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RESUMO

O diabete mellitus (DM) é uma doenc¢a multifatorial que
acomete diversos sistemas corporais com complicacoes
teciduais e vasculares. Diversas hipéteses bioquimicas
estdo implicadas na inducio das complicacdes tardias
da diabete, como: radicais livres, rota dos poliois e
glicacdo ndo enzimatica de proteinas. O objetivo do
presente estudo foi correlacionar o perfil lipidico e
lipoperoxidacio em individuos diabéticos. Realizou-se
uma analise do perfil lipidico de 30 pacientes diabéticos
do tipo 2, com uma média de 4 anos da evolucio
da doenca. Analisou-se a concentracdo sanguinea
de glicose, colesterol total, HDLc, LDLc¢, VLDLec,
triglicerideos, hemoglobina glicada e peroxidacio
lipidica (TBARS). Encontrou-se uma forte correlacio
entre a concentracio de triglicerideos, colesterol total
e VLDLc com o dano oxidativo e uma fraca correlacao
com colesterol LDLc e HDLc. A anélise dos resultados
mostra uma forte correlacio da lipoperoxidacio lipidica
com o perfil lipidico dos pacientes que pode reafirmar a
necessidade de monitoramento dos lipidios plasmaticos
como forma de prevenir complicacdes tardias inerentes
ao diabete.

Palavras-chave: Colesterol. Radicais livres. Hemoglobina
glicada. Perdxidos lipidicos. Lipideos. Diabete mellitus.

INTRODUCAO

O Diabete mellitus (DM) ¢ um disturbio metabdlico
que, segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS),
atinge doze milhoes de brasileiros, o que coloca o pais em
sexto lugar no mundo em casos da doenga e a sétima causa
de morte no pais. Destes cinco milhdes de pacientes, quase
metade das pessoas ndo sabem que sao portadoras. No ano
de 1998, aproximadamente 27.000 pessoas morreram no
Brasil devido a complicagdes do diabete, (WHO, 1999).

O diabete mellitus é uma doenga cronica,
envolvendo o metabolismo de carboidratos, lipideos e
proteinas. Definido como uma sindrome multifatorial,

Autor correspondente: Luciano de Oliveira Siqueira - Universidade de Passo
Fundo - UPF - e-mail: luciano@upf.br.

decorrente da falta de insulina e/ou da incapacidade da
insulina de exercer adequadamente seus efeitos, causando
hiperglicemia cronica tanto no jejum quanto no periodo
pos-prandial, normalmente acompanhada de dislipidemia,
hipertensdo arterial e disfungdo endotelial (SBD, 2003). A
evolucao clinica do diabete é caracterizada, em individuos
mal controlados, por complicacdes tardias sendo as mais
caracteristicas: retinopatia, nefropatia e neuropatia (Silva
etal., 2011).

A hiperglicemia ativa a via dos polidis, a qual
eleva a producdo do sorbitol. Esse aumento ocasiona
um desequilibrio da homeostase celular que leva a
diminui¢do das defesas antioxidantes intracelulares. Além
da hiperatividade da rota dos polidis, a hiperglicemia pode
ocasionar um aumento na concentragdo dos produtos
da glicagdo avangada (AGEs), alterando assim a fungdo
celular (Calles-Escandon & Cippola, 2001). A glicagdo
de proteinas culmina com liberagdo de varios fatores de
inflamagdo (citocinas), culminando no estresse oxidativo
(radicais oxidantes) ¢ diminui¢do do metabolismo de
substratos, com redu¢do de Adenosina Trifosfato (ATP),
causando degeneragdes ¢ disfungdes vasculares (Sartori,
2006).

Radical livre ¢ qualquer espécie quimica capaz de
existir independentemente, que contém um ou mais elétrons
ndo pareados ocupando orbitais atdbmicos ou moleculares.
Em geral s@o instaveis e reagem com diversos compostos e
estruturas celulares (Mafra et al., 1999). Os radicais livres
sdo produzidos naturalmente em nosso organismo, através
de processos metabdlicos oxidativos (Sheneider, 2002).

A oxidagdo ¢ parte fundamental da vida aerébica
do nosso metabolismo e, assim, os radicais livres sdo
produzidos naturalmente ou por alguma disfungdo
bioloégica. No entanto, seu excesso apresenta efeitos
nocivos, tais como a peroxidacao dos lipidios de membrana
e agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, as
enzimas, carboidratos e DNAs (Barreiros & Davi, 20006).

A produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
de nitrogénio (ERN), entre outras espécies reativas, é parte
integrante do metabolismo humano e ¢ observada em
diversas condigdes fisiologicas. ERO e ERN tém importante
funcdo bioldgica, como controle da pressdo sanguinea,
na sinalizacdo celular, na apoptose e na fagocitose de
agentes patogénicos (fendmeno em que essas espécies sao
produzidas para eliminar o agente agressor). Por outro lado,
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quando sua produgdo é exacerbada, o organismo dispde de
um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e
restabelecer o equilibrio (Vasconcelos et al., 2007).

Pode-se dizer que um organismo encontra-se sob
estresse oxidativo quando ocorre um desequilibrio entre
os sistemas pré-oxidantes ¢ antioxidantes, de maneira
que, os primeiros sejam predominantes. Um dos principais
mecanismos de lesdo € a lipoperoxidagdo, ou seja, a
oxidagdo da camada lipidica da membrana (Sheneider,
2002).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a
acdo das ERO, porém a membrana ¢ um dos mais atingidos
em decorréncia da lipoperoxidagdo lipidica, que acarreta
alteragdes na estrutura e na permeabilidade das membranas
celulares (Mello Filho et al., 1984). O malondialdeido
(MDA) ¢ um produto final da peroxidacao lipidica, o qual
reage com o acido tiobarbitirico (Ayoub & Yousuf, 2000;
Esterbauer & Cheesman, 1991). O aumento de espécies
reativas ao acido tiobarbitirico é uma evidéncia indireta da
intensa produgdo de radicais livres (Silva et al., 2011).

Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos
tém sido relacionados com a etiologia de varias doengas,
incluindo doencas degenerativas tais como a cardiopatia
isquémica. (ADA, 2000; ADA, 2004).

As complicagdes cronicas do diabete e os radicais
livres podem estar envolvidos na patogénese desta alteracao
metabolica. Durante a hiperglicemia, ocorre um aumento
da produgdo de radicais livres de oxigénio através da auto-
oxidagdo da glicose, esses radicais exercem seus efeitos
citotoxicos nos fosfolipidios de membrana, resultando na
formagdo de MDA (Kakkar et al., 1999; Mafra et al., 1999,
Silva et al., 2011).

Partindo destes achados, propusemos avaliar a
eventual correlagdo entre o perfil lipidico e o dano oxidativo
em pacientes diabéticos.

MATERIAL E METODOS
Delineamento

O presente trabalho ¢ um estudo transversal do perfil
lipidico de pacientes diabéticos do tipo II e sua correlag@o
com a lipoperoxidagao induzida por radicais livres.

Casuistica

Foram incluidos, aleatoriamente, 30 individuos
diabéticos do tipo 2 de ambos os sexos, com no minimo
4 anos de evolu¢ao da doenga, participantes do clube dos
diabéticos e cadastrados no ambulatorio da Faculdade
de Medicina da UPF, com média de idade de 61+7 anos
(médiat+ desvio padrdo). Todos os voluntarios no estudo
estavam em jejum de 12 horas para a coleta de sangue.

Logistica

A primeira etapa incluiu o preenchimento de um
formulario contendo identificagdo dos pacientes. Foi
reservada uma sala de coleta no ambulatério da Faculdade
de Medicina onde foram coletadas assepticamente, entre
7h e 9h da manha, amostras de 10mL de sangue venoso
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mediante pun¢@o na fossa antecubital, apos um periodo de
12h em jejum. Uma aliquota de 2ml de sangue foi obtida
com EDTA 2mg/dL para determinagdo de hemoglobina
glicada e o restante do sangue centrifugado a 2000 RPM por
10 minutos. O soro foi extraido e acondicionado em frascos
tipo Eppendorff para posteriores analises bioquimicas.
A andlise bioquimica constituiu da determinagdo de
triglicerideos (método Trinder - Labtest®), Colesterol total
(método colesterol esterase - Labtest®), Colesterol HDLc
(método de precipitagdo - Labtest®), VLDLc e LDLc
(mediante equacao de Friedwald), Glicose (método glicose-
oxidase - Labtest®), Hemoglobina glicada (resina de troca
ionica - KATAL®), conforme recomendagdes do fabricante
do kit com a utilizagdo de soro controle de qualidade. Apos
a execucdo técnica, as concentragdes dos analitos foram
determinadas em analisador bioquimico semi-automatico
TP Analyzer Plus — Thermoplate®.

A peroxidagdo lipidica foi aferida através da
formagdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS), conforme descrito por Esterbauer & Cheesman
(1991). Foram misturados 300uL de soro com 600 pL de
acido tricloroacético 15% e 500 pL de 4cido tiobarbiturico
0,67% (Sigma, St. Louis, MO), e, em seguida, incubados
em banho de dgua fervente por 20 minutos. As absorbancias
foram determinadas em 535nm no analisador bioquimico
semi-automatico TP Analyzer Plus — Thermoplate®,
usando 1, 1, 3,3-tetrametoxipropano (Sigma, St. Louis,
MO) como padrio externo. Os resultados foram expressos
em equivalentes de malondialdeido (nmol) por miligrama
de proteina.

Aspectos éticos

Em atendimento aos aspectos éticos legais de
pesquisa envolvendo seres humanos, o projeto foi
submetido ao Comité de Ftica em pesquisa (CEP) da
Universidade de Passo Fundo sendo aprovado sob n° de
registro: 0099.0.398.000-11.

Analise Estatistica

Os dados foram testados quanto sua normalidade,
mediante andlise de Kolmogorof-Smirnoff. A seguir,
os resultados foram compilados pela andlise estatistica
descritiva. Para analise de correlagdo entre os parametros
foi utilizado o teste de correlacdo de Sperman para dados
nao-paramétricos ou de Pearson para os paramétricos, no
pacote estatistico do SPSS 13.0 considerando p<0,05 como
nivel minimo de significancia. Foi considerada correlacao
positiva forte valores entre 0,70 a 1, moderada 0,3 a 0,7 ¢
fraca 0 a 0,3, e correlag@o negativa forte valores entre - 0,70
a-1,moderada-0,3a-0,7¢fraca0a-0,3.

RESULTADOS

Os pacientes fazem parte de um grupo de apoio
da Universidade de Passo Fundo que sdo acompanhados
sistematicamente. O reflexo da assisténcia multiprofissional
se refletiu num perfil lipidico e glicémico satisfatorio
(Figura 1) para um grupo de diabéticos, caracterizando a
eficacia da atengdo primaria.
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A amostra de diabéticos analisada ndo apresentou
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia que,
habitualmente, caracteriza as complicagdes inerentes
a dislipidemia diabética apresentando valores médios
de 141+48mg/dL para colesterol e 137+63mg/dL
para triglicerideos. Em adicdo, foi demonstrado uma
concentragdo de LDLc média inferior a 100mg/dL (79+47),
sendo considerado baixo risco de doenga cardiovascular.
No entanto, os resultados também apontam uma baixa
concentragdo de colesterol HDLc 374+9mg/dL, uma
caracteristica tipica de pacientes diabéticos cronicos,
que pode ser considerado risco moderado para doenga
cardiovascular.

O termo “hemoglobina glicada” corresponde a uma
reacdo entre a hemoglobina A (HbA) e alguns agtcares. O
termo “hemoglobina glicosilada” tem sido erroneamente
utilizado como sindnimo de A1C. O processo de “glicacdo”
de proteinas envolve uma ligagdo ndo enzimatica e
permanente com agucares redutores como a glicose como
descrito por Louis-Camille Maillard (Reagdo de Maillard)
em 1912, por outro lado, o processo de “glicosilagao”,
envolve uma ligacdo enzimatica e instavel (Netto et al.,
2009)

A analise da hemoglobina glicada mostrou uma
concentragdo média de aproximadamente 8,1 + 1,8%, o
que reflete com controle glicemico de médio/longo prazo
razoavel conforme o guidelines da American Diabete
Association que recomenda um valor inferior a 7%.
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FIGURA 1: Analise do perfil lipidico e glicémico dos 30 pacientes
diabéticos em jejum de 12 horas. Resultados expressos como
média + erro padrao.
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FIGURA 2: Analise da concentragao de hemoglobina glicada e da
concentragdo de substincias que reagem ao acido tiobarbiturico
como medida de lipoperoxidacao (TBARS). Resultados expressos
como média + erro padrao.

A andlise de Sperman para dados ndo-paramétricos
ou de Pearson para os paramétricos, aponta uma correlagao
positiva entre a colesterolemia, trigliceridemia, glicemia e
hemoglobina glicada com a inducdo da lipoperoxidacao.
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Justifica-se pelo fato de que um perfil lipidico desfavoravel
aumenta a predisposi¢do de dano oxidativo, viaradicais livre
promovida pelo metabolismo dos carboidratos, condigao
tipica dos diabéticos provocada pelo desequilibrio redox e
rota dos polidis. Por outro lado, a concentragdo de HDLc
e LDLc apresenta uma fraca correlagdo com a indugdo de
peroxidagdo lipidica destacada anteriormente.

0,70

0,35

colesterol glicose triglicerideos glicada VLDL HDL LDL

FIGURA 3: Analise de correlagdo do perfil lipidico com a
lipoperoxidagdo mediada por TBARS. 0,70 para mais indica
forte relagdo, 0,35 a 0,70 indica relagdo moderada, 0 a 0,35 fraca
correlagdo.

4 DISCUSSAO

Na figura 1, a analise dos resultados dos pacientes
diabéticos mostra uma hiperglicemia leve, relativamente
adequada para a primeira amostra da manhd. As
concentragdes de triglicerideos, colesterol total, LDLc,
VLDLc mantiveram-se dentro de limites satisfatorios.
Considerando que o grupo avaliado faz parte de um projeto
assistencial de acompanhamento permanente de uma equipe
multiprofissional, os resultados aqui elencados permitem
afirmar que o acompanhamento sistematico associado a
uma dieta balanceada e terapéutica apropriada, permitiu o
controle da dislipidemia, que ¢ uma condigdo clinica que
geralmente acompanha o portador de diabete (ADA, 2004;
SBC, 2007; SBD, 2009).

O HDLc contribui para a protecdo do leito vascular
contra a aterogénese, além de remover lipidios oxidados
da LDLc, inibir a fixagdo de moléculas de adesdo e
monocitos ao endotélio e estimular a liberagdo de 6xido
nitrico. Fungdes estas que podem estar comprometidas
quando os valores de HDLc estdo baixos (SBC, 2007). A
hiperglicemia estd associada a uma maior incidéncia nas
taxas de morbidade e mortalidade (Sinzato et al., 2009).
O grande niimero de o6bitos decorrentes desta patologia
estdo associadas com as suas complicagdes, principalmente
as cardiovaculares ¢ e cerebrovasculares. Estas seqiiclas
tardias do diabete estdo relacionadas ao estresse oxidativo
(SBD, 2006).

Na figura 2, os valores de hemoglobina glicada
também estdo acima do esperado para paciente diabéticos
com glicemia controlada. O nivel de hemoglobina glicada
reflete a glicemia média de um individuo durante os dois ou
trés meses que antecipam a realizagdo do teste e tem grande
eficacia na avaliacdo do nivel do controle glic€émico. Niveis
de hemoglobina glicada acima de 7% estdo associadas ao
risco maior de complicagdes cronicas. Acima de 7% o risco
de retinopatia, nefropatia, neuropatia ¢ microalbumintria
comega efetivamente a apresentar progressdo significativa
(SBD, 20006).

Todas as modificagdes oxidativas podem causar
mudangas nas propriedades fisicas e quimicas das
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membranas das células ¢ das organelas, com consequente
dano celular. Reagdes envolvendo os varios intermediarios
levamanovos produtos, como porexemploomalondialdeido
(MDA) que, entre outras reagdes, reagem com o acido
tiobarbiturico e por essa razdo pode ser utilizado como
indicador de dano lipidico via radicais livres no organismo.
O MDA possui agdo citotoxica e genotdxica, encontrando-
se em niveis elevados em algumas patologias associadas
ao estresse oxidativo (Vasconcelos et al., 2007; Ayoub &
Yousif, 2000; Antunes et al., 2008).

A figura 3 mostra a correlacao do perfil lipidico com
lipoperoxidagdomedidapor TBARS. AAnalisedecorrelagdo
de Sperman para dados nao-paramétricos evidenciou forte
correlagdo (>0,70) entre colesterol, glicose, triglicerideos,
hemoglibina glicada, VLDLc e lipoperoxidacao. Por outro
lado, evidenciou uma fraca correlacdo (<0,35) entre a
lipoperoxidacdo quando relacionada com HDLc e LDLc.
Dados na literatura descrevem que ha um aumento da
peroxidagdo lipidica em macrofagos e em lipoproteinas na
presenca de hiperglicemia e hipertriglicemia (Griendling
& Alexander, 1997), corroborando os dados encontrado no
presente estudo.

A concentragdo de TBARS da amostra analisada
encontra-se dentro dos limites de referéncia preconizados na
literatura [1 a 3uM conforme Vasconcelos et al. (2007) ou de
3 a 12nmol/L conforme Montano Et al. (2003)]. No entanto,
o conceito de valores de referéncia para lipoperoxidagao
deve ser analisado com cautela, pois humanos estao sujeitos
a diferentes niveis de exposi¢ao oxidativa e da metodologia
aplicada (colorimetria, fluorimetria, cromatografia, ELISA
e outros). Além disso, tratado de um dano, parte-se do
principio que a lipoperoxidagdo € um processo inexoravel,
mas ao mesmo tempo indesejavel para o organismo. Desta
forma, quanto menor for sua concentra¢do, menor ¢ o risco
de suas complicacgdes, similarmente ao que acontece com a
gordura trans nos alimentos (WHO, 2003).

Ainda assim, a andlise de correlagdo de Sperman
entre a lipoperoxidagao e o perfil lipidico aponta uma forte
correlagdo entre um perfil lipidico desfavoravel e uma
maior indug¢do de dano lipidico, mesmo com os valores de
referéncia dentro dos limites de normalidade.

A analise dos resultados permite concluir que ha
uma forte correlagdo entre a concentragdo de colesterol,
glicose, triglicerideos, hemoglobina glicada e VLDLc
com os niveis de radicais livres, combinada a uma baixa
correlagdo dos resultados de HDLc e LDLc com a medida
de TBARS. Esta correlagdo positiva permite supor que
a hiperglicemia e a hiperlipidemia estdo diretamente
relacionadas com a producdo de radicais livres e o
consequente estresse oxidativo. Possivelmente, o estresse
oxidativo que esta correlacionado com os niveis de glicose
e uma parte dos lipideos possa contribuir para o aumento
do risco de doencas cardiovasculares encontradas nos
pacientes diabéticos do tipo 2.

ABSTRACT

Correlation analysis of the lipid profile and oxidative
damage in diabetic patients

Diabete mellitus (DM) is a multifactorial disease
that affects several body systems, with vascular
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complications and tissue damage. Several biochemical
mechanisms are hypothetically implicated in the
induction of the late complications of diabete, such
as the action of free radicals, glucose metabolism by
the polyol pathway and non-enzymatic glycation of
proteins. The aim of this study was to correlate the lipid
profile and lipid peroxidation in diabetic subjects. An
analysis of the lipid profile of 30 diabetic patients, with
an average of 4 years since diagnosis. We analyzed the
concentration of glucose, total cholesterol, HDLc, LDLc,
VLDLec, triglycerides, glycated hemoglobin and lipid
peroxidation (TBARS). Oxidative damage (TBARS)
showed a strong correlation with the concentration of
triglycerides, total cholesterol and VLDLe¢, and a weak
correlation with LDLc cholesterol and HDLc. The
strong correlation found between lipid peroxidation
and the lipid profile of these patients reinforces the
need to monitor plasma lipids in order to prevent late
complications associated with diabete.

Keywords: Cholesterol. Free radicals. Glycosylated
hemoglobin A. Lipid peroxides. Lipids. Diabete mellitus
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