os dois regimes experimentais. Mais uma vez, a auséncia do segmento
ceco-célon ndo afectou a excregdo de colesterol, confirmando que a absorcdo intestinal
deste esterol ocorre principalmente no intestino delgado (Swell et al., 1955; Mcintyre et
al., 1971, Schiff et al., 1972; Aigueperse, 1979). No entanto, a excrec¢ao diaria de acidos
biliares foi 2,6 vezes maior nos suinos consumindo o regime E do que nos consumindo o
regime C. Este aumento na excregdo pode ter sido modulado por componentes nio
digeridos pertencentes a fracgdo solivel de PNA da ervilha, capazes de sequestrar
acidos biliares em géis ou via ligagdes quimicas (Vahouny et al., 1980; Soni et al., 1982;
Anderson et al., 1994). Tal sugestdo estd de acordo com o nivel de ingestdo de
hemiceluloses®, 1,5 vezes superior nos suinos consumindo o regime E. Outros
componentes bioactivos da ervilha como o seu grande conteido em amido resistente
(Canibe e Knudsen, 1997; Guillon e Champ, 2002) e as saponinas (Oakenfull, 1981; Price
et al, 1986; Guillon e Champ, 2002), podem também ter modulado o aumento da
excrecao diaria de acidos biliares. A perda fecal de acidos biliares foi sugerida ha muito
tempo como sendo equilibrada pela sintese de novos acidos a partir do colesterol
(Lindstedt, 1957). Tal sugestdo parece estar de acordo com o menor armazenamento
hepatico deste esterol e uma estimulagdo das actividades da HMG CoA reductase e da
sintese de receptores hepaticos de LDL observadas nos suinos consumindo o regime E.
Apesar disto, o aumento da excreg¢éo de acidos biliares nos suinos consumindo o regime
E ndo esteve associado a um aumento da sintese hepatica de acidos biliares, quando
esta foi estimada pelas actividades das CYP7A1 e CYP27A1. No entanto, ndo nos
podemos esquecer que a actividade da 6a-hidroxilase (CYP4A21), uma das enzimas-
chave da sintese hepatica de acidos biliares no suino, nao foi quantificada neste trabalho.
Esta enzima é responsavel pela 6a-hidroxilagdo do acido quenodesoxicélico em hiocélico
(Lundell et al., 2001) e a sua actividade poderia ter-se apresentado aumentada nos

@ valor calculado como a diferenga entre a ingestdo de NDF e a de ADF.
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animais consumindo o regime E, como o sugerem os valores 1,5 vezes superiores de
acido hiocdlico detectado na bilis destes animais e a excrecéo fecal 7 vezes superior
deste acido. Esta discrepancia entre excre¢ao e sintese de acidos biliares podera assim
ser um artificio resultante da auséncia de medi¢do da actividade da CYP4A21. Por outro
lado, a auséncia funcional do segmento ceco-célon, local de absorgdo importante de
acidos biliares livres (Schiff et al. 1972), deveria ter originado um aumento da excreg¢ao
diaria de acidos biliares nos suinos sujeitos a IRA. No entanto, estes animais excretaram
inesperadamente menos acidos biliares que os intactos. Esta menor excregéo de acidos
biliares poderia ter sido originada por um aumento da sua absorgdo intestinal ou por um
decréscimo da sua sintese hepatica. Nao se confirmando esta Ultima hipétese pelos
dados das actividades das CYP7A1 e CYP27A1, idénticas nos animais sujeitos a IRA e
nos intactos, é aceitavel sugerir que o processo cirdrgico influenciou a reabsorgao dos
acidos biliares. Tal influéncia parece ter sido modulada por alteragées morfométricas na
mucosa intestinal, como previamente referido por Laplace (1975) e Fuller (1991). Na
realidade, os suinos sujeitos a IRA apresentaram uma maior area absortiva na por¢éo
média-distal do intestino delgado do que os intactos (dados previamente publicados por
Salgado et al., 2002), local onde a reabsor¢do dos acidos biliares é muito importante
(Schiff et al., 1972; Juste et al., 1988). Esta reabsor¢do pode ter sido facilitada pela
composigdo em acidos biliares da bilis vesicular dos suinos sujeitos a IRA, cerca de 1,6
vezes mais rica em acidos biliares trihidroxilados activamente reabsorvidos no intestino
(Schiff et al., 1972; Hofmann, 1988) e pelo menor impacto da microflora intestinal nos
acidos biliares, reduzindo a sua desconjugacédo e desidroxilagdo e facilitando assim a
accao do IBAT/ASBT cuja afinidade é maior para os acidos conjugados que para os livres
(Love e Dawson, 1998; Shneider, 2001). Em consonancia com a sugestido de uma
reabsorcgao intestinal de acidos biliares superior, a actividade total da CYP27A1 tendeu a
ser menor nos animais sujeitos a IRA que nos intactos.

Como anteriormente referido, a diferenca entre a entrada e eliminagdo de esteréis do
organismo pode representar a quantidade de colesterol depositada diariamente nos
tecidos (Marsh et al., 1972). Levando em conta o valor calculado de ingest&o diaria de
colesterol e os valores determinados da excregdo didria total de esterdis neutros e
acidos, a taxa de biossintese total de colesterol dos suinos utilizados neste ensaio foi
mais elevada nos animais consumindo o regime E que nos consumindo o regime C.
Apesar de sofrerem das mesmas limitagdes apontadas anteriormente, estes calculos
estdo no entanto de acordo com a excreg¢do diaria de esteréis acidos e a actividade da
HMG CoA reductase hepatica mais elevadas observadas nos suinos consumindo o
regime a base da leguminosa. Por fim, a excre¢do diaria total de esterdis neutros e
acidos foi cerca de 1,5 vezes mais elevada nos suinos consumindo o regime E que nos
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consumindo o regime C. Este aumento na excrec¢ao diaria de esterdis poderia explicar o
efeito hipocolesterolémico verificado com o consumo do regime E. Na realidade, segundo
valores anteriormente determinados em suinos por Férézou et al. (1997), para se
obterem variagbes significativas na colesterolémia s3o necessarios aumentos
proporcionalmente mais elevados na excregao diaria total dos esterdis neutros e acidos.
A influéncia do regime E no metabolismo do colesterol ndo se confinou ao aumento
da excregdo diaria de esteréis acidos. De facto, os grupos consumindo o regime E
apresentaram uma concentragdo em acidos biliares na bilis cerca de 1,4 vezes superior a
detectada nos grupos consumindo o regime C. Levando em consideragao que os suinos
foram privados de alimento cerca de 10 h antes de serem abatidos, as suas vesiculas
biliares deveriam conter a quase totalidade do “pool® dos Aacidos biliares, como ja
observado em hamsters em jejum (Miettinen, 1973). Assim, quando calculado o “pool”
vesicular dos 4cidos biliares ao abate®, este foi 2,5 vezes maior nos suinos consumindo
o regime E que nos consumindo o regime C (7 200 vs. 2 900 mg, respectivamente). Este
aumento, também observado em humanos ingerindo um regime a base de leguminosas
(Nervi et al., 1989), tera provavelmente resultado de um aumento da absor¢ao intestinal
dos &cidos biliares nos suinos dos grupos consumindo o regime E. Assim, os grios de
ervilha foram responsaveis por um aumento da excre¢ao didria dos acidos biliares mas
também, paradoxalmente, por um aumento da sua absorgdo diaria. Tal paradoxo é
explicado pelo facto de, nos graos de ervilha, os componentes como os PNA serem
componentes menores quando comparados com o seu contetdo em proteina e amido
resistente (Guillon e Champ, 2002). O amido resistente, tal como anteriormente
observado em ratos consumindo um amido modificado resistente a digestdao (Riottot e
Sacquet, 1985; Meslin et al., 1992), pode ter estimulado fortemente a absorgéo activa de
acidos biliares conjugados no ileo terminal dos suinos consumindo o regime E. Por outro
lado, e tal como o sugerido para os animais sujeitos a IRA, o efeito deste componente
pode ter sido facilitado pelo “pool” de acidos biliares mais rico em acidos trihidroxilados
(hiocélico) observado nos suinos consumindo o regime E, acidos estes sujeitos a uma
reabsorgao intestinal activa mais eficiente (Hofmann, 1988). O fraco impacto deste “pool”
acrescido de acidos biliares particularmente hidréfilos na sintese hepatica dos esterdis
acidos, poderia estar relacionada com o facto desta ser modulada essencialmente pelos
acidos biliares hidréfobos (Kwekkeboom et al., 1990b; Pandak et al., 1994). A
concentragdo em colesterol na bilis dos suinos consumindo o regime E foi também cerca

®o “pool” vesicular dos acidos biliares (e o do colesterol) ao abate foi calculado como o produto entre a sua
concentragio biliar (nmol-L™) e a sua massa molecular (M) (g'mol™), o qual por sua vez foi multiplicado pelo
peso da bilis (teoricamente assumido como representando 95% do peso total da vesicula e seu contetido nos
animais em jejum).
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de 1,7 vezes superior a detectada nos animais consumindo o regime C. Esta
concentragdo mais elevada sugere um aumento da secregao biliar deste esterol, como ja
anteriormente observado em humanos consumindo regimes a base de legumes (Nervi et
al., 1989; Duane, 1997). Segundo Thewles et al. (1993), as sapogeninas resultantes da
hidrélise microbiana intestinal das saponinas como por exemplo a diosgenina, seriam as
responsaveis por tal aumento na secre¢do biliar de colesterol. Este efeito levaria a
diminuicdo dos niveis hepatocelulares de colesterol e a estimulagdo da sintese de
receptores de LDL, contribuindo assim para a redugdo do colesterol plasmatico
transportado por esta fracg¢ao lipoproteica (Duane, 1997).

A accao da flora intestinal na composicdo dos esteréis neutros e acidos parece ter
sido mais influenciada pelo processo cirlrgico que pelos regimes experimentais. Ambos
os regimes induziram transformagées microbianas do colesterol e do pB-sitosterol
idénticas. Nos suinos intactos consumindo o regime C e o regime E, a fraca
transformacgdo microbiana destes esterdis (16 e 11% dos esterdis neutros totais e 32 e
24% do p-sitosterol total, respectivamente), foi provavelmente devida a mesma
incapacidade da microflora transformar o elevado conteido em colesterol alimentar
presente no limen intestinal observada por Marsh et al. (1972), Férézou et al. (1997) e no
Ensaio Soja. Por seu lado, a auséncia do segmento ceco-célon levou a anulagdo quase
total da transformagdo microbiana do colesterol e do B-sitosterol. Contrariamente ao
observado com o colesterol, a transformacdo microbiana dos acidos biliares foi muito
eficiente nos suinos intactos consumindo o regime C (96%) e o regime E (86%). O
processo cirlrgico reduziu esta transformacdo, ndo aos niveis verificados na
transformacgdo microbiana do colesterol, mas ainda assim a niveis importantes. Na
realidade, os acidos biliares secundarios nos suinos sujeitos a IRA consumindo o regime
C e o regime E representaram respectivamente 62 e 45% da excregdo diaria total de
acidos biliares e 10 e 7% dos Aacidos biliares totais da bilis vesicular. Estes resultados
estdo de acordo com os referidos por Costa et al. (1994) e Hakala et al. (1997) e com os
obtidos no Ensaio Soja, sugerindo mais uma vez que a porgéo distal do intestino delgado
destes animais estava colonizada por uma populagdo microbiana mais eficiente a

desconjugar e desidroxilar acidos biliares do que a reduzir a molécula de colesterol.
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3. EFEITOS DO CONSUMO DO REGIME TREMOGO NO METABOLISMO DO
COLESTEROL E DOS ESTEROIS NEUTROS E ACIDOS DE SUINOS
INTACTOS E COM ANASTOMOSE ILEO-RECTAL (ENSAIO TREMOGCO)

Durante o periodo experimental, os animais permaneceram em bom estado de satde,
nao tendo o seu peso final e o GMD sido influenciados pelos tratamentos experimentais.
A ingestdo voluntaria, mais elevada nos suinos consumindo o regime T que nos
consumindo o regime C, ndo foi afectada pela concentragdo em alcaldides totais das
sementes de tremogo utilizadas (0,3 g-kg™), inferior ao valor minimo referido por
Petterson (1998) como causando inapeténcia em suinos. Finalmente, os figados obtidos
nos suinos consumindo o regime T, mais leves que os dos consumindo o regime C,
podem ter resultado de alteragées na composigao tissular hepatica, como ja referido por
Rubio et al. (1999) e verificado no Ensaio Soja.

Tal como nos Ensaios Soja e Ervilha, o Unico parametro plasmatico ndo lipidico
afectado neste ensaio foi a concentragdo em ureia, significativamente reduzida pelo
processo cirurgico. Este facto volta a apontar o ceco-célon como um local de produgéo e
absor¢do de amoénia (Conway, 1994).

Os suinos utilizados nestes Ensaios foram tormados hipercolesterolémicos pelo
consumo do regime C, rico em colesterol. Confirmando tal facto, os animais que
consumiram este regime apresentaram uma colesterolémia 56% mais elevada que a
observada em machos em crescimento do mesmo cruzamento consumindo um regime
comercial sem adigdo de colesterol (2,64 + 0,10 mmol-L™) e idéntica & observada em
suinos consumindo um regime também a base de caseina e enriquecido em colesterol
(Férézou et al., 1997). Quando comparado com o do regime C, o consumo do regime T
reduziu o nivel de colesterol plasmatico dos suinos (-24%), devido a uma diminuicdo
substancial do colesterol transportado pelas LDL (-29%) e sem afectar a concentragao do
colesterol das HDL. Este efeito hipocolesterolémico foi também observado em ratos
(Rahman et al., 1996) e aves (Rubio et al., 2003) normocolesterolémicas consumindo
regimes a base de grdos de L. angustifolius, bem como em humanos consumindo
produtos alimentares incorporando fibra da casca de L. albus (Bunger et al., 2000). Tal
como o observado no Ensaio Ervilha, a reducdo do colesterol das LDL provocada pelo
consumo do regime T foi provavelmente modulado por um catabolismo acrescido das
LDL, visto a quantidade de receptores hepaticos de LDL nestes animais ter sido cerca de
2,2 vezes superior a verificada nos suinos consumindo o regime C. Por fim, e em
consonancia com o acentuado decréscimo na quantidade de colesterol transportado
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pelas LDL, a relagdo colesterol das LDL:colesterol das HDL também foi significativamente
menor nos suinos consumindo o regime T que nos consumindo o regime C.

A ingestdo de colesterol alimentar foi idéntica nos animais sujeitos aos diversos
tratamentos experimentais. Quando expressa pela actividade da HMG CoA reductase, a
biossintese de colesterol nos suinos consumindo o regime C foi baixa e idéntica a
observada em suinos consumindo um regime a base de caseina enriquecido em
colesterol (Férézou ef al., 1997). No entanto, 0 consumo do regime T aumentou de forma
marcada a biossintese deste esterol, tendo a actividade da HMG CoA reductase hepatica
dos animais consumindo tal regime sido 16 vezes superior a verificada nos animais
consumindo o regime C. Sendo conhecido o efeito retro-inibidor da absor¢do do
colesterol alimentar na actividade da HMG CoA reductase (Rogers ef al., 1981; Férézou
et al., 1997) os suinos consumindo o regime T, enriquecido em colesterol, deveriam ter
apresentado niveis de biossintese endégena de colesterol baixos. A auséncia de tal
efeito retro-inibidor na biossintese do colesterol sugere assim que a absorgéo intestinal
deste esterol se deu a niveis menos elevados nestes suinos que nos consumindo o
regime C.

Estando de acordo com tal sugestdo, a excrecdo didria de esterdis neutros
(essencialmente na forma de colesterol) foi 1,6 vezes mais elevada nos grupos
experimentais consumindo o regime a base da leguminosa. Este efeito do regime foi
provavelmente modulado pela ingestao de fitosteréis, 4,1 vezes mais elevada nos suinos
consumindo o regime T que nos consumindo o regime C (1,72 vs. 0,42 gd”,
respectivamente). Varios estudos revistos por Wester (2000), Carr et al. (2002) e de Jong
et al. (2003) demonstraram que a redugdo do colesterol plasmatico e do colesterol das
LDL em humanos e modelos animais consumindo fitosteréis se verificava a partir de 2
semanas de consumo e a doses relativamente baixas (1 a 1,5 g-d”, segundo dados
revistos por Hicks e Moreau (2001)). Estes componentes bioactivos interferem com a
absor¢ao intestinal do colesterol endégeno e alimentar, de acordo com mecanismo(s)
ainda ndo completamente elucidado(s) e que pode(m) basear-se: i) na substituicdo do
colesterol pelos fitosterdis nas micelas mistas devido a sua hidrofobicidade mais elevada
(Ikeda et al., 1988a; Pakarinen et al., 1996), geralmente considerado como o0 mecanismo
mais importante (Carr et al., 2002); ii) na modulagéo'da expressido dos genes ABCAT,
ABCG5 e ABCG8, com efeitos na absorgao intestinal do esterol ainda ndo quantificados
(de Jong et al., 2003; Turley e Dietschy, 2003); e/ou iii) na reducido da taxa de
esterificagdo intra-enterocitaria do colesterol, diminuindo assim a quantidade deste
esterol incorporado nos quilomicrons nascentes (lkeda et al, 1990). Esta inibicdo da
absorcdo intestinal do colesterol, originando um menor transporte do esterol via
circulagdo portal para o figado, induz um aumento compensatério da sintese de novo e
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da producéo de receptores de LDL no figado (Miettinen e Kesaniemi, 1989; Gyllin et al.,
1999; Moghadasian, 2000), tal como se verificou nos suinos consumindo o regime T.
Apesar disso, o efeito liquido final implica uma redugéo no nivel de colesterol plasmatico
(Gyllin et al., 1999; Lin et al., 2004), também observada neste estudo. Por outro lado, a
actividade das enzimas-chave envolvidas na sintese hepatica de acidos biliares e a
excregao fecal destes compostos ndo foram afectadas pelos regimes experimentais. Isto
sugere que o regime T reduziu especificamente a absorgdo intestinal de colesterol, a qual
foi suficiente para diminuir significativamente a colesterolémia. Este efeito também foi
verificado em humanos sujeitos a colectomia (Miettinen et al., 2000) e em hamsters (Lin
et al., 2004) consumindo fitosterdis e fitostandis. A fracgao soltvel dos PNA, presente em
quantidades ndo negligenciaveis nos grdos de L. angustifolius (Edwards e van Barneveld,
1998), também tem sido relacionada com o aumento da excregdo diaria de colesterol e
dos acidos biliares por sequestragdo em géis (Vahouny et al., 1980) bem como dos
acidos biliares por ligagdes quimicas (Vahouny et al., 1980; Soni et al., 1982). Isolados
proteicos de tremogo branco (L. albus) demonstraram também capacidade de se ligar aos
acidos biliares in vitro (Yoshie-Stark e Wasche, 2004). Estes componentes bioactivos
poderiam pois ter desempenhado um papel na modulagdo da excre¢ao didria de esteréis
neutros nos animais consumindo o regime T. No entanto, o seu efeito através da
complexac¢do dos acidos biliares esteve ausente neste estudo, onde a excre¢do diaria
dos acidos biliares nao foi afectada pelos regimes alimentares. Por fim, ao contrario do
que seria de esperar em animais sem o0 segmento ceco-célon, onde se da uma
importante absorgio de acidos biliares livres (Schiff et al. 1972), a excre¢do diaria dos
acidos biliares foi 3,1 vezes inferior nos animais sujeitos a IRA que nos intactos. Tal como
no Ensaio Ervilha, esta redugdo na excregdo de acidos biliares poderia ter sido originada
por um aumento da sua absor¢do intestinal através de alteragdes morfométricas da
mucosa intestinal induzidas pelo processo cirargico (Laplace, 1975; Fuller, 1991). De
facto, os suinos sujeitos a IRA apresentaram uma maior area absortiva na porgdo meédia-
distal do intestino delgado que os intactos (dados previamente publicados por Salgado et
al., 2002), local onde a reabsorgio dos acidos biliares € muito importante (Schiff et al.,
1972; Juste et al., 1988). Esta reabsorgao pode ter sido facilitada por mecanismos em
tudo idénticos aos sugeridos no Ensaio Ervilha: composi¢do da bilis vesicular dos suinos
sujeitos a IRA cerca de 1,5 vezes mais rica em Aacido hiocélico, um A&cido biliar
trinidroxilado activamente reabsorvido no intestino (Hofmann, 1988), e menor
desconjugacao dos acidos biliares pela microflora intestinal, facilitando assim a acgdo do
IBAT/ASBT (Love e Dawson, 1998; Shneider, 2001). Por outro lado, o conteido em
acidos biliares hidréfobos, 1,2 vezes mais elevado nos animais sujeitos a IRA que nos

intactos, apesar de ndo ter atingido significado estatistico, pode ter modulado a menor
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actividade da CYP27A1 observada nos primeiros. A redug¢ao da actividade desta enzima
nao foi no entanto acompanhada por uma redugcido semelhante da actividade da CYP7A1.
A regulagdo transcricional desta ultima tem sido referida como mais influenciada pelos
acidos hidréfobos (ligandos dos receptores nucleares) que a da CYP27A1 nos ensaios
realizados em roedores (Vlahcévic et al., 1996; Souidi et al., 1999; Goodwin e Kliewer,
2002).Tal ndo parece ter sido o0 caso nos suinos sujeitos as nossas condigbes
experimentais. De facto, tanto os dados do Ensaio Ervilha como os deste, apontam para
um efeito mais marcado ao nivel da actividade da CYP27A1 que da CYP7A1 suina.
Nesta espécie animal, onde os processos de transcricdo destas enzimas e a sua
modulagdo ndo foram ainda totalmente esclarecidos, os dados obtidos parecem sugerir
que a regulagcdo da transcricdo da CYP27A1 podera ndo ser realizada da mesma
maneira que nos roedores. Por outro lado, ndo é de excluir a intervengdo de um
composto que iniba especificamente a actividade da CYP27A1 ou dos seus factores de
transcricdo, que nao esteja presente nos animais intactos e/ou tenha sido absorvido mais
eficientemente nos animais sujeitos a IRA (via alteragdes morfométricas na mucosa
intestinal).

Em termos de balanco dos esterdis e levando em conta o valor calculado de ingestao
diaria de colesterol e os valores determinados da excre¢do de esterdis, chega-se a
conclusdo de que a taxa de biossintese total de colesterol dos suinos utilizados neste
ensaio foi mais elevada nos animais consumindo o regime T que nos consumindo o
regime C. Apesar de deverem ser considerados a luz das limitagées ja anteriormente
enunciadas, estes resultados estdo de acordo com a maior excre¢do de esterdis neutros
e com as actividades mais elevada da HMG CoA reductase hepatica observadas nos
suinos consumindo o regime a base da leguminosa. A excrecdo diaria total de esteréis
neutros e acidos, cerca de 1,6 vezes mais elevada nos suinos consumindo o regime T
que nos consumindo o regime C, poderia assim explicar o efeito hipocolesterolémico
obtido com o consumo do regime a base da leguminosa. Segundo Férézou et al. (1997),
aumentos proporcionalmente mais elevados na excregéo diaria dos esterdis neutros e
acidos estao relacionados com redugées significativas na colesterolémia.

A concentracido em lipidos e acidos biliares da bilis vesicular ndo foi
significativamente afectada por nenhum dos tratamentos. Este facto sugere que o efeito
hipocolesterolémico observado nos suinos consumindo regime T ndo resultou de um
aumento significativo da eliminagdo de colesterol (ou de acidos biliares) via incorporacéo
na bilis e aponta para uma eliminagdo deste esterol sem a sua conversédo prévia em
acidos biliares. No entanto, e apesar da concentragdo biliar em colesterol, fosfolipidos e
acidos biliares totais ndo ter sido afectada pelos regimes experimentais, o indice
litogénico calculado segundo Carey (1978) foi 1,6 vezes inferior nos suinos consumindo o
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regime T que nos consumindo o regime C. Tal diminuigdo podera ter sido devida a
diferencas qualitativas nos lipidos biliares e na sua hidrofobicidade (Juste et al., 1997).
De facto, os acidos biliares hidréfilos como o hiocélico, inibem a cristalizagdo do
colesterol biliar (Juste et al., 1995). Apesar de ndo muito importante numa espécie como
a suina, naturalmente protegida contra a colelitiase por elevadas proporgdées de acidos
biliares hidréfilos na bilis (Legrand-Defretin et al., 1991), esta modulagdo pelo regime
alimentar do indice litogénico € um topico de interesse para outras espécies com uma
bilis mais hidréfoba, como o Homem.

A transformagdo microbiana do colesterol e B-sitosterol, quando determinada nas
fezes, ndo foi afectada pelos regimes experimentais. Tal como nos Ensaios Soja e
Ervilha, e provavelmente pelas mesmas razbes, esta transformacgdo foi pequena nos
animais intactos (13 e 15% dos esterdis neutros totais e 27 e 28% do B-sitosterol total,
respectivamente nos suinos intactos consumindo o regime C e o regime T) e foi quase
por completo anulada pelo processo cirtrgico. A transformagdo microbiana dos acidos
biliares nZo absorvidos, contrariamente ao verificado para a dos esterdis neutros, foi
muito eficiente nos suinos intactos consumindo os regimes C e T (98 e 92%,
respectivamente). Nos animais sujeitos a IRA, a excrecdo diaria de acidos biliares
secundarios foi reduzida, mas ndo a niveis tdo importantes como os verificados na
transformagédo microbiana do colesterol. A excregdo destes acidos representou 53 e 66%
do total de acidos biliares excretados e 10 e 9% dos acidos biliares da bilis dos animais
ingerindo os regimes C e T, respectivamente. Estes resultados, semelhantes aos
verificados nos Ensaios Soja e Ervilha, tinham sido previamente observados por Costa et
al. (1994) e Hakala et al. (1997). A excregdo de Aacidos biliares secundarios nos animais
sujeitos a IRA, quando comparada com a dos animais intactos, sugere assim uma
colonizagdo da porgdo distal do seu intestino delgado por uma populagdo microbiana
mais eficiente a desconjugar e desidroxilar acidos biliares do que a reduzir o colesterol.

4. DISCUSSAO GERAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

Ao longo deste trabalho ficou evidente que o suino € um bom modelo animal para o
estudo da hiperlipémia do tipo Il ou hipercolesterolémia, reproduzindo a sua principal
causa — um nivel elevado do colesterol transportado pela fracgdo lipoproteica LDL,
induzido pelo consumo de um regime hipercolesterolémico.

A utilizagido de trés espécies diferentes de leguminosas na alimentagéo de suinos em
crescimento durante 3 semanas nio foi unanime na diminui¢do dos niveis de colesterol
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plasmatico destes animais tornados hipercolesterolémicos pelo regime. De facto, notou-
se uma auséncia inesperada de tais efeitos no Ensaio Soja, onde a leguminosa
consumida foi sujeita a tratamentos térmicos e de pressdo com vista a eliminagao de
factores antitripsinicos. Por outro lado, quando presente, o efeito hipocolesterolémico
resultou de uma reduc¢ao especifica no colesterol das LDL, resultante de um metabolismo
acelerado destas lipoproteinas. Os mecanismos responsaveis por este efeito foram
diferentes consoante a leguminosa consumida. Assim, no Ensaio Ervilha, a reducdo do
colesterol plasmatico nos suinos esteve associada a: i) uma (re)absorg¢éo intestinal de
acidos biliares mais baixa, modulada por componentes bioactivos da ervilha tais como os
PNA soluveis, o amido resistente e as saponinas; e ii) um “pool” biliar acrescido em
colesterol e acidos biliares hidréfilos. No Ensaio Tremogo, o efeito hipocolesterolémico
verificado foi relacionado com uma menor absorgdo intestinal de esterdis neutros,
modulada pela acgdo dos fitoster6is presentes no regime T. A existéncia destes
diferentes mecanismos hipocolesterolémicos € o resultado de uma composigdo muito
complexa e rica em varios componentes bioactivos dos graos de leguminosas.

Apesar dos diferentes mecanismos que intervieram na modulagdo do metabolismo do
colesterol e dos esterdis neutros e acidos, um esteve sempre associado ao efeito no
colesterol plasmatico dos regimes a base de leguminosas: a diminui¢cdo significativa na
absorgao diaria dos esterdis totais. Assim, quando ndo se registou tal diminuigéo entre o
regime C e o regime a base da leguminosa (Ensaio Soja), o colesterol plasmatico ndo
baixou. No entanto, quando tal diminui¢do foi observada (Ensaios Ervilha e Tremogo),
independentemente da forma como foi obtido (diminuicdo da absorgéo de esteréis acidos
e neutros, respectivamente), o nivel de colesterol plasmatico dos suinos consumindo os
regimes a base da leguminosa baixou. Tais observagdes indicam que uma menor
absorgao intestinal dos esterdis neutros e acidos, resultando num aumento da excregéo
diaria total de tais compostos, desempenhou o principal papel modulador do efeito
hipocolesterolémico das leguminosas ou, sendo o principal, pelo menos essencial a
redugdo da colesterolémia.

Os resultados destes ensaios permitiram também obter dados que questionam a
modulacdo do metabolismo do colesterol por certos componentes das leguminosas. A
relagdo lisina:arginina foi considerada critica na determinagdo do efeito
hipocolesterolémico das leguminosas (Kritchevsky, 1979). No entanto, nas nossas
condi¢des experimentais, o regime S ndo apresentou o mesmo efeito hipocolesterolémico
que o obtido com o regime T, apesar das suas relagdes lisina:arginina terem sido
semelhantes (1,16 e 1,15, respectivamente). Por outro lado, o regime E, com a relagdo
lisina:arginina mais elevada (1,23) deveria, a luz desta hipétese, ter sido o regime menos
eficiente a baixar os niveis de colesterol plasmatico, facto que nao foi observado. Assim,
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estes dados nao parecem estar de acordo com a hipétese moduladora da relagdo
lisina:arginina no metabolismo do colesterol. Por fim, a correlagdo positiva estabelecida
entre a concentragdo em metionina e os efeitos hipercolesterolémicos (Morita et al.,
1997), também ndo foi verificada nestes ensaios. De facto, os regimes a base de
leguminosas mais ricos neste aminoacido (regime E e regime T, respectivamente com 4,9
e 5,2 gkg') apresentaram um efeito hipocolesterolémico significativo em relagdo ao
regime SE (3,5 g-kg™' de metionina) e ao regime C (com uma média de 5,5 g-kg™' nos trés
Ensaios). Estas observagdes confirmam as de Kim et al. (1978) em suinos e de Kern et
al. (2002) em ratos, os quais também nao validaram a correlagao mencionada por Morita
et al. (1997). No entanto e apesar de tal metodologia também ter sido aplicada pelos
autores citados, ndo podemos deixar de referir que estas sugestées se baseiam em
variacdes da composicdo em aminoacidos dos regimes alimentares e ndo no plasma,
com todas as limitagdes inerentes ao facto (ver 6.2.3.).

Outra hipétese que pode ser posta em causa pelos presentes resultados envolve o
efeito inibitério do acido propidnico na biossintese do colesterol (Thacker et al., 1981;
Chen et al., 1984). Se este AGV, obtido pela fermentacgdo intestinal da fracgédo soluvel
dos PNA e absorvido no segmento ceco-colon estivesse implicado na inibigdo da
actividade da HMG CoA reductase hepatica nesta espécie animal, a actividade desta
enzima nos suinos sujeitos & IRA deveria ter sido superior a registada nos animais
intactos. Tal facto ndo se verificou em nenhum dos Ensaios, pelo que se pode sugerir, de
acordo com os resultados obtidos por Ahrens et al. (1986), lliman et al. (1988) e Beaulieu
e McBurney (1992), que a modulacao in vivo da biossintese hepatica do colesterol pelo
acido propiénico nao se verifica na espécie suina.

A auséncia de um efeito hipocolesterolémico nos animais sujeitos a IRA,
independentemente dos regimes consumidos, indica que, nas nossas condigbes
experimentais, o intestino grosso ndo desempenhou um papel determinante na regulagio
do metabolismo do colesterol. O facto desta porgéo do intestino intervir a um nivel menos
importante que o do intestino delgado nos processos absortivos, justifica tal observagao.
A auséncia do segmento ceco-célon contribuiu no entanto para a redugdo da
transformagéo microbiana dos esterdis neutros e acidos em todos os Ensaios, mas s a
soja extrudida foi capaz de reduzir a transformacéo microbiana dos esterdis a0 mesmo
tempo que contribuia significativamente para a redugdo da hidrofobicidade dos acidos
biliares da bilis vesicular. Esta observagao pode ser importante para a prevengio de
doengas intestinais. A adigdo de um factor dietético a um tratamento cirirgico para
reduzir mais eficientemente moléculas potencialmente deletérias como os esterdis
citotéxicos, merece ser futuramente investigada. Por fim, é de referir que nos Ensaios
Ervilha e Tremogo, o processo cirlrgico desencadeou um efeito de crescimento
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compensatorio no intestino delgado e reduziu a excrecéo diaria de acidos biliares,
independentemente dos regimes consumidos. Esta circunstancia, mesmo quando em
conjunto com a reducdo na transformacdo microbiana dos esteréis neutros e acidos
detectada, ndo alterou as consequéncia induzidas pelo consumo dos regimes E e T na
colesterolémia. No entanto, ela devera ser levada em conta em futuras investigagdes,
nomeadamente em humanos ou modelos animais cujo “pool’ de acidos biliares
vesiculares seja mais hidréfobo que o dos suinos. A auséncia de um papel determinante
do intestino grosso no metabolismo do colesterol foi observada pela primeira vez, de
forma sistematica e utilizando regimes experimentais com base em trés leguminosas

diferentes, no suino, considerado como um bom modelo animal para humanos.

As andlises realizadas neste trabalho proporcionaram uma visdo englobante do
metabolismo do colesterol e dos esterdis neutros e Aacidos de suinos
hipercolesterolémicos, assim como permitiram teorizar sobre o balango dos esterdis
neste modelo animal. No entanto, e considerando estudos futuros, ndo devemos deixar
de recomendar a determinagdo dos niveis de SR-Bl e de receptores nucleares e
transportadores membranares recentemente implicados neste  metabolismo
(nomeadamente os ABCA1, ABCG5 e ABCG8) em tecidos-chave como o entérico e o
hepatico, bem como o doseamento do colesterol nos varios tecidos corporais.

Estudos futuros referentes aos componentes bioactivos dos graos de leguminosas e a
sua eficacia na redugéo do colesterol plasmatico sdo também necessarios para confirmar
a sua importancia relativa e os factores especificos envolvidos. Os fitosterdis, mas
também os PNA sollveis e o amido resistente das leguminosas, sdo componentes
particularmente promissores como moduladores do efeito hipocolesterolémico e portanto
com um elevado potencial para serem incorporados em alimentos industrialmente
transformados para consumo humano. A luz do que foi verificado no Ensaio Soja, serdo
também de avaliar as consequéncias nas potencialidades hipocolesterolémicas das
leguminosas de varios tratamentos tecnolégicos como a extrusdo ou a conserva,
comummente utilizados na Industria Alimentar, nomeadamente em pratos pré-cozinhados
para humanos (Belitz e Grosch, 1999). Por outro lado, o consumo de leguminosas
hipocolesterolémicas por suinos podera apresentar efeitos benéficos indirectos na Saude
Publica, uma vez que se estara a contribuir para a obtencdo de carcagas, carne e
produtos transformados menos ricos em colesterol para consumo humano. Por fim, se
integrados no regime alimentar humano, os grdos de ervilha e de tremogo de folhas
estreitas apresentam um elevado potencial profilactico (ou mesmo terapéutico) no
combate a hiperlipidémia do tipo Il ou hipercolesterolémia e portanto as doencgas
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cardiovasculares. De facto, Law et al. (1994) referem que um decréscimo de 10% no
colesterol plasmatico de humanos reduz o risco de doenga cardiovascular entre 19 e
54%, em fungao da idade. O regime alimentar Mediterranico, tradicionalmente constituido
por quantidades elevadas de graos, frutos, vegetais (incluindo leguminosas), peixe e
azeite, para além de quantidades restritas de acidos gordos saturados e frans, sai assim
valorizado no que respeita aos efeitos protectores em relagéo a estas doengas.
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