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1) INTRODUGAO

Para serem absorvidos, lipideos devem atravessar a dupla camada lipidica da
membrana em borda de escova (BBM) do enterdcito. Isto deve ocorrer através de
um movimento passivo ou através de um transporte mediado por proteina
[Borgstrom et al. 1957, 1977, Johnston 1968, Shiau 1987, Sallee et al. 1972,
Westergaard 1987, Thomson e Dietschy 1981]. Evidéncias de absorgéo passiva

incluem:

1) na maioria dos estudos, a velocidade da absorgao lipidica € uma funcao
linear da concentracéo,

2) competicao entre lipideos por sitios de absor¢dao ndo tem sido demonstrado,

3) o coeficiente de permeabilidade da membrana para varios lipideos aumenta
com a hidrofobicidade dos mesmos, com uma relagdo linear entre o nimero de
grupos CH, e o coeficiente de permeabilidade passiva [ Borgstrom et al. 1957;
Borgstrom 1977; Johnson 1968; Shiau 1987; Sallee et al. 1972; Westgaard 1987;
Thomson e Dietschy 1981].

Evidéncia de um componente mediado por proteina incluem dados de estudos
do uso de um anticorpo contra uma membrana presente na BBM, denominada de
FABP, [ Stremmel et al. 1985a]. Um anticorpo especifico contra esta proteina
carreadora de acidos graxos (anti-FABP_ -Ab) diminui significativamente a absorgéo
lipidica pela BBM em estudos utilizando segmentos intestinais perfundidos,
enterécitos isolados e vesiculas [ Stremmel et al. 1986a, 1986b, Stremmel 1990].

Além disso lipideos podem ter o coeficiente de permeabilidade passiva
alterada como resultado da atividade do antitransportador de Na’ e H". A absorgdo
do acido fdlico e oligipeptideos, por exemplo, € modulado pela presenga de
microclima acidico adjacente a BBM [ Lucas et al. 1975]. Este microclima acidico é
mantido pela atividade do antitransportador de Na'e H'[ Shimada e Oshi 1987, 1988
Shimada 1987].



Estas proteinas tém sido descritos na BBM e na membrana basolateral do
enterdcito [ Acra et al. 1991, Orsenigo et al. 1990, knickelbein et al. 1988]. O MA do
enterécito também parece ser importante para a absorcdo de outros Acidos
orgéanicos fracos como acidos graxos [ Lucas 1984]. Um aumento artificial no pH do
micromeio diminui a absorg@o de acido oleico nos sacos evertidos intestinais [ Shiau
1990, Lucas et al. 1976, Lucas 1984a, 1984b ].

Baixo pH pode influenciar a absorgéo de lipideos em pelo menos trés vias:

1) a concentrag@o micelar critica acidos graxos e colesterol esta aumentada
em pH baixo ( aumentando assim a dissociagao das micelas compostas e resultando

em um aumento da capacidade de absorgéo);

2) em pH baixo a maioria dos acidos graxos estdo em forma protonada;
aumentando assim sua hidrofobicidade e sua habilidade de solubilizagdo dentro da
BBM; e

3) acidos graxos protonados equilibram-se mais rapido entre os dois folhetos
da BBM [ Carrey e Small 1979, Small et al. 1984 ].

Para manter o MA, alguma barreira deve estar interposta entre a BBM e o
contetido luminal. A existéncia de uma camada de agua nao agitada (UWL) e uma
camada de muco adjacente a BBM tem sido demonstrada em animais e em
humanos [ Lucas et al. 1975b, Said et al 1987]. A composigao eletrolitica e o pH
desta capa de muco parece ser constante [ Lucas 1984a,1984]. Uma interessante
propriedade do muco € a sua capacidade de diminuir a difusdo lateral de ions H"

agindo assim como um agente na restrigio na difusdo de H'".

Além disso, a interagdo de acidos graxos livres com muco produz uma
diminuigdo adicional na difusdo lateral de H [Sarosiek et al. 1984]. Shiau et al.
[1990] demonstrou que a presenca de uma camada de mucina acidica facilita a
dissociagao da micela e a difusdo de acidos graxos e que o MA tem um papel crucial
na absorgao intestinal de acido oleico.



Na presente revisdao, a absorgdo de acidos graxos pela BBM é revisada,

levando-se em conta estes fatores

2) REVISAO

A membrana intestinal em borda de escova ndo € mais considerada como
uma dupla camada lipidica inerte que separa o interior da célula do meio externo
[Singer e Nicolson 1972]. Ao invés disso, ela € agora reconhecida como um sitio
onde as células interagem ativamente com o meio externo [Meddings 1988, 1989,
1990]. A BBM ¢é capaz de adaptar sua composicdo em resposta a dieta, diabetes,
radiagcdo, lesbes, ingestdao de etanol, resseccdo intestinal e idade [Karasov e
Diamond 1987, Grey et al. 1984].

A maioria das células dos vertebrados sao expostas a um meio constante e
nunca encontram uma grande variagdo no nivel de substrato. Portanto,
diferentemente de certas bactérias e leveduras, ndo necessitam de regulagédo
substrato-dependente de suas enzimas. [Diamond 1991]. A BBM do enterdcito,
entretanto, € uma excegao, visto que os niveis de substancias nutrientes podem
variar de refeigcdo para refeicdo. No relativo curto tempo de vida do enterdcito, a
BBM ¢é transposta passiva e ativamente por um grande nimero de diferentes
substancias. O intestino deve adaptar a sua capacidade de absor¢éo de nutrientes e
adaptar-se as mudangas vindas do meio interno e externo [Diamond 1991].

Por décadas a absorgao passiva através da BBM tem sido proposta como o
unico mecanismo.[Borgstrom et al. 1957, Borgstrom 1977, Johnston 1968, Shiau
1987, Sallee et al. 1972, Westergaard 1987, Thomson e Dietschy 1981]. O principio
fundamentando a virtual impermeabilidade da dupla camada lipidica para ions,
agucares, aminoacidos, nucleotideos e outros nutrientes hidrosoliveis. Estes
nutrientes para permearem a BBM, necessitam de ajuda de um sistema de
transporte protéico ou, através da via paracelular [Madara 1989]. Por outro lado,
substéncias lipofilicas como acidos graxos livres e colesterol, difundem-se livremente
através da dupla camada da BBM sem a ajuda de um sistema de transporte
Prdtéico [Brodie et al. 1957, Hogben et al. 1959]. As propriedades hidrofébicas dos



lipideos, no entanto, criam um problema de solubilidade luminar e citoplasmatico que
deve ser superado para permitir seu transporte e metabolizagdo. [Small 1970].

O objetivo deste estudo é abordar de uma maneira fisiologica a interagcdo dos
lipideos com a BBM: uma vez digerido em seus componentes basicos pelas enzimas
pancreaticas, os lipideos, para serem absorvidos devem atravessar duas barreiras:
a camada de agua nao agitada (UWL) e a BBM [Revisado em Thomson e Dietschy
1981 e em Shiau 1987]. A UWL ¢é formada por muco hidratado e uma série de
lamelas de agua que se estendem do exterior da BBM, e que progressivamente véo
até as camadas imperceptivelmente com a fase luminal. A composigao idnica e o
pH da UWL podem ser diferentes do contetdo luminal [Lucas 1984a, 1984b]. O pH
da UWL em diferentes modelos animais, tem sido reportado como abaixo de 6 e é
relativamente independente do pH luminal [Lucas 1984a ,1984b]. Esta regido de
baixo pH é conhecida como microclima acidico (MA) [Lucas et al.].Este microclima
acidico pode alterar a velocidade de penetragdo do soluto, por alterar a relagdo entre
as formas ionizadas e n&o ionizadas do soluto. [Lucas 1984a, 1984b].Por exemlo, a
absorcéo do acido folico € aumentado na presenga de um baixo pH. Ma absorgéo
de acido félico tem sido descrito quando o pH do microclima é alto [Lucas et al.
1976, 1978a, 1978b]. A presenga de um microclima acido pode também alterar a
absorcao de lipideos. O pH dos acidos graxos em uma solugdo aquosa € proximo a
4.8, desta maneira, em um pH préximo a 6 uma porgao significativa de acidos graxos
esta na forma protonada. Acidos graxos protonados sdo mais hidrofébicos do que os
ndo-protonados, e favorecem na sua difusdo dentro da BBM [Brodie et al. 1957,
Perkins e Cafiso 1987a, 1987b).Sindromes de ma absorgéo, como espru tropical e
doenga celiaca, estdo associados com uma elevagdo anormal do pH no MA [Lucas
et al. 1976, Lucas e Mathan 1989]. O baixoc pH na UWL ¢ mantido pela atividade de
uma enzima chamada cotransportador de sédio e hidrogénio (NHE) [ Shimada e
Oshi 1987, 1988]. Muitas observagiﬁes- confirmam o conceito que lipideos penetram
passivamente na BBM: 1) a velocidade da absorgéo lipidica é uma fungéo linear da
concentragdo, com nenhum componéfife de saturagdao demonstrado na maioria dos
estudos [Revisado em Thomson e Dietschy 1981}; 2) competi¢cdo ou deslocamento



de receptores lipidicos ndao tem sido convincentemente demonstrado [Meddings
1988]; 3) o coeficiente de permeabilidade da membrana por uma série de provas
lipidicas aumenta com a hidrofobicidade da prova [Revisado em Thomson e Dietschy
1981]; 4) lipideos podem ser absorvidos por lipossomas, um sistema de dupla
camada lipidica sem proteinas [Perkins e Cafiso 1987a, 1987b]. A absorgdo passiva
de lipideos é convencionalmente idealizado ocorrer pelos seguintes passos
[Revisado em Shiau 1987, Glickmam 1980] : 1) lipideos sao solubilizados em
micelas compostas dissociam-se destas micelas; 2) lipideos adsorvam-se e
penetram no folheto externo da BBM e 3) sdo captados por uma proteina
citoplasmatica especifica em transporte lipidico (FABPc).

3) A CAMADA DE AGUA NAO AGITADA ( UWL )

A presenca de uma camada de agua nao agitada (UWL) adjacente a BBM
tem sido confirmada por diferentes técnicas em diferentes modelos experimentais
[Dietschy 1971; Thomson 1981, 1982a]. A UWL constitue uma consideravel barreira
para a absorgdo de nutrientes [Thomson e Dietschy 1980].

O movimento de solutos através da UWL ocorre via difusdo simples no qual a
velocidade do movimento é determinado pela espessura funcional da UWL, pela a
area de UWL, pela constante difusdo aquosa do soluto e pelo gradiente de
concentragdo entre o conteudo luminal e a BBM [Revisado em Thomson e Dietschy
1981]. A composicdo idnica da UWL parece ser uniforme, com concentracoes
constantes de H' ,K' , NA" e CL [ Lucas 1984a; Shepard 1989]. Por exemplo, o pH
da UWL menor do que 6 em diferentes modelos animais e em humanos, sendo
relativamente independente do pH do contetdo luminal [Lucas et al. 1975, Lucas et
al. 1976, Lucas e Mathan 1989; Shiau 1990]. Esta regido de baixo pH nao pode ser
explicado exclusivamente com base na UWL: uma camada em muco adjacente a
BBM contribue para manter este microclima [Shiau et al. 1985, Shepard 1989].

O muco intestinal € secretado pelas células mucdides intestinais, também
chamadas de globet cells [Neutra e Forstner 1987]. Estas células epiteliais sédo
encontradas em todo o trato gastrointestinal, incluindo as glandulas salivares,



esbfago, estdmago, intestino delgado e grosso, vesicula e ductos pancreaticos. As
células mucdides estdo polarizadas e localizadas na superficie da mucosa e no
epitélio invaginado da mucosa e submucosa das glandulas e criptas [(Neutra e
Forstner 1987]. O muco intestinal € composto de glicoproteinas, agua, vérias
macromoléculas celulares e séricas, eletrdlitos e células mortas [Allen 1981].

A composicdo quimica, estrutural e funcional do muco é similar ao longo de
todo o trato gastrointestinal [Allen 1981, Sellen e Allen 1989]. A consisténcia tipo gel
do muco é devido ao seu maior componente protéico, a mucina [Allen 1981, Neutra
e Forstner 1987]. A mucina € uma glicoproteina com oligossacarideos ligados a
Ser(thr)-GalNac por uma cadeia polipeptidica [Neutra e Forstner 1987]. A proteina
pode ser dividida em pelo menos trés dominios estruturais maiores. A cadeia de
dominio central consiste de uma ordem de aproximadamente 100 tandem repetidos
em 23 aminoacidos cada. Esta regido de 2300 aminoacidos é 60% Thr, e
potencialmente e excessivamente glicosilado. O terminal carboxilico tem
aproximadamente 984 aminodcidos em comprimento, com um alto contetido de Thr,
Ser e Cys. Uma vez secretado, a mucina agrupa-se como um sistema de gel, isto €,
as macromoléculas em solugdes ligadas entre si (pelo menos uma ligagdo por
cadeia) dando origem a uma infinita rede [Allen 1981, Neutra e Forstner 1987]. Este
arranjo especial da mucina da ao muco a sua caracteristica de viscoelasticidade e
pode contribuir para outras propriedades fisicas, coma sua habilidade de retardar a
difusao idnica [Saroziek et al. 1983a, 1983b, 1984]. Inicialmente, supunha-se que o
muco intestinal tivesse uma fungdo meramente protetora [Silberberg e Meyer 1982,
Neutra e Forstner 1987]. Entretanto, evidéncias recentes sugerem um papel mais
importante do muco intestinal, influindo na absorgéo de nutrientes e na distribuicéo
ibnica na superficie epitelial [Guth e Engelhardt 1989, Mantle et al 1990]. Por
exemplo, o muco intestinal modula a absor¢do de ferro pelo enterécito e esta
modulag&o parece ser relatada as propriedades fisicas do muco intestinal [Wien e
Van Campen 1991].E descrito um tipo de mucina no intestino com alta afinidade pelo
colesterol a qual € apto a ligar-se ao colesterol de um modo estoiquiométrico. A esta
captagdo de colesterol pela mucina ocorre durante a incubagdo de segmentos



intestinais com solugao contendo colesterol e resultam em um mais alto nivel de
absorgdo de colesterol.. A mucina pode portanto modelar a propriedade de

absorgéao jejunal.

As propriedades fisicas do muco intestinal também parecem ser importantes
para manutengdo do MA [Shiau et al 1985]. Difusdo lateral de H * é
significativamente reduzido em mucina, comparado com a difusdo de H" na agua ou
salina. Purificado glicoproteico de muco, reduz a permeabilidade de H * em 90%,
quando comparado com salina. Mais ainda, quando &cidos graxos ligam-se
covalentemente a mucoproteinas, a difusdo lateral de H * é ainda mais lenta
[Saroziek et al. 1983a, 1983b, 1984 |. Extracédo de lipideos neutros, glicolipideos e
fosfolipideos associados com mucosa gastrica canina reduz em significativamente a
habilidade do muco retardar a difusdo de H". Muco acido facilita a dissociagéo de
acido oleico das micelas compostas, com isso aumentando a quantidade de acidos

graxos livres disponiveis para a absorgdo [ Shiau 1987, 1990].
4) O ANTITRANSPORTADOR DE NA' e H'(NHE)

Acredita-se que a alta concentragdo de H' no microclima seja gerado pela
atividade da NHE [Shimada e Oshi 1987, 1988]. A NHE ¢é uma proteina
transportadora e esta presente na maioria, se ndo em todas as células dos
mamiferos, que media a troca de NA" por H" [Grinstein et al. 1989]. A troca NA"/ H*
tem sido detectada na BBM e membrana basolateral dos enterécitos isolados do
jejuno e do ileo [ Acra et al. 1991, Orsenigo et al. 1990,]. No ileo do coelho, o NHE é
detectado em enterocitos isolados da cripta e do vilo [Sundaram et al. 1991].
Anticarreadores com diferentes propriedades cinéticas estdo presentes na BBM e
membrana basolateral destas células [Orsenigo et al. 1990). Ndo ha dados
disponiveis sobre o NHE ao longo do eixo cripto-vilosidade jejunal.

Diferentes isoformas de NHE tem sido descritas [ Grinstein et al. 1989]. A
isoforma NHE-1 esta presente em quase todos os tecidos incluindo a membrana
basolateral do intestino. A isoforma NHE-2 esta presente na BBM do intestino, no rim
e na glandula adrenal, mas sua fungdo é desconhecida. A terceira isoforma, NHE-3,



€ especifica das células epiteliais e esta presente no intestino e rim de humanos e
coelhos embora ndo se saiba sua localizagdo na BBM e na membrana basolateral
[Tse et al. 1992]. As isoformas foram classificadas com base na afinidade e cinética
do NA'", sensibilidades para amiloride e analogos e as suas regulagdes por
mensageiros secundarios. A NHE-1 e a NHE-2 tem afinidade similar para NA" ,
mostram evidéncia de sitios modificadores internos, tém diferente sensibilidade para
o analogo de amiloride, etilsopropilamiloride ( ndo para o amiloride ; Ki 50 mM para
NHE-1 e 100 mM para NHE-2), e sdo estimulados por esteres de forbol e soro. Em
estudo recente em jejuno humano, o Ki para amiloride na BBM foi aproximadamente
100 mM e na membrana basolateral foi aproximadamente [Gleeson 1992].

Inibicdo por amiloride € uma caracteristica prépria do NHE da membrana
plasmatica das células animais. Amiloride ¢é um substituto do anel pirazinico com
dois grupos aminos unidos nas posigdes 3 e 5 do anel, um cloro na posi¢ao 6, e uma
acilguanidina na posi¢ao 2 [Grinstein et al. 1989]. No pH fisiolégico, o amiloride esta
predominantemente na forma protonada como um cation monovalente; esta forma
de carga positiva € a forma ativa como bloqueador do NHE [ Benos 1982]. Amiloride
parece inibir o NHE por competicdo com o NA". Substituicdo alquila na posigéo 5
potencializa a habilidade da molécula original para inibir atividade do NHE. Alguns
destes sdo 100 vezes mais potentes do que o préprio amiloride. Modificagcdo do
terminal nitrogénio guanidino diminue a poténcia do amiloride [Benos 1982]. Em
adigado a amiloride, guanidinium e muitos derivados guanidinium como guanachior, e
alcaldides como quinidine e harmaline inibem a NHE [Kinsella e Aronson 1980,
Parker 1983]. A sensibilidade para amiloride e derivados tem sido usado para
classificar e diferenciar diferentes isoformas de NHE nas células animais [Grinstein
et al. 1989]. A tabela 1 lista os mais comuns anélogos de amiloride e suas relativas
eficacias e seus efeitos em outros sistemas de transportes.

E geralmente aceito que a estoiquiometria da troca de NA"/ H* é de um para
um [Grinstein e Rothstein 1986]. Compativel com a estoiquiometria, o sistema é
eletroneutro, isto é, a ativagio ou inibigdo da NHE ndo tem efeito direto no potencial
de membrana [Grinstein et al. 1984], e uma alteragéo no potencial de membrana nao



tem efeito na sensibilidade ao amiloride na troca NA"/H". Em condigbes fisiolGgicas,
NHE opera expulsando o H" e captando o NA" [Aronson 1985]. Além do NA', o NHE
pode transportar Li* e provavelmente NH" mas ndo K, Rb" ou cations organicos
como choline ou N-metil D-glucamine [Aronson 1985]. A densidade de NHE em
linfécitos, como taxado por anadlise de Scatchard, € estimado ser um maximo de
aproximadamente 8000 anticarreadores por célula, com um turnover de
aproximadamente 2500 movimentos/sec [ Dixon et al. 1987].

Peso K; (uM) do Sistema Inibido Propriedades
Droga i (uM) pri
Molecular Fisicas
canal de | NHE [ anti- pK % em agua
Na' carreador x etanol
5-(N-Methyl-N-isobutyl)Amiloride 299,70 > 300 0,44 135 8.1 6
5- (N, N-Hexamethyl) Amiloride 311,80 > 400 0,16 100 8.5 7
5- (N-Methyl-N-GCN) Amiloride 342,15 - 1,36 1.571 9,2 94
5-(N-Ethyl-N-Isopropyl)Amiloride 299,73 > 300 0,04 130 84 6
Dihidrato Hidrocloridrico 302,13 0,34 834 110 48,7 99

A interagéo externa de NA" com NHE é compativel com um UGnico sitio de
ligagédo [Aronson et al. 1982]. A dependéncia do transporte de NA" no H' interno é ,
entretanto, consideravelmente mais dificil [ Aronson et al. 1982]. Esta observacéo e
o efeito assimétrico do H" quando presente do lado de fora da célula , guiou estes
autores a postular a existéncia de um sitio modificador alostérico confinado no lado
citoplasmatico da NHE. Devido a agdo deste sitio modificador alostérico, o NHE
tornou-se virtualmente inativo na variagéo fisioldgica do pH; enquanto em um pH
baixo, a protonagao do sitio modificador aumenta a atividade do NHE [ Aronson et al.
1982, Grinstein e Rothstein 1986, Seifter € Aronson 1986]. Por outro lado, a
diminuicdo da atividade da NHE no pH fisiolégico pode proteger a célula da




alcalinizagdo. [Grinstein e Rothstein 1986]. O NHE da BBM aparentemente nao
possuem modificador interno [ Dudeja et al. 1991a].

A troca de H' por NA" é o lnico mecanismo envolvido na expulsdo de H' pelas
células [Grinstein et al. 1989]. Simultaneamente com ¢ mecanismo independente
de expulsdo de bicarbonato, tem um papel central no controle do pH intracelular
[Busa e Nucitelli 1984, Grinstein et al. 1984, 1986, 1989, Aronson 1985]. Embora a
troca NA'/H" seja osmoticamente neutra, como consequéncia da expulsdo de H’, a
dissociagdo de tampdes intracelulares resulta em uma rede de ganho de NA’
[Grinstein et al. 1984]. Muitas células, incluindo eritrécitos [ Parker 1983], linfocitos
[Grinstein et al. 1984] e algumas células epiteliais usam este mecanismo para
recuperar volume celular, por exemplo, depois de contracdo hiperosmdtica.
Adicionalmente, células mutantes sem NHE [Grinstein et al 1989], tem demonstrado
dificuldade em adquirir estas fungdes.

No enterécito, entretanto, a ativacdo do NHE e a ativacdo do segundo
antiporter (CL/HCO,) podera aumentar o CL citoplasmatico promovendo entdo uma
saida através da ‘'membrana basolateral [ Aronson et al. 1983, Seifer e Aronson
1986].A ativacdo de NHE pode levar a trés consequéncias imediatas: alcalinizagdo
do citoplasma; um aumento na concentracdo intracelular de NA" ; um aumento na
absorgédo celular de agua [ Grinstein e Rothstein 1986]. Nas células que tem a troca
NA’/CA™, mudangas na concentragdo intracelular de NA" pode levar a um aumento
na concentragdo intracelular de CA™ [ Grinstein et al 1984]. Johnson e Epell [1976)]
sugeriram pela primeira vez o envolvimento da ativagdo da NHE com proliferacao
celular.

Um grande impeto nos estudos de anticarreadores foi observado
posteriormente. Cinco linhas de evidéncia suportam este conceito [Grinstein et al.
1989] : 1) virtuaimente todos os agentes que promovem crescimento ativam o NHE
[Grinstein e Rothstein 1987]; 2) em alguns sistemas, alcalinizagdo do citoplasma
induz a proliferagéo [ Mazia e Ruby 1974, L'Allemain et al. 1984, Rozengurt 1986]; 3)
a resposta proliferativa depende do NA" extracelular [JohnSon et al. 1976]; 4)
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inibidores de NHE podem bloquear o crescimento celular [Johnson et al. 1976]; 5)
abaixo de certas condigdes, o crescimento € diminuido em células mutantes sem
anticarreador. Entretanto, todos os elos entre a proliferagdo celular e o0 NHE séo
indiretos, e dados de relagao diretas nao tem sido demonstrados. A questdo “a
ativacdo do NHE é primaria ou secundaria ao evento da proliferagdo celular? ”
permanece ser respondida [Grinstein et al. 1989]. A importéancia do NHE para
proliferacao intestinal ou adaptacao intestinal € desconhecida mas, é interessante
que a atividade do NHE nas células intestinais estd aumentada no diabetes mellitus
induzido por estreptozotocina, uma condi¢do no qual € associado com aumento da
absorcgao intestinal de glicose e lipideos [ Dudeja et al. 1991a].

As funcées do NHE no intestino, além do papel desempenhado na
proliferacao celular, incluem: 1) absorcdo eletroneutra de NaCl; 2) regulagao de pH

intracelular; 3) regulagdo do volume intracelular; e 4) manuntengéo do MA.

Evidéncias sugerem que a absorgéo eletroneutra de NaCl € devido a troca
Na'/H" junto com CI/HCO, [Knickelbein et al. 1988]. Semelhantemente a outras
células, os enterécitos usam NHE para regular o pH interno e o volume celular
[Shimada 1987, Grinstein et al. 1984, 1986, 1989, Sundaram et al. 1991, Cohen et
al. 1990]. A manutencdo do MA na superficie da BBM é resultado da atividade do
NHE [ Shimada e Oshi 1987, 1988].

Compativel com esta opinido é a alteragdo observada no pH do microclima
em condi¢cdes que alteram a atividade do NHE, como a perfusdo do intestino com
solugbes livres de Na* ou com solugbes contendo amiloride no qual aumenta o pH do
microclima [Shimada e Oshi 1987]. Este efeito no pH do microclima pode
indiretamente afetar a absorgdo de outros acidos orgénicos fracos como o acido
folico e acidos graxos, alterando a relagdo entre formas conjugadas e ionizadas do
soluto [Lucas 1984a, 1984b].

Acidos graxos podem trazer alteragbes significativas na atividade de varios
sistemas de transportes da BBM do intestino delgado, interagindo diretamente com o
transporte protéica qu abolindo a energia inicial, que € necessaria para o transporte
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do processo. Em vesiculas da BBM, o acido oleico inibe a atividade do NHE
[Tiruppathi et al. 1988]. A inibicdo do NHE por acido oleico ndo € devido ao aumento
do gradiente de H'. E devido a interagéo direta do &cido graxo com o transporte
proteico visto que a associagéo acido oleico na redugdo da absorgdo de Na* é similar
na presenca e na auséncia de gradiente H'. A inibicdo do NHE intestinal por acido
oleico é parcialmente reversivel. Pouca inibicdo € notada com os acidos octandico,
miristico, palmitico e estedérico, enquanto que a absorgéo de Na“ é inibida em 50%
com acido laurico, em 35% inibida com acido oleico, e 15%, 10%, e 5% com &cidos

linoleico, linolénico e ricinoleico, respectivamente.

A absorcao de D-glicose e L-alanina esta reduzido na presenga de 500 M de
acido oleico e dipeptideo por BBMV [Tiruppathi et al. 1988]. Quando analisado na
presenca de um gradiente definido internamente de Na’, o transporte da D-glicose e
da L-alanina € inibido por acidos graxos. Isto sugere que a inibicdo foi devido ao
aumento do gradiente de Na’, ao contrario de um efeito direto nos sistemas de
transporte. Incubagao de vesiculas da BBM de coelho com &cido oleico leva a
incorporagao de acido graxo para dentro da BBM, no qual pode alterar a fluidez da
membrana e por isso mudar a atividade de certos transportes protéicos [Merril et al.
1987]. A ativagdo do NHE media a rede de transporte Na" e H' [ Grinstein et al.
1984]. Quando a concentracdo do gradiente de Na" transmenbranico é
termodinamicamente balanceado por um equivalente mas oposto a um gradiente de
H' (i. e. [ Na=]o/ [Na']i = [ H']o/ [ H']i), nenhuma rede de movimento destes ions
ocorre. A Unica forga guia é a combinagdo dos gradientes de Na" e H' na direcédo
oposta, sem a intervengado da energia de reagdes metabdlicas [Grinstein e Rothstein
1986]. H" gerado por atividades metabdlicas do enterdcito, como o metabolismo da
glicose e a divisdo celular, sdo ativamente expulsos na troca com Na' no limem
intestinal. Isto pode explicar o efeito da glicose em diminuir o pH do MA: o
metabolismo da glicose produz lactato, CO2 e H', por isso ativa o antiporter com H*
trocado por Na* [Lucas et al. 1980, Shiau 1990]. Uma vez que o H' esta exteriorizado

do enterdcito, a camada de mucina diminui a difusdo do H' de volta ao limem

12



intestinal [ Shiau e Levine 1980, Shiau et al. 1985, Saroziek et al. 1984, Lucas
1984a, 1984b, Alien 1981, Forlong et al. 1990].

Baseado este conceito, perfusdo do limem intestinal com solugbes livre de
Na’, tratamento do intestino com inibidores da anidrase carbénica, inibidores da
divisdo celular ou agentes mucoliticos, todos tém mostrado aumentar o pH do MA
[Shimada e Oshi 1988]. A espessura do gradiente de pH é por volta de 900- 1300
mM comparavel com a espessura da UWL [Said et al. 1986, 1987a, 1987b]. O
tratamento de segmentos da mucosa jejunal com ouabaina, um inibidor da
membrana basolateral Na'/K'-ATPase, aumenta o pH e diminui a espessura do
microclima. O mecanismo pelo qual a ouabaina inibe a atividade do NHE é pelo
actimulo de Na’ no citoplasma. Quando [Na']i > [Na']o, a atividade do NHE é inibida
[Grinstein et al 1989].

Um efeito similar tem sido observado usando amiloride, um inibidor do NHE. A
substituicdo de Na* por Li* na perfusédo da solugcdo também aumenta o microcroclima
Li" pode substituir o Na* na NHE mas ndo na Na’/K' ATPase na membrana
basolateral [Grinstein et al. 1989]. O acumulo de Li" no enterdcito favorece a
diminuigcdo da troca de H* [Shimada e Oshi 1987, 1988]. Concluindo, um MA
adjacente a BBM onde o pH é mantido significativamente mais baixo do que o pH do
contetdo luminal. Este MA é gerado pela atividade da NHE e o H' é mantido fechado
na BBM pela capa UWL/muco.

5) A Membrana em Borda de Escova ( BBM )

No modelo fluido em mosaico das membranas, lipideos estdo organizados na
forma de uma bicamada suportando 'protel'nas periféricas e integrais [Singer e
Nicholson 1972]. Este modelo considera a dupla camada lipidica como um fluido
bidimensional no qual lipideos e proteinas estéo livres para difusdo. Neste modelo
lipideos e proteinas estdo distribuidos ao acaso. A fase lipidica expbe propriedades
de volume em termos de fluidez ( um liquido fluido isotrépico pode ser definido como
1/(F/u) onde F é forga para manter uma velocidade u na unidade de area ) [Schacter
1984]). Entretanto, a organizagdo da membrana € mais complexa do que isto:
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lipideos e proteinas estao distribuidas transversalmente e assimetricamente, no qual
a maioria das proteinas da membranas nao estéo livres para difusdo [ Op den Kamp
1979]. Isto é presumidamente devido a unido dos componentes do citoesqueleto
[Aszalos et al 1986]. A movimentagdo lateral dos lipideos dependem da sua
estrutura quimica e estado fisico, e da sua interagdo lipideo/colesterol e
lipideo/proteina [Anchordoguy et al. 1990].

Entre os lipideos formadores de membrana, glicerofosfolipideos
quantitativamente sdo os mais proeminentes, seguidos por esterdis, esfingolipideos,
glicoglicerolipideos. Os lipideos contribuem para a compartimentalizagéo das células
e interagem com enzimas da membrana, influenciando por isso suas atividades.
Lipideos e seus produtos de degradagdo podem funcionar como mensageiros
secundarios na transmissdo do sinal através das membranas plasmaticas [Daum
1990]. A composigdo da membrana lipidica é regulada pelo tamanho, e tecidos que
tém fungdes similares frequentemente tem uma composigao lipidica similar [White
1973]. Lipideos especificos podem ser requeridos para atividade enzimatica,
interagindo diretamente com proteina ou preparando um estado fisico requerido ( i.
e. “fluidez”) em um microclima favorecendo a estrutura tercidria enzimatica ¢tima.
Certos lipideos (como fosfatidilinositol e esfingolipideos) participam de um processo
de sinalizagdo transmembrana [Singer 1974], e controlam a composicdo da
membrana lipidica por ser necessario proteger a membrana ou adapta-la as

mudangas do meio.

O epitélio € composto por células polarizadas cuja membrana plasmatica é
separada em duas partes: a membrana basal e a membrana apical. No intestino,
estas duas principais membranas, a BBM € a membrana basolateral, diferem em
morfologia, processo de transporte, permeabilidade ibnica, distribuicdo de
glicolipideos e proteinas, e a sensibilidade para horménios e drogas [Spiegel et al
1988].

Inequivocamente, a composigdo da BBM e da membrana basolateral sdo
diferentes. Esta diferente composicdo provavelmente esta relacionada com a
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diferente funcdo destas membranas Enquanto a BBM é continuamente transposta do
exterior para o interior, em uma fungdo absortiva, a membrana basolateral &

transposta do interior para o exterior em uma fungao excretora
6) Proteina Citoplasmatica Carreadoras de Acido Graxo

Ha duas proteinas carreadoras no citosol do intestino, uma especifica do
intestino (I-FABP,), e uma no qual est4 também presente no figado ( L-FABP).

A L-FABP, e I-FABP, sdo proteinas comuns no enterocito e o padréo de
distribuicdo delas corresponde a localizagdo anatomica de absorgéo de gordura
[lseki e Kondo1990]. A concentragdo de L-FABP, é duas vezes mais elevado no
jejuno do rato do que no ileo, ao passo que a concentragédo de I-FABP, é 1.3 vezes
mais elevado nos mesmos segmentos [Sweester et al. 1988]. O enterdcito € a Unica
célula que expressa ambas as formas da FABP, e a razao disto € desconhecida
[Kaikaus et al. 1990].

As FABP, pertencem uma familia genética no qual pelo menos oito membros
foram identificados e caracterizados [ Kaikaus et al. 1990]. Estas proteinas com peso
molecular 14-15 kDa sdo abundantes e apresentam alta especificidade tecidual. Elas
estao presentes em tecidos que séo sujeitos a grandes fluxos de acidos graxos, ou
aqueles no qual tem alta demanda de acido graxo como substrato energético( como
figado, intestinos, coracdo e adipdcitos) [Veerkamp et al. 1991]. A parte do seu
papel no metabolismo lipidico, curiosamente a FABP, e o NHE podem estar
envolvidos na proliferacao celular e a FABP, pode estar indiretamente envolvido na
regulagdo do crescimento efou diferenciagdo do enterdcito [Ockner 1990]. Os
seguintes estudos dao evidéncias para confirmar esta hipétese:

1) L-FABP, pode transportar diferentes espécies de carcinégenos, e
é a principal proteina alvo do carcinégeno hepatico N-(2-fluorenyl)-acetamide (2-
acetaaminofluorene) em figado de rato [Cooper et al. 1989];
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2) L-FABP, esta marcadamente aumentada durante a mitose e a
regeneragdo em figados normais, assim como durante a proliferagao

neoplasica [Cooper et al. 1989,

3) L-FABP, liga-se com alta afinidade as prostaglandinas e
leucotrienos [Khan e Sorof 1990];

4) A modulagdo de acido graxo livre e acil-CoA pela L-FABP, pode
também ser importante por causa suas ativagdes da proteina quinase C
no qual atua em um papel vital na tradugdo do sinal de muitos fatores de
crescimento [Khan e Sorof 1990];;

5) L-FABP_ mostrou ter 84% de sequéncia homdéloga com o inibidor de
crescimento de derivado mamario ( MDGI), um peptideo regulador de
crescimento no qual o papel especifico € interromper o crescimento de
células epiteliais mamarias quando elas tornam-se acometidas pela
diferenciag¢do na glandula mamaria [Khan e Sorof 1990];

6) Especificamente no intestino, a L-FABP, ndo é expressado nas
proliferativas ceélulas da cripta, € somente aparece sob condi¢des
especiais como por exemplo durante a inanigdo, no qual esta claramente
associado com atrofia intestinal [ Iseki et al. 1990].

O intestino também mantém um gradiente de expresséo da L-FABP, ao longo

do eixo vilo-cripta sendo a L-FABP, confinada a células absortivas do vilo. [ Isek et

al. 1989, 1990]. O jejuno proximal e a extremidade do vilo intestinal estdo expostas a

maiores quantidades de gorduras de dieta do que o ileo e as criptas,

respectivamente. Assim, ha gradientes - “horizontal” ( proximal para distal) e

“vertical” (vilo para cripta, de acordo com a terminologia de Sweestser et al. 1988) -

expressando a L-FABP, e a I-FABP, ao longo do eixo cripto-vilo e ao longo de todo

intestino. A L-FABP,, imunorreativamente esta presente na célula epitelial absortiva

do vilo mas néo na cripta [ Sweetser et al. 1988]. A L-FABP, esta também localizada

mais acima do que na por¢cao mais baixa do eixo cripta-vilo [lseki e Kondo]. Este
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gradiente proximal-distal na concentragéo de L-FABP, esta desenvolvido pelo 17¢ dia
fetal no camundongo [Sweetser et al. 1988]. O I-FABPc e o L-FABP, estédo presentes
no 18° dia de gestagdo do rato [Rubin et al. 1989]. Entre os dias 15 e 17 da
gestacdo, mRNA L-FABP, aumenta 30 vezes no intestino, atingindo o pico durante o
segundo dia pés-natal [Hauft et al. 1989], o mRNA L-FABP_, no figado aumenta 8
vezes neste intervalo. No intestino delgado de ratos mRNAs para L- e I-FABP, séo
detectados em torno do 19° e 20° dia de idade fetal, e aumentam 3-4 vezes durante
o primeiro dia pds-natal. Durante o crescimento de 120 para 400 gm no rato, ha um
aumento da mRNA L-FABP, no figado e no intestino, € do mRNA I-FABP, no
intestino [ Gordon et al. 1985].

O jejum aumenta a concentragao relativa da L-FABP, no intestino proximal do
rato, e amplia sua distribuigéo para as criptas [Iseki et al. 1990]. A concentragdo de
L- e |- FABP, no intestino e mRNA I-FABP, é similar em ratos machos e fémeas.

Principais caracteristicas da I-FABP, e da L-FABP,

Caracteristicas I-Fabp, L-Fabp,
Estoquiometria 1 20u3

Sitio de unido dos acidos graxos Interior Perto da superficie
Dissociagdo AG/Proteina Insensivel ao pH Sensivel ao pH

Alteragdo conformacional devida | Insensivel ao pH Sensivel ao pH

ao pH
Transporta FAH Sim Nao
Especificidade AG Substancias

anfipaticas

As principais caracteristicas da I- e L-FABP, estdo resumidas na tabela acima
[Cistola et al. 1990].
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A estoiquiometria, posicao do sitio de ligacao carboxilado e a sensibilidade ao
pH sao as principais diferencas entre as duas proteinas [Cistola 1990].

Sugeriu-se que a L-FABP, une e transporta uma ampla variedade de
substancias, como monoacilglicerdis, lisofosfolipideos, sais biliares e fatores de
crescimento, enquanto a |I-FABP, exclusivamente transporta acidos graxos [Cistola
1990, Nemecz et al. 1991]. Derivados da Acil-CoA ligam-se a L-FABP, com menor
afinidade quando comparados com acidos graxos de cadeia longa, e os sitios de
ligacdo da Acil-CoA podem estar separados do sitio(s) de ligagdo dos acidos graxos
de cadeia longa. Outros lipideos que ligam-se a L-FABP, incluem lisofosfatidilcolina,
fosfatidilserina e monoglicerdis, prostaglandinas E, e metabdlitos do acido
araquidénico { 15-HPETE e 5-HETE). Prostaglandinas e leucotrienios tém sido
implicados na modulagédo do crescimento celular e também ligam-se a L-FABP, com
alta afinidade [Raza et al. 1989].

O conteido de L-FABP, do figado e intestino delgado, aumentam
modestamente a resposta a uma dieta alta em gordura; ha um aumento em 30% na
L-FABP, no jejuno e um aumento de 50% no ileo; resultando na perda do gradiente
“horizontal”. Em resposta a um contetdo de gordura, a I-FABP, aumenta somente no
ileo [ Ockner e Manning 1974].

Dietas pobres em gordura resultam em declineo de ambos 0s niveis de L- e |-
FABP, no intestino delgado proximal [Ockner e Manning 1974]. Baseado nestas
observacgdes varios autores sugerem que L- e I-FABP, desempenham um importante
papel na regulagdo da absor¢ao de lipideos [Clark e Armstrong 1989].

Sequéncia completa de nucleotideos tem sido estabelecidos para L-FABP,
[Sweetser et al. 1988], I-FABP, do rato [Ropson et al. 1990], I-FABP, humana
[Sweetser et al. 1988], proteina carreadora de retinol intestinal no rato, FABP de
adipécitos de camundongos, FABP, de coragdo humano [Boerchers et al. 1990], e
CRBP-I humano [Nilsson et al. 1988}. I-FABP, de rato ja teve sua estrutura expressa
em E. coli e as suas propriedades fisicas relativas aos acidos graxos tem sido
definidas [Sachettini et al. 1990]. O gene da FABP intestinal do rato foi definido
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[Sweetser et al. 1988; Green et al 1992], e a organizacdo destes genes parece ser
idéntica com 4,400-4,000 nucleotideos, quatro exons e trés introns. Tem sido
. proposto que o gene FABP intestinal resulta de uma duplicagdo intragénica [Gordon
e Lowe 1985]. Os genes codificando a I-FABP, e a FABP adipécito estdo no mesmo
cromossomo do camundongo [ Sweetser et al 1988; Green et al. 1992]. A sequéncia
do codigo do cDNA para a L-FABP, e -I-FABP_ ja foram expressas em E. coli. O
mRNA [-FABP, esta limitado ao intestino delgado e grosso de humanos, ratos e
macacos [Sweetser et al. 1988]. No camundongo o nivel de I-FABP, mRNA no ileo é
75% daquela no jejuno distal e é muito baixo no colon e no ceco [Sweetser et al.
1988]. O mRNA L-FABP, de rato é achado em altas concentragdes no figado e no
intestino { 0.7 e 2.1% do total de mRNA, respectivamente}; o mRNA I-FABP,
representa aproximadamente 1% do total de mRNA do intestino delgado do rato
[Bass et al. 1985].

7) Absorgao Passiva de Lipideos
7.1) Dissociagdo de micelas compostas no limem intestinal

Acidos biliares e fosfolipideos associados a lipideos formam micelas na fase
aquosa do lumem intestinal [ Small 1970, Carey e Small 1970, revisado em Thomson
e Dietschy 1981 e Shiau 1987]. Acidos biliares e fosfolipideos s&o secretados pelo
figado e entram no intestino através do trato biliar. A maioria dos acidos biliares sdo
conjugados da taurina ou glicina com acidos cholico e chenodeoxycholico [ revisado
em Thomson e Dietschy 1981 e em Shiau 1987]. Acidos biliares, 4cidos graxos
livres, monoacilglicerol e outros produtos da digestédo lipidicas existem como
mondmeros em baixa concentragdo. Quando uma concentragéo critica de Aacidos
biliares é alcangada, eles comegam a formar agregados conhecido como micelas
[Carey e Small 1970, Small 1970}. Quando a micela contém somente uma espécie
de lipideos e designado uma micela simples; quando contém mais do que uma
espécie de lipideo, é designado micela composta. Micelas compostas é a forma no
qual os produtos altamente hidrofdbicos da digestéo lipidica como monoglicérides,
acidos graxos de cadeia longa e colesterol, séo transportados no meio aquoso
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intestinal [Carey e Small 1970, Carey et al. 1983]. Uma vez formado, as moléculas
constituintes da micela composta estdo em um rapido equilibrio dinamico com as
moléculas livres na solugdo. Na presenga de micelas compostas a concentragao
aquosa de acidos biliares permanece relativamente constante [ Carey e Small 1970,
Small 1970, Salee 1974]. A concentragdo no qual um lipideo forma micelas é a
concentracdo micelar critica (CMC) e a CMC depende da composi¢do da micela
composta, temperatura, composicéo iénica e o pH da solugéo [Carey e Small 1970,
Revisado em Shiau 1987]. Temperaturas e pH baixos podem aumentar
significativamente a CMC [Carey e Small 1970, Small 1970]. Acidos biliares sao
reabsorvidos passivamente pelo intestino e sa@o reciclados através da circulagdo
enterohepética. Acidos biliares sdo absorvidos passivamente no intestino proximal,
visto que o ileo tem mecanismos de transporte ativo para recuperar o acido biliar e
para a prevencao de perda de grandes quantidades de acido biliar no célon onde
eles tém efeito catértico. Quantitativamente, o ileo terminal € o maior sitio de
reabsorgao de acido biliar em humanos e mas a contribuicdo do jejuno e a absorgéao
passiva sao significantes. A difusdo passiva é aumentada pela protonacéo de acidos
biliares, por diminuir 0 nimero de seus grupos hidroxilas e por sua desconjugagao. a
formagao de micelas compostas versus micelas simples também reduz a difusdo
passiva do acido biliar. O sistema de transporte ileal in vivo no rato € de baixa
afinidade e alta capacidade para conjugag¢6es taurina de acidos biliares hidrofilicos.

Trés diferentes modelos tem sido propostos para a absorgdo de lipideos da
micela [Revisado em Thomson e Dietschy 1981] (figura A). No primeiro modelo, a
micela inteira é transportada através da BBM. Nenhuma evidéncia experimental
confirma este modelo. No segundo modelo, lipideos sdo transportados diretamente
das micelas por coliséo entre a micela € a BBM. Em alguns sistemas experimentais,
isto parece ser o modelo de absorgao de colesterol mas nao para acidos graxos de
cadeia longa, e a importéncia deste sistema pode depender da composicdo da
micela. O terceiro modelo envolve a dissociagdo de lipideos em compartimento
aquoso.
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Fig. A: Diferentes modelos para a absorgao
de lipideos da micela

b ool

Captacao da Colisao Interfase aquosa
micela

Evidéncias experimentais para a confirmagdo do terceiro modelo foram

proporcionados por Westergaarden e Dietschy [1976].

Estes autores estudaram a absor¢gdo de diferentes concentragbes de
colesterol e acidos graxos in vitro em jejuno de coelho na presenca de diferentes
concentragbes de acidos biliares. Se o primeiro e 0 segundo modelo de absorgdo
lipidica da micela estiverem corretos, a absorgdao lipidica aumentaria
proporcionalmente ao numero de micelas na solugdo. Se o terceiro modelo fosse
correto, aumentando o numero de micelas diminuiria a absorgao lipidica favorecendo
a particao de acidos graxos dentro da micela [ Westgaard e Dietschy 1976]. Quando
se aumentava a concentragao de acidos biliares mantendo a concentragao de acido
graxo constante, havia uma diminuigcdo na absorgao lipidica, sugerindo a existéncia
de um compartimento aquoso intermediario [ Westgaar e Dietschy 1976]. Em recente
estudo usando vesiculas da BBM de coelhos, Proulx et al. [1984] demonstraram que
a absorgdo de colesterol aumentava linearmemte com a concentragido de acidos

biliares , sugerindo um modelo de colisdo para a absor¢cdo de colesterol. Este
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mesmo achado foi recentemente confirmado em estudos onde observou-se na
absorcao de colesterol por vesiculas da BBM de coelho, quando se aumentava a
concentracao de taurocolato de sédio [ Burdick et al. 1993]. O uso das vesiculas da
BBM para testar a absorgao lipidica, € entretanto, limitada pela eventual auséncia da
UWL. Uma modificagdo no modelo de Westgaard de absorgdo de lipideos é o
modelo proposto por Shiau et al. Neste modelo, as micelas entram em um MA, onde
se dissociam rapidamente por esse meio aumentando a eficacia da absorgao lipidica
[Shiau 1987, 1990]. Neste modelo, a absorcdo de acido graxo depende da
quantidade de acido graxo liberado no microclima. Mondmeros e micelas contribuem
para liberar o acido graxo dentro do microclima. Desde que a concentragdo
monomérica € limitada, o nimero de micelas e a quantidade de &cido graxo
transportado pela micela composta sdo os maiores determinantes para a absorcdo
de acidos graxos [ Shiau 1987, 1990].

Este mesmo autor, usando sacos intestinais de coelho evertido, demonstrou
que aumentando o pH do MA havia uma diminuicdo na absorgdo lipidica [ Shiau
1990]. A relacdo entre acido graxo e micela composta na presenca de um MA pode
ser entendida em relagdo as propriedades fisicas dos acidos graxos. Acidos graxos
sdo moléculas fortemente lipofilicas e fracamente hidrofilicas [Small 1970]. Em
solugdo, acidos graxos existem como misturas de espécies carregadas e nao-
carregadas. A proporgao relativa das duas formas pode ser dado pela equacéo de
Henderson-Hasselbach:

pH=pK + log([FAJ/[FAH])

onde pK é o pH no qual metade da ionizagdo esta completa, e FA"' e FAH sdo
quantidades relativas de sal e acido respectivamente [Small et al. 1984]. O pK do
grupo carboxila do acido graxo depende do meio [Small et al. 1984]. No meio aquoso
o pK do acido graxo € aproximadamente 4.8 ( isto é, em um pH 4.8, a quantidade de
FA e FAH é aproximadamente a mesma). No meio lipidico como o de uma micela
composta, o pK do acido graxo é aproximadamente 7 [Small et al. 1984]. No pH

neutro da fase aquosa do intestino, os acidos graxos solubilizados nas micelas
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compostas apresentam aproximadamente a mesma proporcdo de FA" e FAH. Isto
facilita a solubilizagdo dos acidos graxos no meio aquoso intestinal [Small 1970]. As
propriedades fisicas do muco intestinal conferem ao intestino a habilidade de manter
um pH relativamente baixo proximo a BBM, quando comparados com a fase luminal.
Esta regido, denominada de MA, pode ser de grande importadncia na absorgdo
lipidica. Nela os acidos graxos solubilizados na micela composta ficam protonados
facilitando com isso sua dissociagao [ Small 1970, Shiau 1990, Shiau e Levine 1980,
Shiau et al. 1990]. Os acidos graxos livres no MA tornam-se protonados no que
aumenta a hidrofobicidade e a liposolubilidade destas, por assim facilitando sua
particao dentro da BBM.

7.2) Adsorcao e penetracado dos lipideos no folheto externo da BBM

A adsorgéao do folheto externo da BBM depende sobretudo da interrelagao das
propriedades fisicas do soluto (neste caso, lipideos de dieta lipidica) e das do
solvente (neste caso, a BBM). Estudos fisico-quimicos de alguns anos atras
sugerem que entre todas as membranas com dupla camada lipidica, a BBM pode
ser uma das mais impermeaveis [Patton 1986]. A distribuicdo assimétrica dos
fosfolipideos na BBM parece ser a razao desta relativa impermeabilidade. Na BBM,
os esfingolipideos estéo presentes principaimente no folheto externo e podem trazer
alguns problemas adicionais para a penetragao lipidica passiva [Patton 1986, Dudeja
et al. 1991]. Esfingolipideos tendem a ficar muito unidos das moléculas de colesterol,
servirem em como “espacgadores”, estes nao parecem expandir a area média por
molécula de esfingolipideo [Paton 1986). Meddings [1988] demonstrou uma
correlagdo significativa entre as propriedades fisicas do folheto externo BBM, e a
absorgéo lipidica da BBM. Naquele estudo, foi mostrado que o jejuno, no qual é
exposto a maioria da dieta lipidica, tem uma alta fluidez no tergo externo-da BBM. O
ileo, por outro lado, menos exposto a dieta lipidica, tem uma alta rigidez no terco
externo do folheto da BBM. Este estudo demonstrou que também acidos graxos
podem modificar as propriedades fisicas da regido externa da BBM. A velocidade da
penetragdo de lipideos atraveés da BBM depende sobretudo das propriedades fisicas
da BBM e como resultado, um dos fatores limitantes na penetragdo de acido graxo

23



pode estar localizado no tergo externo da BBM [ Meddings 1988]. Ambas as formas
de acidos graxos, FA" e FAH podem penetrar a BBM. Desde que a BBM age como
um solvente para acidos graxos € necessario considerar a ligagao de ambas formas,
carregadas e nao-carregadas de acidos graxos @ BBM, e considerar a possibifidade
que a ligacdo destas formas (FA" e FAH) pode ser diferente. Por exemplo, a
captacdo de formas néo-carregadas (FAH) por lipossomas é 100 vezes maior do
que de formas carregadas (FA’). Esta diferenga pode ser atribuida a maior
penetragdo da FAH dentro da dupla camada lipidica com um consequente aumento
na interagéo hidrofébica. Como resultado do aumento do pK, a carga da superficie e
o potencial de membrana da superficie aumentam. A concentragdo de FAH proximo
a superficie sera igual a concentragdo da fase de volume, mas a concentragdo de
FA sera menor do que a concentragdo de FA na fase de volume, por que a ligagéo
da forma FA resulta em corpo negativo perto da membrana a qual reduz ainda mais
a ligacdo de FA". Desde que o folheto externo da BBM é exposto ao pH baixo do
microclima, os &acidos graxos adsorvidos @ membrana permanecem na forma
protonada. [ Small et al. 1984]. A importancia do pH na absorgéo lipidica foi tambéem
demonstrado em estudos in vitro e in vivo. Stremmel et al. [1986], demonstrou que a
ligagdo de acido oleicos a vesiculas da BBM de ratos era profundamente
influenciado pelo pH. A ligagao de acido oleico alcangou um méximo no pH 4. Em pH
4,0, o pré-tratamento das vesiculas com tripsina ndo mudaram significativamente a
captacédo de acido oleico, quando comparado com vesiculas integras. Em pH 8,
entretanto, a tripsina reduzia esta ligagdo em 80%. Este achado sugere a
possibilidade que em pH baixo, acido oleico ndo-ionizado liga-se preferencialmente a

membrana lipidica em um processo passivo [Stremmel et al. 1986].

Em outro estudo, o pH da superficie intestinal foi medido em bidpsias
intestinais de pacientes com espru tropical ativo, espru tropical em remissao, e
individuos sauddveis como controle [Lucas 1989]. O pH da superficie foi
significativamente mais alto em pacientes com .espru tropical ativo (6.0 +-0.08) do
que em pacientes com espru tropical em remisséb e individuos saudaveis do grupo
controle (5.75+- 0.06). Este pH anormalmente alto correlacionou-se diretamente com
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aumento na excrecdo de gordura fecal, sugerindo a importéncia do pH baixo na
superficie intestinal para a absor¢éo lipidica [ Lucas 1989], demonstrando in vivo a
importancia do microclima acidico na absorgéo lipidica.

7.3) Equilibrio com o folheto interno da membrana

Em ordem para serem levados pelos solubilizadores citoplasmaticos, o acido
graxo deve equilibrar com o folheto interno da BBM [ Shiau 1987]. O equilibrio com o
folheto interno pode ser vagaroso para algumas classes de lipideos, e isto pode ser
um fator de velocidade limitante para a absorgdo de lipideos [ Devaux 1991]. O
equilibrio de acidos graxos livres nos dois folhetos da membrana depende sobretudo
das propriedades fisicas da membrana e dos acidos graxos. Membranas mais
fluidas permitem equilibrio mais rapido [ Devaux 1991]. O conteudo de colesterol e
proteinas das membranas afetam indiretamente o movimento transmembrana de
lipideos por alterar sua fluidez [Schachter 1984]. A natureza e a carga da cabeca
polar dos lipideos também sdo importantes no movimento transmembrana.

Biomembranas permitem passagem rapida de lipideos ndo-carregados.

A dupla camada lipidica tem alta permeabilidade para H' quando comparado
com outros ions do mesmo tamanho. A presencga de acidos graxos na BBM pode
aumentar a permeabilidade desta membrana para H" [Schonfeld et al. 1989]. O
mecanismo envolvido neste aumento da permeabilidade para H' é controverso
[Perkins e Cafiso 1987a, 1987b]. E importante salientar que &cidos graxos tem em
um pK de 4.8 em solugdo aquosa e aproximadamente 7.5 na membrana, podendo
assim agir como um simples carreador de préton [Gutknetch 1987,1988]. Os folhetos
internos e externos da BBM sao expostos a diferentes pH. O folheto externo esta
exposto ao pH acido do MA [Lucas et al. 1975; Said et al. 1987; Shimada e Oshi
1988; Shimada 1987]. O folheto interno da BBM esta exposto ao pH neutro do
citoplasma do enterécito. Uma vez adsorvido no folheto externo, acidos graxos
protonados tendem a equilibrar-se rapidamente com o folheto interno. Nos
lipossomas, a velocidade de equilibrio induzido pelo pH baixo é extremamente

rapida (milisegundos). Uma vez no folheto interno, acidos graxos sdo expostos ao
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pH neutro do citoplasma do enterécito e a desprotonagdo deve ocorrer. Como
resultado da desprotonagdo do grupo carboxila, um potencial de superficie & gerado,
no qual reduz o pH préximo ao folheto interno quando comparado com o citoplasma.
A desprotonagéo do acido graxo pode também contribuir para preven¢ao da difusdo
retrégrada do acido graxo. Este efeito depende da densidade da carga da superficie
da membrana e da forga ibnica do citoplasma [Perkins e Cafiso 1987a, 1987b]. O H'
transportado pelo acido graxo durante a penetragdo pode entdo ser expuiso pelo
NHE na troca por Na'.

Os niveis normais de acido graxo livre na membrana variam de < 1 mol a 40
mol% do total de lipideos, dependendo do tipo especifico da membrana celular e
suas condigées metabdlicas. O conteldo de acidos graxos da BBM atinge de 5 a 15
mol % [Dudeja et al. 1991]. Este conteudo pode ser alterado durante o processo de
absor¢ao quando a BBM é transposta pelos acidos graxos livres [ Meddings 1988].

Ao transpor membranas bioldgicas, os acidos graxos podem transportar H',
agindo assim como agentes protonoféricos[Gutknetch 1987, 1988, Perkins e Cafiso
1987a, 1987b]. As propriedades protonofdricas dos &acidos graxos podem ser
inibidas pela albumina sérica, floretina e pH baixo [Gutknetch 1987,1988; Perkins e
Cafiso 1987a 1987b ] . O (s) mecanismo (s) envolvendo esta inibicdo ndo é
totaimente claro. Albumina sérica € bem conhecida por sua habilidade de reverter
ligagdes de moléculas anfifilicas [ Cistola et al. 1989]. Albumina sérica pode portanto
agir extraindo acido graxo livre da membrana, e assim diminuir a condutancia do H*
[Gutknetch 1988]. O efeito da floretina é comparavel ao de albumina sérica, mas o
mecanismo € provavelmente diferente e mais complexo. O efeito primario da
floretina na dupla camada lipidica € diminuir o potencial dipolo da membrana
[Perkins e Cafiso 1987a, 1987b]. As forgas elétricas da BBM sdo de fundamental
importancia para o processo de transporte idbnico e de conformagdo protéica na
membrana [ Perkins e Cafiso 1987a]. Uma das maiores for¢as elétricas dos ions que
atravessam a membrana sdo submetidas aquelas resultantes do potencial dipolo da
membrana [ Perkins e Cafiso 1987a}. Nas vesiculas de fosfatidilcolina a°'magnitude
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do potencial dipolo é 200 a 300 mV (interior negativo). A base molecular do
potencial dipolo é desconhecida. O efeito deste potencial dipolo na configuragéo das
proteinas é desconhecido, mas € provavel ser um importante elemento na
determinacdo desta configuragdo protéica. O efeito da floretina na redugéo do
potencial dipolo da membrana esta diretamente envolvido com o decréscimo na
condutancia de H' causado pelo acido graxo na membrana lipidica [Perkins e Cafiso
1987a).

O potencial de membrana do enterécito pode ser também importante em
determinar a absorgéo lipidica. As cargas negativas no citoplasma do enterdcito
podem repelir formas FA do acido graxo, além disso diminuir a velocidade de
equilibrio com o folheto interno [ Gutknetch 1987]. Anfotericina-B, um antibictico
poliénico formado de poros, que aumenta a permeabilidade cationica e hiperpolariza
a BBM, produz um significativo aumento na permeabilidade de H" em vesiculas
unilamelares [Gutknetch 1987]. Na mucosa coldnica distal do coelho, a adigdo de
anfotericina-B aumenta a absorcdo de lipideos. No mesmo sistema, baixando-se a
diferenga de potencial diminui-se a absorgdo lipidica, enquanto aumentando-se a
diferenca de potencial aumenta-se a absorgéo lipidica. Os autores concluem que o
movimento de &acidos graxos através destas membranas devem estar associados

com o movimento simultdneo de cargas positivas.

Em culturas de células com leucemia mieldide humana, foi demonstrado que
a presenca de albumina significativamente reduz a absorgéo de acido graxo. Além
disso, na presenca de albumina, a absorgdo de acidos graxos € um processo muito
lento e segue um curso linear entre 3 e 60 minutos. Na presenca de albumina, a
translocagdo de acido graxo para dentro do folheto interno e a subsequente

utilizacdo para processo metabolico torna-se também um processo muito lento.

Concluindo-se{, as forcas elétricas que agem na BBM e o potencial dipolo da
membrana parecemA éer fatores importantes na determinagéo do equilibrio de 4cidos
graxos com o folheto interno da BBM [ Gutknetch 1987]. Substénciaé as qoais
diminuem o poteapial%ﬁpofo da membrana, como o floretina, estdo associadas com
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uma inibicdo na absorgéo lipidica enquanto substancias as quais aumentem a
diferenca de potencial da membrana estdo associados a uma maior absorgéo
lipidica, tanto em membranas artificiais quanto em membranas naturais [Perkins e
Cafiso 1987a, 1987b , Gutknetch 1987]. Além disso, as propriedades protonoféricas
dos acidos graxos podem ser um importante passo na absorgéo lipidica através da
BBM.

7.4) Absorgéo pela FABP,

Uma vez transposta a BBM, lipideos devem ser ligados e transportados no
meio aquoso do citoplasma do enterécito por um tipo de proteina intracelular
conhecida como proteina citoplasmatica carreadora de &acidos graxos (FABP,).
Como mencionado antes (sec¢é@o 5), os enterdcitos contém dois tipos de 'proteinas
carreadoras de &cidos graxos, uma especifica para o intestino (I-FABP ), e uma que

esta também presente no figado (L-FABP,).

Permanece incerto como lipideos que atravessam a BBM do litmem intestinal
sdo retirados do folheto interno da BBM. Sabe-se, porém que a I-FABP, pode unir
lipideos em pH baixo e € mais especifico para acidos graxos [Cistola et al. 1989,
1990). Estas importantes caracteristicas da |I-FABP, podem facilitar a ligagdo e o
transporte de acidos graxos protonados [Cistola et al. 1989]. Formas protonadas de
acidos graxos podem ser transportadas pela I-FABP, e formas ndo-protonadas pela
L-FABP, [Cistola et al. 1989]. Resumindo, transportar acidos graxos € notavelmente
insensivel ao pH.

8)  Absorgdo lipidica mediada por proteina

Outro caminho pelo qual os acidos graxos podem ser transportados através
da BBM é por meio de uma proteina carreadora de acidos graxos da membrana
plasmatica (FABP,,}. A presenca da FABP, foi sugerida por que a absorgéo de
acido oleico pelos enterdcitos 1) € tempo-, temperatura-, e pH-dependente; 2) pode

ser reversivelmente inibido por incubagdo na presenga de excesso de oleato néo
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marcado pelo enterécito, € 3) pode ser reduzida pela desnaturagéo triptica das
proteinas da BBM [Stremmel et al 1986].

A FABP, é um proteina que liga com alta afinidade baixas concentragdes de
4cidos graxos de cadeia longa [ Stremmel et al. 1986; Stremmel 1988]. A FABP,
tem sido isolada de uma variedade de tecidos, incluindo o intestino, figado; coragdo
e adipécitos. A FABP, tem um peso molecular de aproximadamente 40 kDa, nao
contém carboidratos e tem um pl de aproximadamente 9 [ Stremmel et al. 1986,
Stremell 1988]. A FABP__ ¢ diferente da FABP_[ Veerkamp et al. 1991]. Elas estao
localizadas nas moléculas extrinsecas da superficie externa da membrana celular,
como mostrado por suas extratibilidades com solugbes salinas, sua inibigéo pela
digestdo triptica e suas reagbes com moléculas especificas dentro da porgao
lipofilica da membrana. A FABP, age como um receptor de acidos graxos de cadeia
longa e possivelmente também como uma translocase. Imunologicamente proteinas
similares tem sido purificadas de membranas plasmaticas do figado, jejuno, miécitos
cardiacos e adipdcitos [Stremell 1988].

A FABP,, tem alta afinidade pelo acido graxo e o calculo V,,, e k, da FABP
em enterdcitos de rato foi 2.1 nmol/min e 93 nM, respectivamente [Stremmel 1988].
Estudos imunolégicos mostram que ele esté localizado no topo das criptas do jejuno
e ileo mas ndo em esodfago, estbmago e colon. Estudos sugerem que a FABP, €
importante na captagdo de baixas concentragdes de lipideos.

A real importdncia desta proteina na absor¢do de acidos graxos pelo

enterdcito esta ainda por ser estabelecida.
9) Conclusdo

A absorgéo de acidos graxos pela membrana do enterdcito, apesar de ser um
passo extremamente importante para o metabolismo destes, ainda néo € totalmente
entendida. O antigo conceito de absorgéo passiva de acidos graxos evoluiu para um

modelo muito mais complexo onde participam pelo menos duas proteinas da BBM.
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A presenca de um sistema proteico capaz de absorver ativamente acidos
graxos e a cooperagdo da enzima NHE, modulando as propriedades fisicas dos
acidos graxos, influenciando, portanto, diretamente o coeficiente de permeabilidade
pasiva dos acidos graxos e as propriedades de solvente da BBM trazem a baila uma
interessante perspectiva: a possibilidade de modulagdo da absorgdo de écidos
graxos com o uso de drogas. Estas drogas, poderiam beneficiar um grande namero
de pessoas, sofrendo de diferentes doengas, como por exemplo, Diabetes Melitus,
dislipidemias, obesidade mérbida, etc. Da mesma maneira, drogas que
estimulassem a atividade destas enzimas poderao ter utilidade clinica para estimular
a absorcéo de gorduras sempre que esta for necessaria.
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