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RESUMO

O principal disturbio metabdlico decorrente do Diabetes mellitus tipo 2 e da
Sindrome Metabdlica corresponde a alteragcbes no metabolismo lipidico. Portanto,
torna-se importante a melhor compreensao de alguns aspectos do metabolismo de
lipoproteinas plasmaticas. Nesse sentido, a avaliagdo do metabolismo dos
quilomicrons e da transferéncia de lipides de lipoproteinas plasmaticas para a
lipoproteina de alta densidade (HDL), pode fornecer informagcdes importantes
relacionadas com o processo aterogénico. No presente estudo, foram estudados
15 individuos portadores de Diabetes mellitus tipo 2, 15 individuos com Sindrome
Metabdlica e 14 controles normolipidémicos. Foi avaliada a cinética plasmatica de
uma nanoemulsdo lipidica artificial com comportamento metabdlico similar ao dos
quilomicrons naturais, marcada com triglicérides (TG-*H) e éster de colesterol
(EC-"C) radioativos. A nanoemulsdo de quilomicrons artificiais foi injetada
endovenosamente e amostras de sangue foram coletadas durante intervalos pré-
estabelecidos. As curvas de decaimento plasmatico dos lipides radioativos da
nanoemulsdo foram tracadas e as taxas fracionais de remogédo (TFR) foram
calculadas por analise compartimental. Para avaliacdo da transferéncia de lipides
foi utilizada uma nanoemulsdo semelhante a LDL (LDE) marcada com TG-*H e
colesterol livre-'*C (CL-"C) ou fosfolipides-'*C (PL-'*C) e EC-*H, como doadora
de lipides para a HDL. Apés incubacao in vitro da LDE com o plasma, seguiu-se a
precipitacdo das lipoproteinas que contem apolipoproteina B, restando no
sobrenadante apenas a HDL. As taxas de transferéncia de lipides foram

expressas em % de radioatividade encontrada no sobrenadante. Também foi



determinado o diametro da HDL por espalhamento de luz. A TFR-EC dos grupos
DM2 (p <0,05) e SM (p <0,01) comparado ao grupo controle apresentou-se
diminuida, enquanto que as TFR-TG foram similares nos trés grupos. Houve maior
transferéncia de fosfolipides e colesterol nos grupos DM2 e SM comparando-se
com grupo controle (p<0,001) A transferéncia de triglicérides e de éster de
colesterol ndo diferiu entre os grupos. Nao observou-se diferenca no didmetro da
HDL nos trés grupos. Concluindo, nossos resultados sugerem que a remocao
plasmatica dos remanescentes de quilomicrons encontra-se alterada em pacientes
com SM e com DM2. Além disso, a transferéncia de lipides presentes na
superficie das lipoproteinas para a HDL encontra-se aumentada nesses dois
distarbios metabdlicos. Essas alteracées podem contribuir com a maior incidéncia

de aterosclerose nesses pacientes.

Descritores: Sindrome X Metabdlica/ metabolismo, Diabetes mellitus tipo 2,

Quilomicrons , Lipoproteinas HDL, Emulsées



ABSTRACT

The main metabolic disturbances occurring as a result of type 2 diabetes
mellitus (DM2) and Metabolic Syndrome (MetS) are alterations in the metabolism
of lipids. It is therefore, important to better understand the aspects by which
plasma lipoproteins are metabolized. The evaluation of chylomicron metabolism
and lipid transfer of high density lipoprotein (HDL) can thus yield useful information
regarding the atherosclerotic process. In this study, 15 Type 2 Diabetes individuals,
15 Metabolic Syndrome individuals and 14 normolipidemic control individuals were
studied. The plasmatic kinetics of an artificial lipidic nanoemulsion mimicking the
behavior of natural chylomicrons were evaluated. This artificial chylomicron
nanoemulsion, labele with radioactive triglycerides (TG-°H) and radioactive
cholesteryl oleate (CO-'*C) was injected intravenously and blood samples
collected at pre-established time intervals. The plasmatic decay curve of the
radioactive lipids of the nanoemulsion was traced and the fractional clearance rate
calculated (FCR) through compartmental analysis. In order to evaluate the lipid
transfer, we used a nanoemulsion similar to LDL., labeled with TG-*H and free
cholesterol -'*C (CL-"*C) or with phospholipids -"*C (PL-'*C) and CO-°H, as a lipid
donator to HDL. After in vitro nanoemulsion incubation with the plasma, the
lipoproteins containing apolipoprotein B were precipitated, resulting in a
supernatant containing HDL. The lipid transfer rates were expressed in % of
radioactivity measured in the supernatant. It was also determined the diameter of
the HDL using light scattering technique. The TFR-EC for the DM2 (p <0.05) and

MetS (p <0.01) groups when compared to the control group was reduced. The



TFR-TG, on the other hand, remained similar in all three groups. The transfer of
phospholipids and cholesterol for the DM2 (p<0.001) and MetS groups was greater
than that of the control group (p<0.001). The triglycerides and ester cholesteryl
transfer showed no differences between the studied groups. Furthermore, no
difference in HDL diameter was observed in any of the three groups. In conclusion,
our results suggest that the removal of chylomicron remnants from the plasma is
altered in SM and DM2 patients. Furthermore, there is an increase in the transfer
of lipids located on the surface of lipoproteins to HDL . These alterations may

contribute to a higher incidence of atherosclerosis in these patients.

Descriptors: Metabolic Syndrome X/ metabolism, Type 2 Diabetes mellitus,

Chylomicrons, HDL lipoproteins, Emulsions.



1. INTRODUCAO

1.1. Diabetes mellitus tipo 2

1.1.2. Epidemiologia

O Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é um importante fator de risco para
doencas cardiovasculares (National Cholesterol Education Program-NCEP, 2001),
constituindo-se um dos principais problemas de saude mundial, principalmente em
paises desenvolvidos (International Diabetes Federation, 2006).

O DM2 é uma doenga cronica presente em individuos de todo o mundo e
sua incidéncia estd aumentando na populacdo adulta e urbanizada, com uma
prevaléncia atribuida as mudancas demogréficas, ao aumento da longevidade e
da obesidade com estilo de vida sedentario. Em 2002 existiam 173 milhdes de
adultos com diabetes no mundo e a estimativa indicava que em 2030 este nimero
passa-se a ser de 366 milhdes (WILD et al., 2004). Além disso, existem evidéncias
de que o DM2 esta se tornando fregliente em criancas e adolescentes (ALBERTI

et al., 2004).

De acordo com as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2006), o
namero mundial de mortes atribuidas ao DM2 esta em torno de 800 mil, nimero
este subestimado pelo fato de serem suas complicacbes, particularmente as
cardiovasculares e cerebrovasculares, as causas da morte, sendo que estas
causas que retratam as estatisticas de mortalidade.

Os prejuizos do DM2 sao dificeis de serem quantificados. Além do

problema econémico, a doenca afeta a vida das pessoas com diabetes e suas



familias, causando dor, ansiedade e perda da qualidade de vida. Os custos
diretos, dependendo do grau de saude e tratamento, variam entre 2,5 % e 15% do
orcamento anual da saude. Em 2003 no Brasil, foram gastos em torno de 3,9
milhdes de délares (BARCELO et al., 2003) e nos Estados Unidos, os custos
diretos e indiretos com a doenca em 2002, foram estimados em 132 bilh6es de
dolares (American Diabetes Association, 2003).

Uma prevencéo efetiva significa atencédo a saude de forma eficaz, seja pela
prevencao do inicio do DM2 ou de suas complicacbes agudas ou crénicas.
Reduzir o impacto do DM2 significa, antes de tudo, reduzir a incidéncia da doenca,
antecipando-se ao seu aparecimento com medidas preventivas, sobretudo em
individuos de alto risco, tais como os portadores de tolerancia diminuida a glicose
(TDG) e de glicemia de jejum alterada (GJA) (DAVIES et al., 2000). Estimativas
mostram que 50-70% de pessoas com TGD irdo desenvolver DM2. Intervencoes
comportamentais e farmacolégicas tém sido estudadas e implementadas com
esse objetivo. Modificagcdes no estilo de vida, tais como controle dietoterapico e
pratica sistematica de exercicios fisicos, bem como o uso de alguns agentes orais,

tém se mostrado eficazes (Diabetes Prevention Program, 2002).

1.1.3. Fisiopatologia do Diabetes mellitus tipo 2.

O DM2 é uma doenca progressiva e heterogénea, caracterizada pela
presenca de resisténcia periférica a insulina, auséncia de regulacao da producao
da glicose hepatica e declinio da funcéo das célula B do pancreas (DEFRONZO et

al.,1992).



A disfuncao da célula B das ilhotas de Langerhans no péancreas € crucial
para o desenvolvimento de DM2. Primeiramente, ocorre uma mudanga na curva
de secrecado de insulina, com perda na secrecao rapida desta quando ocorre
estimulacdo pela glicose proveniente dos carboidratos da refeicdo (SCHEEN,
2002 ; LUZ et al. , 1989). Esta faléncia na primeira fase leva a uma reducao do
transporte de glicose para dentro das células. Neste caso, os individuos sao
hiperglicémicos e conseqientemente hiperinsulinémicos, devido ao aumento da
producdo de insulina crescente, em resposta a resisténcia periférica, uma
alteracao adquirida ou geneticamente herdada da célula B .Este periodo é curto,
pois ocorre uma subsequente perda progressiva da funcao da célula B.

As hiperglicemias por longos periodos de tempo resultam em acumulo de
glicogénio dentro das células B causando disfuncdo e diminuicdo da sintese e
secrecao de insulina. Além disso, o acumulo de sorbitol, a glicacdo de proteinas
das células beta e aumento de acidos graxos livres (KHARROUBI et al., 2003)
contribuem para a reducédo da secrecao de insulina. Como conseqiéncia, uma
segunda fase ocorre pelos niveis elevados de glicose, denominada de
desensibilizagdo da célula B, caracterizada pelo efeito inibitério na liberacao de
insulina.

Em um periodo de tempo prolongado de até anos, a secrecao de insulina
diminui gradualmente, com perda da massa de células B, o que leva o paciente de
um estagio de hiperinsulinemia e resisténcia a insulina a um quadro de

insulinopenia e resisténcia a insulina (MALAISSE , 1996).



A resisténcia a insulina faz parte da fisiopatogenia da doenca e esta relacionada,
na maioria dos casos, a obesidade. O aumento da circunferéncia abdominal esta
relacionado com a resisténcia a insulina, mesmo na auséncia de diabetes
(FERRANNINI, 1995).

A insulina possui diversos efeitos fisiolégicos no organismo como, aumento
da captacéao de glicose pelas células, aumento do fluxo sanguineo e da oferta de
glicose para o tecido muscular, além de vasodilatagdo dependente do endotélio,
entre outros. Em concentragbes elevadas, como nos casos de hiperinsulinemia
compensatdria na resisténcia a insulina, a insulina esta associada a uma série de
processos fisiopatoldégicos e € o substrato comum implicado na origem da
hipertensao arterial e dislipidemia, nos pacientes com DM2 (SANCHEZ-RECALDE
et al., 2001).

A resisténcia a insulina precede em anos o aparecimento do DM2, sendo
acompanhada da presenca de um ou mais fatores de risco como a dislipidemia,
hipertensao e obesidade (GINSBERG ,2000).

O risco de morbidade e mortalidade por doencas cardiovasculares
encontra-se aumentado em pacientes com DM2. As manifestacdes clinicas da
aterosclerose no DM2 incluem doenca arterial coronaria (DAC), doenga arterial
periférica e doencgas vasculares cerebrais, sendo que a DAC é responsavel pela
maioria dos casos de morbidade e mortalidade (BECKMAN et al., 2002).
Pacientes com DM2 possuem um risco de cerca de 2 a 4 vezes de DAC

(WILSON, 1998; HAFFNER et al., 1998).



1.2. Sindrome Metabolica

A Sindrome Metabdlica (SM) é caracterizada por hiperinsulinemia,
obesidade, dislipidemia e hipertensédo (REILLY et al., 2003; AYYOBI et al., 2003).
Outros aspectos da sindrome incluem o estado proinflamatério, microalbumindria
e hipercoabilidade (FESTA et al., 2000). A patogénese da sindrome metabdlica
tem mudltiplas origens. Obesidade e sedentarismo, juntamente com dieta e fatores
genéticos, interagem para o desenvolvimento da sindrome.

Em 1988, Reaven introduziu o termo sindrome X, com a resisténcia a
insulina sendo um denominador comum para a sindrome (REAVEN et al., 1988).
Em adicdo a sindrome X, varios outros sinbnimos vém sendo propostos, como:
sindrome DROP (dislipidemia, resisténcia a insulina, obesidade e alta pressao
arterial), sindrome plurimetabdlica e sindrome de resisténcia a insulina (REILLY et
al., 2003 ; AYYOBI et al., 2003 ; SEMENKOVICH et al., 2004).

De acordo com a International Diabetes Federation (2006), que atribui
valores de acordo com parametros étnicos especificos, um individuo pode ser
considerado como portador de sindrome metabdlica de acordo com os seguintes
critérios clinicos e laboratoriais:

e Presenca de obesidade central, definida como a medida da circunferéncia
abdominal = 90cm para homens e = 80cm para mulheres, segundo
parametros étnicos da América do Sul e Central, associada a presenca de
2 ou mais dos fatores relacionados abaixo:

e Aumento dos niveis de triglicérides: > 150 mg/dL ou tratamento especifico

para esta alteragao lipidica;



e Reducao dos niveis de colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL):
<40 mg/ dL em homens e < 50 mg/ dL em mulheres;

e Aumento da pressao arterial: pressao arterial sistélica = 130mm Hg ou
diastélica = 85mm Hg ou tratamento prévio para hipertensao;

e Aumento dos valores de glicemia de jejum: = 100mg/dL ou diagnéstico
prévio de diabetes tipo 2.

Reaven, em 1988, sugeriu que a presenca de resisténcia a insulina é o
elemento central e a causa de um grupo de anormalidades, incluindo intolerancia
a glicose, dislipidemia e hipertensdo. Para compensar a acao deficiente de
insulina nos tecidos, as células B das ilhotas de Langerhans, no pancreas,
aumentam o grau de secrecéao de insulina (WALLACE et al., 2002).

A maioria dos pacientes com SM e diabéticos séo resistentes a insulina e
necessitam de concentracdes elevadas de insulina para promover o transporte de
glicose para dentro das células sensiveis a insulina, como as células do tecido
esquelético (KRENTZ et al.,1991).

A resisténcia a insulina, considerada como o principal defeito metabdlico na
SM e no DM2, esta associada a um aumento de risco para doenga vascular
coronariana (KRENTZ , 2002). As razbes para a alta morbidade cardiovascular
nos pacientes com DM2 e TGD ainda ndo estdo totalmente compreendidas. A
estreita relacao entre a DAC e o DM2 levou Stern (1995) a idealizar a hip6tese do
elo comum, na qual o DM2 e as doencas cardiovasculares (DCV) possuem a

mesma origem genética e ambiental.



Ceriello e Motz (2004), revendo a hipétese do elo comum, sugeriram que o
estresse oxidativo seria 0 mecanismo comum pelo qual a resisténcia a insulina
leva a lesdo endotelial e a faléncia das células B, fazendo com que o DM2 e a

DCV estejam intimamente relacionados.

Coutinho et al demonstraram que o aumento do risco cardiovascular esta
relacionado diretamente com o aumento da concentracdo de glicose plasmatica
(COUTINHO et al., 1999). Entretanto, em 2002, a National Cholesterol Education
Panel (NCEP), apresentou a importancia da resisténcia a insulina como um fator
de risco para um aumento de doencas cardiovasculares em individuos nao

diabéticos (JAMA, 2001).

Embora individuos com resisténcia a insulina ndo sejam freglientemente
hiperglicémicos, o risco de desenvolver DM2 é grande e consequentemente, o
risco de desenvolver doencas cardiovasculares, que constituem a principal causa

da morbidade e mortalidade em pacientes com DM2.

No United Kingdom Prospective Diabetes Study Group (UKPDS 33) foi
evidenciado que o aumento na concentracdo de colesterol de lipoproteina de
baixa densidade LDL (LDL-C) e a diminuicdo da concentracdo de HDL-C foram os
principais fatores de risco e preditores do infarto do miocardio, sinalizando a
importancia do controle lipidico no diabético. A hiperglicemia, que esta fortemente
associada as complicagcdes microvasculares do diabetes (Diabetes Control and
Complications Trial research Group,2001), ainda nao tem seu papel totalmente
esclarecido quando se trata das complicacdes macrovasculares (UKPDS 33,1998;

UKPDS 35, 2000). Tanto a glicemia de jejum alterada (HADDEN et al., 1997), a



glicemia p6s prandial (TOMINAGA et al.,1999) e a hemoglobina glicada (KHAW et
al., 2004) estao relacionadas com risco cardiovascular. A davida que permanece é
o quanto a melhora no controle glicémico influi no risco cardiovascular dos

pacientes diabéticos (UKPDS 35,2000; KHAW et al, 2004).

As principais alteragdes lipidicas encontradas na SM e no DM2 sé&o
hipertrigliceridemia, devido a um aumento de produgédo hepatica de lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL) e a uma diminuicdo da atividade da lipase
lipoprotéica (LLP), enzima que encontra-se aderida as células endoteliais pelo
sulfato de heparan (GINSBERG et al, 2000). O metabolismo de quilomicrons
(QM), lipoproteinas que transportam os lipides da dieta na circulacdo sanguinea,
também encontra-se alterado, levando a uma hiperlipemia pés-prandial, a qual
pode contribuir com diversos disturbios lipidicos relacionados com o aumento da
incidéncia de aterosclerose, entre eles, aspectos relacionados a lipoproteina de

alta densidade (HDL).

1.3. Lipoproteina de Alta Densidade

A HDL é produzida pelo figado e intestino. Trata-se de uma fracéo
heterogénea de particulas, com densidade entre 1,063 e 1,21 g/mL
(EISENBERG,1984), migracao eletroforética alfa e composta de 45 a 55% de
proteinas, 26 a 32% de fosfolipides, 3 a 5% de colesterol, 15 a 20% de éster de
colesterol e de 2 a 7% de triglicérides. A meia-vida plasmatica da HDL é de cinco

a seis dias.



Sintetizada principalmente no figado, a HDL é langcada na circulagdo com a
forma discéide, contendo colesterol, fosfolipides e apolipoproteinas (apos), apo-E,
apo-1V, apoA-V, apod, apoC-I, apoC-Il e apoC-Ill, sendo a mais importante a apo
A-l (SEGREST et al., 2000; ASZTALOS & SCHAEFER, 2003 ; BARTER et al.,
2003 ; KARLSSON et al., 2005). Dependendo do seu conteudo lipidico, da
quantidade de proteinas e do tamanho, a HDL pode ser dividida em cinco
subclasses: HDL{, HDL,,HDL3 e HDL4, sendo que as de maior concentragdes no
plasma sdo as HDL, e HDLj3; conforme demonstrado quando separadas por
ultracentrifugacdo (CHAPMAN et al. ,1981; BLANCHE et al,1981). A HDL
nascente é uma particula instdvel e pronta para adquirir lipides (ATMEH & ABD
ELRAZEQ, 2005). A lipidacao inicial da HDL nascente ocorre na membrana celular
via transportador ATP-binding cassete trasporter A1 (ABCA1), que remove
fosfolipides e colesterol de tecidos hepaticos e extra-hepaticos (ORAM, 2002),
resultando na formacdo da HDL discéide (pré B-HDL). Depois da captacao do
excesso de colesterol das células de tecidos periféricos, e da superficie das
lipoproteinas ricas em triglicérides, a HDL discéide € convertida em uma particula
menor, a HDL3, com forma esférica e madura. A HDL; € o substrato da enzima
lecitina-colesterol-acil-transferase (LCAT), sintetizada e secretada pelo figado e
que circula em associagdo com a HDL. A LCAT ¢ ativada pelas apos A-l, A-IV, E e
C-1 e esterifica o colesterol recebido pela pré 3-HDL. A LCAT, ativada pela apo A-I
presente na lipoproteina HDL, esterifica o colesterol da HDL; por meio de uma
transferéncia de um acido graxo da posi¢ao-2 do fosfolipide (lecitina) para o grupo

hidroxila da molécula de colesterol (LEWIS & RADER,2005).



A HDLj3 continua a receber colesterol e fosfolipides de membranas celulares
num processo via receptor scanvenger classe B tipo | (SR-Bl), presente na
glandula adrenal, no figado e nos mondcitos. Neste mecanismo existe uma
interacao dos componentes lipidicos da HDL com a superficie celular, favorecendo
a difusao de colesterol através do receptor SR-BI, facilitando a transferéncia de
colesterol livre da membrana plasmética para a particula aceptora (JI et al.,1997).
Através da lipdlise dos QM e da VLDL pela LLP, a HDL3 recebe colesterol livre e
fosfolipides, processo facilitado pela proteina de transferéncia de fosfolipides
(PLTP). A HDL3 é convertida em HDL,, por meio da LCAT (ECKARDSTEIN et al.,
2001).

Por meio da proteina transportadora de colesterol ester (CETP), o colesterol
esterificado é transferido da HDL, para as demais lipoproteinas que contém apo B.
As lipoproteinas ricas em triglicérides, por sua vez transferem triglicérides para a
HDL,. A extensdo da transferéncia depende, entre outros fatores da concentracao
de cada componente lipidico na lipoproteina doadora (EISEMBERG et al., 1984) e
da quantidade de lipoproteinas aceptores. Os triglicérides recebido pela HDL,
torna-se substrato de uma enzima aderida ao endotélio dos vasos hepaticos a
lipase hepética (LH) que converte a HDL, novamente em HDL3, que retorna para o
ciclo de remocao tecidual do colesterol (EISENBERG, 1984) ou continua a sofrer
degradacdo dos seus constituintes. A LH hidrolisa tanto triglicérides quanto
fosfolipides e é ativada pelo apo E. Uma outra enzima lipolitica é a lipase
endotelial, sintetizada pelo endotélio e presente na sua superficie também regula o
remodelamento da HDL,, mas com atividade de hidrolise principal de fosfolipides

(VON ECKARDSTEIN et al., 2001).



O enriquecimento da HDL com éster de colesterol pode levar a formacéao de
particulas maiores que podem ser captadas pelo figado. Apds este processo, a
HDL, sofre captacdo seletiva dos receptores SR-BI, encontrados no figado e
tecidos que produzem horménios esterdides (WILLIAMS et. al., 2002). A HDL, se
liga ao receptor com alta afinidade, resultando na transferéncia seletiva do
colesterol éster do nucleo da HDL para compartimentos intracelulares, sem que
ocorra a degradacao das apolipoproteinas. A HDL é remodelada, originando
particulas menores, que iniciam novamente a formacdo de novas particulas de
HDL (CLAY et al., 1992).

A HDL também pode ser captada e degradada via endocitose. O
enriguecimento da HDL com éster de colesterol leva a formacao de particulas
maiores com alto conteudo de colesterol e apo E, HDL+, que podem ser captadas
pelo figado por meio de receptores celulares especificos que reconhecem a apoE,
o receptor B/E. Este caminho também retira o colesterol dos tecidos e leva para o
figado, que sera reaproveitado (PILON et al., 2000).

A HDL desempenha a importante funcdo de doar apos para o QM, VLDL e
para lipoproteina de densidade intermediaria (IDL), necessarias ao metabolismo
das mesmas (BACHORICK, 1999; Jr. KWITEROVICH, 2000).

A HDL apresenta um efeito protetor contra DAC, resultante de varias acoes.
A capacidade anti-aterogénica da HDL esta relacionada principalmente com sua
funcéo no efluxo e no transporte reverso do colesterol (VON ECKSARTEIN et al.,

2001; NISSEN et al., 2003; NAVAB et al., 2004).



1.3.1. HDL e Aterosclerose

As particulas de HDL possuem uma potente atividade biolégica que estao
envolvidas propriedades anti-aterogénicas e favorecimento de regressao da placa
de ateroma (NOFER et al., 2002 ; ASSMANN & GOTTO, 2004; NAVAB et al.,
2004) que inclui a capacidade do efluxo do colesterol (NISSEN et al., 2003),
atividade antioxidante, anti-inflamatéria, antiapoptética, antitrombética e atividade
vasodilatadoras.

O transporte reverso do colesterol € considerado a principal fungdo da HDL
contra a aterosclerose. O transporte reverso é um processo complexo, que
envolve enzimas que hidrolisam a ligacéo éster do colesterol e o sistema ABCAT
possibilitando a captacdo do colesterol livre das células periféricas pela HDL
(ATTIE et al.,, 2001). A HDL inibe o efeito aterogénico da LDL por meio da
remocao do colesterol presente nas células da intima arterial, via receptor ABCAA1.
Além disso, inibe também as modificagdes oxidativas da LDL e por conseqiéncia
inlbe a captacdo da LDL pelos macrofagos. Neste circuito, o colesterol é
transportado dos tecidos periféricos até o figado, de onde é excretado. Dessa
forma, o transporte reverso evita que colesterol se acumule nas células, o que
seria um grave transtorno a homeostase (TOMAS et al., 2004)

A acgao anti-inflamatéria da HDL  esta associada com a enzima
paraoxonase 1 (PON-1), que é produzida no figado (VAN LENTEN et al., 2001;
NAVAB et al., 2004, RECALDE et al. ,2004). O principal mecanismo pelo qual a
HDL diminui o acumulo de peréxidos lipidicos é pela hidrélise enzimatica dos

hidroperoxidos dos fosfolipides. A PON-1 em associacdo com a HDL inibe a



ligacdo destes perdxidos lipidicos na lipoproteina de densidade baixa (LDL) e na
HDL.

A inativacdo da oxidacdo de lipides estd associada a uma diminui¢do da
expressao de moléculas de adesao vascular cell adhesion molecule —1 (VCAM1),
intracellular adhesion molecule - 1 (ICAM1) e da E-selectina, induzidas pelas
citocinas nos processos inflamatérios (NAVAB et al.,2004). A HDL; tem sido
relatada ter agdo superior a HDL, (ASHBY et al., 1998). A direta interacao da apo
A-l com linfécitos T bloqueia a ativagdo de mondcitos pelos linfécitos (BURGER &

DAYER, 2002).

A HDL inibe a apoptose em células endoteliais que foi induzida pela LDL
oxidada (ROBBESYN et al.,2003) e pelo tumor necrosis factor- a (TNF-a)
(SUGANO et al.,2000). A HDL possui um potente agente antiapoptético, que
media a acdo da HDL via aumento da producédo de éxido nitrico (ON), através da
enzima ON sintetase (KWON et al., 2001). O aumento do ON ajuda na acao

inibitéria da HDL na agregacéao das plaguetas (CHEN & MEHTA,1994).

A atividade antitrombédtica da HDL ocorre pela inibicdo de fatores que
promovem a coagulacado sanguinea, como fator X, Va e Vllla (CALABRESI et al.,
2003). E a inativacao de endotoxina pela HDL € mediada pela interagdo com apo
A-1 e envolve a reducao de expressao de CD14 nos monécitos (PAJKRT et
al.,1996).

O metabolismo da HDL esta alterado na dislipidemia, na qual niveis

diminuidos da concentracdo da HDL associados a uma hipertrigliceridemia sao



caracteristicas de doencas metabdlicas como DM2 e estdo correlacionados ao

risco de doencgas cardiovasculares.

1.4. Metabolismo dos Quilomicrons

Os lipides provenientes da dieta e absorvidos no trato intestinal séo
incorporados a apos B-48, A-l, A-1l e A-IV no enterdcito, formando os QM, que séo

secretados na linfa mesentérica (REDGRAVE, 1983).

Apbs a secrecdo nos capilares linfaticos intestinais, os QM interagem com
outras lipoproteinas presentes na linfa, principalmente a HDL, de quem recebe
apo C e apo E e doa apo A-l e apo A-IV, além de perder fosfolipides. Através do
ducto toracico, os QM atingem a circulacdo sistémica, onde passam por um
processo de intensa catabolizacdo. Continuam ocorrendo colisées entre os QM e
outras lipoproteinas, principalmente a HDL com consequentes trocas de
elementos de superficie (PATSCH, 1998). Ocorre também, troca de lipides entre
0os QM e as HDLs. Os QM doam triglicérides para as HDLs que por sua vez doam
colesterol esterificado para os QM.

Os QM possuem a apo Cll que é um cofator de ativagdo da LLP, que uma
vez ativada, inicia o processo de hidrélise dos triglicérides dos QM
(BLANCHETTE-MACKIE, 1973). As particulas resultantes do processo de lipdlise
apresentam um diametro menor (40 a 60 nm) e sdo denominadas remanescentes

de quilomicrons (WINDLER et al., 1988).



O processo de catabolizacdo dos QM na corrente sanguinea € muito rapido,
conferindo-lhes uma meia-vida plasmatica curta, de 4 a 10 minutos (COHEN,
1989). Durante o processo de lipdlise, as particulas perdem grande parte de seu
conteudo de triglicérides, porém o de colesterol esterificado mantém-se
praticamente inalterado. Ocorre também perda de fosfolipides, o que torna a
superficie relativamente mais rica em colesterol livre. As trocas de apos resultam

em perda de apo A-l e aquisicao de apo E e apo C.

O fato dos QM serem as lipoproteinas responsaveis pelo transporte do
colesterol da dieta na circulacdo sanguinea e da primeira etapa de sua
degradacao ocorrer em contato com o endotélio vascular, levou Zilversmith a
avaliar a possibilidade dos QM serem por si proprios, aterogénicos

(ZILVERSMITH, 1979).

Varios trabalhos tém demonstrado o papel aterogénico dos QM e seus
remanescentes (MARANHAO et al. , 1996; MEYER et al., 1996; WEINTRAUB et
al., 1996; REDGRAVE, 2004). Os resultados desses estudos mostram que essas
lipoproteinas estédo relacionadas com o desenvolvimento (PATSCH et al., 1992) e
com a progressao de doenca arterial coronariana (KARPE et al., 1994). A duragao
e a magnitude da lipemia pds-prandial em pacientes hipertrigliceridémicos é muito
maior que em individuos normolipidémicos, sugerindo que a exposi¢ao prolongada
do endotélio vascular aos QM e seus remanescentes pode ter um papel
importante na incidéncia aumentada de doenga arterial coronariana nesses

pacientes (RASSIN et al.,, 1992). Tanto o processo de lip6lise de QM, como a



captacdo hepatica dos remanescentes podem estar envolvidos com a

aterogénese.

1.4.1 Metabolismo de Quilomicrons e Aterosclerose

A hiperquilomicronemia causada por uma deficiéncia na atividade da LLP
ou por deficiéncia da apo Cll pode levar a um aumento na troca de lipides com a
HDL, resultando em uma menor concentracdo de éster de colesterol e maior
concentracdo de triglicérides na HDL (WILSON et al., 2003). Isso diminui a
capacidade anti-aterogénica da HDL, que necessitard da acdo da LH para
hidrolisar seus triglicérides e torna-la disponivel para o transporte reverso do

colesterol (JAYE et al., 1999)

Ja o acumulo de remanescentes de QM na circulagéo sistémica pode ser
causado principalmente por deficiéncia de receptores especificos na superficie
das células hepaticas ou por deficiéncia funcional da apo E, presente na superficie
dessas lipoproteinas. O maior tempo de permanéncia dos remanescentes na
circulacdo sanguinea pode levar a deposicao de colesterol na parede arterial, o

que pode colaborar com o processo aterogénico (REDGRAVE,2004).

No inicio da década de 70, estudos ja demonstravam que o colesterol e a
gordura provenientes da dieta, principalmente a gordura saturada, eram fatores
aterogénicos. Entretanto, atribuia-se o seu papel no processo aterosclerético a

alterac6es nas concentracdes plasmaticas de colesterol. A possibilidade dos QM



serem aterogénicos foi avaliada por Zilversmith (ZILVERSMITH et al., 1979) e
posteriormente por diversos pesquisadores (MARANHAO et al.; MEYER et al.,
1996; WEINTRAUB et al., 1996). Os resultados desses estudos mostram que
essas lipoproteinas estdo relacionadas com a incidéncia de DAC, com o seu
desenvolvimento (PATSCH et al.,, 1992) e progressdo (KARPE et al.,, 1994). A
duracao e a magnitude da lipemia p6s-prandial em pacientes hipertrigliceridémicos
€ muito maior que em individuos normolipidémicos, sugerindo que a exposicao
prolongada do endotélio vascular aos QM e seus remanescentes pode ter um
papel importante na incidéncia aumentada de doenca arterial coronariana nesses
pacientes (RASSIN et al., 1992). Tanto o processo de lipdlise de QM como a
captacdo hepatica dos remanescentes, podem estar envolvidos com a
aterogénese.

Esses processos incluem: (1) Deposicao de lipides de superficie. Nas
lesbes aterosclerdticas encontram-se lipides extra-celulares ndo associados com
lipoproteinas. Esses lipides sdo originados provavelmente do processo de lipdlise
de lipoproteinas ricas em triglicérides, na circulacdo sanguinea, pela agdo da LLP
e incluem &cidos graxos livres (AG) e lisolecitina. Na parede arterial, os lipides
podem promover a expressao de fatores de crescimento e moléculas de adeséo,
assim como causar alteragbes na acdo vasodilatadora do Oxido nitrico. (2)
Formacao de remanescentes de QM. Essas particulas sdo removidas rapidamente
da circulacdo, principalmente pelo figado. Porém na presenca de deficiéncias
metabdlicas da apo E, receptor E ou LH, ocorre um acumulo de remanescentes no
plasma, os quais podem infiltrar a parede arterial (PROCTOR, MAMO, 1996). (3)

Alteracao da permeabilidade endotelial. Os produtos da lipdlise dos QM podem



alterar a permeabilidade do endotélio arterial, o que pode facilitar a passagem de
constituintes plasmaticos para o espaco subendotelial. (4) A HDL ndo se encontra
tao disponivel para a remocao tecidual do colesterol. Devido a maior transferéncia
de triglicérides dos QM para as HDL, e consequentemente ocorre uma maior
transferéncia de colesterol esterificado das HDL, para os QM (BARTER et al.,
1987). Como consequéncia, as HDL, se tornam ricas em triglicérides, com maior
dificuldade em se converterem em HDLj;, através da acdo da LH que hidrolisa
seus triglicérides, prejudicando portanto seu importante papel anti-aterogénico, o

transporte reverso do colesterol.

1.4.2. Metodologias para Avaliacao do Metabolismo de

Quilomicrons

A avaliacdo do metabolismo de lipoproteinas normalmente é realizada
através da determinagdo de seu conteudo lipidico e/ou protéico. Entretanto,
diversos fatores tém dificultado o estudo do metabolismo de QM e seus
remanescentes no homem. A remocado plasmatica de QM é um processo
complexo, afetado por varios fatores, que ocorre em um espaco de tempo muito
pequeno. Esse fato torna dificil o estudo desse circuito metabdlico.

Ha também a dificuldade da avaliacao da cinética de QM devido a natureza
da particula produzida, cujo tamanho e composicdo variam de acordo com a

quantidade de material inicial, com a presenca de albumina e com a



disponibilidade de outras lipoproteinas para troca de componentes (HUSSAIN et
al.,1996).

O tamanho dos QM é dependente da composicdo de acidos graxos da
dieta, sendo maior com a ingestao de acidos graxos poliinsaturados (SAKR et
al.,1997). Quanto a composicdo, os QM e remanescentes apresentam variacoes
nas proporgdes de triglicérides, colesterol, apo B-48, apo E e apo C. O diametro e
a composicao das particulas predominantes no plasma dependem dos processos
de lipdlise e de transferéncia de éster de colesterol da HDL, assim como da
eficiéncia da remocao plasmatica. As particulas maiores sao eficientemente
removidas do plasma, de maneira que se torna dificil isola-las e caracteriza-las. As
particulas menores, pobres em triglicérides e ricas em éster de colesterol
apresentam caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as VLDL, o que dificulta a
separagao das mesmas.

Os estudos de remogcdo dos QM da circulagdo sanguinea tém sido
realizados através de varios métodos: (1) Avaliacdo da cinética plasmatica de
triglicérides apds a ingestao de gordura (SCHNEEMAN et al., 1993). O teste de
tolerancia a gordura € um método que tem sido muito utilizado para avaliacao do
metabolismo de QM. O teste consiste na ingestdo de uma dieta rica em gordura,
seguida de coletas de amostras de sangue em tempos pré-determinados, para
determinacao das concentracbes plasmaticas de triglicérides. Este teste baseia-se
na suposicao de que a magnitude da trigliceridemia que ocorre apos a ingestao de
gordura estd inversamente relacionada a taxa de remocdo plasmatica de
triglicérides dos QM. Entretanto, ndo sdo avaliados isoladamente fatores que

influem na lipemia pds-prandial como a taxa de absorgdo de ftriglicérides, seu



influxo na corrente sanguinea, a producao enddgena de triglicérides, a taxa de
formacao de QM e a lipdlise dos triglicérides das particulas. Portanto, ndo é
possivel através desse teste avaliar especificamente a remocdo dos
remanescentes, do compartimento plasmatico. (2) Avaliacdo da cinética
plasmatica do retinil palmitato apds a ingestdo de gordura suplementada com
vitamina A (COHN et al., 1993). O retinol, assim como o colesterol, apds ser
absorvido pelas células da mucosa intestinal é esterificado no enterécito com
acidos graxos, principalmente o &cido palmitico, e secretado na linfa, como
palmitato de retinol. O palmitato de retinol permanece no nucleo hidrofébico dos
quilomicrons durante o catabolismo da lipoproteina, até a captacao hepética do
remanescente, servindo portanto como seu marcador. A determinacdo das
concentracdes plasmaticas de palmitato de retinol, durante o periodo pds-prandial,
reflete 0 aparecimento e o desaparecimento de QM e seus remanescentes.
Entretanto, assim como no teste de tolerancia a gordura, ndo sao avaliados, em
relacdo a gordura ingerida, processos complexos como digestdo, absorcao, taxa
de formacao de QM, influxo na circulagdo sanguinea e processo de lipdlise. Além
disso, a execucao desse teste € lenta e laboriosa, o que dificulta sua aplicacao
rotineira. (3) Avaliacdo da cinética plasmatica de lipides marcados com
radioisétopos ingeridos com a gordura (DUBOIS et al., 1996). Permite a
diferenciacao entre QM e seus remanescentes, porém, apresenta a variavel do
periodo gasto para a absorcdo da gordura ingerida. (4) Avaliacdo da cinética
plasmatica de QM autdlogos coletados apds a ingestao de gordura enriquecida

com retinil palmitato e injetados endovenosamente (BEER & KERN, 1984).



Na década de 80, foram descritas emulsdes lipidicas artificiais com
composigao lipidica e densidade semelhantes ao QM natural. Essas emulsdes sao
destituidas de proteinas, porém quando injetadas na circulacdo sanguinea,
adquirem as diversas apos, através de colisdes com outras lipoproteinas, com
conseqiientes trocas de componentes de superficie (MARANHAO et al., 1984).
Estudos realizados em ratos mostraram que quando injetada endovenosamente,
as emulsées apresentam comportamento metabdlico similar ao QM natural
(HIRATA et al., 1987). Outra demonstracao da similaridade do metabolismo das
emulsdes artificiais e dos QM naturais foi mostrada em humanos, através da
observacédo da cinética plasmatica mais lenta das emulsdes artificiais apés uma
refeicdo rica em gordura, 0 que sugere que ocorra uma competicdo das emulsdes
com os QM naturais (MARANHAO et al., 1996). Essa metodologia apresenta a
vantagem de ultrapassar as etapas de absorcao e formacao de QM no intestino.
Além disso, o teste € de facil aplicacao e possibilita acompanhar o metabolismo de
QM, através da utilizacao de isétopos radioativos.

A cinética das emulsbes artificiais pode fornecer informagdes sobre
diversos aspectos dinamicos do metabolismo dos QM, como velocidade de
remocao plasmatica, funcdo de receptores celulares, processo de lipdlise,
transferéncia de componentes lipidicos de superficie para outras lipoproteinas,
acoes enzimaticas diversas, destacando-se atividade da LLP, da LCAT e da
CETP.

Através da avaliacdo da remocdo plasmatica das emulsées artificiais,
podem ser avaliados os efeitos de regimes dietéticos e diversas drogas no circuito

metabodlico dos QM. O modelo de emulsdes artificiais, como estratégia para



avaliacado do metabolismo das lipoproteinas poés-prandiais, tem sido utilizado em
diversas condicdes patoldgicas como doenca arterial coronariana (MARANHAO et
al., 1996), lupus eritematoso sistémico (BORBA et al., 2000), aneurisma de aorta
(HOSNI et al., 2007), transplante cardiaco (VINAGRE et al., 2000), hipertensao

arterial maligna (BERNARDES-SILVA et al., 1995).

1.5. Dislipidemia na Sindrome Metabdlica e no Diabetes mellitus

tipo 2

1.5.1. Estado pré-prandial

No DM2, o perfil lipidico geralmente encontra-se alterado, com
concentracdes elevadas de triglicérides, aumento do fluxo de acidos graxos,
aumento dos valores apo B (GINSBERG, 2000), diminuicdo das concentracdes de
HDL-C (BECKMAN, 2002) e pequeno aumento da concentracdo de LDL-C,
predominantemente, aumento da LDL pequena e densa, particula sabidamente

aterogénica (HAFFNER,1998).

A alteracao inicial na resisténcia a insulina ocorre no adipécito, que é
incapaz de armazenar os acidos graxos circulantes. Como os acidos graxos nao
sado aprisionados no tecido adiposo, ha um aumento do fluxo de &cidos graxos
para o figado, com incremento da producao VLDL (GIBBONS et al., 2000 ; LEWIS
et al., 2002). Além de poder diminuir as concentracdes de acidos graxos livres

circulantes, a insulina também tem uma acao inibitéria diretamente na producao



de VLDL4, uma subclasse de VLDL maior e mais rica em triglicérides. Portanto, o
aumento da sintese e secrecdo da VLDL na resisténcia a insulina pode também
ser explicado pela deficiéncia na supressao da sintese e secrecao de VLDL;,
reguladas pela insulina, na resisténcia a insulina o que leva a uma superproducao
dessa lipoproteina. O tamanho de particulas ricas em triglicérides na circulacao
sanguinea € importante, devido ao fato de grandes particulas ndo penetrarem no
espaco subendotelial (NORDESTGAARD et al., 1994). Os remanescentes de QM
e de VLDL entram no espaco subendotelial dos vasos sanguineos onde o
processo aterogénico € iniciado. Alem disso, o acumulo de remanescentes das
lipoproteinas pode também contribuir com a aterogénese, por meio da ativagéo da
atividade do fator VII (efeito pro-coagulante) e aumento dos niveis de
plasminogénio (efeito antifibrinolitico) (COHN JS, 1998).

Este aumento da producédo de VLDL; origina lipoproteinas grandes e mais
ricas em triglicérides, que sao lancadas na circulacdo sanguinea e servem de
substrato para a acao enzimatica da LLP que hidrolisa os triglicérides em acidos
graxos e da LH que hidrolisa os fosfolipides (TASKINEN, 1987), formando as LDL
pequenas e densas, mais aterogénicas. As constantes trocas dos triglicérides e
éster de colesterol entre as particulas de VLDL e HDL, determinam as baixas
concentragdes plasmaticas de HDL-C. A HDL, enriquecida de triglicérides
provenientes da VLDL, ira sofrer a acdo da LH, para estar disponivel novamente

para o transporte reverso do colesterol.



1.5.2. Estado pés-prandial

Na resisténcia a insulina, o efeito antilipolitico da insulina no tecido adiposo
encontra-se diminuido (REBUFFE-SCRIVE, 1987), o que pode explicar o
aumento de acidos graxos livres observados no estado poés-prandial

(COUILLARD et al. ,1998).

Varios estudos tém demonstrado que a lipemia poés-prandial encontra-se
aumentada no DM2, com um pico de concentracdo plasmatica de
triglicérides entre 4 a 6 horas, apés uma sobrecarga de gordura
(GINSBERG et al.,, 2001 ; SYVANNE et al.,, 1994). Dessa maneira,
pacientes diabéticos estdo expostos a maiores concentracbes de
triglicérides durante a maior parte do dia. O metabolismo de quilomicrons e
seus remanescentes encontra-se prejudicado na resisténcia a insulina e no
DM2. O processo de associacdo da apo B 48 com os lipides da dieta para
formar os quilomicrons, no intestino, esta alterado, ocorrendo um aumento
da secrecao de apo B 48 (HAIDARI et al., 2002). Além disso, pode ocorrer
um aumento da proteina microssomal de transferéncia de triglicérides
(MTP), responsavel pela lipidacdo da apo B, antes da secrecdo da

lipoproteina (TOMKIN GH et al., 2001; HAIDARI et al., 2002).

O aumento da lipemia pés-prandial pode contribuir com o tempo de

residéncia da VLDL; na circulacdo, o que pode iniciar uma seqiéncia de



eventos que levam a formagdo de remanescentes aterogénicos e LDL

pequena e densa.

No estado pés-prandial, as lipoproteinas ricas em triglicérides sao
constituidas por uma maior quantidade de particulas de VLDL do que de
QM, sendo que a maior parte corresponde a VLDL; (SCHNEEMA et al.,
1993). Isso pode ser explicado, em parte, pelo fato dos triglicérides das
particulas maiores serem hidrolisados mais rapidamente do que os das
particulas menores. Portanto, o fluxo de QM apéds a alimentagao inibe a
lipdlise das particulas de VLDL, devido a competicao pela LLP (TASKINEN,
2001; GINSBERG et al., 2001; TOMKIN et al., 2001). Consequentemente, o
catabolismo da VLDL esta diminuido, levando a um maior tempo de
residéncia dessa lipoproteina na circulagdo. Esse processo encontra-se
exacerbado na resisténcia a insulina e no DM2, onde ocorre um aumento na
producéo de VLDL,. Outro fator que leva ao aumento da VLDL plasmatica €
a diminuicdo da atividade da LLP, a qual é regulada pela insulina
(GINSBERG, 2002; TASKINEN, 1987; GOLDBERG et al., 2000;
PANAROTTO et al., 2002). Além disso, outro mecanismo € a deficiéncia na
remocao plasmatica de remanescentes, pelo figado, por meio de receptores
B,E e proteina relacionada ao receptor de LDL (LRP) (GOLDBERG et al.,

2000; TOMKIN et al., 2001).



Varias evidéncias sugerem que o aumento das lipoproteinas ricas em
triglicérides apresenta uma correlacdo negativa com a concentragéo plasmatica de
HDL-C e tamanho da LDL (VAKKILAINEN et al., 2002, REDGRAVE, 2004,
GINSBERG et al., 2001).

Em individuos com resisténcia a insulina e DM2, a regulacdo dos niveis
plasmaticos de LDL, é complexa. Foi sugerido que os triglicérides da VLDLsao o
principal fator determinante do tamanho da LDL, no DM2 (PACKARD et al., 2000).
Além da maior secrecdo de VLDL;, a diminuicdo da atividade da LLP esta
relacionada a formacao da LDL pequena e densa. O maior tempo de residéncia da
VLDL;, na circulagao favorece a troca de lipides entre a essa lipoproteina e a LDL,
mediada pela CETP. Por apresentarem um aumento da CETP, os individuos com
DM2 apresentam uma LDL depletada de éster de colesterol e enriquecida de
triglicérides, os quais serdo quebrados pela LH, que encontra-se aumentada
nesses individuos. Consequentemente, as particulas de LDL tornam-se menores.

As concentragdes plasmaticas de HDL-C encontram-se diminuidas no DM2
devido a glicacao da lipoproteina que pode acelerar seu turn over, ou por elevagao
dos niveis de triglicérides. Esta hipertrigliceridemia dirige o transporte do centro
dos lipides entre lipoproteinas ricas em TG e particulas de HDL e também para
LDL (TASKINEN , 2001; GOLDBERG , 2001; LAMARCHE et al., 1999). No DM2, a
atividade da CETP esta aumentada, resultando no aumento de transferéncia de
éster de colesterol da HDL para lipoproteinas rica em TG, como os QM e VLDL
(LE GOFF et al., 2004) que doem os triglicérides para as HDLs. Estudos mostram
que em contraposto, a deficiéncia da CETP reduz o transporte de TG e éster de

colesterol entre HDL e particulas ricas em TG, elevando os niveis de HDL,



indicando que o aumento da atividade da CETP pode ser proaterogénico
(BARTER et al., 2003).

Um estudo feito pela Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) encontrou
que, embora a colesterol de LDL seja um importante fator em estagios prévios
para aterosclerose, o metabolismo de lipoproteinas ricas em triglicérides e seus
efeitos na LDL e HDL pode ser mais relevante na fase tardia do processo de

aterotrombose (SHARRETT et al., 1994).



2. OBJETIVOS

O objetivo especifico do presente estudo foi verificar em pacientes
portadores de Diabetes mellitus tipo 2 e Sindrome Metabdlica, por meio de

nanoemulsdes de lipides artificiais:

e (Cinética plasmatica de quilomicrons artificiais
e Transferéncia de lipides de uma nanoemulsao para a HDL
Objetivos gerais, avaliar as determinagdes bioquimicas, dosagens de

acidos graxos e mensuracao do didmetro da particula de HDL.



3. CASUISTICA

Todos os participantes do estudo foram devidamente esclarecidos sobre
todos os procedimentos realizados. Assinaram o Termo de Consentimento de
acordo com as normas que regem estudos experimentais com seres humanos,
disponibilizadas pelas comissdes de ensino, pesquisa e ética médica da Instituicao
para realizagdo do mesmo. O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa- CAPPesp da Diretoria Clinica do Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Os participantes do estudo foram divididos em trés grupos:
Grupo Diabetes mellitus tipo 2 (DM2):
Critérios de inclusao:
e idade entre 40 e 80 anos
e  hemoglobina glicada > 7,0 mg/dL, segundo critérios da American
Diabetes Association (2007), para presenca de descontrole da doenca
e  diagnéstico de DM2 ha menos de 5 anos.
Critérios de exclusao:
e enzimas hepaticas AST e ALT > 3 mg/dL
e insuficiéncia renal aguda ou crdnica, com niveis de creatinina superiores a
2 mg/dL
e tabagismo
e  histdria prévia ou atual de hipo ou hipertiroidismo, doencas auto-imunes e

etilismo



e insuficiéncia cardiaca

e triglicérides > 400mg/dL

e uso de hipolipemiantes orais nos ultimos 3 meses.

Desta forma foram convocados 15 individuos do sexo masculino portadores de
DM2. Todos faziam uso de Metformina. As caracteristicas clinicas dos
participantes desse grupo encontram-se na TABELA 1 e as caracteristicas
laboratoriais na TABELA 2.

Grupo Sindrome Metabdlica (SM):
Critérios de inclusao:

e idade entre 40 a 80 anos

e CA 294 cm para os homens e = 80 cm para as mulheres;

e Glicemia de jejum entre 100 e 126 mg/dL
Critérios de exclusao:

e enzimas hepaticas AST e ALT > 3 mg/dL

e insuficiéncia renal aguda ou crénica, com niveis de creatinina superiores a

2mg/dL

e tabagismo

e triglicérides < 400 mg/dL

e uso de drogas hipolipemiantes nos ultimos 3 meses

Desta maneira foram convocados 15 individuos com Sindrome Metabdlica do
sexo masculino de acordo com as normas da International Diabetes Federetion
(2006). As caracteristicas clinicas dos participantes do grupo SM encontram-se na

TABELA 1 e as caracteristicas laboratoriais na TABELA 2.



Grupo Controle:
Critérios de incluséo:
e idade entre 40 a 80 anos
e sem patologia prévia
e normolipidémicos, de acordo com IV Diretrizes Brasileiras sobre
Dislipidemias
e glicemia de jejum < 100mg/dL
Critérios de exclusao:
e tabagismo
Desta forma foram convocados 14 individuos do sexo masculino pelo
Laboratério de Metabolismo de Lipides do Incor- HCFMUSP. As caracteristicas
clinicas dos participantes desse grupo encontram-se na TABELA 1 e as
caracteristicas laboratoriais na TABELA 2.
O numero de participantes foi baseado em varios estudos de lipoproteinas
artificiais ja4 desenvolvidos em nosso laboratério (MARANHAO et al.,1996;

SPOSITO et al., 2001; OLIVEIRA et al.,2002).



Avaliacao clinica

Os individuos que participaram do estudo foram avaliados por meio de
anamnese e exame fisico.

Os trés grupos foram avaliados em relacdo a idade, peso, altura, medida da
circunferéncia abdominal (CA) (na altura da cicatriz umbilical) e indice de massa
corporea (IMC) definido conforme equacéo abaixo proposta no terceiro estudo de
sobrevida do exame nacional americano de saude e nutricdo (NHAMES III)
(KUCZMARSKI et al., 1994):

Peso (KQ)
IMC=

[Altura (m)]?
A pressao arterial foi aferida em apds repouso de cinco minutos em membro

superior esquerdo com o paciente sentado. O peso e a altura medidos por balancga

modelo PL-150 Filizola S/A.

Dados individuais de cada grupo encontram-se nos ANEXOS.



TABELA 1. Caracteristicas clinicas dos grupos Controle, Diabetes mellitus tipo 2

(DM2) e Sindrome Metabdlica (SM).

Parametros Controle DM2 SM p
(n=14) (n=15) (n =15)
Idade (anos) 5310 5719 5016 0,089
IMC (Kg/m?) 23+1,38 26 +0,62* 28+1,10** < 0,001
CA (cm) 7745 95+7* 104+6** < 0,001

IMC= indice de massa corpdrea (Kg/m°); CA= circunferéncia abdominal. Resultados expressos como média
+desvio padrdo. Teste de comparacdo multipla Tukey apés One-Way ANOVA .

* quando comparado ao grupo controle.

* quando comparado ao grupo DM2.

TABELA 2. Dados laboratoriais dos grupos Controle, Diabetes mellitus tipo 2

(DM2) e Sindrome Metabdlica (SM).

Parametros Controle DM2 SM p
(mg/dL) (n=14) (n=15) (n =15)
AST 1041 10+2 1041 0,75
ALT 9+1 1313 1141 0,95
Uréia 4012 42+4 42+3 0,16
Creatinina 1,0+0 1,0+£0,17 1+0,1 0,88
HbA1c NR 9,8+2 NR ~

AST=aspartato aminotransferase; ALT.=alanina aminotrasnferase;HbA1c= hemoglobina glicada; NR= néo
realizado. Resultados expressos como média + desvio padrdo One-Way ANOVA.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Reagentes

Os lipideos, triglicérides, colesterol, oleato de colesterol, trioleina e
fosfolipides foram obtidos da Sigma. Os lipideos marcados radioisotopicamente,
glycerol tri [9,10(n)*H] oleate e cholesteryl [1-'*C] oleate foram obtidos da
Amersham International (UK). O cloroférmio e o metanol utilizados no método de
extracdo de lipideos foram obtidos da Merk (Darmastadt, Germany). A solucao
cintiladora Ultima Gold™ XR foi obtida da Packard Bioscience B. V. (Groningen,
Holanda). A heparina sodica (Roche-Brasil) foi utilizada como anticoagulante nas

amostras de sangue colhidas dos participantes do estudo.

4.2. Determinacoes Bioquimicas

As avaliagbes do perfil lipidico foram realizadas no Laboratério de
Metabolismo de Lipides do Instituto do Coracdo do HC-FMUSP. Os participantes

estavam em jejum de 12 horas.

A determinacdo dos niveis plasmaticos de triglicérides, de glicose e do
colesterol total foi realizada por método colorimétrico enzimatico (Labtest
Diagnéstica S.A., Minas Gerais, Brasil).

O colesterol de HDL foi determinado pelo mesmo utilizado para o colesterol

total, apds precipitacdo quimica das lipoproteinas que contém apolipoproteina B,



utilizando-se reagente precipitante constituido por cloreto de magnésio e acido
fosfotungstico.

O valor do colesterol de LDL foi obtido pela diferenca entre o colesterol total
e a somatéria do colesterol de HDL e colesterol de VLDL (férmula de
FRIEDEWALD et al., 1972). O colesterol de VLDL foi calculado pela divisdo dos
niveis plasmaticos de triglicérides por 5, para valores até 400mg/dL.:

Colesterol de LDL= [colesterol total - (HDL-C + VLDL-C)]

Colesterol de VLDL= triglicérides/5

A determinacao de HbA. foi realizada por método imunoturbidimétrico. A
dosagem de uréia por método enzimatico (urease) ultravioleta, a creatinina por
método cinético de dois pontos, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) por ensaio cinético ultravioleta (Labtest diagnostica S.A.,
Brasil).

Para a determinacdo dos acidos graxos livres plasmaticos foi utilizado o
método colorimétrico enzimatico NEFAC ACS-ACOD Method (Wako Chemicals

GmbH, Neuss, Germany).

4.3. Determinacao do diametro da particula de HDL

O diametro das particulas de HDL foi determinado por espalhamento de luz
em angulo de 90° \utlizando o equipamento Laser Light Scattering
(ZetaPALMS,Brookhaven Instr.Corp.), técnica descrita por Lima e Maranhao

(2004).



As amostras dos individuos foram colhidas em jejum de 12 horas, em tubos
de EDTA (1,5G/d/L) e o plasma obtido ap6s centrifugacao por 10 minutos, a 3.000
rom, em centrifuga Sorval RT7. Em seguida, por precipitacdo quimica das
particulas lipoprotéicas e seus remanescentes que contém apo B utilizando uma
solucao de polietilenoglicol (PEG) 8000 (400 g/L), na proporcao 1:1 (v/v), obteve-
se a fracdo de HDL. O sobrenadante contendo HDL foi diluido em uma solugéo de
cloreto de sodio (NaCl) 0,10 mmol/L e filtrado por meio de passagem em filtro
com porosidade 0,22um. O diametro ( nm ) das particulas da HDL em solucao
foram determinados por coleta das leituras sendo os resultados expressos pela

média obtida de 5 leituras (1 leitura por corrida).

4.4. Preparacao da nanoemulsao LDE

A nanoemulsdo, denominada LDE foi preparada segundo a técnica descrita
por Maranhdo et al. (1993). Em um frasco, foram pipetados 40 mg de
fosfatidilcolina, 20 mg de oleato de colesterol, 1 mg de trioleina e 0,5 mg de
triglicérides (Sigma Chemical Co — St. Louis, EUA), a partir de estoques
preparados em cloroférmio/metanol (2:1) (Merck — Darmstadt, Alemanha). Foram
adicionados 70 kBq de 'C-oleato de colesterol, 121 kBq de >H-triglicérides
(Amersham International — Reino Unido). A seguir, a mistura foi seca sob fluxo de
nitrogénio, em banho-maria 37°C e mantidas em dessecador a vacuo, por 16
horas, a 4°C, para remocao dos solventes residuais. A mistura de lipides
ressuspendida com tampéo-tris HCI, foi entdo emulsificada por irradiagdo ultra-

sbnica de 125 watts de poténcia, durante 3 horas, sob uma atmosfera de



nitrogénio, com temperatura variando de 51 e 55 °C. Em seguida, a emulsao foi
purificada em duas etapas de ultracentrifugacao e esterilizada por passagem em
filtro Millipore 0,22 um de didmetro. Todo o material utilizado foi despirogenizado
em estufa 180°C, durante 90 minutos e apds esterilizado em autoclave, 120°C por
20 minutos. O procedimento de preparo das nanoemulsdes foi realizado em

capela de fluxo laminar.

4.5. Transferéncia de Ester de Colesterol (EC), Fosfolipides (FL),

Triglicérides (TG) e Colesterol Livre (CL) para a HDL

Amostras dos pacientes foram colhidas apés jejum de 12 horas, em EDTA (1,5
g/L) e o plasma foi obtido apdés 10 minutos de centrifugacdo a 3.000 rpm, em

centrifuga Sorval RT7.

A transferéncia de EC, PL, TG e CL foram determinadas pelo método de
substrato exégeno (STOKKE & NORURN, 1971; CHANNON et al., 1990). Duas
nanoemulsdes lipidicas, 50ul, uma marcada radioativamente com oleato de
colesterol (EC-°H) e fosfolipides (PL-'*C) e a outra por tiglicérides (TG-'*C) e
colesterol livre (CL-*H) foram incubadas com 200 pl de plasma cada por 1 hora, a
37°C em agitador orbital Gyromax 706R, sob agitacdo de 40 rpm. Decorrido o
tempo, foram adicionados a solucao 250uL de reagente de precipitacdo de
lipoproteinas contendo apo B ( sulfato de dextran 0,2% / MgCl, 3M, v/v). A solucao
foi agitada em vortex por 30 segundos e em seguida centrifugada por 10 minutos a
3.000 rpm. Aliquotas de 250 pL do sobrenadante, contendo a HDL foram

pipetadas em frascos de cintilagdo e adicionados 5,0 mL de solugdo cintiladora



Ultima Gold (PerkinElmer, Boston, USA). A radioatividade presente nas amostras
foi quantificada em contador Beta (Liquid Scintilillation Analyzer, Packed 1600 TR,
Palo Alto, CA) com a utilizacdo do Software Plus Vers 5.01 da Diamond
Computers, para obtencdo das contagens de 'C e °H das amostras. O branco
neste experimento consiste em um mistura de 200uL de solucdo tampao TRIS-
HCL e 50uL de LDE, incubada e precipitada nas mesmas condi¢cdes acima. O
valor de radioatividade total presente na amostra foi determinado pela incubacao
de 200uL de plasma com 50uL de LDE, seguida de incubacao, porém sem adicao
de reagente precipitacdo. As transferéncias de EC, PL, TG e CL foram expressas
como percentagem de EC-°H, PL-"C, TG-"C e CL-*H em relacdo a

radioatividade total incubada.

4.6. Preparacao de uma nanoemulsao de Quilomicron Artificial

As nanoemulsdes de quilomicrons artificiais foram preparadas conforme
descrito por MARANHAO et al., 1984. Os lipideos frios foram dissolvidos em
cloroférmio: metanol, 2:1 e pipetados em frascos adequados (2% colesterol, 6%
oleato de colesterol, 23% lecitina e 69% trioleina), juntamente com os lipideos
radioativos cholesteryl[1-'*Cloleate e glycerol tri[9,10(n)-*H]oleate. As misturas
passaram por um processo de secagem sob fluxo de nitrogénio e mantidas
durante 12 horas em dessecador a vacuo para completa evaporacao dos
solventes organicos residuais.

As nanoemulsdes foram preparadas por meio de irradiagéo ultrassénica

das misturas lipidicas em meio aquoso salino, utilizando-se um disrruptor de



células, Branson Cell Disruptor (Branson Ultrasonics Corp, mod B 450). As
emulsdes obtidas foram submetidas a duas etapas de ultracentrifugacdo em
gradiente descontinuo de densidade, utilizando-se rotor TH 641 e
ultracentrifuga Sorvall (modelo OTD Comb, Wilmington, EUA), para
purificacao, ou seja obtencao de particulas homogéneas, com a densidade e o
tamanho desejados. As nanoemulsdes foram imediatamente esterilizadas por
passagem em filtros Millipore com porosidade de 0,22 um de diametro e

armazenadas em frascos estéreis, igualmente a anterior.

4.7. Estudos Cinéticos

O estudo do metabolismo de quilomicrons foi realizado no Laboratério
de Metabolismo de Lipides do Instituto do Coragdo do HC-FMUSP, os
participantes compareceram em jejum de 12 horas. Primeiramente, foram
colhidas amostras de sangue no estado basal do paciente e entdo, injetado
cerca de 100 pL de nanoemulsdo, contendo 148 kBq (4uci) de H-trioleina e 74
kBq (2uCi) de "C-oleato de colesterol. Por uma outra pungdo venosa, foram
colhidas amostras de sangue (6,0 mL) em tubos de ensaio contendo 250 Ul de
heparina sodica (Roche-Brasil), em intervalos de tempo pré-estabelecidos (2,
4, 6, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos), mantendo-se a cateterizacdo venosa
com soro fisiolégico 0,9%. As amostras de sangue foram centrifugadas a 2.500
r.p.m., durante 10 minutos, em centrifuga Sorvall (modelo RT7, Wilmington,
EUA), para obtencdo de plasma. Aliquotas de 1,0 mL de plasma foram

pipetadas em frascos de cintilacdo. E acrescentados a esses frascos, 5,0 mL



de solucdo Ultima Gold™ XR (Packard — Groningen, Holanda) para a
determinacao da radioatividade presente nas amostras, utilizou-se um contador
Beta (Packard, modelo 1660 TR, EUA). As contagens obtidas foram utilizadas
para o calculo das curvas de decaimento plasmatico e dos parametros
cinéticos dos componentes lipidicos radioativos da nanoemulséo, por meio de
um programa computacional de analise compartimental, AnaComp® versao 4.1

(MESQUITA, 1994).

4.8. Avaliacao do risco radiologico

A dose radioldgica injetada foi avaliada de acordo com as normas da
International Commission on Radiological Protection (ICRP) (SOWBY,1984). O
parametro Annual Limit for Intake (ALl) de radionuclideo é definido como a
quantidade de radioisétopo que induz a uma dose equivalente de 50 mSv .
Para componentes organicos marcados com *C ou ®H, os valores de ALl sdo
9 x 10” e 3 x 10° Bq, respectivamente. No presente estudo, a dose injetada de
'4C foi de 22,2 x 10* Bg, 0 que equivale a: (22,2 x 10* Bg/ 9 x 107 Bg) x 50 mSv
= 0,1233mSv. Para o °H, a dose injetada foi de 44,4 x 10* Bg, portanto a dose

equivalente: (44,4 x 10* Bg/ 3 x 10° Bg) x 50 mSv = 0,0075 mSv.

A dose equivalente incorporada no corpo inteiro em conseqiéncia da
exposicdo aos lipides radioativos foi estimada em 0,04 mSv, conforme avaliado
pelo método MIRD- Medical Intermal Radiological Dosimetry (SMITH,1977).

Os dados descritos para ratos pesando 0,4 Kg foram ajustados para seres



humanos, estimando-se um peso médio de 70Kg, utilizando-se um fator de

correcao com a equacao seguinte:
KHomem = Krato x (70Kg / 0,4Kg)"™

O valor exponencial X representa uma escala de variagdes interespécies da
farmacocinética, levando em consideracao o tempo bioldgico de cada espécie,
que varia de 0,65 a 0,95. Considerando o valor de X= 0,86, estima para seres
humanos um nivel plasmatico total de 204 mg/dl e uma excrecao diaria de

colesterol de 1250 mg/dia (BOXENBAUM,1983).

Esse valor estd dentro da média descrita em avaliagdes laboratoriais

desses parametros em seres humanos (MARANHAO,1983).

O método acima descrito permite estimar que os participantes deste estudo
receberdo por dose injetada de CE-'*C, 0,26 mGy no intestino grosso inferior,
0,5 mGy no intestino grosso superior, 0,18 mGy na pele, 0,13 mGy na
superficie dos ossos e 0,13 mGy no figado. A dose recebida pelos pulmdes,
coracéao, ovarios ou testiculo é desprezivel. Em conformidade com as normas
de protecao radiolégica (Comissdo Nacional de Energia Nuclear,1988), este
valor é muito inferior ao maximo permitido. A dose de radiacédo induzida pela
injecdo dos radiois6topos € menor que a obtida com a maioria dos
procedimentos radiol6gicos, sendo cerca de 10 vezes menor que a dose

induzida por uma radiografia de cranio (ALTMAN,1974).



4.9. Analise de dados cinéticos dos Quilomicrons

As contagens de radioatividade obtidas nas amostras de plasma dos
pacientes nos tempos avaliados durante 60 minutos, foram utilizadas para a
determinacdo das curvas de decaimento plasmatico e calculo dos parametros
cinéticos dos componentes lipidicos radioativos da nanoemulsédo, por meio de
analise compartimental, com a utilizagdo de um programa computacional
desenvolvido para andlise de cinética de nanoemulsdes por Mesquita, C.H., do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares da Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, programa AnaComp versao 4.1 (MESQUITA, 1994).

No modelo utilizado (figura 1), a cinética da nanoemulsao foi avaliada por
avaliacOes isoladas das remocdes plasmaticas de seus componentes lipidicos
radioativos, pelo fato dos mesmos apresentarem cinéticas diferentes. Assim como
no metabolismo dos quilomicrons naturais, os triglicérides da nanoemulsao séo
hidrolisados durante o metabolismo, enquanto que o oleato de colesterol

permanece no interior da particula até a captacdo da mesma pelo figado.



4C-CE

k1,0

k1,2

k2,0

Figura 1 - Modelo compartimental adotado para andlise para de cinética

plasmatica dos quilomicrons artificiais (MESQUITA, 1994)

A curva de remocdo plasmatica do '“C-colesterol esterificado ('*C-CE)
reflete a cinética do colesterol esterificado e apresenta um perfil biexponencial
com um rapido decaimento inicial seguido de outro mais lento. Esse perfil levou a
adocao de um modelo com dois compartimentos que representam o colesterol
esterificado dos quilomicrons artificiais no espaco intravascular, tal como foi
injetado (compartimento 1) ou na particula remanescente, resultante do processo
de lipdlise (compartimento 2).

A curva de remocdo plasmatica dos 3H-triglicérides (*H-TG) representa a
cinética das moléculas de triglicérides. Embora essa curva apresente as mesmas
caracteristicas da curva de remogéo do "“C-CE, o seu decaimento é mais rapido
devido a acdo da LLP. A cinética do °*H-TG ¢é representada por trés

compartimentos: os triglicérides na patrticula, tal como foi injetada na circulacao



sanguinea (compartimento 3), as particulas remanescentes (compartimento 4) e
0s acidos graxos livres, derivados da hidrélise dos triglicérides (compartimento 5).
A partir desse modelo e com base no método dos minimos quadrados ndo
linear, foram calculadas as taxas fracionais de transferéncia (k) dos lipides
marcados entre 0s compartimentos ou para o espaco extravascular.
Os compartimentos e as taxas fracionais de transferéncia (k) do modelo

adotado neste estudo sao definidos como:

4.9.1. Analise da cinética do éster de colesterol marcado com C
(EC-*C):

- o compartimento n° 1 representa a emulsdo marcada com EC-'C,
introduzida no espaco intravascular;

- 0 k1,0 representa a fracdo da emulsao que € retirada do compartimento
plasmatico por meio de via ndo especifica;

- 0 k1,2 representa a fracao da emulsao que sofre a acao da LLP, perdendo
triglicérides e se transformando em uma particula menor, o remanescente de
quilomicron, o qual é representado pelo compartimento n° 2;

- 0 compartimento n° 2 representa o remanescente de quilomicron,
resultante da acao lipolitica;

- 0 k2,0 representa a fracdo de remanescente de quilomicron que é
removida do compartimento plasmatico, por meio de captacédo principalmente

hepatica.



4.9.2. Analise da cinética dos triglicérides marcados com *H (TG-
*H):

- 0 compartimento n° 3 representa a emulsdo marcada com *H-TG, injetada
na circulacao sanguinea;

- 0 k3,0 representa a fracdo da emulsdo que é removida do compartimento
plasmatico por meio de via ndo especifica;

- 0 k3,4 representa a fracdo da emulsado que sofre a agdo da LLP, perde
triglicérides se transforma no remanescente de quilomicron;

- 0 compartimento n° 4 representa o remanescente de quilomicron;

- 0 k8,5 representa a fragdo de acidos graxos livres formada a partir da
hidrélise dos triglicérides, pela acao da LLP sobre os quilomicrons;

- 0 k4,5 representa a fragdo de acidos graxos livres formada a partir da
hidrélise dos triglicérides, pela acao da LLP sobre os quilomicrons;

- 0 k4,0 representa a fragdo de remanescente captada principalmente pelo
figado.

- 0 k5,0 representa o desaparecimento dos acidos graxos livres do
compartimento extravascular.

Para representar a remocao das particulas foram utilizados os parametros
denominados taxas fracionais de remocao (TFR), em min™, dos lipides marcados,
calculados pela média ponderada das respectivas taxas fracionais de
transferéncia (k)

As contagens de radioatividade obtidas nas amostras de plasma dos

pacientes, nos tempos avaliados durante 60 minutos, foram utilizadas para a



determinacdo das curvas de decaimento plasmatico e calculo dos parametros
cinéticos dos componentes lipidicos radioativos da emulsdo, por meio de analise
compartimental, com a utilizacdo de um programa computacional desenvolvido

para andlise de cinética de emulsdes, AnaComp® versdo 4.1 (MESQUITA, 1994).

4.10. Analise Estatistica

Inicialmente todas as variaveis foram analisadas descritivamente. Para as
variaveis quantitativas esta analise foi feita através da observagcdo dos valores
minimos e maximos, e o calculo de médias e devios-padrdo. Para as variaveis
qualitativas calcularam-se freqiéncias absolutas e relativas.

Para a andlise da hipétese de igualdade entre os trés grupos utilizou-se a
Andlise de Variancia (ANOVA), seguida do po6s-teste de comparagdo multipla de
Tukey.

O coeficiente de correlacao (r) entre as TFR, perfil lipidico e taxa de
transferéncia de lipides para a HDL foi calculado utilizando o teste de correlagao
de Pearson.

Todos os testes foram feitos utilizando-se o software GraphPad Prism
version 3.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego Califérnia USA. Nas
analises efetuadas, os resultados foram considerados significativamente diferentes

quando p<0,05.



5. RESULTADOS

5.1. Determinacées bioquimicas

Como verificado na TABELA 3, as concentracdes plasmaticas de colesterol
total foram maiores no grupo SM comparando-se aos grupos controle (p < 0,001)
e DM2 (p < 0,05). A concentragdo plasmatica de LDL-C foi maior na SM em
comparacao ao controle (p < 0,01). Em relacao aos triglicérides foram encontradas
concentracdes plasmaticas maiores no grupo SM comparadas aos grupos DM2
(p< 0,01) e controle (p < 0,001). A concentragédo plasmatica de VLDL-C foi maior
em individuos com SM em comparacao a DM2 (p < 0,01) e controle (p < 0,001). Ja
as concentragbes de HDL-C foram menores nos grupos DM2 (p < 0,05) e SM
(p<0,01) em comparacao ao grupo controle. A concentracdo de glicose plasmatica
foi maior no grupo DM2 em comparacdao aos grupos SM (p<0,001) e controle
(p<0,001). Em relacdo aos &cidos graxos livres, os grupos DM2 e SM
apresentaram niveis plasmaticos mais elevados comparando-se com 0 grupo

controle (p < 0,001).



TABELA 3. Concentracoes plasmaticas de lipoproteinas, glicose, acidos graxos

livres dos grupos Controle, Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e Sindrome Metabdlica

(SM).
Concentracoes Controle DM2 SM
Plasmaticas (n=14) (n=15) (n=15)
(mg/dL)

Colesterol 193+25 208+37 246+37 ***+
LDL-C 108+21 129+38 157+44 **
VLDL-C 21+ 9 32+ 9 44112 ****
HDL-C 51+9 42+9 * 39+9 **
Triglicérides 108+49 161145 222+60 * x x*
Glicose 91+6 157+40 *** 107+5,2 ¢
Acidos Graxos Livres 0,38+0,16 0,85+0,35 ** 0,86+25 **

*p < 0,05 quando comparado ao grupo controle; **p < 0,01 quando comparado ao grupo
controle;***p < 0,001 quando comparado ao grupo controle; ¥ p< 0,05 quando comparado ao grupo
DM2. Teste de comparagdo multipla Tukey apo6s One-Way ANOVA. HDL-C= colesterol de
lipoproteina de alta densidade; LDL-C= colesterol da lipoproteina de baixa densidade;VLDL-C=
colesterol de muito baixa densidade.Resultados expressos como Média + Desvio Padrao.



5.2. Medida do diametro da HDL e taxa de transferéncia de colesterol livre,
éster de colesterol, triglicérides e fosfolipides da nhanoemulsao para a HDL

Nao foram observadas diferencas em relacdo ao didametro da HDL nos
grupos controle, DM2 e SM (TABELA 4).

Comparando-se com o grupo controle, as transferéncias de fosfolipides
(PL) e colesterol livre (CL) para a HDL foram maiores nos grupos DM2 (p<0,001) e
SM (p<0,001). As transferéncias de triglicérides (TG) e éster de colesterol (EC)
para a HDL foram similares nos trés grupos (TABELA 5). Encontramos uma
correlacdo positiva entre taxa de transferéncia de PL e concentragdes plasmaticas

de triglicérides, em pacientes com SM.

TABELA 4. Diametro da HDL dos grupos Controle, Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

e Sindrome Metabdlica (SM).

(n=14) (n=15) (n=15)
Diametro da HDL 9,51 +0,4 9,45+ 0,7 9,47 + 0,8
(nm)

Teste de comparagao multipla Tukey ap6s One-Way ANOVA .Resultados expressos como Média +
Desvio Padréo.



TABELA 5. Transferéncia de fosfolipides, triglicérides, éster de colesterol e
colesterol livre da nanoemulsdo para a HDL nos grupos Controle, Diabetes

mellitus tipo 2 (DM2) e Sindrome Metabdlica (SM).

TAXA DE Controle DM2 SM
TRANSFERENCIA (n =14) (n =15) (n =15)
“C-tosfolipides (%) 20,69 +1,42 26,16+ 1,30" 2572+ 1,39"
®H- triglicérides (%) 6,69 + 0,53 7,08 + 1,59 6,96 + 0,49
*H-colesterol éster(%) 5,083 + 0,38 5,06 + 0,59 5,06 + 0,59
"*C- colesterol livre (%) 10,37 + 0,64 11,95 + 0,53 12,34 + 0,64*

*p<0,001comparando-se ao grupo controle. Teste de comparagao multipla Tukey apds One-Way
ANOVA .Resultados expressos como Média + Desvio Padréo.

5.3. Decaimento plasmatico do triglicérides e éster de colesterol radioativos

da nanoemulsao de quilomicrons artificiais.

Nao foram observadas diferencas nas taxas fracionais de remogéao de
triglicérides radioativos (TFR-TG-°H) da nanoemulsdo de quilomicrons artificiais
entre os grupos controle, DM2 e SM (FIGURA 2) (TABELA 6). Conforme
apresentado na FIGURA 3, a taxa fracional de remocao do éster de colesterol
radioativo (TFR-EC-'*C) da nanoemulsdo de quilomicrons artificiais foi menor nos
grupos DM2 (p<0,05) e SM (p<0,01), comparando-se com 0 grupo controle
(TABELA 6).



TABELA 6. Taxa fracional de remocao de triglicérides (TFR TG-H) e de éster de
colesterol (TFR EC-'C) da nanoemulsdo de quilomicrons (min ') entre Controle,

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e Sindrome Metabdlica (SM).

Taxa Fracional de Controle DM2 SM
Remocao (n =14) (n =15) (n =15)
(min ™)
TFR TG-*H 0,0353 + 0,0171 0,0327 + 0,0262 0,0427 + 0,0507
TFR EC-“C 0,0167 £ 0,0106 0,0076 + 0,0097* 0,0051+ 0,0044**

* p < 0,05 quando comparado ao grupo controle; ** p < 0,01 quando comparado ao grupo controle.
One- Way ANOVA.TFR TQ-SH =Taxa Fracional de Remogao dos Triglicérides; TFR EC-'*C = Taxa
Fracional de Remocao de Ester de Colesterol; Teste de comparacao multipla Tukey apos One-Way
ANOVA .Resultados expressos como Média + Desvio Padrao.
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FIGURA 2. Curvas de decaimento plasmatico dos triglicérides marcados (TG-2H)

da nanoemulsdo, nos grupos controle, DM2 e SM.
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FIGURA 3. Curvas de decaimento plasmatico do éster de colesterol (EC-'*C) da

nanoemulsao nos grupos controle, DM2 e SM.



DISCUSSAO

No diabetes mellitus tipo 2 e na sindrome metabdlica, a dislipidemia
constitui um importante fator de risco para a doenca arterial coronaria e acidentes
vasculares cerebrais, sendo que concentragcdes diminuidas de HDL-C e
aumentadas de triglicérides estdo independentemente relacionadas com essas
doencas (NINOMIYA , 2004; HAFFNER, 1998; ASSMANN, 1992). Assim como em
varios trabalhos (HAFFNER, 1998; HOKANSON et al.,1996 ; SYVANNE et al.,
1997), no presente estudo, encontramos um aumento das concentracdes
plasmaticas de triglicérides nos pacientes com DM2 e com SM.

A hipertrigliceridemia no DM2 e na SM tem como base, a resisténcia a
insulina (GOLDSTEIN et al., 2003). O excesso de acidos graxos provenientes do
tecido adiposo, leva a um aumento da sintese hepatica de VLDL, principalmente a
VLDL1 e consegientemente a um aumento das concentragdes plasmaticas de
triglicérides na resisténcia a insulina (GINSBERG, 2000; GORTER et al., 2004;
LEWIS et al., 1995). Neste sentido, encontramos um aumento de acidos graxos
livres nos grupos DM2 e SM, em comparacao ao grupo controle. Apesar de nao
serem diabéticos, os pacientes com SM apresentavam glicemia de jejum e
circunferéncia abdominal elevadas, o que sugere a presenca de resisténcia a
insulina. Portanto, o aumento da concentracao plasmatica de acidos graxos livres
pode estar relacionado ao estado de resisténcia a insulina que sabidamente causa
um aumento do fluxo de &cidos graxos livres do tecido adiposo, principalmente
abdominal, para o figado, contribuindo com a hipertrigliceridemia

(SEMENKOVICH, 2004).



Outro mecanismo relacionado ao aumento de triglicérides € o processo de
lipolise pela agéo da LLP. A atividade dessa enzima pode encontrar-se alterada
(TASKINEN,1987; GINSBERG, 2002; MERKEL et al.,, 2002) no DM2 e na
resisténcia a insulina. Em nosso estudo, o processo lipolitico, avaliado pela
cinética de uma nanoemulsdo lipidica artificial com comportamento metabdlico
semelhante ao dos quilomicrons naturais, ndo estava alterado no DM2 e na SM,
conforme indicado pelas taxas fracionais de remocdo de triglicérides da
nanoemulsdo, semelhantes as do grupo controle. Portanto, nossos resultados
sugerem que 0s mecanismos da resisténcia a insulina podem nao interferir com a
lipolise intravascular, o que também foi observado por outras metodologias
(PANAROTTO et al., 2002; ANNUZI et al., 1989).

Utilizando-se a nanoemulsdo de quilomicrons artificiais pode-se avaliar
além do processo lipolitico, a remocado plasmatica dos remanescentes de
quilomicrons. O acumulo de remanescentes de quilomicrons pode contribuir com a
aterogénese com a deposicao de colesterol no espaco subendotelial (PROCTOR,
MAMO,1996). Durante o metabolismo de quilomicrons, somente tracos de éster
de colesterol se transferem para outras lipoproteinas o que faz com que o
conteudo desse lipideo se mantenha praticamente inalterado até a captacao
hepatica do remanescente. Portanto, a cinética plasmatica do éster de colesterol
radioativo da nanoemulsao reflete a captacdo dos remanescentes pelo figado. No
presente estudo, tanto os pacientes com DM2 como os portadores da SM
apresentaram diminuicao na remocao dos remanescentes, conforme indicado pela
menor taxa fracional de remoc¢ao do éster de colesterol radioativo da nanoemulséo

de quilomicrons artificiais. A diminuicdo da remoc¢ao plasmatica de remanescentes



pode ser consequiéncia da diminuicdo da expressao de receptores celulares que
removem essas particulas da circulagcdo sanguinea, sendo que 0s principais sao o
receptor de LDL e o receptor relacionado ao receptor de LDL (LRP), ou por
modificacdes na composicao das apos, que possam interferir no metabolismo dos

QM (SHERRIL et al.,1978;COOPER et al.,1997).

A hipertrigliceridemia esta geralmente associada a concentragdes
plasmaticas diminuidas de HDL-C. Essas duas alteracdes lipidicas séao
caracteristicas de doencas metabdlicas como DM2 e SM. Nesse estudo, assim
como em outros (LEWIS et al., 1990,1991;0'MEARA et al.,1992; REILLY et
al.,2003), os pacientes com SM e DM2 apresentaram concentragbes de HDL-C
diminuidas. A menor lipdlise de lipoproteinas ricas em triglicérides resulta em
menor formacao de precursores de HDL (REILLY et al.,2003) e pode ocorrer na
SM e DM2 (LAMARCHE et al.,1999). Entretanto, em nosso estudo o processo
lipolitico, avaliado pela cinética de triglicérides de uma nanoemulsdo de
quilomicrons artificiais ndo encontrava-se alterado. Dessa maneira, 0S processos
que poderiam estar envolvidos com os niveis diminuidos de HDL-C seriam a
menor sintese hepatica de apo A1 e/ou a maior remocao da HDL da circulacédo
sanguinea (O'MEARA et al., 1992; REILLY et al.,2003).

Além das concentracées plasmaticas de HDL-C, também encontra-se
envolvido com a funcéo anti-aterogénica da HDL, o processo de transferéncia de
lipides de outras lipoproteinas plasmaticas para essa lipoproteina. Esse processo
estda associado a habilidade da HDL em promover o efluxo de colesterol das

células (SVIRIDOV & NESTEL, 2002; RADER, 2002; BARTER et al.,2003;



MEYER & KASHYAP,2004), conhecido como transporte reverso do colesterol.
Para avaliacdo da transferéncia de lipides para a HDL, utilizamos uma técnica
desenvolvida em nosso laboratério, na qual uma nanoemulséo lipidica artificial,
semelhante a LDL, marcada com lipides radioativos foi utilizada como doadora de
lipides. Para que ocorra a transferéncia de éster de colesterol e de triglicérides,
ambos lipides hidrofébicos, é necessaria a presenca de uma proteina de
transferéncia de lipides especializada, a CETP (STEIN; STEIN,2005). Portanto,
esses lipides obedecem a mesma relacdo de transferéncia. Neste sentido,
observamos que a transferéncia de éster de colesterol e de triglicérides da
nanoemulsao para a HDL foi semelhante nos trés grupos estudados. Apesar de
varios estudos relatarem um aumento da atividade da CETP no DM2 e na SM (LE
GOFF et al.,2004; Al et al.,2001), a fungao desta proteina pode também encontrar-
se inalterada (DULLAART et al., 1999,2004), o que vem de encontro com 0s
dados de transferéncia dos lipides hidrofébicos encontrados em nosso estudo.

Ao contrario do observado com éster de colesterol e triglicérides, a taxa de
transferéncia de fosfolipides e colesterol livre radioativos da nanoemulséo para a
HDL foi maior na SM e no DM2, quando comparada com o0 a do grupo controle.
Embora em proporgbes diferentes, a transferéncia de colesterol livre e de
fosfolipides ocorrem por vias comuns. A lipdlise de lipoproteinas ricas em
triglicérides promove a liberacdo tanto de fosfolipides quanto de colesterol livre,
remanescentes de superficie (WANG; BRIGGS, 2004). Em nosso estudo, a
influéncia do processo lipolitico na transferéncia de lipides para a HDL, n&o foi
avaliado visto que a LLP encontra-se aderida ao endotélio vascular e portanto ndo

estava presente nas amostras dos participantes do estudo, as quais foram



incubadas com a nanoemulsdo, para a avaliagdo da transferéncia de lipides.
Entretanto, como a lipdlise ndo encontrava-se alterada na SM e DM2,
provavelmente esse processo nao teve influéncia no aumento de transferéncia de
fosfolipides e colesterol para a HDL, encontrado em nosso trabalho. Por outro
lado, a transferéncia desses lipides pode também ser mediada pela acdo de uma
proteina a PLTP (A VAN TOL, 2002). Dessa maneira, 0 aumento da transferéncia
de colesterol livre e fosfolipides, encontrada em nosso estudo, pode ser explicado,
em parte, pelo fato da funcdo da PLTP encontrar-se aumentada no SM e no DM2
(DE VRIES et al., 2006).

A transferéncia de fosfolipides correlacionou-se de forma positiva com as
concentracdes plasmaticas de triglicérides no grupo SM. A hipertrigliceridemia
esta relacionada a presenca de HDL rica em triglicérides e ao aumento do
catabolismo dessas lipoproteinas (LAMARCHE et al., 1999), o que leva ao
aumento da necessidade de mais precursores para formagéo de novas particulas
de HDL. De acordo com esse conceito, pode-se explicar a correlagdo positiva,
encontrada em nosso estudo, entre a transferéncia de fosfolipides para a HDL e
concentracdes plasmaticas de triglicérides, no grupo SM, no qual foram
encontrados niveis de triglicérides mais elevados comparando-se com 0S grupos
DM2 e controle.

De acordo com a literatura, o tamanho da HDL esta relacionado
principalmente ao conteudo de éster de colesterol presente no interior da particula
(BARTER, 2006), o qual pode ser, em parte, determinado pelo processo de
transferéncia de éster de colesterol. Em nosso estudo, ndo houve diferenga no

tamanho da HDL entre os grupos estudados, o que poderia ser explicado pelo fato



de que a transferéncia de éster de colesterol da nanoemulsao para a HDL também
nao foi diferente.

A diminuicao do tamanho da HDL encontrada na literatura na SM e no DM2
esta geralmente relacionada ao aumento da atividade da CETP e niveis elevados
de ftriglicérides (LE GOFF et al., 2004). Entretanto, em nosso estudo, as
concentragdes de triglicérides ndo foram marcadamente aumentadas nos
pacientes diabéticos e naqueles com SM, o que poderia explicar o tamanho da
HDL, nesses grupos, similar ao do grupo controle.

Tanto na SM como no DM2 foram observados nesse estudo alteracdes
similares no metabolismo lipidico. Essas alteracdes constituem a dislipidemia
aterogénica e conferem ao diabético e ao portador de SM, um maior risco de
desenvolvimento de aterosclerose ( ALEXANDER et al., 2003).

Em nosso estudo, seriam esperadas alteragdes lipidicas mais marcantes no
DM2 comparados aos pacientes com SM, visto que os pacientes diabéticos
apresentavam hiperglicemia mais acentuada. Entretanto, com excecao dos niveis
plasmaticos de triglicérides que foram maiores na SM, os parametros lipidicos
avaliados nao diferiram entre os dois grupos. O fato dos pacientes com DM2
estarem fazendo uso de metformina pode ter contribuido para minimizar a
resisténcia a insulina e conseqlentemente as alteragdes lipidicas nesses
pacientes.

Portanto, os dados do presente estudo sugerem que importantes aspectos
do metabolismo de lipides, sabidamente aterogénicos, encontram-se alterados na
SM e no DM2. Como os pacientes com SM possuiam concentragées de glicose

sanguinea sugestivas de resisténcia a insulina, a SM pode ser considerada um



estado pré-diabético. Dessa maneira, é importante ressaltar que nossos
resultados sugerem que as alteracbes metabdlicas lipidicas encontradas nos
pacientes diabéticos, antecedem o estado de diabetes, visto que essas alteracdes
também foram evidenciadas na SM. Essas alteracdes podem ter importantes

implicacdes na génese da aterosclerose na SM e no DM2.



7. CONCLUSAO

A cinética plasmatica do colesterol éster radioativo da emulsdo de
quilomicrons artificiais avaliada através da taxa fracional de remocéo do EC-'*C foi
mais lenta nos grupos de DM2 e SM comparando-se com o grupo controle,
indicando uma remocao mais lenta dos remanescentes de quilomicrons.

A hidrolise dos quilomicrons, avaliada pela cinética plasmatica dos
triglicérides radioativos da nanoemulsdo (TFR TG-2H) ndo foi diferente entre os
grupos estudados, portanto o processo lipolitico nesse pacientes nao encontrava-
se alterado.

As taxas de transferéncia de fosfolipides e colesterol livre para a HDL foi
maior nos grupos com SM e com DM2. Entretanto ndo observou- se uma
diferenca na transferéncia de éster de colesterol e triglicérides para a HDL nos
trés grupos estudados.

O diametro da HDL foi similar nos trés grupos.
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CARACTERISTICAS CLINICAS DO GRUPO DIABETES MELLITUS TIPO 2.

Nome Sexo Idade IMC HAS CA Tabagismo Etilismo

AAS M 69 27 S 100 N N
WM M 59 26 N 98 N N
POS M 60 26 N 80 N N
JMO M 63 27 N 82 N N
Sele] M 51 26 N 92 N N
WF M 62 26 S 101 N N
DFS M 50 28 S 100 N N
AD M 50 27 S 102 N N
GFS M 60 26 S 98 N N
SN M 76 26 N 100 N N
JGD M 40 26 S 101 N N
JSS M 60 27 S 100 N N
IAV M 50 27 N 88 N N
DS M 50 26 N 87 N N
AM M 48 27 S 88 N N

Média 50 27 95

+ DP +8 +1,44 +7

M= masculino;IMC= indice de Massa Corpérea (Kg/m*);CA= circunferéncia abdominal (cm);HAS= hipertensdo
arterial sistémica; Dados expressos em média + desvio padrao.



CONCENTRAGCOES BIOQUIMICAS DO GRUPO DIABETES MELLITUS TIPO 2.

Nome GLI CcoL HDL LDL TRI Ac.GL Uréia Crea  AST ALT HbA1c
AAS 246 255 33 190 160 1,06 47 1 8 14 13,3
WM 214 211 55 125 155 0,82 45 1,2 12 11 7,8
POS 92 251 41 171 196 0,96 40 1 10 10 10
JMO 133 279 43 209 136 1,8 50 0,9 11 14 7,0
SOQ 166 195 50 104 204 0,53 38 0,9 10 10 9,8
WF 181 203 48 130 123 0,38 42 0,9 9 15 9,9
DFS 122 206 27 101 192 0,66 40 1 9 13 7,30

AD 212 152 34 93 127 0,81 30 0,7 18 14 9,8
GFS 142 230 45 150 176 0,84 50 0,9 12 11 11
SN 139 228 35 153 198 1,17 42 1,4 7 8 9,1
JGD 136 200 45 130 125 0,30 45 0,9 10 9 8,2
JSS 155 230 60 100 140 0,86 40 1 11 9 7,6
AV 145 170 44 97 145 099 4 0,9 10 11 7,8
DS 122 157 30 74 266 0,88 42 1,2 10 13 8,4
AM 153 165 43 106 80 0,66 43 1 9 14 11,2

Média 157 208 42 129 161 0,85 42 1,0 11 12 9,8
+ DP +40 37 +9 38 45 30,35 4 10,1 2 2 2

GLI= glicose;COL=colesterol; HDL= lipoproteina de alta densidade;LDL= lipoproteina de densidade
baixa;TRI= triglicérides; Ac.GL= acidos graxos livres; Crea = creatinina; AST= alanina aminotransferase ;
ALT= aspartato aminotransferase HbA1c= hemoglobina glicada. Dados expressos em média * desvio padréo.



RESULTADOS DAS TAXAS FRACIONAIS DE REMOGAO (TFR) , DAS

TRANSFERENCIAS DE LIPIDES PARA HDL E DIAMETRO DA PARTICULA DO

GRUPO DM2.
Nome TFR-TG TFR-EC PL% CL% TG% EC% Diametro
HDL
AAS 0,0205 1,13E-09 27,1 11,3 8,6 5,3 9,7
WM 0,0009 5,9E-09 27,3 12,6 7,2 5,8 9
POS 0,0358 0,0241 26,9 12,3 8,9 5 8,7
JMO 0,0719 0,0018 27,6 12,1 9,9 4,5 9,5
SOQ 0,0158 0,0001 26,3 12,3 3,3 5,1 9
WF 0,0702 0,0205 24,9 11,9 7,5 4,5 9,6
DFS 0,0316 0,0110 25,2 11,5 7,2 5,9 8,5
AD 0,0228 0,0017 25,6 12,1 7,2 4 9,6
GFS 0,055 0,0192 25,3 11,9 6,9 5,7 11
SN 0,0123 0,0086 26,4 12 5,4 4,3 8,1
JGD 0,0225 2,19E-09 27,4 11,2 7,8 5 9
JSS 0,0793 0,0016 27,6 13,1 7,9 4,8 9,4
IAV 0,0005 2,2E-09 25,2 11,9 55 5 10,6
DS 0,0187 0,0254 27 12 6,1 6 10,3
AM 0,0220 0,001 23,5 11,1 6,9 5,1 9,8
Média 0,0327 0,0076 26,16 11,95 7,08 5,06 9,45
+ DP +0,0264 +0,0097 1,30 0,53 1,59 0,59 0,78

TFR-TG= taxa fracional de remogao de triglicérides; TFR-EC= taxa fracional de remogédo do éster de
colesterol; PL= fosfolipides, TG= triglicérides, EC= éster de colesterol; CL= colesterol livre. Dados expressos

em média * desvio padréo.



CARACTERISTICAS CLINICAS DO GRUPO SINDROME METABOLICA.

Nome Sexo Idade IMC CA HAS Tabagismo Etilismo
JMP M 50 26 101 S N N
oL M 36 27 99 S N N
FLF M 44 29 100 S N N
MTS M 58 28 95 S N N
CO M 50 29 103 S N N
LSJ M 50 26 106 S N N
RM M 56 29 119 S N N
ARM M 50 29 106 S N N
JRB M 57 29 113 S N N
PSC M 53 29 99 S N N
RMS M 57 29 108 S N N
GSS M 47 28 101 S N N
ISA M 49 29 101 S N N
PSC M 49 29 110 S N N
RMS M 39 28 101 S N N
Média 50 28 104
+DP t6 +1.08 +6

M= masculino;IMC= indice de Massa Corpérea (Kg/m“);CA= circunferéncia abdominal (cm);HAS= hipertensdo
arterial sistémica; Dados expressos em média + desvio padrao.



CONCENTRACOES BIOQUIMICAS DO GRUPO SINDROME METABOLICA.

Nome GLI COL HDL LDL TRI Ac.GL Uréia Crea AST ALT
JMP 110 255 44 182 146 0,849 40 1 10 13
oL 107 257 42 185 149 1,17 42 1 9 12
FLF 115 239 43 169 239 0,602 40 1,3 11 12
MTS 100 313 46 215 261 0,867 43 1,2 8 12
CO 104 220 40 127 263 0,99 41 0,8 10 11
LSJ 105 241 20 141 266 0,886 45 1 9 12
RM 115 197 30 74 300 0,81 40 1,2 10 14
ARM 100 246 43 168 175 1,05 38 0,8 11 10
JRB 114 299 53 220 129 0,929 42 1,1 12 11
PSC 109 259 26 161 298 0,96 40 1 8 10
RMS 110 231 46 142 216 1,5 45 0,9 11 12
GSS 105 148 30 81 185 0,53 40 1 10 10
ISA 103 208 52 125 153 0,38 41 0,8 11 13
PSC 106 297 32 211 268 0,735 48 0,9 11 12
RMS 101 289 46 168 280 0,708 40 1 10 9
Média 107 247 40 158 222 0,86 42 1 10 11
+DP 15,2 +43 $9 +44 +60 $0,25 +3 +0 # #1

GLI= glicose;COL=colesterol; HDL= lipoproteina de alta densidade;LDL= lipoproteina de densidade
baixa;TRI= triglicérides; Ac.GL= &cidos graxos livres; Crea = creatinina; AST= alanina aminotransferase ;
ALT= aspartato aminotransferase. Dados expressos em média + desvio padrao.



RESULTADOS DAS TAXAS FRACIONAIS DE REMOGCAO (TFR) , DAS
TRANSFERENCIAS DE LIPIDES PARA HDL E DIAMETRO DA PARTICULA DO

GRUPO SINDROME METABOLICA.

Nome TFR-TG TFR-EC PL% CL% TG% EC% Diametro
HDL
JMP 0,027 0,0112 25,1 13,1 6,3 6,1 8,5
oL 0,0312 0,0096 22 12,7 6,4 4,4 9
FLF 0,0310 0,0017 27 12,8 7,4 5,1 11
MTS 0,0210 0,0031 25,1 13 7,7 4,5 10,5
CO 0,0370 0,0084 26 13,1 7.4 5,3 10
LSJ 0,0628 0,0085 27 13,1 6,8 4,5 9,8
RM 0,2270 0,0093 26,1 12 7,1 4,2 9,1
ARM 0,0300 0,0133 26 12,3 7,2 4,7 8,1
JRB 0,0270 0,0002 24,2 12,6 6,8 5,2 9
PSC 0,0161 0,0043 26 11,5 7,2 4,2 9,2
RMS 0,0562 0,0018 25,1 12,4 6,2 5,9 9,8
GSS 0,0603 0,0015 27 11,6 7,8 4,9 9,1
ISA 0,0501 0,0032 25 12,3 6,6 6,3 9,2
PSC 0,0035 0,0005 27 11,6 6,9 4,8 10,9
RMS 0,0031 0,0007 27,3 11 6,6 5,1 8,9
Média 0,0456 0,0052 26,02 12,01 6,99 5,00 9,47
+ DP +0,0535 +0,0044 +1,52 1,13 +0,47 +0,62 +0,84

TFR-TG= taxa fracional de remogdo de triglicérides; TFR-EC= taxa fracional de remogédo do éster de
colesterol; PL= fosfolipides, TG= triglicérides, EC= éster de colesterol; CL= colesterol livre. Dados expressos
em média * desvio padréo.



CARACTERISTICAS CLINICAS DO GRUPO CONTROLE.

Nome Sexo Idade IMC HAS CA Tabagismo Etilismo
DCM M 50 23 N 70 N N
TF M 52 25 N 84 N N
LLG M 48 21 N 81 N N
AB M 50 24 N 71 N N
BB M 76 22 N 85 N N
DA M 67 23 N 75 N N
EN M 50 22 N 72 N N
IGC M 62 23 N 73 N N
| MF M 40 24 N 80 N N
JBS M 53 25 N 81 N N
LB M 51 23 N 75 N N
BLA M 67 21 N 85 N N
MJFC M 37 25 N 79 N N
AS M 49 22 N 76 N N
Média 50 23 + 77
+DP +10 1,38 +5

M= masculino;IMC= indice de Massa Corpérea (Kg/m®);CA= circunferéncia abdominal (cm);HAS= hipertensdo
arterial sistémica; Dados expressos em média + desvio padrao.



CONCENTRACOES BIOQUIMICAS DO GRUPO CONTROLE.

Nome GLI COL HDL LDL TRI Ac.GL  Uréia Crea AST ALT
DCM 82 205 56 100 97 0,239 39 0,8 10 11
TF 91 183 46 97 200 0,141 41 1 12 10
LLG 99 174 46 113 73 0,507 38 0,7 11 11
AB 92 205 55 107 66 0,437 42 0,9 8 9
BB 99 184 62 110 60 0,732 39 1,1 9 13
DA 87 205 33 141 155 0,352 37 1,2 10 13
EN 88 189 39 114 179 0,535 42 1 10 9
IGC 87 227 58 105 120 0,282 40 1,8 11 10
IMF 99 206 66 103 186 0,295 38 1,5 8 14
JBS 90 188 43 129 79 0,225 39 1,1 9 12
LB 93 118 52 51 75 0,535 45 0,8 11 11
BLA 82 208 60 102 79 0,239 36 0,7 10 10
MJFC 88 201 44 103 71 0,521 40 0,8 11 9
AS 96 210 60 135 77 0,359 42 0,9 9 15
Média 91 193 51 108 108 0,39 40 1 10 11
*DP +6,13  +25,63 9,72 +21,22 +49,97 *0,17 *+2 +0 *1 +2

GLl= glicose;COL=colesterol; HDL= lipoproteina de alta densidade;LDL= lipoproteina de densidade
baixa;TRI= triglicérides; Ac.GL= acidos graxos livres; Crea = creatinina; AST= alanina aminotransferase ;
ALT= aspartato aminotransferase. Dados expressos em média + desvio padrao.



RESULTADOS DAS TAXAS FRACIONAIS DE REMOGCAO (TFR) , DAS
TRANSFERENCIAS DE LiPIDES PARA HDL E DIAMETRO DA PARTICULA DO

GRUPO SINDROME METABOLICA.

Nome TFR-TG TFR-EC PL% CL% TG% EC% Diametro
HDL
DCM 0,0041 0,0028 20,4 10,1 7,5 5,3 9,4
TF 0,0259 0,0145 18,5 11,2 7,9 5,8 8,4
LLG 0,0553 0,0172 21,6 9,8 6,9 4,5 9,8
AB 0,0765 0,0431 22 12 7,1 4,7 9,8
BB 0,0345 0,0176 23,1 10,2 6,8 5.2 8,6
DA 0,0331 0,0153 18,6 10,1 7,4 5 10
EN 0,0314 0,0115 21,1 9,8 7,1 4,9 9
IGC 0,026 0,014 20,3 10,2 7 5,1 11
IMF 0,0383 0,0216 21,3 10,3 6,8 5.2 9,1
JBS 0,0252 0,0133 18,5 9,9 7,1 4,8 9,4
LB 0,0335 0,0106 22,2 11,1 6,5 5 11
BLA 0,0312 0,0057 21,1 10,5 7,4 4,3 9,8
MJFC 0,0264 0,0123 21 9,8 6 55 9,9
AS 0,0527 0,0348 20 10,2 6,0 52 8,5
Média 0,0353 0,0167 20,69 10,37 7,04 5,04 9,63
+ DP +0,0171 +0,0106 +1,42 +0,64 +0,48 +0,39 +0,79

TFR-TG= taxa fracional de remogao de triglicérides; TFR-EC= taxa fracional de remogédo do éster de
colesterol; PL= fosfolipides, TG= triglicérides, EC= éster de colesterol; CL= colesterol livre. Dados expressos
em média * desvio padrao.



