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RESUMO

INTRODUCAO: A alta prevaléncia da diabetes mellitus tipo 2 (DM2) na populagéo
e complicacbes associadas a doenca, como a doenca aterosclerética
cardiovascular, estdo cada vez mais presentes na mulher. Na DM2, observam-se
alteracdes lipoproteicas, principalmente a hipertrigliceridemia, alteragées que s&o
agravadas na menopausa. Estudos tém demonstrado que a transferéncia in vitro
de lipides para a HDL e a determinagdo da atividade da paraoxonase s&o
meétodos robustos para a avaliacdo funcional da HDL, uma vez que, no diabetes,
a funcéo protetora da HDL est4 alterada. OBJETIVO: O objetivo do estudo foi o
de verificar se ha diferenca na atividade da paraoxonase e na transferéncia de
lipides para a HDL em funcdo da presenca de hipertrigliceridemia e menopausa
em mulheres DM2. MATERIAL E METODOS: Foram coletadas amostras de
sangue de 63 pacientes do género feminino, diabéticas do tipo 2, entre 25 e 70
anos, pareadas por faixa etaria e comorbidades associadas. Foram realizadas
determinacdes laboratoriais para diabetes e dislipidemia; transferéncia in vitro de
lipides radioativamente marcados, de uma nanoparticula (LDE) artificial para a
HDL, por cintilagdo liquida, assim como, a atividade da paraoxonase por
espectrofotometria. Para a analise dos dados foi realizada estatistica descritiva e
inferencial; calculo do tamanho amostral, teste de normalidade, céalculo de valores
extremos, teste t ndo pareado, e analise de correlacdo linear de Pearson.
RESULTADOS: Os resultados apresentaram uma diferenca na atividade da
paraoxonase-1 em funcado da intensidade da hipertrigliceridemia entre os grupos,
independente da condicdo de menopausa ou nao (teste t ndo pareado; p<0,05).
Além disso, observou-se também diferenca na transferéncia de fosfolipides entre
0S grupos, assim como, uma correlacéo linear positiva entre a transferéncia de
fosfolipides e colesterol éster (r=0,94; p = 0,0004), e uma correlacao linear
negativa (r= -0,617; p= 0,038) na reducéo da transferéncia de colesterol éster em
funcdo da intensidade da hipertrigliceridemia. DISCUSSAO: Apesar de as
determinacdes laboratoriais bioquimicas convencionais ndo terem apresentado
significancia quanto a verificacdo e comparacao das pacientes diabéticas normo e
hipertrigliceridémicas em relacdo a menopausa, observou-se alteracbes
significativas na atividade da paraoxonase e transferéncia de fosfolipides e
colesterol éster para HDL em mulheres menopausadas quando comparadas
aquelas ndo menopausadas intra e intergrupos. CONCLUSAOQO: Os achados
desse estudo mostram que ndo apenas a hipertrigliceridemia diabética, mas que,
em determinadas condi¢des, a menopausa também influencia o metabolismo da
HDL, a acdo da paraoxonase e as transferéncias de fosfolipidios (PL) e colesterol
éster (CE) para a HDL.

Palavras-chave: Hipertrigliceridemia diabética, Menopausa, Funcionalidade da
HDL, Transferéncia de lipides, Atividade da paraoxonase.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: The high prevalence of type 2 diabetes mellitus (DM2) in the
community and the complications associated, such as cardiovascular
atherosclerotic, are increasingly in women. Lipoprotein alterations are observed in
DM2 that could be aggravated by menopause due to hypertriglyceridemia. Studies
have shown that the in vitro transfer of lipids to HDL and the determination of
paraoxonase activity are robust methods for HDL functional evaluation, since the
HDL protective function is altered in diabetes. OBJECTIVE: The aim of this study
was to observe if there is a difference in the paraoxonase activity and in the
transfer of lipids to HDL due to the presence of hypertriglyceridemia and
menopause in DM2 women. MATERIAL AND METHODS: Blood samples were
collected from 63 female diabetic patients, between 25 and 70 years old, matched
by age group and associated comorbidities. In vitro transfer of radioactively
labeled lipids from an artificial nanoparticle (LDE) to HDL was determined by liquid
scintillation, as well as the activity of paraoxonase by spectrophotometry.
Laboratory determinations were also performed. For the data analysis, descriptive
and inferential statistics were performed; normality test, unpaired t-test, and
Pearson's linear correlation analysis was used to calculate the sample size.
RESULTS: There was a difference in paraoxonase-1 activity between the groups
due to the high hypertriglyceridemia, regardless the menopausal or non-
menopausal condition (unpaired t-test, p <0.05). In addition, there was also a
difference in phospholipid transfer between groups, as well as the presence of
positive linear correlation between transfer of phospholipids and cholesterol ester
(r = 0.94, p = 0.0004), and reduction of cholesterol ester transfer due to
hypertriglyceridemia (negative linear correlation; r = -0.617, p = 0.038).
DISCUSSION: Conventional biochemical laboratory determinations were not
significant in the comparison of normal and hypertriglyceridemic diabetic patients
in relation to menopause. However, our study showed that there were significant
alterations in the activity of paraoxonase and phospholipid and cholesterol ester
transfer to HDL in menopausal women when compared to those non-menopausal
intra and intergroups. CONCLUSION: The findings of this study show that not only
diabetic hypertriglyceridemia but menopause also influences HDL metabolism, the
action of paraoxonase and the transfer of phospholipid (PL) and cholesterol ester
(CE) for HDL under certain conditions,.

Keywords: Diabetic hypertriglyceridemia, Menopause, HDL Functionality, Lipid
Transfer, Paraoxonase Activity.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a International Diabetes Federation (IDF), existem 425
milhdes de pessoas com diabetes melittus (DM) no mundo, tornando-se um dos
grandes problemas de saude publica. De acordo com a mesma instituicdo, em
2045, 629 milhdes de pessoas serdo afetadas no mundo pelo DM, principalmente
DM do tipo 2 (DM2), sendo que 80% desses individuos estardo vivendo em paises
em desenvolvimento (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2018; BRASIL,
2012, 2018) (Figura 1).

B < 100 mil

p ' - s [ < 100 a 500 mil

‘/ s # ] < 500 mil a 1 milhdo
\ A}p’ \.d +4 [ <1 a 10 milhGes
. e’ 4 ~. -
. N\ ¥y <10 a 20 milhdes
S Bed» ¢
> \ B > 20 milhdes

Figura 1. Pessoas com diabetes no mundo em 2017 (entre 20 e 79 anos para cada 1.000
habitantes) (dados estimados).
Fonte: IDF, 2018.

No Brasil, a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM)
estima que cerca de 12 milhdes de brasileiros sejam hoje portadores de DM, sendo
gue mais de 85% sao portadores de DM2 (SBEM, 2018). Um aumento, segundo o
Programa do Ministério da Saude de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao
para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (Vigitel), de 61,8% nos ultimos 10
anos, passando de 5,5% da populacdo em 2006 para 8,9% em 2016. A pesquisa
revelou também que as mulheres registraram crescimento significativo, passando
de 6,3% para 9,9% no periodo, contra indices de 4,6% e 7,8% registrados entre os
homens. O Brasil ocupa a quarta colocagédo entre individuos portadores de DM,

estando atrds apenas da China, india e Estados Unidos, respectivamente, sendo
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que a patologia figura hoje como a quinta causa de Obito no pais (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2017).

O envelhecimento e aumento da populacdo, urbanizacado, falta de hébitos
saudaveis, aumento da expectativa de vida do paciente diabético, obesidade,
sedentarismo sao responsaveis pelo aumento da prevaléncia do diabetes no Brasil
e no mundo (WHO, 2016). Numerosos estudos mostraram a eficicia do controle de
fatores de risco cardiovasculares individuais na prevencao ou desaceleracdo das
doencas cardiovasculares e morbimortalidade relacionada a elas em pessoas com
diabetes. Grandes beneficios sdo vistos quando varios fatores de risco séo
abordados simultaneamente. Ha evidéncias de que as medidas do risco de
doencas cardiovasculares realizadas nos EUA durante 10 anos em pacientes com
diabetes tenham melhorado significativamente (ALl et al.,, 2013) e que a
morbimortalidade para doencas cardiovasculares diminuiu apesar de os Estados
Unidos ainda ocuparem papel de destaque em populacéo de diabéticos (BUSE et
al., 2007; GAEDE et al., 2008; CDC, 2017, SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2017; ADA, 2018), diferentemente do que ocorre em paises em
desenvolvimento em que as mortes € 0 numero de casos de diabetes tém
aumentado, com a morbimortalidade voltada para fatores de risco como
hipertensao, dislipidemia, sedentarismo, obesidade, tabagismo, historia familiar de
doenca coronaria prematura e presenca de albuminuria (ADA,2018).

A doenca aterosclerética cardiovascular (DAC) € a que ocupa destaque
entre a morbimortalidade para portadores de diabetes (HERON, 2008; CASSAR,
2009; WHO, 2016) e seu aumento em paises pobres e em desenvolvimento, como
o Brasil, é fator de grande impacto para a saude publica. Vale ressaltar, entretanto,
gue o fato de uma pessoa ter diabetes aumenta isoladamente o risco de apresentar
doencas cardiovasculares em trés a quatro vezes (LAAKSO, 2001), uma vez que
fatores associados ao diabetes como dislipidemia, obesidade, hipertensédo arterial
sistémica, insuficiéncia renal s&o multiplicadores do risco de doencas
cardiovasculares e estdo inter-relacionados, formando uma série de alteragbes que
incorporam este risco (SVENSSON, 2014).

Vieira e colaboradores (2011) observaram que 18,4% (n=1.000, relatorio
PPSUS 2009/2010 N° EFP_00001262/209) dos individuos participantes do estudo
ja podem ser considerados pré-diabéticos em funcéo da glicemia de jejum alterada

(100 a 125 mg/dL) e, mais grave ainda, é que desses, aproximadamente 25%
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desenvolverdo DM2 entre trés a cinco anos, condicdo esta, sabidamente, fator de
risco para desenvolvimento e progressédo para DAC. Além disto, outros trabalhos
revelam prevaléncia de 7 e 10% de hipertrigliceridemia isolada em homens (idade
média 54+12 anos) e mulheres (idade média 47+8 anos) (VIEIRA et al., 2011,
VIEIRA, 2013). Na literatura vigente, pacientes pré-diabéticos e diabéticos, em sua
grande maioria, ja apresentam doenca coronaria precoce e Sao
hipertrigliceridémicos (SVIRIDOV, 2014; OIKAWA, 2015; GOODMAN et al., 2015;
RONSEIN et al., 2015a, 2015b; CDC, 2017; SCHNEIDER et al., 2017).

E importante frisar que os achados a respeito da hipertrigliceridemia
direcionam para o remodelamento das particulas lipoproteicas de alta densidade
(HDL) como fator preponderante para DAC, principalmente em pacientes diabéticos
(DAC precoce), em virtude da falta de controle glicEmico nesses pacientes e no
processo do transporte reverso do colesterol (NETTO et al., 2014). Como a
hiperglicemia é o ponto inicial das alteracbes metabdlicas e multifatoriais no
paciente diabético, uma vez que possui acdo modificadora importante no endotélio
vascular, local das transformacdes responsaveis pelo evento cardiovascular, seu
controle e estudo sado relevantes para o entendimento dessas alteracdes e sua
prevencgao.

O aumento acentuado do DM2 e complicacdes associadas a doenca
acompanham evidéncias crescentes de diferencas entre o0s sexos, dados
clinicamente importantes. Efeitos genéticos e mecanismos epigenéticos, estilo de
vida e fatores nutricionais afetam o risco das complicagdes do diabetes de maneira
diferente em ambos os sexos. O DM2 possui uma caracteristica importante e
interessante quando comparada a outras doencas crénicas em relacdo ao sexo,
uma vez que apesar de homens estarem mais propensos a desenvolverem DM2 e
suas complica¢Bes cardiacas ao longo da vida, a doenca é mais letal nas mulheres
(FONSECA et al., 2017).

Isto provavelmente ocorre em decorréncia dos horménios sexuais, tendo em
vista o grande impacto no metabolismo energético, composi¢do corporal, funcdo
vascular e respostas inflamatdrias que estes exercem na mulher. Assim, os
desequilibrios enddécrinos se relacionam com caracteristicas cardiometabolicas
desfavoraveis que podem ser facilmente observadas em mulheres com
hipotireoidismo, sindrome de ovarios policisticos e também em mulheres na

menopausa (LAMON-FAVA et al., 2006). Estudos realizados com mulheres
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diabéticas menopausadas mostraram que a diminuicdo dos niveis de estrogénio
ocorre mais rapidamente e mais cedo do que naquelas sem a doenca e, por
consequéncia, seus efeitos deletérios, principalmente no que se refere a DAC
(FONSECA, 2017).

Além de mudancas rapidas nos niveis de estrogénio ap0s a menopausa, 0
perfil lipidico da mulher DM2 na menopausa apresenta diferencas significativas
quando comparadas aquelas DM2 ndo menopausadas, com niveis de HDL mais
baixos, LDL normal ou elevado e, mais significativo, aumento dos triglicerideos
(TG) (GIBRIELA, 2007), uma vez que é a presenca precoce da hipertrigiceridemia
gue mais esta direcionada a DAC nas mulheres menopausadas (ANAGNOSTIS et
al., 2015).

Fatores endocrinos estdo envolvidos na morbimortalidade em mulheres DM2
menopausadas, principalmente DAC e nefropatias, entretanto, o estudo das
alteracdes das lipoproteinas de alta densidade, a hiperglicemia continuada e a
hipertrigliceridemia sdo fundamentais para elucidar como seu comportamento pode
contribuir para o desenvolvimento dessas complicacbes e assim promover meios
de protecdo para mulheres nessa condicao.

Este anteprojeto de pesquisa faz parte do racional submetido como aditivo
do termo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de
Oliveira da Universidade Federal da Bahia — CEP/MCO/UFBA, oficio n°® 379, ref.
V/Of. n°® 02/2005, 27.09.05, depois de atendidas as recomendacdes contidas no
Parecer/Resolugdo n° 103/2005, o estudo foi consecutivamente estendido
conforme pareceres e resoluc¢des aditivas n° 075/2011; n° 054/2012 e n° 029/2014
até junho de 2016 (Anexo 1). Este estudo contou com a cooperacao do Laboratério
de Metabolismo de Lipides do InCor-HCFMUSP-SP e do Laboratério de Analises
Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal da
Bahia (LACTFAR/UFBA), parceiros para o desenvolvimento deste estudo.



21

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DIABETES: CONCEITO E CLASSIFICACAO

De acordo com a Associagdo Americana de Diabetes (ADA) (2018), o
diabetes mellitus (DM) € uma patologia de etiologia multipla e pode ser classificado
nas seguintes categorias gerais:

a) Diabetes mellitus tipo 1 (destruicdo autoimune das células beta, geralmente
levando a absoluta deficiéncia de insulina);

b) Diabetes mellitus tipo 2 (perda progressiva da secre¢do de insulina por
células beta frequentemente relacionada a resisténcia a insulina);

c) Diabetes mellitus gestacional (diabetes diagnosticada no segundo ou
terceiro trimestre da gravidez sem diabetes antes da gestac&o);

d) Tipos especificos de diabetes devido a outras causas, por exemplo, defeitos
genéticos da funcdo da célula B; defeitos genéticos da acdo da insulina;
doencas do pancreas exdcrino; endocrinopatias; inducdo por drogas ou

produtos quimicos; infec¢des; formas incomuns de diabetes imunomediada.

O diabetes mellitus tipo 1 e tipo 2 sdo doencas heterogéneas nas quais a
apresentacao clinica e a progressdo da doenca podem variar consideravelmente.
Apesar de a classificacdo ser importante para determinar a terapia, alguns
individuos ndo podem ser claramente classificados como com diabetes tipo 1 ou
tipo 2 no momento do diagndstico. Os paradigmas tradicionais de que diabetes tipo
2 ocorrem apenas em adultos e diabetes tipo 1 apenas em criancas ndo sdo mais
precisos (SKYLER et al., 2016). Desta forma, em outubro de 2015, a ADA, a
Associacdo Européia para o Estudo do Diabetes e a Associacdo Americana de
Endocrinologistas Clinicos fizeram a diferenciacdo por fisiopatologia, historia
natural e pesquisa de prognaostico (INSEL et al., 2015)

O DM pode ser caracterizado por hiperglicemia crénica, seja pela falta de
insulina e/ou da incapacidade da insulina de exercer de forma adequada sua
atividade, apresentando disturbios do metabolismo dos lipidios, carboidratos e
proteinas (KOREN-GLUZER et al., 2011; ADA, 2018). Assim, o DM nao € uma

Gnica doenca, mas um conjunto heterogéneo de distarbios metabdlicos que
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apresenta em comum a hiperglicemia, resultante de defeitos na acdo da insulina,
na secrec¢do de insulina ou de ambas, sendo considerada uma condicdo metabdlica
que gera estresse oxidativo nos tecidos corpéreos, em particular, nas paredes dos
vasos, causando alteracbes como aterosclerosee complicacbes vasculares que
levam a DAC (SVENSSON et al., 2014).

2.1.1 Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2)

O DM2 corresponde a 80-95% de todo diabetes existente. O numero de
individuos com DM2 dobrou nas ultimas décadas, tornando-se um problema grave
de saude publica (WHITING, 2011; FARBSTEIN, 2012; PASTERKAMP, 2013;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017; SBEM, 2018; ADA, 2018).

O DM2 pode ser caracterizado por defeitos na atividade da insulina e/ou na
sua secrecao e, assim, na regulacdo da producdo hepética de glicose. De uma
maneira geral, o defeito na funcdo das células beta ja esta presente na fase pré-
clinica da doenca, assim como a resisténcia a insulina, que acaba nao sendo
suficiente para controlar a producéo de glicose pelo figado ou promover formacao
da glicose pelo musculo esquelético (PATEL et al., 2007; ASOCIACAO
AMERICANA DE DIABETES, 2018; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES
2017).

Varias causas podem estar relacionadas ao desenvolvimento de DM2,
contudo, estudos indicam uma forte correlacdo com sobrepeso e fatores genéticos;
valendo ressaltar que muitos pacientes ficam subdiagnosticados por anos, pois a
hiperglicemia desenvolve-se de forma insidiosa (ADA, 2018; AMARAL, 2015). As
alteracdes lipidicas mais comuns no DM2 séo a hipertrigliceridemia, a reducao do
colesterol HDL e, por vezes, o aumento do colesterol LDL (WILSON et al., 1988).

O DM2 esta relacionado ao aumento da morbimortalidade para DAC, sendo
considerado importante fator de risco (HAFFNER et al., 1998; PASTERKAMP,
2013; RAWSHANI et al., 2017). O processo que desencadeia a aterosclerose em
pacientes diabéticos e ndo diabéticos € semelhante, entretanto estudos indicam
que pacientes com DM2 tém uma progressdo mais rapida e difusa da doenca
(PATEL et al., 2007; PASTERKAMP, 2013; ZANNAD, 2015). No DM2,
normalmente a resisténcia a insulina leva a reducdo do catabolismo dos

quilomicrons e VLDL, seguido do aumento da producédo hepatica de TG e LDL,
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entretanto, as alteracdes na densidade, produtos de glicacdo formados e processos
de oxidacdo desta particula, acabam por torna-la muito mais aterogénica no
individuo diabético, levando ao maior risco de DAC nesses individuos (TOMKINS e
OWENS, 2017).

2.1.2 Diagnéstico do Diabetes
De acordo com os critérios atuais adotados pela Associagdo Americana de
Diabetes (ADA) (2018), o diagnéstico do diabetes pode ser feito de acordo com o

gue se descreve na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1.Critérios diagnosticos para diabetes.

Glicemia de jejum>126mg/dL (7,0mmol/L). O jejum é definido quando ndo ha ingestédo
calérica por pelo menos 8 h.*

ou

2-h Glicemia >200mg/dL (11,1mmol/L) com o Teste de Tolerancia a Glicose (TTG). O teste
deve ser realizado conforme descrito pela OMS, utilizando solu¢cdo com carga de glicose a
25%, ou seja, contendo o equivalente a 75g de glicose ainda dissolvida em agua.*

ou

A1C>6.5% (48 mmol/mol).

Oou

Em paciente com sintomas classicos de hiperglicemia ou crise hiperglicémica com glicemia
aleatéria > 200mg/dL (11,1mmol/L).

* Na auséncia de hiperglicemia inequivoca, os resultados devem ser confirmados por testes
repetidos.
Fonte: ADA (2018).

2.2. HIPERTRIGLICERIDEMIA

O National Cholesterol Education Program (NCEP) (NIH, 2001) definiu a
hipertrigliceridemia como TG acima de 150mg/dL e revela que € a segunda
anormalidade lipidica mais comum em pacientes dislipidémicos, sendo uma das
mais preocupantes para pacientes diabéticos pelas consequéncias trazidas ao
longo dos anos, como maior risco de DAC (FEITOSA-FILHO, 2008; JELLINGER et
al., 2017)

Varios estudos sugerem que a hipertrigliceridemia juntamente como

metabolismo das lipoproteinas, principalmente as remanescentes, aumentam o
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risco de DAC, pelo seu papel aterogénico (FRYIRS et al., 2010; SIEBEL, 2013;
ASLAM et al., 2016; FEMLAK et al., 2017). Entretanto, estudos também reforcam
que individuos com TG aumentado apresentam risco independente para DAC
(ASLAM et al., 2016; JELLINGER et al., 2017). Jacobson e colaboradores (2007),
em uma meta-analise de 21 estudos prospectivos de base populacional, chegaram
a conclusdo de que a concentracdo plasmatica de TG é um fator de risco
independente para DAC. Assim como, trabalhos realizados por Murad e
colaboradores em 2012 e Karlson e colaboradores em 2016 apresentaram
resultados semelhantes, indicando padrdo de risco elevado para DAC em
individuos com hipertrigliceridemia, principalmente em pacientes diabéticos
(NORDESTGAARD e VARBO, 2014).

Como os niveis elevados de TG estdo associados ao aumento do risco de
doenca cardiovascular (NORDESTGAARD e VARBO, 2014; KARLSON, 2016), a
reducdo do colesterol de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) permanece o
objetivo principal do tratamento, mesmo em pacientes com hipertrigliceridemia leve
(TG de 177mg/dL (2,0mmol/L), como definido pelo Consenso da Sociedade
Europeia de Aterosclerose (CATAPANO et al., 2011).

De acordo com Nordestgaard e Varbo (2014), como os TG podem ser
degradados pela maioria das células, mas nao o colesterol, entdo o colesterol rico
em TG (lipoproteinas remanescentes) é provavelmente a causa da aterosclerose e
doenca cardiovascular ao invés dos TG elevados por si sés. De fato, é o colesterol
e ndo os triglicérides que se acumulam na intima das células espumosas e em
placas ateroscleréticas, e isto ocorre porque as lipoproteinas remanescentes com
origem no metabolismo das VLDL, B-VLDL e quilomicrons, apés acao das lipase
lipoproteica e lipase hepatica levardo a formacdo da LDL pequena e densa
(LDLpd), a mais aterogénica e citotoxica das lipoproteinas e as que sédo absorvidas
diretamente por macréfagos, levando a formacdo de células espumosas
(FEITOSA-FILHO, 2009). Assim, como nos diabéticos a LDL apresenta meia vida
plasmatica aumentada, uma vez que sua afinidade por receptores no figado esta
diminuida, faz com que a mesma se torne menor e mais densa, suscetivel a
glicacdo, oxidacdo, maior captacdo pelos macréfagos, maior producao de radicais
livres e maior potencial para dano endotelial e para a formacdo da placa
aterosclerotica (VERGES, 2015).
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2.3. DISLIPIDEMIA DIABETICA NO DIABETES MELLITUS TIPO 2,
CARACTERIZAGCAO DAS ALTERAGCOES LIPOPROTEICAS

A dislipidemia esta relacionada a fatores genético-ambientais, nutricionais e
normalmente ja esta presente no momento do diagndstico da hiperglicemia nos
individuos com DM2 (OLIVEIRA et al., 2012). Etiologicamente, a dislipidemia pode
ser classificada como priméria e secundéria, sendo a primaria de ordem genética,
relacionada a uma desordem da sintese e degradacédo de lipidios. A dislipidemia
secundaria pode estar relacionada a varios fatores, dentre os quais: DM2, uso de
medicamentos, obesidade e demais outros que podem levar a uma alteracéo
dislipidémica temporéria ou permanente (SANTOS, 2014).

Anormalidades do metabolismo lipidico estdo entre os principais fatores que
contribuem para o risco de DAC em pacientes com DM2. A dislipidemia diabética
em pacientes DM2 apresenta alta prevaléncia 72-85% e inclui ndo apenas
anormalidades lipoproteicas quantitativas, mas também qualitativas e da cinética
das lipoproteinas que, juntas, resultam em mudanca para um perfil lipidico mais
aterogénico (DOUCET et al., 2012; VERGES, 2015).

Varios fatores podem contribuir para as mudancas no metabolismo lipidico
em pacientes com DM2, incluindo resisténcia a insulina e / ou relativa deficiéncia
de insulina, adipocitocinas (por exemplo, adiponectina) e hiperglicemia
(TASKINEN, 2003; CHAHIL e GINSBERG, 2006; VERGES, 2005). Assim, podem-
se caracterizar as anormalidades dislipidémicas em pacientes DM2 em
quantitativas e qualitativas. Aquelas quantitativas em pacientes dislipidémicos com
DM2 normalmente relacionam-se a hipertrigliceridemia, aumento dos niveis de
particulas remanescentes, relacionado ao aumento da producéo de lipoproteinas
ricas em TG e uma reduc¢do na taxa de catabolismo de lipoproteinas ricas em TG, e
diminuigdo sérica do HDL (VERGES, 2015).

J4 as anormalidades lipoproteicas qualitativas incluem o aumento da
subfracéo de lipoproteinas de elevada densidade e muito baixa densidade (VLDL1)
e LDL pequenas e densas, bem como o aumento do TG nas LDL e HDL, glicagao
de apolipoproteinas e aumento da susceptibilidade do LDL a oxidacdo. A principal
anormalidade cinética € o aumento da producdo de VLDL1, diminuicdo do
catabolismo de VLDL e aumento do catabolismo de HDL. Além disso, embora os

niveis de LDL sejam tipicamente normais em pacientes DM2, as particulas de LDL
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apresentam maior tempo de permanéncia plasmatica, o que as impede de retornar
ao figado, como as particulas pequenas e densas de LDL (LDLpd), ricas em
triglicérides, também conhecidas como subclasse B/E, em que ha uma diminui¢do
dos receptores no figado, LDL oxidadas (LDL-0x) e LDL glicadas, o0 que as tornam
potencialmente aterogénicas (Tabela 2) (FEITOSA-FILHO, 2008; VERGES, 2015).

Tabela 2. Alteracdes importantes no metabolismo de lipoproteinas no DM2.

Lipoproteinas Alteragcdes Alteragdes Alteracdes
guantitativas qualitativas metabdlicas
Quilomicron Aumento da Poucos dados Aumento da producao
concentracdo no | disponiveis e diminui¢do do
plasma catabolismo
VLDL Aumento da Maior proporcao de Aumento da producgéo
concentragdo no | particulas grandes e diminuicéo do
plasma (VLDL1) catabolismo
Glicacdo
LDL Sem alteragbes Maior proporcéo de Diminuicdo do
ou levemente particulas pequenas e | catabolismo
aumentada sua densas, ricasem TG
concentragcdo no | Aumento da oxidacao
plasma Glicacdo
HDL Diminuicdo da Aumento de TG Aumento do
concentragdo no | Reducéo de catabolismo
plasma fosfolipidios, ApoE e
ApoM
Glicagéo
Esta estabelecido que as HDL possuem mudltiplas atividades

antiaterogénicas, incluindo efluxo de colesterol celular dos tecidos periféricos para
o figado para excrecéo no processo de transporte reverso do colesterol, juntamente
antioxidantes,  anti-inflamatorias,
antitrombodticas e vasodilatadoras (ASSMANN et al., 2003; KONTUSH et al., 2006).

O metabolismo da HDL é substancialmente alterado no DM2, sendo que a

com suas atividades antiapoptoticas,

hipertrigliceridemia € um dos principais responsaveis pelo catabolismo da HDL,
levando a niveis abaixo do normal (LEWIS e RADER, 2005; KONTUSH e
CHAPMAN, 2008). Primeiro, as particulas pequenas de HDL, resultantes em parte
da lipdlise intravascular de HDL enriquecidas com TG, sdo eliminadas mais
rapidamente da circulacdo; segundo, as HDL enriquecidas com TG sé&o
intrinsecamente mais instaveis na circulagdo, com a ApoA-l fracamente ligada.

Além disso, a lipdlise da HDL enriquecida com TG resulta em menor numero de
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particulas HDL, uma vez que a ApoA-I é perdida e sua remocao na circulacao é
acelerada. A disfuncdo na lipoproteina lipase (LPL) ou sua atividade reduzida
também contribui para a diminuicdo dos niveis de HDL através da reducdo da
disponibilidade dos constituintes das lipoproteinas ricas em TG que normalmente
sequestram para o pool plasmético das particulas nascentes de HDL (KONTUSH e
CHAPMAN, 2008).

O metabolismo da HDL é fortemente influenciado pela atividade da proteina
de transferéncia de éster de colesterol (CETP). No DM2, a atividade elevada da
CETP resulta na alteracdo da transferéncia de colesterol esterificado (CE) de HDL
para lipoproteinas ricas em TG e vive-versa, produzindo HDL enriquecida com TG,
juntamente com o enriqguecimento de CE nas particulas de VLDL e remanescentes
(LE GOFF et al., 2004).

Como ja abordado, muitas das anormalidades lipidicas observadas em
pacientes DM2 existem antes do inicio do diabetes como parte da sindrome
metabolica resistente a insulina, que se caracteriza pelo acumulo de lipoproteinas
ricas em TG, particulas pequenas e densas de LDL e diminuicdo de HDL no
plasma. Essas anormalidades lipidicas sdo conhecidas por promover doenca
cardiovascular em individuos com DM2 (GRUNDY et al., 2004). Isso enfatiza o
importante papel da resisténcia a insulina na fisiopatologia da dislipidemia diabética
(VERGES, 2015; ADA, 2018).

As Figuras 2 e 3 apresentam de forma didatica essas alteracdes lipidicas no
processo de formacao da placa aterosclerdtica, com énfase na participacédo da LDL
e HDL.
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Figura 2. Principais anormalidades lipidicas no diabetes mellitus tipo 2.

Triglicérides (hipertrigliceridemia, alteracdes cinéticas e qualitativas): (1) aumento da producdo de
VLDL, principalmente VLDL1; (2) aumento da produgcdo de quilomicrons; (3) reducdo do
catabolismo de VLDL e quilomicrons (diminuigdo da atividade da LPL); (4) aumento em grande
quantidade da particula VLDL (VLDL1), preferencialmente absorvidos por macrofagos; LDL
(alteracBes cinéticas e qualitativas): (5) reducdo do retorno de LDL ao figado em decorréncia da
diminuicdo dos receptores B/E para LDL; (6) aumento do nimero de LDL glicadas, LDL pequenas e
densas (ricas em TG) e LDL oxidadas, que séo preferencialmente absorvidas por macréfagos; HDL
(alteragbes cinéticas e qualitativas): (7) aumento da atividade da CETP (aumento da transferéncia
de TG de lipoproteinas ricas em TG para LDL e HDL); (8) aumento de TG nas HDL promovendo
atividade da lipase hepatica e catabolismo da HDL; (9) diminuicdo da adinopectina plasmatica
favorecendo o aumento do catabolismo da HDL. Esteres de colesterol (CE); proteina de
transferéncia de colesterol esterificado (CETP); LDL pequena e densa (LDLpd); HDL nascente
(HDLn); lipase hepatica (HL); lipase hormdnio sensitiva (HSL); lipoproteina lipase (LPL); receptor de
LDL (LDL-R); receptor scavenger Bl (SR-B1l); triglicérides (TG); &acido graxo ndo esterificado
(NEFA/AGNE).

Fonte: VERGES (2015) (traduzido).
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Figura 3. Formacéo da lipoproteina de alta densidade (HDL).

A formacédo de particulas de lipoproteinas de alta densidade (HDL nascente) comec¢a com a sintese
de apolipoproteina A-l1 (ApoA-I) no figado. Estas moléculas de ApoA-I comeg¢am entdo a receber
colesterol e fosfolipidios de macrofagos a partir do efluxo mediado pelo transportador cassete de
membrana via ligacdo ATP (ABC - ATP-binding membrane cassette), enriquecendo a molécula de
HDL, formando a pre-beta-HDL. A inibicdo da transferéncia de éster de colesterol da HDL3
resultante (particulas menores e mais densas) e da HDL2 (particulas maiores e menos densas) a
partir da inibicdo da CETP pode ser blogueada pelos inibidores da CETP. A inibicdo da captacéo de
colesterol da HDL pelo figado e macréfagos se da a partir da acdo de inibidores do receptor de
eliminagdo Bl (SR-BI) o que também pode levar a niveis elevados de colesterol da HDL (HDL-C).
Apolipoproteina A-l: ApoA-I; Proteina de transferéncia de colesterol esterificado: CETP; Lipoproteina
de alta densidade: HDL; Receptor scavenger B1: SR-B1.

Fonte: BRUNZELL e FAILOR, 2010 (adaptado).

2.3.1 Efluxo do Colesterol

As alteragbes na composicao, remodelamento e metabolismo da HDL, como
ocorre na dislipidemia e inflamacdo diabéticas, estdo intimamente ligadas a
atividades biol6gicas prejudicadas. A ApoA-l isolada (CAVALLERO et al., 1995) e
no plasma total (SYVANNE et al., 1996) de pacientes DM2 apresentam diminuicéo
do efluxo de colesterol celular quando comparados com controles saudaveis
(KONTUSH e CHAPMAN, 2008). Similarmente, na hipertrigliceridemia primaria

associada a baixos niveis de HDL, cujo colesterol intrinseco das células FUSAH do
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figado estdo comprometidas, as particulas de HDL enriquecidas com TG
acumulam-se e a capacidade de efluxo do colesterol estad igualmente reduzida
(BRITES et al., 2000; SPRANDEL et al., 2015).

A glicacao pode modificar os residuos de aminoacidos de ApoA-lI e, como
consequéncia, pode diminuir o efluxo de colesterol mediado por HDL e ApoA-Il.
Além disso, a glicacdo da HDL reduz igualmente sua capacidade de promover o
efluxo de colesterol (HOANG et al., 2007). Parece que a substituicdo de CE por TG
no nucleo lipidico da HDL constitui um mecanismo chave envolvido na deficiéncia
da capacidade de efluxo de colesterol da HDL no DM2. Tal modificacdo
composicional altera a conformacdo da ApoA-I, que é critica para a interacdo do
receptor de HDL (WEIBEL et al., 2014). Além disso, a substituicdo de CE por TG
na HDL esférica reconstituida diminui a estabilidade conformacional de ApoA-I,
resultando em particulas contendo TG que sao instaveis e que perdem ApoA-I
apos o armazenamento (LAVERDY et al., 2015).

A capacidade de efluxo de colesterol também pode ser prejudicada como
consequéncia da inflamagdo (WEIBEL et al., 2014). Finalmente, a modificagéo
oxidativa representa outro fator envolvido na atenuacao da capacidade de efluxo de
colesterol da HDL. A oxidacao in vitro da ApoA-I pela mieloperoxidase resulta na
inibicdo seletiva do efluxo de colesterol dependente de ABCA1 dos macrofagos.
Paralelamente, a capacidade de ligacdo lipidica da ApoA-lI € progressivamente
prejudicada (SHAO et al., 2006).

2.3.2 Viado Transporte Reverso de Colesterol

De acordo com estudos, a principal acdo antiaterogénica da particula de
HDL é remover o colesterol das células dos tecidos periféricos no intuito de auxiliar
a homeostase do colesterol das células, e isto ocorre principalmente através do
transporte reverso do colesterol (RCT), em que o excesso de colesterol celular é
removido das células periféricas pela HDL, que volta ao figado para reabsor¢do ou
excrecao pela bile (FORTI e DIAMENT, 2006; LIMA e COUTO, 2006). E nessa
remogcdo dos tecidos periféricos, o colesterol € continuamente removido e
transportado ao figado, onde serd excretado na bile para posterior eliminacao
intestinal,efeito esse que explica a acdo antiaterogénica da HDL (LEANCA et al.,
2010; FISHER et al., 2012).
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2.3.3PLTP e CETP

As anormalidades lipoprotéicas qualitativas observadas em pacientes com
DM2, como aumento do contetdo de TG e alteragfes principalmente nas particulas
de LDL e HDL, indicam aumento da atividade da CETP (BARTER e RYE, 2012). O
principal fator responsavel pelo aumento da atividade da CETP no DM2 é o
aumento do pool de lipoproteinas ricas em TG (principalmente VLDL), que
diretamente estimulam a CETP. No entanto, a hiperglicemia por si sé também ativa
a CETP, uma vez que a glicacéo de lipoproteinas aumenta a atividade da CETP.
Além disso, um estudo em pacientes com diabetes demonstrou que a glicacdo da
ApoC-I reduz o efeito inibitério da CETP. O aumento da atividade de PLTP também
foi relatado em pacientes DM2, e isso estd associado ao aumento da espessura da
intima dos vasos (BOUILLET et al, 2014; VERGES, 2015).

2.3.4 Transferéncia de Lipides no Diabetes Mellitus Tipo 2

As transferéncias de lipidios entre as classes de lipoproteinas sé&o
bidirecionais e dependem da estrutura e concentracdo no plasma do doador e da
lipoproteina receptora, bem como da acdo das proteinas de transferéncia. Diante
disto, uma vez que a transferéncia de lipides tem um papel fundamental no
metabolismo da HDL plasmética, remodelando constantemente a lipoproteina e,
portanto, interferindo nos seus varios aspectos funcionais, Maranhdo e
colaboradores (1993) e Ginsburg e colaboradores (1982) desenvolveram um
método em que se avalia simultaneamente as transferéncias dos principais lipides
(éster de colesterol, fosfolipides, triglicérides e o colesterol nao esterificado)
contidos nas lipoproteinas para a HDL, utilizando uma nanoparticula lipidica
artificial similar a LDL (LDE).A utilizacdo dessa nanoparticula artificial € crucial para
o melhor entendimento do processo de transferéncia de lipides, assim como a
acdo de proteinas de transferéncias (CETP e PLTP) (FEITOSA-FILHO, 2008;
SPRANDEL, 2013).

A transferéncia lipidica entre as lipoproteinas pode estar relacionada a
guantidade de cada classe e subclasse de lipoproteinas, ja que as mesmas podem
ser dependentes das colisdes entre essas particulas lipoporoteicas e, por isso, 0
efeito de massa venha a ter relevante participacdo. A propria estrutura lipidica e
proteica das lipoproteinas podem alterar a sua fluidez e atuar nesse mecanismo de

troca; além disso, a presenca e concentracdo de outras proteinas plasmaticas
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também podem interferir nessas transferéncias lipidicas (FEITOSA-FILHO, 2008).
Entretanto, estudos tém demonstrado que, em pacientes DM2, a HDL tem sua
capacidade de transferéncia de lipides prejudicada (PUSSINEN et al., 2001;
BORGGREVE et al.,2003; DIDICHENKO et al.,2016; VAZIRI, 2016).

2.3.5 Paraoxonase no Diabetes Mellitus Tipo 2

Os niveis e atividades das enzimas associadas a HDL, incluindo a
paraoxonase 1 (PON-1), fator ativador de plaquetas acetil-hidrolase (PAF-AH) e
lecitina colesterol aciltransferase (LCAT), podem estar alterados no DM2.

A paraoxonase / aril-esterase (PON-1) é uma enzima que tem relacéo direta
no metabolismo do colesterol, uma vez que circula no plasma associada a HDL,
com atividade antioxidante e, consequentemente, antiaterosclerética (COSTA et al.,
2005; LIMA e COUTO, 2006; SHEKHANAWAR et al., 2013). A sua acao esta
ligada a inibicdo da peroxidagdo da LDL e da diferenciagdo de mondcitos em
macréfagos, para que as células espumosas nao sejam produzidas e, por
consequéncia, a placa aterosclerotica (NAVAB et al., 2004). Desta forma, a
paraoxonase previne a oxidacao da lipoproteina de baixa densidade, apresentando
efeito antiaterogénico (IKEDA et al., 2009; BANSAL et al., 2013).

Em razéo da glicacdo proteica que ocorre em pacientes diabéticos, a acéo
enzimatica da PON-1 estara reduzida, assim como a sua concentracdo em massa.
E isto ocorre porque o processo de glicacdo produz espécies reativas de oxigénio
(ERO) que acaba por reduzir ou inativar a atividade da PON-1 nesses pacientes
(VIEIRA, 2013; MOGAREKAR et al., 2013, 2016).

2.4 MENOPAUSA, DIABETES MELLITUS TIPO 2 E RISCO CORONARIANO

Algumas definigbes prévias sdo importantes para o entendimento da relagéo
da menopausa e DM2. A Organizagcdo Mundial de Saude (OMS-WHO) (2002)
define o climatério como a fase biolégica que compreende a transicdo entre o
periodo reprodutivo e o0 ndo reprodutivo da vida da mulher, ou melhor, o fim da fase
reprodutiva e o inicio da senectude (40 a 65 anos de idade). A menopausa é um

marco dessa fase, correspondendo ao ultimo ciclo menstrual, somente reconhecida
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depois de passados 12 meses da sua ocorréncia e ocorre geralmente em torno dos
48 aos 50 anos de idade (WHO, 2002; FIGUEIREDO NETO et al., 2010;
CHANDRASEKHAR, 2016) (Figura 4). Durante o climatério, existe uma série de
alteracbes hormonais, com progressiva reducdo de hormdnios ovarianos, em
especial do estrogénio e da progesterona, resultando em modificacdes substanciais
que, por vezes, resultam em alteracdes fisicas e psiquicas importantes para a
qualidade de vida da mulher (WHO, 2002).

O climatério ainda possui as fases de pré, perimenopausa e pos-
menopausa. A pré-menopausa € caracterizada por periodos em que a mulher
ainda apresenta ciclos menstruais, mas de forma irregular (FIGUEIREDO NETO et
al., 2010; FEBRASGO, 2010). A perimenopausa ou transicdo menopausal € o
periodo que tem inicio dois anos antes da uUltima menstruacdo, estendendo-se até
um ano apO0s o ndo aparecimento menstrual natural. Durante este periodo as
mulheres apresentam ciclos menstruais irregulares e alteracdes enddcrinas
(FIGUEIREDO NETO et al., 2010). E importante ressaltar que a transicéo
menopausal e a pré-menopausa por vezes se sobrepéem (GIRIBELA, 2007). A
pos-menopausa € definida entdo pelo periodo iniciado um ano apdés a ultima
menstruacao da mulher (FIGUEIREDO NETO et al., 2010; WHO, 2002).

PERIODO REPRODUTIVO

e CLIMATERIO
L N A
4 f tude
=onac idade (anos)
0 +12 +40 +49 165
menarca menopausa

Figura 4. Ciclo de vida reprodutiva da mulher.
Fonte: Febrasgo (2010) (adaptado).

Mudangas metabdlicas sdo comuns em mulheres no climatério e a
diminuicdo consideravel nos niveis de estrogénio predispde o organismo feminino
ao aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que resulta em

aumento do estresse oxidativo e, independente de associacdo com o diabetes, o
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envelhecimento na mulher esta relacionado a alta de TG, colesterol total, aumento
da gordura abdominal, aumento de LDL-c e reducéo do HDL-c, principalmente da
fracdo HDL2, podendo essas alteragBes contribuirem para tornar o perfil lipidico
mais aterogénico independente da presenca do diabetes (GIRIBELA, 2007;
GENSCHEL, 2009; FEITOSA-FILHO, 2009). Ushiroyama (2005), entretanto,
avaliou a influéncia da menopausa na relacdo HDL2 / HDL3 em associagdo com
hipertrigliceridemia. E os resultados indicaram que o estado da menopausa néo so
aumenta os niveis plasmaticos de colesterol LDL e TG, como também aumenta a
proporcdo HDL2 / HDL3 quando associada a elevacédo dos niveis plasmaticos de
TG. Estas alteragOes, aliadas ao DM2, aumentam mais os danos oxidativos ja
caracteristicos de portadores de DM2 (SULZBACHER et al., 2017). A Tabela 3
resume as principais caracteristicas das anormalidades estruturais e funcionais do
metabolismo lipidico durante o processo aterogénico, considerando ainda o
impacto do DM2 aliado as mudancas fisiolégicas associadas ao envelhecimento da
mulher.

Estudos revelam gue o estrogénio protege contra a formacédo de espécies
reativas do oxigénio, por desempenhar papel antioxidante e aterogénico-protetor
(SANTO et al.,, 2006), e mostram que quanto maior o tempo de menopausa,
maiores sao os niveis de lipoperoxidagdo, caracterizando maior dano oxidativo
(SANTO et al., 2001). Além disto, os estrogénios apresentam acdes gendmicas,
como o remodelamento das lipoproteinas, que tém duracéo prolongada (TOSTES
et al., 2003), com especial atencdo para maior estimulo na sintese hepatica de TG,
aumento na producgéo e secrecdo de VLDL; aumento na sintese dos receptores de
LDL, o que favorece o catabolismo da LDL; inibicdo da sintese da lipase hepatica,
diminuindo sua atividade, o que resulta em elevacdo na concentracdo da HDL
(TIKKANEN et al., 1998); estimulo na producédo de ApoA-I e inibicdo da sintese de
receptor “scavenger” classe B tipo 1 (SR-B1), causando aumento na concentragéo
de HDL; inibicAo da sintese da lipoproteina lipase (LPL) no tecido adiposo
abdominal, reduzindo o depdsito de TG nesta regido e atividade antioxidante,
diminuindo a oxidag&o da LDL (BERG et al., 2001).
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Tabela 3. Principais caracteristicas das anormalidades estruturais e funcionais do
metabolismo lipidico durante o processo aterogénico, considerando ainda o
impacto do DM2 aliado as mudancas fisioldgicas associadas ao envelhecimento da

mulher.

Item Mulheres na pré- Mulheres na Mulheres diabéticas na
menopausa pés- pés-menopausa

menopausa

Niveis de risco | Médio Alto Muito alto

cardiovascular

Incidéncia 1 mulher: 3-10 Semelhante a Quase sem diferenca

cardiovascular | homens mulher na pré- entre oS sexos em

Maior chance de

menopausa até

relacdo a

fatalidade ap6s 0s 65 anos e morbimortalidade
eventos maior para a
coronarianos idade de
75 anos
Placa Nucleos lipidicos Padrao classico | Padrao classico de
menores, menos de ruptura ruptura seguido por
célcio, menos seguido por trombose
componentes trombose
inflamatorios e
desenvolvimento
lento
de placas
vulneraveis
Analise do Pode ser normal Aumento: Aumento:
perfil lipidico mas progredindo - Colesterol total | - Colesterol total
tradicional para o perfil das - LDL-c - LDL-c
mulheres na pés- -TG -TG
menopausa - ApoB - ApoB
Diminuicao: - Secrecéao hepatica de
- HDL-c VLDL
- HDL-c/CT Diminuicao:
- ApoA-I/ApoB - HDL-c
- HDL-c/CT
- ApoA-1/ApoB
Subfra¢gbes de | Pode ser normal Aumento: Aumento:
lipoproteinas mas progredindo - LDL pequena | - LDL pequena e densa
para o perfil das e densa - Particulas menores de
mulheres na pos- Diminuicao: HDL
menopausa - LDL maior e Diminuicéo:
mais flutuante - LDL maior e mais
- Receptor de flutuante
LDL hepético - Particulas grandes de
- Particulas HDL

grandes de HDL

- Quilomicrons e
clearence da VLDL
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De acordo com Kumawat e colaboradores (2012), a constancia da
hipertrigliceridemia em pacientes DM2 é uma das causas do aumento de radicais
livres do oxigénio, levando a um estresse oxidativo e maior liperoxidacdo, sendo
este o fator principal para a predisposicdo das complicacdes cardiovasculares
oriundas da diabetes. Uma vez que o0 estrogénio previne o estresse oxidativo,
sendo um potente antioxidante, as mulheres na menopausa estariam mais
predispostas a eventos cardiovasculares e complicacbes da DM2 do que aquelas
nao menopausadas, uma vez que o estrogénio confere um estado protetor contra
DAC. Desta forma as mulheres na menopausa tendem a apresentar dislipidemias
com o aumento dos niveis séricos de TG (GASPARD et al., 2009; GIRIBELA 2007,
WENGER, 2008; BUSHNELL et al., 2014; BOARDMAN e HARTLEY, 2015), o que
em pacientes DM2 acarretam maior risco para DAC.

Portanto, conforme o tempo de menopausa e DM2, aumentam também o
nivel de peroxidacéo lipidica e o risco de ocorréncia de dano oxidativo, condi¢do
agravante para a disfuncdo metabdlica e estresse oxidativo, que levara a disfuncéo
endotelial e deposicao de placas de ateroma (SANTO et al., 2001; SULZBACHER
et al., 2017).

Algumas evidéncias indicam que a terapia de reposi¢cao hormonal durante o
climatério consegue reverter estes achados, uma vez que os horménios femininos,
a principio, protegem contra o risco coronariano (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2017). Entretanto, o Women’s Health Initiative Study demonstrou que a
terapia oral combinada de estrogénio e progesterona nao protegeu as mulheres
contra DAC e, em realidade, acabou produzindo efeitos colaterais graves como
derrame cerebral e danos isquémicos (FAVA et al., 2006; PEPITRIAL, 1995).

The National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES, 2016)
descreveu que o estrogénio desempenha um papel importante na manutencéo de
niveis adequados de HDL. De acordo com a Diretriz Brasileira de Diabetes (2017-
2018), a terapia de reposicdo hormonal (TRH) apés a menopausa pode reduzir o
colesterol LDL (LDL-c) em até 20-25% e aumentar o colesterol HDL (HDL-c) em até
20%. Porém, esta terapéutica ndo é recomendada no intuito de reduzir o risco
cardiovascular em mulheres na menopausa (FAVA et al., 2006; PEPITRIAL, 1995).

Nas mulheres, com indicacdes ginecologicas para a TRH (controle de
sintomas vasomotores e osteoporose), pode haver beneficio cardiovascular quando

iniciada na transicdo menopausica ou nos primeiros anos de pds-menopausa
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("janela de oportunidade") (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017).
Todavia, ainda pode haver aumento do risco quando a TRH ¢é iniciada, pois a
terapia deve ser evitada nas mulheres de alto risco ou naquelas jA& com a
menopausa por mais de 02 anos. Em mulheres DM2, a TRH deve ser evitada pelo
préprio risco para DAC que o diabetes apresenta, sendo apenas recomendada
quando os beneficios superarem os riscos (PEPITRIAL, 1995).

Em relagéo ao sexo, as mulheres apresentam menor incidéncia de infarto e
demais doencas cardiovasculares antes da menopausa do que 0s homens,
estando ambos na mesma faixa etaria (BRUNZELL e FAILOR, 2010;
SARRAFZADEGAN et al., 2013). Ap0s a menopausa, entretanto, algumas
mulheres desenvolvem sindrome metabdlica, ou demais altera¢gBes isoladas, como
dislipidemias, hipertrigliceridemia, hipertensdo arterial e DM2 que progridem para
uma piora dos indices de DAC quando comparados com o sexo masculino
(BRUNZELL e FAILOR, 2010, SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017),
lembrando que sindrome metabdlica (SM), de acordo com os critérios do Programa
Nacional de Educacdo em Colesterol - Ill Painel de Tratamento de Adultos
(National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel Ill - NCEP-ATP
[Il) e da Federacao Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation -
IDF) é um transtorno representado por um conjunto de fatores de risco
cardiovascular relacionados a deposicao central de gordura abdominal, resisténcia
insulinica, hipertenséo arterial (HAS), diminuicdo do HDL-c e hipertrigliceridemia
(NCEP-ATP lll, 207; IDF, 2018). No estudo de Marchi e colaboradores (2017), a
prevaléncia dos componentes da sindrome metabdlica foi maior nas mulheres pos-
menopausa com DM2, com associacdo estatisticamente significante para baixos
niveis de HDL-c, hipertensdo e hiperglicemia. Esses componentes também foram
descritos como prevalentes em mulheres na pés-menopausa no Ird, Coréia do Sul
e Polonia, bem como no Brasil (MENDES, 2012). Vale frisar, entretanto, que as
mulheres DM2 e menopausadas, acima de 65 anos, sem sindrome metabdlica,
apresentam indices maiores de risco para DAC do que homens DM2, sem
sindrome metabdlica e na mesma faixa etaria (SARRAFZADEGAN et al., 2013).

Niveis mais elevados de colesterol total, LDL e Apo-B encontrados apés a
menopausa, em comparagdo com as pré-menopausadas, ndo sdo completamente
explicados pelo envelhecimento (PHAN e TOTH, 2014). Mas, as particulas de LDL

mais densas e ricas em Apo-B sdo mais frequentes em mulheres na pés-
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menopausa, enquanto as LDL maiores e mais flutuantes estdo diminuidas. Estima-
se que 14 a 30% das mulheres na pds-menopausa tenham predominancia de
particulas pequenas e densas de LDL, em contraste com apenas 5-7% na pré-
menopausa (CAMPOS et al., 1992; FONSECA et al., 2017).

Grandes particulas de HDL, também chamadas HDL2, desempenham um
papel essencial no transporte reverso do colesterol e sao considerados
cardioprotetores (FORTI e DIAMENT, 2006; RIZZO et al., 2006; HAFIANE et al.,
2015). Entretanto, nas mulheres na pds-menopausa, as HDL2 estdo diminuidas,
com predominio de particulas menores de HDL com deplecdo de colesterol
(WILLIAM e FELDMAN, 2011; MARTIN et al., 2015), ndo sendo capazes de
transportar adequadamente os ésteres de colesterol para o figado, contribuindo
para o aumento das concentracdes de colesterol no sangue. Além disto, na poés-
menopausa, a afinidade pelo receptor de LDL hepatico é reduzida a LDL pequena
e densa, que é mais suscetivel a oxidagao, transporte transendotelial e deposicéo
na parede arterial. Essa subfracdo de LDL h& muito é considerada pela
comunidade cientifica como um fator de risco independente para DAC (FONSECA
et al., 2017). Yang e colaboradores (2005) demonstram que em decorréncia de um
transporte reverso do colesterol deficitario ha uma maior correlagédo entre os niveis
séricos de triglicérides e a distribuicdo do tamanho das particulas de HDL do que
as concentracdes de colesterol total, levando a um maior risco aterogénico. Assim,
a proporcao das subclasses da HDL relaciona-se as alteragdes das concentracdes
de triglicérides, colesterol total, HDL e LDL (USHIROYAMA et al., 2005). Apesar
disto, a modificacdo do metabolismo lipidico em mulheres na menopausa ainda nao
€ um processo bem compreendido uma vez que isto envolve ndo apenas as
alteracdes da HDL, mas inUmeros outros processos, uma vez que a producéo, o
remodelamento e a remocao das lipoproteinas é um processo dindmico, mediado
por muitos fatores, como enzimas, proteinas de transferéncia e apolipoproteinas
(ZHANG et al., 2001; PASCOT et al., 2002; YANG et al., 2005).

Segundo Gibriela (2007), que em seu estudo separou mulheres na pré e
pés-menopausa, as concentragdes séricas da LDL, VLDL, HDL, Apo A-l e Apo-B
nao sofreram alteragbes com significancia estatistica. Vale salientar, entretanto,
gue este estudo apresentou rigor nos critérios de inclusdo a nédo permitir a inclusao
de mulheres com niveis elevados de colesterol total e de triglicérides. Além disso, 0

aumento do risco de DAC em mulheres diabéticas na pds-menopausa esta
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relacionado a baixos niveis de HDL, hipertrigliceridemia e predominéncia de
particulas pequenas e densas de LDL (RUSSO et al.,, 2014). Saliente-se que a
hipertrigliceridemia é constante em mulheres DM2 e isto faz com que ocorra a
diminuicdo da concentracdo de HDL plasmatico, principalmente a diminuicdo da
HDL2 e aumento da HDL3. Adicionalmente, pacientes DM2 com outros disturbios
do espectro da sindrome metabdlica, contribuem para uma mortalidade
cardiovascular elevada (WILSON e D’AGOSTINO, 2006). Curiosamente, o impacto
deletério da DM2 no tamanho de particula de LDL parece ser maior nas mulheres
diabéticas que nos homens (BERG e MUZZIO, 2004) e as mulheres diabéticas na
pds-menopausa exibiram diminuigdo das particulas grandes de HDL (HDL2) junto
com o aumento das particulas pequenas de HDL em comparagdo com mulheres
normoglicémicas apos a menopausa (FONSECA et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se ha diferenca na transferéncia de lipides e atividade da paraoxonase em
func@o da menopausa e hipertrigliceridemia em mulheres diabéticas tipo 2.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar e comparar a transferéncia de CL, CE, PL e TG para a HDL
utilizando nanoparticula lipidica artificial (LDE) semelhante a LDL em grupo
de mulheres diabéticas ndo menopausadas e menopausadas, normo (TG <
150mg/dL) e hipertrigliceridémicas (150-300mg/dL), intra e intergrupos.

e Determinar e comparar a atividade da paraoxonase (PON-1) em grupo de
mulheres diabéticas ndo menopausadas e menopausadas, normo (TG <

150mg/dL) e hipertrigliceridémicas (150-300mg/dL), intra e intergrupos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO E CASUISTICA

Estudo observacional, transversal, desenvolvido em cooperagdo com o
Laboratério de Metabolismo de Lipides do InCor-HCFMUSP-SP (Instituto do Coracgéo-
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo-SP) e
Laboratério de Andlises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmacia
(LACTFAR) da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

A amostra populacional foi selecionada por conveniéncia na recepg¢ao do
LACTFAR (pacientes SUS), composta inicialmente de 63 pacientes, sexo feminino,
pareadas por faixa etaria e comorbidades associadas, residentes e domiciliadas em
Salvador, entre 25 e 70 anos, nas quais foram realizadas coletas de sangue
periférico em cada uma delas. Antes de ingressarem no estudo, foi explicado pela
pesquisadora responsavel (doutoranda) as participantes, detalhadamente e de
forma verbal, com linguagem simples e clara, o objetivo do projeto; e todas que
aceitaram a participacdo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 2) e preencheram o questionério epidemioldgico (Anexo 3).

Os materiais utilizados, reativos e solventes, equipamentos e 0s conjuntos
diagnésticos para a obtencdo do perfil lipidico, biomarcadores de acao
antioxidante, bem como demais biomarcadores da transferéncia de lipidios (CL,
CE, PL e TG) da nanoemulsédo paraa HDL foram adquiridos na industria quimico-
farmacéutica nacional e a partir de importacao direta.

Para a selecédo dos individuos foram atribuidos os seguintes critérios:

4.1.1 Critérios e condicOes de exigibilidade

4.1.1.1 Critérios de inclusao
e sexo feminino;
e idade entre 25 e 70 anos (as pacientes que foram consideradas
menopausadas foram aquelas que ndo menstruavam ha mais de 02
anos de forma natural);

e pacientes ambulatoriais;
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pacientes diabéticas tipo 2 ha pelo menos 05 anos, com HbAlc maior ou
igual a 7% (ADA, 2018);

ter realizado a determinacao do perfil lipidico;

pacientes em uso ou ndo de medicamentos (a excecao de estatinas);

termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) assinado.

4.1.1.2 Critérios de nao incluséo

pacientes hospitalizados por qualquer motivo;

presenca de patologias de temporalidade aguda;

individuos portadores de disfuncdo renal (creatinina sérica > 2,0mg/dL) e
ou sindrome nefrotica (proteindria > 3,0g/L e albumina sérica < 3,0g/L);
evidéncia clinica ou laboratorial de qualquer doenca crénica como
tireoidopatias, hepatopatias, nefropatias, doencas autoimunes e doencas
do tecido conjuntivo e neoplasias;

pacientes histerectomizadas;

pacientes em reposi¢cao hormonal;

pacientes em uso de anticontraceptivo;

pacientes em uso de DIU hormonal,

pacientes em uso de estatinas e insulina;

nao consentimento em participar da pesquisa.

4.1.1.3 Critérios de Exclusao

pacientes que por qualguer motivo descontinuaram a participacdo no

estudo ou solicitaram desligar-se do projeto.

4.2 DETERMINACOES LABORATORIAIS

Para confirmacéo do diabetes os pacientes tiveram coleta de sangue para

avaliar a presenca de hiperglicemia e produtos de glicacdo (ADA, 2018). As

determinacdes laboratoriais foram realizadas em amostras de soro e plasma

obtidas apos 12 horas de jejum. As concentracOes de colesterol total (CT), suas
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fracOes e triglicérides (TG) foram determinadas por método enzimatico. O HDL
colesterol (HDL) (colesterol livre e esterificado) foi determinado por método
homogéneo (Labtest®) e quando necessario apds a precipitagdo das VLDL e LDL
pelo método de Burnstein (1970). As concentracdes do colesterol de VLDL e LDL
foram calculadas pela férmula de Friedewald (1972), para valores de TG até
150mg/dL. Amostras com TG superior a 150mg/dL foram feitas as determinacdes
de LDL realizadas por método homogéneo (CORDOVA & CORDOVA, 2013). Foi
utilizado o equipamento automatizado LabMax 560 Labtest Clinical Chemistry
Analyzer (Brasil®), e HbAlc por HPLC/CLAE em método rastredvel pelo NSGP. Os
resultados foram validados com a utlizacdo, durante cada rodada de
determinacdes, com controle fornecido pelo Programa Nacional de Controle de
Qualidade — PNCQ, da Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas e CONTROLAB,
ensaio de proficiéncia da Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e Medicina
Laboratorial — SBPC/ML.

As amostras de sangue dos pacientes foram coletadas, apés jejum de 12
horas, em EDTA (1,5g/L) e o plasma foi obtido apds 10 minutos de centrifugacao, a

3.000 rpm, em centrifuga Sorval RT7. Foram incubadas 50 uL da LDE marcada
3 3 14 14
radioativamente com H-colesterol éster ( H-CE) e C-fosfatidilcolina ( C-PL), ou

3 3 14 14

H-triglicérides ( H-TG) e C-colesterol livre ( C-CL) com 200 uL de plasma por 60
minutos, a 37°C, em agitador orbital Infors HT Ecotron, sob agitacdo de 400 rpm.
Apds incubagao foram adicionados a mistura 250uL de reagente de precipitacao de

lipoproteinas contendo Apo B (sulfato de dextran 0,2%/ MgCI2 3M, v/v). A mistura

foi agitada em vortex por 30 segundos e posteriormente centrifugada por 10
minutos a 3.000rpm. A fracdo HDL foi obtida apoOs precipitagdo da nanoemulsao
(LDE) e das lipoproteinas contendo apoB, com 250uL dextran/MgCI2 (0,2% Dextran

e 0,3mol/L MgCIZ). A mistura foi agitada em vortex por 30 segundos e

posteriormente centrifugada por 10 minutos a 3.000rpm. Aliquotas de 250uL do
sobrenadante, contendo a HDL, foram pipetadas em frascos de cintilagdo. Foram
acrescentados a esses frascos, 50mL de solucdo cintiladora Ultima Gold
(PerkinElmer, Boston, USA) e, finalmente, a radioatividade presente nas amostras
foi quantificada em contador Beta (Liquid Scintillation Analyzer, Packard 1600 TR,

Palo Alto, CA) com a utilizacdo do software Plus Vers. 5.01 da Diamond
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Computers, para determinacdo das contagens de 14C e 3H das amostras. O branco
para este experimento consistiu da mistura de 200uL de solugdo tampé&o TRIS-HCI
e 50uL de LDE, incubada e precipitada nas mesmas condi¢cdes descritas acima. O
valor de radioatividade total presente na amostra foi determinado pela incubacéo
de 200uL de plasma com 50uL de LDE, seguida de incubagao, porém sem adicao
de reagente de precipitacdo. A quantificacdo dos lipidios transferidos da LDE para
HDL plasmatica foi expressa como percentagem (%) em relacdo a radioatividade
total incubada (MARANHAO et al., 1993).

Para determinacédo da atividade da PON-1 foi utilizado método descrito por
Mackness e colaboradores (1991), Graham e colaboradores (1997) e Senti e
colaboradores (2003), que utiliza a reacdo de hidrolise do Paraoxon com formacgéao
de p-nitrofenol e dietilfosfato, com algumas adaptacdes (CHARLTON-MENYS &
DURRINGTON, 2006), sendo determinada a partir da taxa de producédo de p-
nitrofenol em nMol por mL de plasma por minuto. Em placa acrilica de fundo chato
com 96 pocos foram distribuidas, em cada poco, 7uL de soro de cada amostra e
acrescentados 140uL de tampao com 0,1 mMolar de Tris-HCI, 2mMolar de CaCl; e
1,1mMolar de paraoxon (dietil 4-nitrofenil fosfato; Sigma Chemical, St. Louis, MO,
USA). Os ensaios foram realizados em duplicata. A leitura foi feita em comprimento
de onda de 405nm a temperatura de 37°C utilizando “Leitor de Microplacas”
(Microplate Reader, Benchmark, BioRad). Foram realizadas 6 leituras em intervalos
de 60 segundos cada. Para o célculo da atividade da PON-1, a média da variacao

das absorbancias foi multiplicada por fator de corre¢éo, conforme abaixo:

Fator = VTR (mL)/ €405 x VA ( mL) x E (cm) , em que:
VTR: Volume total da reacdo
VA: Volume da amostra

- 1805

E: Espessura da parede da placa (€405 .mLt.ecm™)

Entao a atividade da PON-1 = Fator x Aabs/min.
4.3 ANALISE ESTATISTICA

A analise descritiva dos dados foi realizada a partir da determinacdo das

estimativas de centralidade e dispersdao para obtencdo de medidas resumo,
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seguida do teste de normalidade D’Agostino. Para inicio das analises estatisticas
inferenciais, foi realizado o teste de Grubb para deteccdo de outliers; quando o
teste foi significante, o valor encontrado foi suprimido para a realizagdo das
analises. Para a estatistica inferencial, foi realizada analise paramétrica em funcgéo
do tipo de distribuicdo dos dados de cada variavel (teste t ndo pareado, e teste F
para comparagdo das variancias). A significancia, ou seja, a diferenca entre os
grupos foi aceita quando o nivel critico (p) foi inferior a 0,05 (5%) para o intervalo
de confianca (I.C.) de 95%. Os dados estdo apresentados por média e desvio
padrdao e numero (n) de dados por tipo variavel em cada grupo. Foi realizada
também a andlise de correlacdo linear de Pearson entre os percentuais de
transferéncia da nanoemulséo artificial para a HDL, e com marcadores do perfil
lipidico.Para a analise dos dados foram utilizados os Softwares GraphPad Instat
v.3.05 e GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, Inc., CA, USA).
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5 RESULTADOS

A Tabela 4 (A, B, C e D) apresenta os dados das pacientes do estudo
segregados por concentracdo sérica de triglicérides (TG) e condicao clinica, ou
seja, ndo menopausadas (NM) e menopausadas (M), respeitando os critérios de
inclus@o previamente estabelecidos. A Tabela 5 abaixo mostra os valores médios
e desvio padrdo dos dados laboratoriais obtidos. Na mesma tabela, s&o
apresentados os resultados das analises de comparagao entre as estimativas de
cada variavel entre os grupos, em funcdo da concentracéo de triglicérides (TG),
ou seja, segregados por grupo de TG e condicdo de ndo menopausa e
menopausa: TG< 150mg/dL em ndo menopausadas (NM), TG< 150mg/dL em
menopausadas (M), TG 150-300mg/dL em NM e TG 150-300mg/dL em M. A
Tabela 6 apresenta os resultados da atividade da paraoxonase (PON-1) para as
pacientes subdivididas nos grupos ja descritos em normotrigliceridémicas NM e M
(TG < 150mg/dL) e hipertrigliceridémicas (TG 150-300mg/dL) NM e M, com

realizacdo de analise paramétrica.
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Tabela 4(A). Caracteristicas gerais dos pacientes do sexo feminino ndo menopausadas (NM) com triglicérides < 150mg/dL.

Pacientes ldade Co-Morbidade Medicacao
RSP 50 Hipertenséo Glifage, Diamicron, Losartana
GFS 37 N&o N&o
JJL 40 N&o Calcitran

MCMS 47 N&o Metformina
BSCC 42 N&o Metformina
GCS 39 Hipertensdo Metformina, Losartana
ASS 51 Hipertensdo Losartana, Metformina
SS 42 N&o Metformina
ASG 37 N&o Metformina
GCA 24 N&o N&o
ASC 46 N&o Nao
MAC 27 N&o N&o
DSR 38 N&o N&o
BA 29 N&o N&o

OS = Ordem de Servico; idade em anos.



Tabela 4(B). Caracteristicas gerais dos pacientes do sexo feminino menopausadas (M) com triglicérides < 150mg/dL.

Pacientes Idade Co-Morbidade Medicacao

MASE 62 Hipertenséo Metformina, Losartana

FBA 52 N&o Diamicron, Glicobay, Metformina
RSP 52 Hipertensdo Glifage, Diamicron, Losartana
MGSS 57 Hipertenséo Metformina, Losartana

MGS 54 N&o Metformina, Clorana

MVS 62 N&o N&o

MMJ 66 Hipertensdo Metformina, Losartana, Hidroclorotiazida
MRSH 56 Hipertenséo Metformina, Losartana

MCS 57 Hipertensdo Metformina, Losartana

MRJS 56 N&o Metformina

MRSJ 58 Hipertenséo, Labirintite  Metformina, Losartana, Diamicron
IMS 56 N&o N&o

IMCM 59 Nao Nao

NFS 60 Hipertenséo Losartana, Metformina

MJS 56 Hipertensdo Metformina, Hidroclorotiazida

OS = Ordem de Servico; idade em anos.
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Tabela 4(C). Caracteristicas gerais dos pacientes do sexo feminino ndo menopausadas (NM) com triglicérides entre 150 e
300mg/dL.

Pacientes Idade Co-Morbidade Medicacao
SMJS 48 Nao Metformina
JBL 44 Nao Metformina
GGSO 55 N&o N&o
MAS 57 Nao Nao
CEB 42 N&o N&o
LSJ 46 Nao Nao
FPS 42 N&o N&o
MRB 52 Hipertenséo Losartana
MGS 58 N&o N&o
JCR 59 Nao Glicobay
AOS 34 N&o N&o
JMBA 31 Nao Nao

OS = Ordem de Servico; idade em anos.
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Tabela 4(D). Caracteristicas gerais dos pacientes do sexo feminino menopausadas (M) com triglicérides entre 150 e

300mg/dL.
Pacientes ldade Co-Morbidade Medicacao
MSAS 56 Hipertenséo Captopril, Daonil
MVMJ 63 N&o N&o
NMPS 56 Hipertenséo Losartana
LFS 63 Hipertensdo Metformina, Losartana
DJB 63 N&o N&o
RNS 65 N&o N&o
RSG 52 Hipertenso Metformina, Glimepinide, Célcio, Omega
3, Captopril
SC 59 N&o N&o
IGA 52 Hipertensdo Enalapril, Hidroclorotiazida, Metformina
MCSB 62 N&o N&o
MASP 58 N&o N&o
ASP 63 N&o N&o
GSS 65 N&o N&o
MTS 56 Hipertenséo Metformina, Hidroclorotiazida
RAC 63 N&o Glibenclamide, Losartana
SSR 63 Hipertensdo Metformina, Losartana
MDLS 56 N&o N&o
CMS 55 N&o Metformina, Glindamicida
MBS . ~ Glinfage, Losartana, Hidroclorotiazida,
66 Hipertenséao
Omeprazol
LMG 64 Hipertenséo Losartana, Metformina
ACB 67 N&o N&o
MSS 51 N&o Metformina

OS = Ordem de Servico; idade em anos.
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Tabela 5. Dados dos marcadores bioquimicos e estimativas utilizadas para avaliacdo das pacientes, estratificadas por grupos entre
normotrigliceridémicas (TG <150mg/dL) e hipertrigliceridémicas (TG 150-300mg/dL), ndo menopausadas (NM) e menopausadas (M)
participantes do estudo.

MARCADORES E DM-TG < 150 NM DM-TG<150M __ DM-TG 150-300 NM__ DM-TG 150-300 M ANALISE INFERENCIAL
ESTIMATIVAS (n=14) (n=15) (n=12) (n=22) INTRA E INTER-GRUPOS
Glicemia (mg/dL) 201,71 + 73,40 210 +70,46 212,33 + 58,21 202,5+ 5450 o <150NMvs 150 M n.s.
TG 150-300 NM vs 150-300 M | n.s.
HbALc (%) 9,91+2,65 10,49 +2,39 10,06 + 1,79 10,52 + 1,69 TG < 150 NM vs 150 M n.s.
TG 150-300 NM vs 150-300 M | n.s.
HDL-c (mg/dL) 67,71 +12,16 71,8 +13,90 53,5 + 10,89 60,63+ 16,48 TG < 150 NM vs 150 M n.s.
TG 150-300 NM vs 150-300 M | p = 0,07
N&o-HDL-c (mg/dL) 134,28 + 48,49 121,20 + 42,37 154,25 + 34,01 165,63 + 44,46 TG < 150 NM vs 150 M n.s.
TG 150-300 NM vs 150-300 M | n.s.
CT(mg/dL) 202,71 + 48,46 193 + 44,12 207,75 + 39,67 221,63 +44,11 TG <150 NMvs 150 M n.s.
TG 150-300 NM vs 150-300 M | n.s.
LDL-c (mg/dL) 113,28 + 47,45 97,06 + 42,88 114,75 + 33,66 120,78 +36,42 TG < 150 NM vs 150 M n.s.
TG 150-300 NM vs 150-300 M | n.s.
TG (mg/dL) 104,92 + 24,84 111,46 + 21,41 208,83 + 47,44 213,13 +49,32 TG <150 NMvs 150 M n.s.
TG 150-300 NM vs 150-300 M | n.s.
TG/HDL-c 1,64+0,59 1,61+0,42 4,011,23 3,76+1,32 JC<150HMvs 150 M Ao
TG 150-300 NM vs 150-300 M | n.s.

Foi realizada analises paramétrica em funcao do tipo de distribuicdo dos dados de cada variavel (teste t ndo pareado, e teste F
para comparacdo das variancias). A significancia, ou seja, a diferenca entre os grupos foi aceita quando o nivel critico (p) foi inferior a
0,05 (5%) para o intervalo de confianga (I.C.) de 95%. Foi realizado teste para deteccao de outliers (teste de Grubb), quando o teste foi
significante, o valor encontrado foi suprimido para a realizacdo das analises. Os dados séo apresentados por média + desvio padrdo e

namero (n) de dados por tipo variavel em cada grupo.
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Tabela 6. Dados da atividade da paraoxonase (PON-1) utilizadas para avaliacdo das pacientes, estratificadas por grupos entre
normotrigliceridémicas (TG <150mg/dL) e hipertrigliceridémicas (TG 150-300mg/dL), ndo menopausadas (NM) e menopausadas (M)
participantes do estudo.

MARCADOR DM-TG<150NM DM-TG<150M DM-TG 150-300 NM DM-TG 150-300 M ANALISE INFERENCIAL
INTRA E INTER-GRUPOS
PON-1 36,80 + 8,39 49,00 + 59,00 + 7,46 33,57 + 4,61 TG < 150NM vs 150-300NM 0,0318
(n=10) 5,22(n=16) (n=10) (n=14) TG < 150M vs 150-300M 0,0186
TG < 150NM vs 150M 0,1018
TG 150-300NM vs 150-300M 0,0029

Foi realizada analise paramétrica em funcao do tipo de distribuicdo dos dados (teste t ndo pareado e teste F para comparacao
das variancias). A significancia, ou seja, a diferenca entre os grupos foi aceita quando o nivel critico (p) foi inferior a 0,05 (5%) para o
intervalo de confianca (1.C.) de 95%. Foi realizado teste para deteccao de outliers (teste de Grubb). Quando o teste foi significante, o valor
foi suprimido para a realizacdo das andlises. Os dados sédo apresentados por média + erro padrdo da média e nimero (n) de dados por

tipo variavel em cada grupo. Sigla ndo convencional utilizada: PON-1 = atividade da Paraoxonase (nmoL p-nitrofenol.min™.mL™).
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Tabela 7. Dados da transferéncia de PL (**“"PL) para a HDL, utilizando modelo de lipoproteinas artificiais para avaliacdo das
pacientes, estratificadas por grupos entre normotrigliceridémicas (TG <150mg/dL) e hipertrigliceridémicas (TG 150-300mg/dL),
nao menopausadas (NM) e menopausadas (M) participantes do estudo.

MARCADOR DM FEMININO DM FEMININO DM FEMININO DM FEMININO ANALISE INFERENCIAL
TG<150NM TG<150M TG 150-300 NM TG 150-300 M INTRA E INTER-GRUPOS
14CpL 12,84% 16,09% 16,60% 16,37% TG < 150 NM vs 150-300 NM < 0,0001
(n=14) (n=15) (n=11) (n=20) TG < 150 M vs 150-300 M 0,2283
TG < 150 NM vs 150 M < 0,0001
TG 150-300 NM vs 150-300 M ns

Foi realizada analise paramétrica em funcao do tipo de distribuicdo dos dados (teste t ndo pareado e teste F para comparacao
das variancias). A significancia, ou seja, a diferenca entre os grupos foi aceita quando o nivel critico (p) foi inferior a 0,05 (5%) para o
intervalo de confianca (I.C.) de 95%. Foi realizado teste para detec¢éo de outliers (teste de Grubb). Quando o teste foi significante, o
valor foi suprimido para a realizacdo das andlises. Os dados sdo apresentados por média * erro padrdo da média e niumero (n) de

dados por tipo variavel em cada grupo. Sigla ndo convencional utilizada: transferéncia de PL (**“"PL) para a HDL = *“PL%.
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Em relacéo aos outros radiotracadores utilizados (**“CL; **CE; *'TG) para
avaliar a transferéncia de colesterol livre (CL), colesterol esterificado (CE) e
triglicérides (TG) ndo se observou diferenca significativa entre os grupos de
pacientes estratificados segundo perfil lipidico em: normotrigliceridemicos (TG
<150) e hipertrigliceridémicos (TG 150-300), ndo menopausadas (NM) e
menopausadas (M) apos andlise comparativa. A andlise de correlagéo linear de
Pearson entre o percentual de 3'CE e °PL transferidos de uma nanoemulsdo
artificial para a HDL mostrou significancia (Figura 5), além disso, verificou-se
também correlacéo linear de Pearson entre o percentual de *"CE transferidos da
nanoemulséo artificial para a HDL com TG (mg/dL) no grupo DM2 TG 150-300 NM
(Figura 6).
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Figura 5. Analise de correlagao linear de Pearson entre o percentual de *"CE e “°PL
transferidos de uma nanoemulsdo artificial para a HDL no grupo DM2 TG 150-
300mg/dLM.
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Figura 6. Anélise de correlagdo linear de Pearson entre o percentual de *"CE
transferidos de uma nanoemulséo artificial para a HDL com TG no grupo DM2 TG 150-
300mg/dL NM.
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6 DISCUSSAO

Durante muitos anos, foi controverso que 0 maior risco para 0
desenvolvimento da DAC em mulheres poderia ser resultante do processo de
envelhecimento ou consequéncia da menopausa, ou ambos (GIBRIELA, 2007).
Entretanto, de acordo com Fonseca e colaboradores (2017), a menopausa e o
DM2 aumentam substancialmente o risco cardiovascular no sexo feminino, em
virtude das modificacbes no metabolismo lipidico e de lipoproteinas circulantes.
Observa-se entdo que as subfracOes lipoproteicas sao alteradas apdés a
menopausa, gerando assim um perfil lipoproteico mais aterogénico, associado
a presenca de hipertrigliceridemia, baixa concentracao de colesterol HDL (HDL-
c), principalmente reducdo da subfracdo lipoproteica de HDL2, além do
aumento da quantidade de particulas da subfracdo HDL3 e de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), como as LDL pequenas e densas.

Apés a menopausa, o colesterol total (CT) e o colesterol LDL,
geralmente aumentam, e essas alteracfes sdo acompanhadas por diminuicao
no colesterol da HDL e aumento dos triglicérides (TG) (SCHAEFER et al.,
1994; KORZEN-BOHR et al., 2006). Além dessas importantes alteracdes do
perfil lipidico, também se espera que modificagbes no tamanho e na densidade
dessas particulas lipoproteicas ocorram apos a perda da funcdo ovariana na
producdo hormonal de estrogénios (LIZ et al., 1996; STEVENSON et al., 2009;
VITORINO et al., 2013). Isso explica parcialmente o aumento do risco
cardiovascular em mulheres na pds-menopausa, particularmente entre aquelas
com menopausa precoce (ANAGNOSTIS et al., 2015).

Em nosso estudo, em que varios biomarcadores séricos e plasmaticos
foram determinados, observamos influéncia significativa da hipertrigliceridemia
na atividade intragrupo da enzima paraoxonase (PON-1), independente da
presenca ou ndo da menopausa. Por outro lado, na andlise intergrupo (NM vs
M), apenas para a concentracdo de triglicérides entre 150-300mg/dL, a
atividade da paraoxonase foi significativamente mais alta no grupo de mulheres
DM2 ndo menopausadas. Diferentemente de Butorac e colaboradores (2014)
que em estudo com casuistica semelhante, ndo encontraram diferenca

significativa na atividade da PON-1. Cumpre ressaltar, entretanto, que embora
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nao tenham encontrado diferenca significativa, a condicdo por eles testada
deu-se na auséncia de hipertrigliceridemia. Por outro lado, Kostapanos e Elisaf
(2014) também observaram reducéo da atividade da paraoxonase na presenca
de hipertrigliceridemia, o que corrobora nossos resultados. Eles justificaram a
baixa atividade da PON-1 em funcdo da presenca de alta proporcdo de
particulas de HDL disfuncional nessa condi¢do. Além disso, Taskinén e Borin
(2015), bem como Bernes e Rizo (2004), observaram que tanto em homens
guanto em mulheres com DM2 ha a presenca de dislipidemia diabética, ja bem
descrita, caracterizada por presenca de hipertrigliceridemia, HDL-c baixo e
aumento da proporcdo de particulas de LDL pequenas e densas, ou seja,
particulas mais propensas a oxidacao e/ou outras modificacdes estruturais,
achados também encontrados por Nobécourt e colaboradores (2005) e Rydén
e colaboradores (2013).

A hiperglicemia também esté4 associada com a presenca de lipoproteinas
disfuncionais, em funcdo de glicacdo proteica e desestabilizacdo de particula,
condicao que, independente do sexo, contribui com a formacéo de perfil lipidico
aterogénico (GOMEZ et al, 2017). Apesar de compartilhar essas
anormalidades lipidicas em ambos os sexos, a mulher diabética tem mostrado
a forma mais precoce de DAC, e é mais suscetivel a morte por eventos
coronarianos (HUXLEY et al., 2006; BALLOTARI et al., 2015). Fatos estes que
sugerem a presenca de perfil lipoproteico aterogénico, disfuncional e deletério,
principalmente na menopausa.

Em relacdo a transferéncia de lipides para a HDL, usando o modelo de
lipoproteina artificial, nanoparticula lipidica (LDE), entre todas as outras
moléculas marcadas com radiotracadores (**°CL; 3"CE; °*"TG) usadas no
nosso experimento, apenas a transferéncia de fosfolipides (*°PL) foi
significativa. Observamos que na analise intragrupo (grupo NM) a transferéncia
de PL foi significativamente maior no grupo com maior concentracao de
triglicérides (150-300mg/dL). Ainda na andlise intragrupo, nas mesmas
condicOes testadas, ndo houve diferenca significativa para o grupo M, quando
comparado as transferéncias de PL entre amostras com TG < 150mg/dL e
entre 150-300mg/dL. Por outro lado, quando realizada a analise intergrupos
(NM vs M) para TG < 150mg/dL, a transferéncia de PL foi significativamente

maior no grupo M — pacientes menopausadas. Embora a andlise da
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transferéncia de PL intergrupos (NM vs M) com TG < 150mg/dL tenha sido
significativa, para a faixa de TG entre 150mg/dL a 300mg/dL, ndo houve
significancia.

No estudo de Feitosa e colaboradores (2009), comparando a
transferéncia de fosfolipides entre populacdo de diabéticos com TG entre 78 a
220mg/dL, média em 149mg/dL, e o grupo controle com TG entre 56 a
128mg/dL, média em 92mg/dL, obteve-se diferenca significativa. A diferenca
entre os percentuais de transferéncia de PL no estudo de Feitosa foi de 5,5%
em média, sendo 25,2% para o0s pacientes diabéticos e 19,7% para 0s
controles. No nosso estudo, embora a comparacao tenha sido entre pacientes
DM2 menopausadas e ndo menopausadas, obtivemos a diferenca percentual
significativa de 3,25% para a mesma concentracdo de TG, ou seja, TG <
150mg/dL; e 3,76% quando comparados 0S grupos entre as pacientes nao
menopausadas (grupo NM, TG < 150mg/dL vs 150 a 300mg/dL), ou seja,
valores percentuais préoximos aos encontrados por Feitosa e colaboradores,
embora inferiores, provavelmente em funcdo da presenca de
hipertrigliceridemia em nossa casuistica. Como sabemos a transferéncia de
fosfolipides (PL) e de certa quantidade de colesterol livre (CL), é mediada pela
acado da proteina de transferéncia de fosfolipides (PLTP) (JIANG X-C, 2018)
Estudo recente sobre associacdo genomica (do inglés, GWA) identificou um
anico polimorfismo de nucleotideo (do inglés, SNP) préximo ao gene da PLTP
que esta associado com a concentracdo de HDL-c e de triglicérides (TG).

Curiosamente, a variante associada com maior concentracao de HDL-c
e menor de TG também foi correlacionada com maiores niveis de transcricdo
de PLTP no figado (modelo murinico expressando gene humano). Esta é a
primeira evidéncia de uma ligagcéo direta entre niveis de PLTP e lipoproteinas
em humanos. Os efeitos sobre os niveis de HDL s&o consistentes com 0s
estudos utilizando camundongos transgénicos, mas a aparente reducdo de
triglicérides em associacdo com o aumento da expressdo de PLTP ainda néo
foi confirmada (YAZDANYAR A et al., 2011). Achados esses que corroboram
nossos resultados, visto que o aumento da transferéncia de PL foi
significativamente maior nos pacientes do grupo NM com TG entre 150mg/dL e
300mg/dL, e no grupo com TG < 150mg/dL menopausadas. Embora néo

tenhamos encontrado relatos na literatura cientifica, nos parecer que a
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elevacdo da atividade de transferéncia nesse grupo (grupo M, TG < 150mg/dL),
esteja relacionada a perda da prote¢cdo hormonal (estrogénica) observada na
menopausa, pois, a atividade da PLTP esta diretamente relacionada a
producao de particulas ricas em TG, como as VLDL (JIANG X-C, 2018).

Ainda em nosso estudo, a andlise de correlacéo linear entre o percentual
de 3UCE e CPL transferidos da nanoemulsdo para a HDL foi positiva e
significante. Conforme o estudo de Jiang (2018), em pacientes diabéticos com
hipertrigliceridemia o aumento da atividade da PLTP (aumento da transferéncia
de PL) esta relacionada com o aumento do efluxo de colesterol, fato esse que
corrobora nossos achados. Por outro lado, a andlise de correlacéo linear, entre
o percentual de 3'CE transferidos da nanoemulséo para a HDL com TG, no
grupo DM2 TG 150-300 NM, obtivemos correlacdo negativa e significativa.
Segundo Harch e colaboradores (2007), a atividade da proteina de
transferéncia de colesterol éster (CETP) esta aumentada em pacientes
hipertrigliceridémicos, mas ndo necessariamente associados a aumento na
massa de CETP. Como consequéncia, a alta concentracdo de lipoproteinas
ricas em TG, o excedente de CETP comecara a usar a LDL, além da HDL
como doador CE. De fato, a atividade de CETP demonstrou-se preditiva de

DAC, predominantemente em pacientes com alta concentracdo de triglicérides.



60

7 CONCLUSAO

Em nosso estudo, observamos influéncia significativa da
hipertrigliceridemia na atividade intragrupo da enzima paraoxonase (PON-1), e
na analise intergrupo (NM vs M); e apenas com TG entre 150-300mg/dL, a
atividade da paraoxonase foi significativamente mais alta no grupo de mulheres
DM2 ndo menopausadas. Em relacdo a transferéncia de lipides, utilizando o
modelo de lipoproteina artificial, nanoparticula lipidica (LDE), apenas a
transferéncia de fosfolipides (**°PL) foi significativa, sendo que a transferéncia
foi significativamente maior no grupo com maior concentracdo de triglicérides
(150-300mg/dL); e na analise intergrupos (NM vs M) para TG < 150mg/dL, a
transferéncia de fosfolipides foi significativamente maior no grupo M.

No nosso estudo, obtivemos a diferengca percentual significativa de
3,25% para a concentracdo de TG < 150mg/dL; e 3,76% quando comparados
0S grupos entre as pacientes ndo menopausadas (grupo NM, TG < 150mg/dL
vs 150-300mg/dL).

A andlise de correlacdo linear entre o percentual de *'CE e °pL
transferidos da nanoemulséo para a HDL foi positiva e significante, sendo que
a andlise de correlacdo linear entre o percentual de 3"CE transferidos da
nanoemulsdo para a HDL com TG, no grupo DM2 TG 150-300 NM, observou-
se uma correlacao negativa e significativa.

Desta forma, os achados desse estudo mostram que ndo apenas a
hipertrigliceridemia diabética, mas que em determinadas condicdes a
menopausa também influencia o metabolismo da HDL, a acdo da paraoxonase

e a transferéncias de fosfolipidios (PL) e para a HDL.
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ANEXOS

Anexo 1. Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa

ANEXO A

COMITE DE ETICA EM PESQUISA -~ CEP/MCO/UFBA
MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA

: UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

; IORGO0D3460. Assurance FWAODDQ2471, October 26, 2010

h)
%(—m’ IRBO0004123, October 5, 2007 - October 4, 2010
Agens Vare ol Lan s« Fioaal S cad o e oo Sagad i 1%,
Crp 02 sfutnhie Salowhs Bdas ks (S0 RGML) el apiad RIskiE reatiar wav aciase il i

PARECER/RESOLUCAO ADITIVA N.° 02%/2014

Purs sndlise e deliberagao deste Insiilucions] o Professor, Doutor, Ricardo David

C'outo, Pesquisador Responsivel pelo Frojeto de Pesquisa “Cipética ¢ Transferéncia

do Colesterol entre as Lipoproteinas: Avalia¢fio de Marcadores Plasmiticos

relacionados a0 Uransporte Lipidico ¢ Risco Aterotrombético na Populagiio da

Rahia.”", inicialmente aprovado em 10 de Agosto de 2005 pelo Parecer/Resolugin NY

10372005 e posteriormente pelo Purever/Resolugan Substicutiva N" (2/20K06 om .
22.11.06, ambas deste Instilucional, encaminhou em 27 de Agasio de 2014, “Relatério

das Atividades, Relatério Parcial” ¢ oficio soticitando a “Reapruvagio do Estudo™.

Inexistindo nas praposigoes analisadas confilng sdministrativo, pracessus] ¢ Ehco que
contra-indiquem as solicitagdes prerendidas, ficam oS mesmos Aprovados inclusive a
continuidade do Estudo por mais 02 {dois) anos, a partir de 20 de Junho de 2014 a
20 dc Junho de 2016. . .

7

L o piihE
Professor, Doutor Eduardn Martins Netto
Coordeaador - CEP/MCO/ FBA

Observagdes importantes, Toda 2 documentscio anexs an Protocolo proposto e
rubricada pelo (2} Pesquisador (2), arquivada neste CEP, ¢ tarnbém a Julra devolvida
com @ rubrica da Secretéria desie (1) a0 (3) mesmo (a), fox parte intrinseca deste
Parecer/Resolugdo e nas “Recomendagdes Adicionais” apensas, bem como &
impostergdvel entrega de relatérios parciais e final como vonsta nesta liberagio
(Mudelo de Redagdo para Relatdrio de Pesquisa, anexa). '
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com as normas da Resolugao n° 466,do Conselho Nacional de Saude de 12/12/2012)

Dados de identificagao

Titulo do Projeto: EFEITO DA MENOPAUSA E DA HIPERTRIGLICERIDEMIA NA
TRANSFERENCIA DE LIPIDES E ATIVIDADE DA PARAOXONASE EM
MULHERES DIABETICAS

Pesquisadora Responsavel: Luciana Bastianelli Knop  Tel.: (71) 98887 -5828

Nome da participante:

Data de nascimento: / / R.G.

Vocé esta sendo convidada para participar, como voluntaria, do projeto de pesquisa
“EFEITO DA MENOPAUSA E DA HIP ERTRIGLICERIDEMIA NA TRANSFERENCIA DE
LIPIDES E ATIVIDADE DA PARAOXONASE EM MULHERES DIABETICAS”, de

responsabilidade da pesquisadora Luciana Bastianelli Knop.

Leia cuidadosamente o que se segue e me pergunte sobre qualquer duvida que vocé
tiver. Apds ser esclarecida sobre as informagbes a seguir, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, assine ao final deste documento, que consta em duas vias. Uma via pertence
a vocé e a outra a pesquisadora responsavel. e sua participagdo nado € obrigatoria. A
qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua
recusa em participar do projeto ndo trara nenhum prejuizo em sua relagdo com a

pesquisadora ou com a instituicao.

Declaro ter sido esclarecida sobre os seguintes pontos:

1. O trabalho tem por objetivo uma coleta de sangue para determinagéo da glicemia,
exames de colesterol e fragdes, triglicérides, hemoglobina glicosilada bem como demais
exames para pesquisa no sangue que estejam relacionadas ao diabetes no intuito de
verificar se ha diferengas dos exames em mulheres que estejam na menopausa daquelas
que nao estejam.

2. A minha participagao nesta pesquisa consistira em uma coleta de sangue e a resposta
a um questionario que nao demorardao mais do que 01 (uma) hora no dia e horario em

Rubrica da pesquisadora: . Rubrica da participante: . Pagina 1 de 3
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com as normas da Resolugao n° 466,do Conselho Nacional de Saude de 12/12/2012)

que tenho costume de fazer meus exames na Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal da Bahia.

3. Durante a execugao da pesquisa poderao ocorrer riscos oriundos de qualquer coleta de
sangue, como vermelhidao no local da pungédo que serd minimizada com remédios para
dor e pomadas especificas, que podem ser solicitados a responsavel pela pesquisa até
03 (trés) dias ap0s a coleta.

4. Ao participar desse trabalho estarei contribuindo para o melhor entendimento da minha
doenca e dos riscos provenientes dela.

5. A minha participagdo neste projeto devera ter a duragdo de 01 (um) dia, havendo
necessidade de retorno caso seja necessaria nova coleta.

6. Nao terei nenhuma despesa ao participar da pesquisa e poderei deixar de participar ou
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e ndo sofrerei
qualquer prejuizo.

7. Fui informada e estou ciente de que nao ha nenhum valor econémico, a receber ou a
pagar, por minha participagéo, no entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente
da participagao na pesquisa, serei ressarcido.

8. Caso ocorra algum dano comprovadamente decorrente de minha participagdo no
estudo, poderei ser compensado conforme determina a Resolugéo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude

9. Meu nome sera mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade, e se eu
desejar terei livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o
estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois
da minha participagao.

10. Fui informado que os dados coletados serao utilizados, unica e exclusivamente, para
fins desta pesquisa, e que os resultados poderao ser publicados.

11. Qualquer duvida, pedimos a gentileza de entrar em contato com Dra. Luciana
Bastianelli Knop, pesquisadora responsavel pela pesquisa, telefone: (71) 98887-5828, e-
mail: Ibknop@hotmail.com, e/ou com o LACTFIFAR — Laboratério de Analises Clinicas e
Toxicologicas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal da Bahia, Rua Barao
de Jeremoabo, 147 - Ondina, Salvador - BA, CEP 40170-115. Telefone: (71) 3283-6948 /
3283-6941, e-mail: recepcao@lactfar.far.br.

Rubrica da pesquisadora: . Rubrica da participante: 2 Pagina 2 de 3
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com as normas da Resolugao n° 466,do Conselho Nacional de Saude de 12/12/2012)
Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagéo na pesquisa e
concordo em participar, como voluntaria, do projeto de pesquisa acima descrito. A
pesquisadora me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos da Universidade Federal da Bahia, localizado a Rua Bardo do
Jeremoabo, n° 147, Ondina - Salvador, Bahia - Brasil, CEP: 40.170-115. Telefones: 3283 -
6900.

Salvador, de de 20

Assinatura da participante Impressao dactiloscépica

Nome e assinatura do responsavel por obter o consentimento

Rubrica da pesquisadora: . Rubrica da participante: . Péagina 3 de 3
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Anexo 3. Questionario Epidemioléqgico

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Preencha atentamente todo o questionario, mas se tiver qualquer duvida,

pergunte.

INFORMACOES PESSOAIS:

Nome:
Data de Nascimento: Sexo: Masculino Feminino Outro
Natural de (cidade onde nasceu): UF:

Estado Civil: Casada Solteira Viiva Outro:

Identidade: CPF:

Enderego completo:

No. Bairro: CEP:
Telefone Residencial: ( ) Celular: ()
E-mail:

Grau de instrugao (até que série estudou):
Primario completo Primario Incompleto  Secundario completo
Secundario Incompleto  Faculdade completa Faculdade Incompleta
Outro: N&o me lembro

Profissao/Ocupacao:
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INFORMACOES GERAIS:

Ha quanto tempo é diabética?
Menos de 5 anos Mais de 5 anos Menos de 10 anos Mais de 10 anos
Nao me lembro

O médico ja lhe disse que tipo de diabetes vocé tem? Sim Nao

Se sim, qual?

Vocé toma insulina:  Sim  Néo

Vocé esta usando algum medicamento no momento? Sim  Nao
Se sim, qual (is):

Faz algum outro tipo de acompanhamento que nao seja para diabetes?
Sim Néo

Se sim, qual (is):

Jafez cirurgia? Sim Nao
Se sim, qual (is)?

Vocé tem ou ja teve quais das seguintes doengas ao longo de sua vida?
Hipertensdo Derrame Hepatite Cancer em geral
Calculos Renais Gota Polipose Intestinal Cirrose  Trombose
Anemia Doenga de Crohn Colite Ulcerativa Cancer Intestinal

Cancer Ginecolodgico Hipotireoidismo  Outras Quais ?

Ja fez tratamento para cancer? Sim Nao Nao sei

Se sim, sabe o que tomou ou fez?

Vocé ja teve algum problema cardiaco? Sim Né&o
Em caso afirmativo, qual ? Press@o Alta Angina Infarto  Outros
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Sente palpitagbes ? Sim Nao

Suas pernas incham ? Sim Nao

Vocé sabe a data da sua ultima menstruagdo? Sim Nao
Qual:

Vocé ja entrou na menopausa? Sim Nao

Ha quanto tempo?
Menos de 2 anos Mais de 2 anos Menos de 5 anos Mais de 5 anos
Menos de 10 anos Mais de 10 anos  Estou entrando  N&o me lembro

Vocé toma hormdnio ou faz reposi¢cdo hormonal? Sim Nao Nao sei
Qual?

Vocé tem filhos: Sim Nao Quantos?

Se sim, seu parto foi:  Normal Cesarea Nao me lembro

Vocé teve diabetes gestacional? Sim Nao N&ao me lembro

Vocé usa algum método contraceptivo (para nao ter filhos)? Sim Nao
Qual: Nao posso ter mais filhos Pilula DIU Injegdo Outro:

Vocé esta acima do peso? Sim Nao

Algum médico ja Ihe disse que esta acima do peso?
Sim  Nao Nao estou acima do peso

E fumante? Sim Nao Jafumei (quanto tempo?

Faz alguma atividade fisica? Sim Nao

Se sim, qual tipo e quantas vezes na semana:
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Vocé faz uso de bebidas alcodlicas ? Sim Nao

Se sim, quantas vezes na semana ou por dia?






