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Foram revisadas questoes importantes envolvendo a ocorréncia
de oxidos de colesterol — OsC — em alimentos, os mecanismos de
formacgdo e efeitos biologicos deletérios desses compostos,
associados a processos citotoxicos, angiotoxicos, aterogénicos,
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INTRODUCAO

O colesterol ¢ um composto lipidico insaturado, ins-
tavel e suscetivel a oxidagdo, sendo o processo oxidativo
influenciado por muitos outros fatores, além da participa-
¢ao do oxigénio. Por sua vez, muitos dos 6xidos de
colesterol — OsC — correspondentemente formados sao
substancias de interesse quimico, bioquimico, farmaco-
logico, toxicologico, tecnologico e também clinico, pela
relacdo com processos citotdoxicos, angiotoxicos,
aterogénicos, mutagénicos e carcinogénicos.

Por essa razdo a ocorréncia de OsC verificada em
alimentos ¢ de particular importancia, sendo dbvio entao
que a oxidacao do colesterol deva ser evitada. O perfil dos
oxidos formados e as quantidades correspondentes tam-
bém sdo definidos pelas caracteristicas do alimento e
interagdes entre seus componentes e produtos de decom-
posi¢do, durante o processamento e/ou armazenamento.

Neste trabalho de revisao foram abordadas questdes

em alimentos, e a necessidade de avaliacdo da contribuicdo dos
oxidos exodgenos em relagdo aos endogenos, formados
metabolicamente. Enfatizou-se a necessidade de tornar nula ou
minima a oxidagdo do colesterol em alimentos, evitando a ingestdo

relativas a oxidacao do colesterol, enfocando aspectos da
ocorréncia de OsC em alimentos, sua formagao e efeitos
bioldgicos.

OXIDOS DE COLESTEROL — OsC

O colesterol (5-colesten-3[3-ol) apresenta uma dupla
ligacdo entre os carbonos 5 e 6 do anel B, que o torna sus-
ceptivel a oxidagdo. Os OsC sao similares ao colesterol.
Apresentam em comum a estrutura basica do nucleo
ciclopentano-per-hidro-fenantreno, formado por quatro
anéis condensados de hidrocarboneto (A-D), com carater
apolar e insoluvel em 4gua, e uma cadeia lateral
ramificada de hidrocarboneto unida ao carbono 17 do
nucleo esterdide, também apolar e insoluvel em agua. Ha
um grupo hidroxila no C-3, do anel A, em configuragao
beta, de carater polar, que confere alguma afinidade com
0 meio aquoso ¢ capacidade de esterificacdo com acidos
graxos, convertendo-se, neste caso, em totalmente insoli-
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vel (Maerker, 1987; Oliveira, Quintdo, 1992; Guardiola et
al.; 1995; Morel, Lin, 1996; Smith, 1996).

Os OsC possuem grupos funcionais alcool, cetona
e epoxi, adicionais a molécula do colesterol, sobre o ni-
cleo esteroide e sobre a cadeia lateral conferindo-lhes
maior polaridade (Figura 1) (Maerker, 1987; Morel, Lin,
1996; Smith, 1996). Estas diferencas estruturais e sua
posic¢do conferem aos OsC propriedades muito importan-
tes, que definem em alguns casos, o tipo e a intensidade do
efeito biologico (Crastes de Paulet et al., 1988; Peng et al.,
1991).

OCORRENCIA DE OXIDOS DE COLESTEROL
EM ALIMENTOS

A presenca de OsC em alimentos tem sido observa-
da, destacando-se aqueles com maior conteudo de
colesterol, em ordem decrescente, os produtos de ovos
(Pie et al., 1990; Sarantinos et al., 1993; Zunin et al., 1995;
Morales-Aizpurta, 2001), carneos (Csallany et al., 1989;
Pie et al., 1991), lacteos (Sander et al., 1989a; Pie et al.,
1990; Sarantinos ef al., 1993) e marinhos (Osada ef al.,
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1993; Moura, 1999). O somatorio dos OsC quantificados
nesses produtos revelou ser de até 443 pg/g (Tai et al.,
2000). Por outro lado, tem sido evidenciado que alimen-
tos frescos de origem animal apresentam apenas tragos de
OsC, ou simplesmente ndo apresentam tais compostos
(Tsai, Hudson, 1984; Sander et al., 1989b; Pie et al., 1991;
Sarantinos et al., 1993).

Mais de 80 produtos da oxidagao do colesterol fo-
ram identificados (Tai et al., 1999). Os mais
freqiientemente encontrados em alimentos sdo o 7-
cetocolesterol (3B-hidroxicolest-5-en-7-ona) ou 7-Ceto,
20-hidroxicolesterol (colest-5-en-3f3,20-diol) ou 20-OH,
25-hidroxicolesterol (colest-5-en-33,25-diol) ou 25-OH,
7a-hidroxicolesterol (colest-5-en-3f3,7a-diol) ou 7a-OH,
7B-hidroxicolesterol (colest-5-en-3f3,73-diol) ou 73-OH,
colesterol-5,60-epoxido (5,6a-epdxido-Sa-colestan-33-ol)
ou 5,6a-epéxido, colesterol-5,63-epoxido (5,63-epoxido-
5B-colestan-3B-ol) ou 5,63-epoxido o colestanotriol (Sa-
colestan-3f3,5,6B-triol) ou Triol. Varios pesquisadores
tém apontado que os OsC relacionados ao carbono 7 da
molécula do colesterol sdo predominantes em alimentos
como carne, toucinho e leite em p6d (Chang ef al., 1993).
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FIGURA 1 - Formacao de 6xidos de colesterol de maior ocorréncia em alimentos.
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O 7-Ceto ocorre em concentracgdes relativamente
altas em muitos alimentos (Pie ez al., 1991; Osada et al.,
1993; Guardiola et al., 1995), variando o contetido de
acordo com o tipo de matriz (Lercker, Rodrigues-Estrada,
2000). Em fungao disso, tem sido proposto seu uso como
indicador de oxidagdo do colesterol (Zunin et al., 1995).
Em contra-partida, o 25-OH ocorre em menores concen-
tragdes (Guardiola et al., 1995), o qual, juntamente com o
Triol, sdo considerados os OsC mais aterogénicos (Peng
et al., 1991; Addis, 1996).

FORMACAO DE OXIDOS DE COLESTEROL

Os OsC sao formados em razao do colesterol ser um
lipidio insaturado (mono), cuja dupla ligacdo, suscetivel
a oxidagdo, localiza-se no carbono 5 (Smith, 1981). A
oxidacao ¢ influenciada pela presenca de oxigénio, ativi-
dade de agua, luz, temperatura, radia¢des, radicais livres,
agentes sensibilizantes, ions metalicos, pH, entre outros
fatores (Csallany et al., 1989, Sander ef al.,1989a). Por
outro lado, a oxidacao do colesterol em alimentos compor-
ta-se como um sistema dependente, em que o perfil dos
produtos, suas quantidades relativas e a velocidade de sua
formagao também sao facilitados e definidos por diversas
variaveis. Entre essas ultimas estdo, (a) as caracteristicas
do alimento: contetido de agua, pH, efeito tamponante,
quantidade, forma fisica e forma quimica do colesterol,
tipo de acido graxo presente, presenga de antioxidantes ou
pro-oxidantes; (b) interagdes com outros constituintes do
sistema que compoem o alimento; ¢ (¢) condi¢des de tra-
tamento: tipo de processamento, tempo e sistemas de
estocagem, entre outros (Smith, 1987; Sander ef al.,
1989a; Paniangvait et al., 1995). Essas variaveis atuam
isoladas ou concomitantemente (Kumar, Singhal, 1991;
Sarantinos et al., 1993).

A oxidagao do colesterol pode ocorrer por mecanis-
mos enzimaticos e nao-enzimaticos (Guardiola et al.,
1995). Nos seres vivos, os OsC sdo formados por via
enzimatica, basicamente no figado e nos tecidos gerado-
res de hormonios esterdides (cortex supra-renal, génadas)
(Smith, 1996). Nos alimentos, a oxidag¢ao ocorre por me-
canismos nao-enzimaticos, comumente conhecidos como
autoxidacao, peroxidag¢ao lipidica e oxidagao fotoquimica,
sendo o primeiro o mais conhecido. As espécies
triatdmicas (0,) e diatdmicas (0,) do oxigénio ¢ 6xidos de
nitrogénio (NO e NO,) sdo compostos que propiciam re-
acoes de oxidagao ndo-enzimaticas nos alimentos (Smith,
1981), como também a radiagdo gama (Maerker, Jones,
1992), que tem aplicagdes importantes em alimentos.

Os estudos de oxidacdo ndo-enzimatica tém sido
realizados em modelos experimentais nos quais o
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colesterol se encontrava na forma cristalina, em solucao
aquosa ou dispersao aquosa, sendo as duas ultimas as mais
validas para alimentos e seres vivos, pelo fato de o
colesterol estar em meio aquoso (Guardiola et al., 1996).

Autoxidacao

Na autoxidagdo do colesterol tem-se mostrado que
o estado fisico influencia o tipo de produto formado.
Quando no estado cristalino e na presenca de ar, a reagao
de oxidagao ¢ governada pelo rearranjo das moléculas no
cristal. Os anéis rigidos (sem movimento) estdo
empilhados em camadas duplas com os grupos hidroxilas
C-3 em justaposi¢ao, ficando exposta a cadeia de carbo-
no lateral (Smith, 1981). A autoxidago no estado so6lido
cristalino ocorre principalmente nos carbonos 20, 25 € 26,
na cadeia lateral, enquanto no estado liquido, quando en-
tao os anéis do nucleo esterdide giram mais livremente,
ocorre nos carbonos 5, 6 ¢ 7 do anel B (Crastes de Paulet,
1988). No entanto, também pode existir o estado misto
(Oliveira, Quintdo, 1992), ou seja, estados cristalino e li-
quido coexistentes. Por outro lado, a oxidagao nos carbo-
nos 20 e 25 ndo foi observada no estado liquido ou em
dispersdo aquosa (Maerker, 1987).

A autoxidacdo do colesterol ocorre pela reatividade
tanto do carbono alilico, na posi¢ao 7 do anel B, como dos
carbonos terciarios 20 e 25 da cadeia lateral, mas com
maior facilidade no carbono 7 (Maerker, 1987). No entan-
to, na cadeia lateral, por reacdes de transferéncia de radi-
cais, podem-se formar outros radicais peroxilas e seus
correspondentes hidroperéxidos, como os derivados
hidroxilados do colesterol (20-OH, 24-OH, 25-OH, 26-
OH e 27-OH), destacando-se os formados nos carbonos
terciarios 20 e 25 (20-OH e 25-OH) (Guardiola et al.,
1995). Por outro lado, no carbono 4 (outro carbono alilico
do colesterol) ndo ha formacgao de OsC, possivelmente
pelo impedimento estérico provocado pelo grupo
hidroxila do carbono 3 (Maerker, 1987).

A autoxidagao ¢ iniciada, por exemplo, pela formagao
de um radical no carbono 7, pela abstracao do hidrogénio,
ocasionada por radiag@o ou outros radicais (Figura 1). O
radical formado reage com o oxigénio molecular triplete
(°0,) produzindo o radical peroxila, estabilizado pela fixa-
¢do0 de um hidrogénio, dando lugar aos 7-hidroperoxidos
(a e B). Estes dois epimeros encontram-se em equilibrio,
mas com tendéncia a predominancia da forma 3, que ¢é
termodinamicamente mais estavel. Por outro lado, esses
dois hidroperdoxidos sdo termicamente instaveis, descom-
pondo-se, assim, em 7-OH (o, ¢ §) ¢ 7-Ceto. O 70-OH ¢
7B-OH encontram-se em equilibrio, mas também com ten-
déncia a predominancia da forma 3 (Smith, 1990), o que ¢
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explicado pela grande estabilidade da conformagao equato-
rial em relagdo a axial (Smith, 1981). O 7-Ceto em meio
basico e sob aquecimento decompde-se, dando lugar ao 3,5-
colestadien-7-ona (Smith, 1990).

A epoxidagdo ou reagdo de oxidagdo nos carbonos
5 e 6 (Figura 1) ¢ um processo secundario, que depende da
presenga do 7-hidroperoxido (Smith, 1981). Os 5,6a e
5,63-epoxidos sao produtos do ataque da dupla liga¢ao do
colesterol pelos hidroperoxidos e outros produtos gerados
na oxidacdo (Maerker, 1987). Estes epimeros estdo tam-
bém em equilibrio, mas com tendéncia ao predominio da
forma . A hidratagdo dos epoxidos leva a formagao do
Triol, podendo descompor-se, ainda, em 3[3,5-di-hidroxi-
Sa-colestano-6-ona (Smith, 1981). A autoxidagao dos
epoxidos pode ocorrer tanto no estado cristalino como em
solugdo ou dispersao (Maerker, 1987).

Peroxidacao lipidica

Na peroxidacgdo lipidica o colesterol ¢ oxidado por
hidroperoxidos ou perdoxidos ciclicos, produzidos durante
a oxidagdo de lipidios, com intervencao de enzimas, for-
mando-se os mesmos OsC caracteristicos da autoxidacao
no anel B do colesterol: 7a-OH, 73-OH, 7-Ceto, 5,60.-
epoxido, 5,63-epoxido e Triol (Guardiola et al.,1995).

A autoxidacdo do colesterol ¢ similar a oxidacao
lipidica, devido ao fato de que ambas sofrem série de re-
acOes com radicais livres, formando peroxidos e outros
produtos de degradagdo (Smith, 1981; Maerker, 1987).
Conforme postulado, a oxidagao em alimentos e em siste-
mas bioldgicos pode ser intermolecular e intramolecular
(Smith, 1981). No sistema intermolecular, o hidrogénio ¢
extraido do colesterol por radicais oxi ou peroxi de acidos
graxos poliinsaturados (fosfolipidios) localizados na
membrana celular, desempenhando um papel importante
na oxidag¢ao do colesterol. No sistema intramolecular, a
por¢ao oxidada do acil ataca a porcao colesterol da mol¢-
cula do éster de colesterol.

Foi sugerido que os hidroperoxidos de acidos graxos
formados durante a oxidacao lipidica sejam necessarios
para a oxidacdo do colesterol (Smith 1981). A autoxidagao
do éster de colesterol envolve 0 mesmo processo que ocorre
no colesterol, mas em diferente velocidade (Smith, 1987).
O 7-Ceto, 70-OH, 73-OH, 5,6a-epoxido e o 5,63-epoxido
sdo produtos da oxidagao do éster de colesterol, assim como
da oxidacao do C-20 e C-25 (Korahani, 1982).

Oxidacao fotoquimica

Na oxidagio fotoquimica o oxigénio singlete ('O,),
espécie gerada por energia fotoquimica, € o responsavel
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pelo inicio da reacdo (Guardiola et al., 1995). Provavel-
mente, a mais importante via dessa oxidacgao seja a reacao
de sensitizadores (clorofila, hematoporfirina) em alimen-
tos, que absorvem energia em forma de radiagdo, na pre-
sencga de luz, e que ¢ transferida para o oxigénio molecular
triplete (*0,), gerando uma forma mais ativa de oxigénio,
o singlete ('0,) (Nielsen et al., 1996). Dessa forma, ge-
ram-se hidroperoxidos que se descompdem, gerando
7-Ceto e 70-OH (Guardiola et al., 1995). O colesterol da
pele e do cabelo, exposto a luz e ao ar atmosférico, pode
ser fotoquimicamente oxidado, com producao de OsC
derivados do anel B, e também por espécies de oxigénio
eletronicamente excitadas, geradas pela via fotoquimica
(Smith, 1990).

METABOLISMO E EFEITOS BIOLOGICOS DE
OXIDOS DE COLESTEROL

Absorcao, distribuicao e excrecao

OsC podem entrar na circulagdo sangiiinea como
contaminantes, por intermédio dos alimentos, por meio da
peroxidacao das lipoproteinas, ou gerados por reacdes
enzimaticas (Lin, Morel, 1996). Entretanto, a contribui¢io
dos OsC presentes na dieta em relagdo aos encontrados no
plasma ainda é um aspecto pouco claro, sendo fundamen-
tal o conhecimento da biodisponibilidade de cada 6xido
para a sua avaliacdo toxicologica (Linseisen, Wolfram,
1998a).

OsC podem ser absorvidos pelos animais (Bascoul
etal., 1986; Osada et al., 1994) e pelo homem (Linseisen,
Wolfram, 1998a), através do intestino, ¢ incorporados nos
quilomicrons e demais lipoproteinas (Peng ef al., 1991;
Osadaetal., 1994; Vine et al., 1997a). Variagdes na absor-
¢do de OsC e do colesterol t€ém sido encontradas em en-
saios com animais € com humanos. A absor¢ao linfatica
individual de OsC em ratos, depois de 24 horas de sua
administracdo, revelou a seguinte relacdo: 7p-OH (42%)
> 5,6p-epoxido (32%) > 7a-OH (30%) > 5,60-epoxido
(27,5%) > Triol (15%) > 7-Ceto (12%) (Osada et al.,
1994). Em outro estudo foi constatada 90% de absor¢ao
intestinal para o Triol ¢ 5,6a-epéxido (Bascoul et al.,
1986). Considerando os OsC totais, a absorcao foi de 6%
(Vine et al., 1997a) ou de 30% (Osada et al.,1994).

Para o colesterol administrado na forma pura, a absor-
¢do avaliada atingiu 67%, contrastando com o valor de 30%
verificado para o total dos OsC. As variagdes na absor¢ao
de OsC interferem com a absor¢ao do colesterol, por um
mecanismo desconhecido até o presente. No entanto, sen-
do a esterificagdo uma etapa importante na absor¢ao do
colesterol, a redugdo da absorcao de OsC poderia ser cau-
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sada por menor suscetibilidade de esterificagao nas células
da mucosa do intestino delgado. Isso ocorreria pelo impe-
dimento de grupos alcool, cetonico e/ou epoxi, por meio do
aumento da polaridade em relagdo ao colesterol, o que pode
interferir na formagao de micelas, além do efeito citotoxico
direto de OsC (Osada et al., 1994).

Observou-se, em individuos que haviam consumido
ovos frescos, baixas concentragdes plasmaticas de OsC (0-
2 ng/g) (Emanuel ef al., 1991). Quando estudada uma die-
ta com ovo rica em OsC, foram encontradas grandes vari-
acoes individuais (30-90 pg/g) no plasma e nas particulas
de quilomicrons, depois de 2 a 4 horas da ingestdo, possi-
velmente pelas diferengas na eficiéncia de absorcao entre as
pessoas. Também, foi verificado que os OsC podem ser
seletivamente absorvidos e transportados via quilomicrons
e distribuidos nas lipoproteinas de muito baixa e baixa den-
sidade (VLDL e LDL), sendo que somente uma pequena
quantidade estava associada com as lipoproteinas de alta
densidade (HDL). O tempo de residéncia de OsC nos
quilomicrons e no plasma foi relativamente breve
(<30 minutos), sugerindo rapida captacao hepatica e incor-
poracao em outras classes de lipoproteinas.

A recuperacao do colesterol e OsC, administrados
na forma pura, foi avaliada em relag@o aos quilomicrons
(QM) e lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL).
Os resultados encontrados indicaram a presenca de 35%
de colesterol nos QM e 48% nas VLDL, enquanto os OsC
foram detectados em 54% e 40%, respectivamente (Osada
et al., 1994). No homem foi observada a mesma relagao,
quando comparada a composi¢do dos OsC na dieta e nos
quilomicrons (Linseisen, Wolfram, 1997).

A distribui¢ao de OsC no plasma e lipoproteinas
ricas em trigliceridios (TRL) foi avaliada em coelhos que
receberam, durante duas semanas, dietas suplementadas
com colesterol oxidado ou colesterol nao-oxidado (puro).
Os OsC plasmasticos apresentaram-se significativamen-
te elevados em relacdo as dietas contendo colesterol oxi-
dado ou ndo-oxidado (puro). No grupo de animais que in-
geriram colesterol oxidado, a quantidade de OsC nas TRL
foi duas vezes maior que a encontrada nos animais alimen-
tados com dieta controle ou suplementada com colesterol
ndo-oxidado. No grupo alimentado com colesterol oxida-
do, houve aumento no colesterol na parede arterial; no
alimentado com colesterol ndo-oxidado, aumento do
colesterol plasmatico. Estes dados sugerem que os OsC
sdo pro-aterogénicos por aumentarem a aterogenicidade
das TRL. Estas lipoproteinas sao mais suscetiveis a oxida-
¢do, apresentando importante papel na génese do proces-
so aterosclerotico (Vine et al., 1997b).

O metabolismo de OsC foi analisado depois do con-
sumo de queijo parmesao e salame ricos nestes compos-
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tos. Constatou-se que > 90% dos OsC estavam na forma
de éster. Entre os cinco individuos que participaram do
ensaio, foi observada variacao individual na quantidade
dos OsC livres, no plasma, com picos entre 3 (7-Ceto,
5,60-epoxido e Triol) e 5 horas (7a-OH, 73-OH, 5,603-
epoxido ¢ 25-OH) apos ingestdo. OsC totais (livres +
esterificados) mostraram pouca variagdo depois de 6 ho-
ras do consumo, e até um maximo de 8 horas, indicando
absor¢ao comparavel a do colesterol. Para OsC individu-
ais (livres e esterificados) houve aumento significativo,
como no caso do 7a-OH e 73-OH, apo6s 8 horas, e do 7-
Ceto, depois de 6 horas. Os autores encontraram disponi-
bilidades de OsC diferentes, nos distintos 6rgaos conside-
rados (Linseisen, Wolfram 1998a).

Uma vez incorporados aos quilomicrons e transpor-
tados pelo sistema linfatico para a corrente sangiiinea
(Emanuel ef al., 1991; Osada et al., 1994; Vine et al.,
1997a), os OsC absorvidos através da dieta agregam-se
aos OsC endogenos (Emanuel ef al., 1991).

Existem amplas evidéncias de que os OsC no orga-
nismo sao facilmente suscetiveis a esterificacao. Os OsC
esterificados com acidos graxos sao as formas predominan-
tes nos tecidos extra-hepaticos, como na aorta (Spady et al.,
1993). Nos OsC ha varios grupos funcionais disponiveis
para a esterificacdo com acido graxo. No entanto, a forma-
¢a0 do monoéster na posi¢ao 33 parece ser predominante
(Lin, Morel, 1996). A esterificacao regula a associa¢do do
colesterol e OsC com as proteinas do plasma e influencia
sua distribuicao nas células e tecidos. Os OsC esterificados
podem ser encontrados em todas as lipoproteinas do plas-
ma, enquanto o colesterol ¢ OsC livres estdo mais associ-
ados a albumina, e, portanto, mais facilmente disponiveis
em relagdo a célula (Lin, Morel. 1996).

Os OsC sao distribuidos em células ¢ tecidos, nos
quais o metabolismo e propriedades fisico-quimicas podem
alterar seus efeitos biologicos (Crastes de Paulet et al.,1988;
Linseisem, Wolfram, 1998b). No entanto, em estudos sobre
o metabolismo do 7-Ceto radiomarcado, proveniente de
alimento, foi verificado que o ¢xido citado ¢ rapidamente
metabolizado e excretado. Na circulagdo entero-hepatica, a
absor¢do do 7-Ceto € negligenciavel, sendo dificil sua par-
ticipagdo na placa aterosclerotica (Lyons et al., 1999).

Ha consenso no sentido de se considerar o catabo-
lismo dos OsC similar ao do colesterol, por meio do qual
os oxidos podem ser rapida e eficientemente metabo-
lizados e eliminados do organismo, através da secregao
biliar e excrecao fecal (Linseisen, Wolfram, 1998Db).

Efeitos biologicos de éxidos de colesterol

OsC sao compostos de interesse toxicologico e cli-
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nico, principalmente, pela relacdo com processos citoto-
xicos (Sevanian, Peterson, 1986; Ohtani et al., 1996;
Ohtani et al.,1997), aterogénicos (Peng et al., 1991),
mutagénicos (Sevanian, Peterson, 1986) e carcinogénicos
(Petrakis et al., 1981; Sporer et al.,1982; Kendall et al.,
1992). Esses relatos aparecem em varias revisoes feitas
(Smith, Johnson, 1989; Kumar & Signal, 1991; Bosinguer
et al., 1993; Gallina Toschi, Caboni, 1992; Addis et al.,
1996; Guardiola et al., 1996; Linseisen, Wolfram, 1998b),
que demonstram que estes compostos sao responsaveis
por alguns dos efeitos biologicos tradicionalmente atribu-
idos ao colesterol.

Os oxidos comumente encontrados em alimentos,
como o 7-Ceto, 25-OH, 70-OH, 7p3-OH, 5,6c-epoxido,
5,6B-epoxido e Triol, sdo citotoxicos e aterogénicos, em
diferentes graus (Bosinger et al., 1993), sendo que o
colesterol, por si s0, apresenta pequeno efeito citotoxico
e aterogénico (Imai et al., 1976; Imai et al., 1980; Peng et
al., 1991).

A manutenc¢do da homeostase do colesterol na célu-
la é essencial. Ela ¢ mantida por meio da regulacio da
biossintese, captacdo do colesterol associado a lipopro-
teinas e afluéncia do colesterol para aceptores extracelu-
lares. Por outro lado, alguns OsC realizam algumas fun-
¢oes bioldgicas importantes, para garantir a homeostase
do colesterol, com efeito mais potente que o proprio
colesterol. Por exemplo, o 7a-OH ¢ enzimaticamente for-
mado durante o primeiro passo da produgao de acidos
biliares, sendo a secrecdo biliar o mecanismo de elimina-
¢do de muitos esterdis, incluindo o colesterol. E também
sabido que o 25-OH tem um papel importante na modu-
lagdo da biossintese do colesterol, pela inibi¢do da
hidroximetilglutaril-CoA redutase (HMG-CoA redutase)
(Morel, Lin, 1996).

A agdo sobre a HMG-CoA redutase é um dos efei-
tos mais importantes de OsC, que provoca a inibicdo da
biossintese do colesterol in vitro e in vivo. O mecanismo
principal dessa regulacdo ¢ a inibicdo da HMG-CoA
redutase requerida para produzir o acido mevalonico, que
¢ um produto intermediario da sintese do colesterol
endogeno, por retro-alimentagdo (Ohtani ef al., 1996).
0 25-OH, em concentragoes de 50-70 mM, reduz em 50%
a velocidade de formacdo do colesterol, in vitro. Em cul-
tura de células de rato, na concentracdo de 250 mM, o 25-
OH reduz a atividade da referida enzima em 80%, em 60
minutos, efeito esse que o colesterol nao produz nessa
concentrago, a nao ser em maior quantidade (Morel, Lin,
1996). A caracteristica estrutural fundamental, que permi-
te causar a inibi¢@o da sintese do colesterol, € a presenca
da cadeia iso-octil na posi¢ao 17 e a distancia entre o gru-
po hidroxila livre na posi¢ao 3 e outros grupos hidroxilas
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produzidos durante a oxidagao do colesterol nas posi¢des
6,7,20,22,24 ¢ 25 (Taylor et al., 1984). A inibig¢ao pode
ser revertida com adi¢ao de colesterol (Bosinger et al.,
1993). Por ordem decrescente de inibi¢ao da sintese do
colesterol estdao: 0 25-OH > Triol >7a-OH e 73-OH > 7-
Ceto (Imai et al., 1980).

A inibi¢do da expressdo do gene receptor de LDL ¢
outro mecanismo pelo qual OsC regulam a concentragao
do colesterol, por redugdo do nlimero destes receptores. A
expressao do receptor LDL ¢ controlada pela necessidade
da célula por colesterol (Morel, Lin, 1996). OsC atuam
por redugdo do niamero de receptores LDL, cuja agdo é
dose-dependente. OsC impedem ativagao do fator de
transcricdo SREBP (proteina ligante de elemento respon-
savel ao esterol), que promove transativagao dos genes
que codificam enzimas-chave na via de biossintese de
colesterol e receptor LDL (Peng et al., 1991; Guardiola et
al., 1996).

A reducdo do receptor de LDL condiciona o seu
nivel plasmatico, ndo apenas pela diminui¢ao da velocida-
de de remocao, principalmente pelo figado, como também
por sua producao, tendo em vista que esse receptor tam-
bém ¢ responsavel pela remogao da IDL (lipoproteina de
densidade intermediaria) precursora da LDL. O excesso
dessa tltima e o aumento do tempo de sua permanéncia na
circulagdo provocam sua modifica¢do ou oxidacdo. A
oxidagdo da LDL estimula sua captagdo por receptores
macrofagicos “scavenger”, levando ao desenvolvimento
das células espumosas, pelo acimulo de colesterol
esterificado (Oliveira, Quintdo, 1992). A supressido da
captacdo da LDL, pela inibi¢ao da expressdo do gene re-
ceptor de LDL, tem sido observada em relacao ao 7-Ceto,
25-0OH, 5,6-epoxidos e Triol (Peng et al., 1991;
Guardiola ef al., 1996). Além disso, alguns OsC aumen-
tam a transcricdo do gene ABC-1 (“ATP - Binding
Cassette Transporter-1") que codifica o transportador de
membrana ABCA-1. Esta proteina, recentemente descri-
ta como receptor de HDL, modula a afluéncia de
colesterol celular para as HDL, o que constituiria a primei-
ra etapa do transporte reverso do colesterol. O aumento do
ABC-1 em macrofagos humanos tratados com OsC tem
sido observado para o 25-OH e principalmente para o
22(R)-hidroxicolesterol (Costet et al., 2000).

OsC podem substituir o colesterol na membrana
celular. Esse intercambio in vitro afeta a fluidez,
permeabilidade e estabilidade da membrana celular e pro-
voca mudancas na morfologia da célula e na funcao da
membrana. OsC afetam a estrutura estereoquimica das
proteinas e fosfolipidios, alterando as caracteristicas da
membrana (Sevanian, Peterson, 1986; Smith, Jonhson,
1989). No endotélio, a modificacdo da permeabilidade
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vascular permite a passagem de diferentes componentes
do plasma, como a LDL, quilomicrons remanescentes,
plaquetas, ions de calcio e outros ions (Peng ez al., 1991).
E sabido que o fluxo de calcio ¢ determinado pela relagio
colesterol/fosfolipidio e os OsC podem modifica-la, afe-
tando a homeostase do calcio na célula, por alteragdo da
energia potencial de barreira (Sevanian, Peterson, 1986;
Smith, Jonhson, 1989). No eritrécito humano o Triol au-
menta a entrada de calcio, entretanto, o 7B-OH, 7-Ceto,
20-OH e 25-OH a reduzem. No hepatocito e plaqueta de
rato, a entrada de calcio é aumentada pelo 7-Ceto, Triol e
26-OH ¢ a saida estimulada pelos 5,6-epoxidos (Smith,
Johnson, 1989).

Em geral, OsC sao potentes ativadores da esterifi-
cacdo do colesterol celular, por aumento da atividade da
Acetil CoA:Colesterol acil transferase (ACAT). O 25-OH
aumentou oito vezes a atividade desta enzima, em concen-
tracdo de 5 pg/mL, em cultura de fibroblastos humanos,
possivelmente por ligagdo com a proteina com produgao
de modificacdes estruturais (Morel, Lin, 1996). Por outro
lado, cerca de vinte estudos revisados (Smith, Jonhson,
1989) mostram que o 25-OH e o 7-Ceto incrementam a
atividade da ACAT em diferentes sistemas celulares.
Observando o efeito de varios OsC em células de insetos,
foi evidenciado que somente o 25-OH estimulou a
esterifica¢do, enquanto outros 6xidos, incluindo o 7-Ceto,
apresentaram baixa ou nenhuma influéncia (Cheng et al.,
1995). O estimulo a esterificagdo celular reduz a afluén-
cia do colesterol para aceptores extracelulares, como a
HDL, afetando conseqiientemente o transporte reverso do
colesterol e seu posterior catabolismo no figado. O
acumulo do éster de colesterol em macréfagos pode indu-
zir a formacao de células espumosas (Morin, Peng, 1989).

Foi avaliado o processo de esterificagdo do
colesterol e OsC no plasma, mediado pela Lecitina
Colesterol Aciltransferase (LCAT), e observou-se que,
quanto maior a concentracdo dos 6xidos, maior era sua
esterificacdo e menor a do colesterol. Sugeriu-se que os
primeiros competiam com os ultimos pelo sitio ativo da
enzima, e que cada o0xido tinha afinidade diferente pela
LCAT. Quando a concentrac¢do dos OsC estava em relacao
equimolar com a do colesterol, o0 25-OH apresentou maior
esterificagdo, mas a maioria dos OsC apresentava veloci-
dade de esterificagdo proxima a do colesterol (Pincinato,
2000).

Efeitos citotoxicos
A citotoxicidade de OsC foi relatada para diferentes

tipos de células vasculares: células endoteliais, macrofa-
gos, musculo liso, fibroblastos e linfécitos (Smith,
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Jonhson, 1989). A administrag¢do de colesterol em coe-
lhos, por via oral (0 - 250 mg/kg de peso), resultou em
graves danos arteriais, com necrose no musculo aortico e
edema no endotélio. O aumento da dose elevou o nime-
ro de células degeneradas. No entanto, o colesterol nao-
oxidado (purificado), administrado nas mesmas concen-
tragdes, provocou aglomeragdo das células restantes, mas
nao dano celular visivel (Imai et al., 1976; Taylor et al.,
1979). Quando OsC foram administrados individualmen-
te a culturas de células de musculo liso de coelho, obser-
vou-se que a fragdo contendo 25-OH foi a que proporci-
onou maior nimero de células mortas, seguida da do Triol
(Taylor et al., 1979).

A toxicidade de OsC foi estabelecida com base no
aumento da esclerose e lise de células de embrido de
“hamster” chinés. A relagdo de citotoxicidade foi: Triol >
5,6B-epoxido ¢ 7-Ceto > 5,6-epoxido (Sevanian,
Peterson, 1986). O mecanismo pelo qual OsC participam
da morte da célula ndo ¢ claro. Parece estar relacionado
com o fluxo de calcio na membrana e inibi¢ao da interacao
celular, inclusive em baixas concentragdes, como no caso
do Triol. O colesterol modula a comunicacio entre as
células do musculo liso humano, e OsC podem inibi-la, de
acordo com varios estudos revisados por Linseisen,
Wolfram (1998b). OsC apresentam efeitos citotdxicos por
um ou diferentes mecanismos ¢ a combinagao deles pro-
duz, pelo menos, um efeito aditivo, sendo em algum mo-
mento sinérgico (Ohtani et al., 1996).

Influéncia aterogénica

OsC contribuem para o desenvolvimento da
aterosclerose. Os principais efeitos biologicos que relaci-
onam alguns OsC com a aterogénese sdo: a modificacdo
da permeabilidade vascular seletiva do endotélio; inibigao
da sintese PGI, (prostaglandina I1,); modulacdo da
esterificagdo, afluéncia e captagao do colesterol; inibi¢ao
da expressdo do receptor de LDL; formacao das células
espumosas e acimulo de éster de colesterol em células
espumosas ¢ macrofagos (Sevanian, Peterson, 1986;
Guardiola et al., 1996; Morel, lin, 1996; Linseisem,
Wolfram, 1998b).

Estes efeitos bioldgicos de OsC tém sido verifica-
dos tanto in vivo como in vitro (Guardiola et al., 1996).
Pelo menos uma destas atividades tem sido reportada para
0 5,60-epoxido, 5,63-epoxido, 7a-OH, 73-OH, 7-Ceto,
25-OH ¢ Triol. O Triol e 0 25-OH sao toxicologicamente
mais potentes e apresentam diferentes efeitos e mecanis-
mos de acdo (Jacobson et al., 1985; Guardiola et al.,
1996). OsC sao muito mais potentes que o colesterol na
produgao do dano endotelial e indugo a formacao da pla-
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ca ateromatosa. Algumas dessas evidéncias foram consta-
tadas em coelhos alimentados com colesterol purificado e
com colesterol oxidado (Imai et al., 1976).

Alguns OsC produzem mudangas na morfologia e
funcdo de algumas células. Demonstrou-se que o Triol
altera a permeabilidade do endotélio e promove a forma-
¢do de células espumosas, sendo que o colesterol ndo apre-
sentou esse efeito (Hening, Boissoneault, 1987). As lesdes
ateroscleroticas ndo contém somente colesterol, mas prin-
cipalmente OsC. E amplamente aceito que as modifica-
¢Oes oxidativas das lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) constituem o modelo de estudo para a patogénese
da aterosclerose (Jialal, Devaraj, 1996). Mas, mais recen-
temente, o 73-OH foi identificado como um forte indica-
dor da aterosclerose no homem (Salonen et al., 1997).

A sintese de prostaglandinas (PG) ocorre nas célu-
las endoteliais, sendo tais substancias necessarias a inte-
gridade vascular. A inibi¢do da sintese da PGI, favorece a
agregac¢ao plaquetaria e a formagao de trombos (Guardiola
et al., 1996). A exposicao a 10 pg/mL de Triol ou de 25-
OH produziu 46 € 60% de inibi¢do na sintese de PGIL,,
respectivamente (Hu et al.,1990).

Estudos feitos em animais mostraram que o
acumulo de OsC na aorta, depois da ingestao de dietarica
nesses compostos, aumentou a aterosclerose, suportando
a hipotese que ¢ parte da causa do desenvolvimento da
mesma (Peng et al., 1991). Estudos epidemiologicos so-
bre aterosclerose deram um exemplo extremo da implica-
cdo de OsC, ao apontarem como fator de risco o consumo
prolongado de uma espécie de manteiga clarificada de
origem indiana, conhecida como ghee. O produto apresen-
ta altos niveis de OsC (12,3% em relacdo ao colesterol),
representando forte suspeita de ser a causa das complica-
¢Oes ateroscleroticas de imigrantes indianos residentes em
Londres (Jacobson, 1987; Rama-Prasad, Subramanian,
1992).

Influéncia mutagénica e carcinogénica

As possiveis atividades mutagénica e carcinogénica
de OsC sdo ainda razdo de discussao (Linseisen, Wolfram,
1998b). Alguns estudos tém mostrado que a mistura de
OsC tem efeito mutagénico sobre a Salmonella
typhimurium (Smith, 1987), enquanto em outros estudos
revisados a atividade especifica de um determinado 6xi-
do ndo foi demonstrada em células bacterianas ou de ma-
miferos (Smith, Johnson, 1989). Demonstrou-se que o
5,60-epoxido do soro humano tem capacidade de se ligar
covalentemente ao DNA, formando um complexo estavel
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(Blackburn ef al., 1979). Em estudo da atividade
mutagénica do colesterol oxidado in vitro o incremento na
atividade foi observado com 4 h, mais lentamente a partir
das 6 até as 14 h, chegando a um maximo, e decrescendo
apos as 16 h (Watanabe et al.,1988). A inibi¢ao da sinte-
se do DNA pelo 7-Ceto, 25-OH, 70-OH ¢ 73-OH tem
sido indicada por inimeros estudos revisados (Smith,
Johnson, 1989). Relatou-se a capacidade mutagénica do
5,6-epoxido indicando, em principio, ser o  mais poten-
te que o a (Sevanian, Peterson, 1986).

A atividade carcinogénica tem sido demonstrada
com relagdo a alguns OsC, entre os quais, somente o 5,60.-
epoxido ¢ encontrado em alimentos e amostras bioldgicas.
As suspeitas de implicagao de OsC no cancer estao base-
adas nos efeitos citotoxicos das transformacoes celulares
que produzem, sugerindo que o Triol e os 5,6-epoéxidos
sejam carcinogénicos, mas nao existem testes conclusivos
sobre a mutagenicidade e carcinogenicidade desses 6xidos
(Smith, Jonhson, 1989).

Varios estudos em humanos tém relacionado
etiologicamente o Triol ao cancer de colon (Kendall et al.,
1992) e 0 5,6a-epoxido e 5,6 3-epéxido ao de mama
(Petrakis et al., 1981) e ao de prostata (Sporer et al.,1982).
Em resumo, a possivel associacdo de OsC com o cancer
provém de estudos de citotoxicidade e evidéncias indire-
tas, sendo relativamente poucas as informagdes existentes
sobre o assunto (Guardiola ef al.,1996).

CONCLUSOES

Sao fatos inegaveis a formagao de OsC em alimen-
tos e a implicacdao desses compostos em processos
citotoxicos, angiotoxicos e aterogénicos, entre outros. Os
niveis encontrados em alimentos devem ser considerados
potencialmente importantes, enquanto ndo forem conhe-
cidas as quantidades individuais e/ou totais dos OsC que
promoveriam os efeitos bioldgicos deletérios conhecidos.
Ha a necessidade da condugdo de pesquisas com
metodologias padronizadas no sentido da verificagdo do
nivel de contribuicdo dos OsC exodgenos, presentes nos
alimentos e/ou dietas, em relagdo aos enddgenos, metabo-
licamente produzidos, até para o esclarecimento de con-
tradi¢des encontradas na literatura. E importante toda a
énfase que possa ser dada no sentido de ser reduzida a um
minimo inevitavel a oxidagao do colesterol em alimentos.
Isso implica revisao dos procedimentos tecnologicos, in-
cluindo o armazenamento, e também durante o preparo de
alimentos em nivel doméstico, evitando-se que OsC for-
mados possam ser ingeridos.
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ABSTRACT

Cholesterol oxides: occurrence in foods, formation
and biological effects

Important points involving the occurrence of cholesterol
oxides -COs- in foods, formation mechanisms and
biological activities of these compounds associated to
cytotoxic, angiotoxic, atherogenic, mutagenic and
carcinogenic processes were reviewed. The individual
and/or total COs levels detected in foods were considered
of potential risk for health. It was also considered
necessary to determine the implication of COs from
dietary sources in relation to endogenous COs formed
metabolically. Inhibition of the cholesterol oxidation in
foods to prevent the ingestion of these oxides was
emphasized.

UNITERMS': Cholesterol. Cholesterol oxidation.
Cholesterol oxides. Foods.
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