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RESUMO 
 

Pandini, Juliana Almeida. Avaliação da influência das absorbâncias obtidas em três 
comprimentos de onda da lipoproteína de baixa densidade sobre sua oxidação in vitro em 
pacientes com diabetes mellitus tipo 1. Rio de Janeiro, 2009. 59p Dissertação (Mestrado) – 
Curso de Pós-graduação em Fisiopatologia Clinica e Experimental – Clinex. Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro. 
 
Com a intensificação do controle glicêmico e maior sobrevida dos pacientes com diabetes 
mellitus tipo 1 (DM1), houve mudança progressiva das causas de mortalidade, com maior 
destaque para a doença cardiovascular (DCV). Em função da LDL oxidada ser considerada 
ponto fundamental na patogênese da doença aterosclerótica, o presente estudo objetivou 
avaliar as absorbâncias obtidas nos diferentes comprimentos de onda dos fosfolipídios 
oxidados e o coeficiente de oxidação da partícula de LDL in vitro em pacientes com diabetes 
mellitus tipo 1. Foram avaliados 54 pacientes com DM1 com idade de 29,1 ± 12,11 e de 
duração de doença de 14,6 ± 8,43 e 28 voluntários não diabéticos.  Os pacientes e voluntários 
foram submetidos à avaliação clínica e laboratorial onde foram mensurados perfil lipídico, 
glicêmico, ácido úrico, níveis pressóricos, excreção urinária de albumina e análise 
espectofotométrica da oxidação do LDL colesterol antes e 1, 3, 6 e 24 horas após adição de 
substância oxidante- sulfato de cobre. Os coeficientes de oxidação (Cox) do LDL dos dois 
grupos apresentaram leitura semelhante em todos os momentos com diferença significativa 
entre o tempo basal e após 1h (p<0, 001) e entre o momento após 3 e 6 horas após adição de 
sulfato de cobre ( p< 0,001) para os grupos avaliados. No modelo de regressão múltipla, o 
resultado obtido foi o modelo Cox = 8,246 – 13,93a -2,71b + 10,21c (R2=0,835), onde “a”, 
“b” e “c” representam as absorbâncias (205 nm, 232 nm e 280 nm, respectivamente). 
Concluímos que em nossa amostra os comprimentos de onda 232 nm e 280 nm referentes à 
leitura dos dienos conjugados e a fração protéica da LDL, respectivamente apresentaram 
maior importância na determinação do coeficiente de oxidação da partícula.  
 
 
Palavras-chaves: Diabetes tipo 1, LDL oxidado, Suscetibilidade.



ABSTRACT 
 
 
 
With the intensive glycemic control and longer survival of type 1 diabetes mellitus (T1DM) 
patients, cardiovascular disease has been the main cause of mortality. Oxidized LDL is 
considered a critical factor in the atherosclerotic process and the aim of our study was 
evaluate the absorbance of different wavelengths of oxidized phospholipids and oxidation rate 
of LDL particles in vitro in T1DM. We studied 54 patients aged  29.1 ± 12.11 years and with 
a disease duration of 14.6 ± 8.43 years and 28 non-diabetic volunteers. The two groups had 
carried where they were measured lipid profile, glucose, uric acid, blood pressure, urinary 
albumin excretion and spectrophotometry analysis of the oxidation of LDL cholesterol before 
and 1, 3, 6 and 24 hours after addition of substance oxidant copper sulfate. The coefficients of 
oxidation (Cox) of LDL from both groups had similar reading at all times with a significant 
difference between the baseline and after 1 hour (p <0 .001) and between the time after 3 and 6 
hours after addition of sulfate copper (p <0 .001) for both groups. In the multiple regression 
model, the result was the Cox model = 8.246 to 13.93 to 10.21 + -2.71 b c (R2 = 0.835), where 
"a", "b" and "c" represent the absorbance (205 nm , 232 nm and 280 nm, respectively). We 
conclude that in our sample the wavelengths 232 nm and 280 nm related to the reading of 
conjugated diene and protein faction of LDL, respectively, were more important in 
determining the oxidation rate of the particle. 
 
 
 
 
Keywords: Type 1 diabetes, Oxidized LDL; Susceptibility. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Definição de diabetes mellitus 
 

O diabetes mellitus (DM) é um grupo de distúrbios metabólicos caracterizados por 

hiperglicemia resultante de alterações na secreção de insulina, ação de insulina ou ambos. 

Atualmente, é um dos maiores e mais sérios problemas de saúde pública em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento devido a elevadas prevalência e morbidade, mortalidade 

prematura e custos envolvidos no seu controle e no tratamento de suas complicações (1).  

A etiologia do DM é múltipla, caracterizando-se por hiperglicemia crônica com 

distúrbios no metabolismo dos carboidratos, proteínas e lipídios. Suas conseqüências em 

longo prazo incluem as complicações microvasculares (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e 

macrovasculares (doença isquêmica cardíaca, acidente vascular cerebral e doença vascular 

periférica) ocasionando a falência de vários órgãos como: rins, olhos, coração e vasos 

sanguíneos (2-4).  

 

1.2 Estatísticas mundiais e brasileiras 
 

O DM ganhou contorno de epidemia mundial sendo hoje um importante e crescente 

problema de saúde pública para todos os países, independente do seu grau de 

desenvolvimento (5). Estimativas da Organização Mundial de Saúde (OMS) calculam que em 

2030 existirão, aproximadamente 333 milhões de pacientes diabéticos, sendo projetado para o 

nosso país um universo de 11 milhões de indivíduos (6).  

No Brasil os dados epidemiológicos são escassos. No final dos anos de 1980, a 

prevalência de DM na população adulta foi estimada em 7,6% (7). Dados mais recentes de 

Ribeirão Preto / SP demonstram aumento de aproximadamente 79% nesta prevalência, 

chegando a 12,1% (8). Sabe-se que este índice aumenta com a idade como evidenciaram os 

estudos: 1) multicêntrico sobre a Prevalência de Diabetes no Brasil cujo percentual atingiu 

17,4% na faixa etária de 60 a 69 anos (7); 2) o estudo SABE (Estudo longitudinal das 

condições de vida e saúde das pessoas do município de São Paulo) em que o percentual foi de 

17,5% nas pessoas acima de 60 anos (9) e 3) o Vigitel 2008 (estudo sobre vigilância de 

fatores de risco e proteção para doenças crônicas por inquérito telefônico) cujo percentual foi 

maior que 20% nas pessoas acima de 64 anos (10).  
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No Brasil, a mortalidade por DM é supostamente subestimada, visto que a doença não 

é mencionada nos atestados de óbito pelo fato de suas complicações, especialmente as 

cardiovasculares, cerebrovasculares e renais, serem a causa de morte. Apesar disso já se 

encontra entre a quarta e a oitava causa de morte no mundo. No Brasil, as taxas de 

mortalidade por DM (por 100.000 habitantes) variam entre 0,58 na faixa etária de 0-29 anos e 

181,1 para a faixa etária de 60 anos ou mais (11). 

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é considerada a endocrinopatia mais comum da 

infância e adolescência (12). Sua incidência tem algumas particularidades geográficas, 

apresentando taxas por 100.000 habitantes com menos de 15 anos de 38,4 na Finlândia; 7,6 no 

Brasil e 0,5 na Coréia (13). Apesar da baixa incidência, esse tipo de diabetes tem impacto 

social importante, pois acomete indivíduos na juventude, e a prolongada exposição à 

hiperglicemia antecipa o desenvolvimento de complicações crônicas em indivíduos 

economicamente ativos, incapacitando-os para o trabalho. 

1.3 Classificação do diabetes mellitus 
 

A classificação do DM, hoje adotada no Brasil pela Sociedade Brasileira de Diabetes 

(SBD), é baseada na sua etiologia, eliminando os termos diabetes mellitus insulino-

dependente e não-insulino dependente e inclui quatro classes clínicas: DM tipo 1, DM tipo 2, 

outros tipos específicos de DM e DM gestacional. Ainda existem duas categorias, referidas 

como pré-diabetes, que são a glicemia de jejum alterada e a tolerância à glicose diminuída. 

Essas categorias não são entidades clínicas, mas são consideradas como fatores de risco para o 

desenvolvimento do DM e de doenças cardiovasculares (DCV) (14). 

 

1.4 Diabetes mellitus tipo 1 
 

O DM1 é causado pela progressiva destruição das células beta das Ilhotas de 

Langherans do pâncreas, responsáveis pela produção de insulina (15). Sua etiologia não é 

totalmente conhecida, mas há evidências da participação de componentes imunológicos, 

genéticos e ambientais. A presença de marcadores de auto imunidade como, anticorpos anti-

ilhotas, anti-insulina, antidescarboxilase do ácido glutâmico e antitirosina fosfatase 

caracterizam a destruição autoimune, principal processo responsável pela falência da 

produção de insulina (14).  
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Evidências clínicas, epidemiológicas e bioquímicas indicam que a glicemia 

cronicamente elevada favorece o surgimento de complicações micro e macrovasculares e tem 

efeito deletério ao organismo através de diferentes mecanismos como: glicação de proteínas, 

hiperosmolaridade e estresse oxidativo (16-17). 

 

1.5 Diabetes mellitus tipo 1 e as complicações microvasculares 
 

Uma das complicações microvasculares mais importantes do DM é a retinopatia 

diabética (RD) que hoje é a principal causa de cegueira legal entre pessoas de 25 a 74 anos 

nos países desenvolvidos e, após longo tempo de duração, ocorre em cerca de 95% dos 

pacientes com DM1 (18-20). No Brasil estima-se que a metade dos pacientes portadores de 

DM seja afetada pela RD, sendo responsável por 7,5% das causas de incapacidade de adultos 

para o trabalho (20). 

A nefropatia diabética (ND) é uma complicação microvascular, que acomete 

aproximadamente 40% dos indivíduos com DM (21) e está associada a aumento na 

mortalidade cardiovascular (22). Quando os níveis de glicose estão aumentados, a filtração 

renal fica comprometida, há o extravasamento de proteínas na urina (microalbuminúria, 

macroalbuminúria e proteinúria nos casos mais graves) (14, 23). Além disso, a hipertensão e o 

edema estão associados e a falência renal total podendo o indivíduo ser submetido à diálise 

(24). Os mecanismos de deterioração da função renal pelo DM não estão totalmente 

esclarecidos, mas a hipertensão glomerular e expansão mesangial são fatores associados à 

insuficiência renal (24).  

A neuropatia diabética é um grupo de doenças que afeta todos os tipos de nervos e, 

geralmente, aparece em 5 ou mais anos de diagnósticos do DM1 (14). Possui apresentações 

clínicas diversas que dependem de quais tipos de fibras nervosas foram afetadas. Acredita-se 

que a exposição prolongada à hiperglicemia cause desmielinização dos nervos e, conseqüente, 

alteração na condução nervosa. 

A polineuropatia sensoriomotora é um tipo de neuropatia diabética que afeta os nervos 

distalmente, em especial os membros inferiores levando a perda de sensação de dor e pressão, 

propiciando a formação de úlceras e amputação periférica (23). É importante ressaltar que 

este tipo de complicação tem sido classificado comumente como microvascular. 
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1.5.1 Hiperglicemia e complicações microvasculares 
 

A importância da hiperglicemia na fisiopatologia das lesões microvasculares do DM 

depende em muito de sua duração e magnitude, estando estes fatores fortemente relacionadas 

com a extensão e a progressão das mesmas (25-26). Outros determinantes também estão 

envolvidos no curso clínico destas alterações. Os efeitos advindos da hiperglicemia persistem 

mesmo nos períodos de compensação da doença devido ao fenômeno chamado de memória 

hiperglicêmica (27). 

Estudos clínicos em pacientes com DM 1 demonstraram relação direta entre os níveis 

de hiperglicemia cronicamente mantida e o desenvolvimento de complicações crônicas. (28) 

O aumento da glicose intracelular é determinante do dano tecidual causado pelo DM e a 

participação do estresse oxidativo neste processo é de grande importância. Acredita-se que 

possa participar como fator desencadeante ou perpetuador do dano celular. 

A hiperglicemia gera aumento da concentração intracelular de glicose e aumento do 

metabolismo da mesma pela via do sorbitol. Isto determina alterações no estado redox e 

conseqüentemente aceleração da síntese de novo de diacilglicerol (DAG) e glicação não 

enzimática dos constituintes intracelulares (29). O aumento da atividade da via do sorbitol 

reduz a captação de mioinositol, o que leva a uma diminuição da atividade da bomba Na/K 

ATPase (30).  

A síntese de novo de DAG juntamente com o aumento de cálcio livre intracelular, 

produzido pelo aumento intracelular de inositol trifosfato que foi formado na mesma reação 

que o DAG a partir do fosfatidilinositol bifosfato, ativa a proteína quinase C (PKC) (31) que 

faz parte de uma superfamília de proteínas quinases, serina e treonina, dependentes de lipídios 

de pelo menos 10 isoenzimas (32). Esta proteína está envolvida na dessensibilização de 

receptores, na modulação de eventos estruturais nas membranas, na regulação de transcrição, 

na mediação de respostas imunes e na regulação do crescimento celular entre outras funções 

(33). 

Uma conseqüência reversível da ativação da PKC e/ou da diminuição da atividade da 

Na/K ATPase é a alteração do relaxamento arterial, devido à liberação de prostanóides 

vasoconstritores e a diminuição da produção de óxido nítrico pelo endotélio, respectivamente 

(34). Sugere-se também que a ativação da PKC induz ao aumento da permeabilidade vascular 

devido sua interação com proteínas do citoesqueleto. Esta enzima está relacionada ainda com 

o aumento da produção de matriz extracelular e citocinas, proliferação das células vasculares, 

ativação da fosfolipase A2 citoplasmática e com a inibição da Na/K ATPase (35). 
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 A hiperglicemia, de forma indireta, causa também a ativação do NF-κB, que é um 

fator de transcrição envolvido em mudanças na expressão de genes relevantes para a fisiologia 

e fisiopatologia das complicações vasculares, incluindo citocinas, quimiocinas e moléculas de 

adesão de leucócitos, assim como genes que regulam a proliferação celular e mediam a 

sobrevivência da célula (36). 

Os mecanismos irreversíveis dizem respeito à formação dos produtos avançados da 

glicação (AGEs) (37). Estes produtos geram alteração na matriz extracelular que, em última 

análise, levam a uma diminuição da sulfatação das moléculas de heparan e conseqüentemente 

alteração da integridade da membrana basal (38-39). Isto, em longo prazo, contribui para o 

aumento da permeabilidade vascular. Os AGEs também interferem com a interação 

célula/matriz - os monócitos e macrófagos interagem com proteínas modificadas pelos 

produtos avançados de glicação e secretam dentre outras substâncias o TNFα (fator de 

necrose tumoral) e a IL1 (interleucina 1), os quais são capazes de aumentar o fator tissular e, 

conseqüentemente, a ativação da via extrínseca da coagulação (38;41-42) - e produzem 

alterações no DNA e nas proteínas nucleares.  

A hiperglicemia está relacionada também com um estado de estresse oxidativo que é o 

processo final de lesão celular da grande maioria dos fatores de risco cardiovascular (42), pois 

cursa com formação aumentada de espécies reativas de oxigênio (EROs) e diminuição dos 

mecanismos compensatórios em decorrência da glicação das enzimas antioxidantes (43). 

 

1.6 Diabetes mellitus tipo 1 e complicações macrovasculares 
 

O DM pode promover o desenvolvimento de doenças arteriais além de exacerbar o 

processo aterosclerótico e suas complicações (44-46). Em 1979, o estudo de Framingham já 

chamava atenção para o fato de que o DM dobrava o risco de DCV em homens e triplicava 

em mulheres (47). Em geral, pacientes com DM1 têm risco duas a quatro vezes maior de 

desenvolver aterosclerose em relação à população não-diabética (48), e nestes pacientes, os 

eventos cardiovasculares são responsáveis por até 44% da mortalidade total (49-50).   

A patogênese das complicações macrovasculares no diabetes pode ser complexa e 

tanto mecanismos diretos como indiretos podem estar implicados (51). Em recente revisão, 

Bertoluci e colaboradores (52) descreveram o papel da disfunção endotelial na doença 

vascular do diabético. A disfunção endotelial no DM pode estar relacionada a mecanismos já 

descritos anteriormente: atividade aumentada da via do sorbitol, expressão aumentada de 
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TGF-β (fator de crescimento transformador) e fator de crescimento do endotélio vascular, 

ativação da cascata de coagulação, glicação não enzimática ou estresse oxidativo.  

Apesar dos pacientes com DM1 apresentarem um risco muito aumentado de doença 

arterial coronariana (DAC) em relação à população geral (50), outros fatores de risco, além da 

associação com a ND e a hipertensão arterial devem ser investigados (53). Os fatores de risco 

tradicionais como, por exemplo, a dislipidemia e o tabagismo não apresentam alteração 

importante neste grupo para explicar o maior risco ou o desenvolvimento precoce desta 

patologia (54). 

Segundo Droga e colaboradores (55), os pacientes com DM1 apresentam disfunção 

endotelial mesmo com níveis glicêmicos próximos da normalidade e taxa de excreção urinária 

de albumina normal, sugerindo que este fenômeno precede a microalbuminúria como um 

marcador de risco precoce para a doença cardiovascular. Além disso, Dahl-Jorgensen e 

colaboradores (56) demonstraram que mesmo crianças com DM1 já estão sujeitas às 

complicações cardiovasculares da doença e apresentam espessamento de paredes arteriais 

comparadas aos indivíduos não-diabéticos, antes mesmo da detecção clínica de complicações 

micro ou macrovasculares (57-58). Estes achados levantam a hipótese da existência de outros 

fatores, além da magnitude e tempo de exposição à hiperglicemia, envolvidos na 

fisiopatologia da aterosclerose no DM1.  

Em função destes dados as atenções se voltaram para o estudo de novos componentes 

pró-ateroscleróticos no DM1. A teoria mais aceita para explicar sua patogênese é a hipótese 

oxidativa. Existem grandes evidências do importante papel da lipoproteína de baixa densidade 

oxidada (LDL-ox) na etiologia da aterosclerose (59- 60).  

 

1.7 Estresse oxidativo e diabetes mellitus 
 

As EROs são átomos, íons ou moléculas que contêm oxigênio com um elétron não-

pareado em sua órbita externa. São caracterizadas por grande instabilidade e elevada 

reatividade e tendem a ligar o elétron não-pareado com outros presentes em estruturas 

próximas de sua formação, comportando-se como receptores (oxidantes) ou doadores 

(redutores) de elétrons (61). Os radicais livres (RL) podem reagir com as principais classes de 

biomoléculas, sendo os lipídios os mais suscetíveis (62-63). 

O estresse oxidativo tem sido amplamente relacionado ao processo fisiopatológico de 

várias doenças (64) e se traduz em um estado de desequilíbrio entre a produção de EROs e as 
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defesas antioxidantes (65). Seu papel como determinante principal do início e da progressão 

das complicações cardiovasculares associadas ao DM tem sido alvo de grande interesse. 

Estudos clínicos em pacientes com DM 1 demonstraram relação direta entre os níveis 

de hiperglicemia cronicamente mantida e o desenvolvimento de complicações crônicas. (66) 

O aumento da glicose intracelular é determinante do dano tecidual causado pelo DM e a 

participação do estresse oxidativo neste processo é de grande importância. 

As EROs produzidas na parede vascular  estão envolvidas em vários eventos celulares 

como mitose, apoptose, migração, hipertrofia e modificação de matriz extracelular, alterações 

na transcrição gênica  e síntese protéica. (67) Adicionalmente podem funcionar como 

mediadores da memória celular à hiperglicemia. Foi demonstrado que células endoteliais e 

retinianas humanas expostas a hiperglicemia in vitro, mantinham níveis elevados de 

marcadores de estresse oxidativo como proteína quinase C (PKC)- β e  subunidade p47phox 

da NADPH oxidase, mesmo após normalização dos níveis glicêmicos. (68) 

A auto-oxidação da glicose também é capaz de gerar RL. Postula-se que o ânion 

superóxido (O2
-) mitocondrial atue como um fator iniciador de uma cascata de eventos que 

resulta em maior produção de EROs e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) através da 

ativação do NF-kB com produção de citocinas inflamatórias, ativação da PKC e da NADPH 

oxidase. A ativação da PKC regula uma série de funções vasculares como permeabilidade 

vascular, contratilidade, proliferação celular, síntese de matriz extracelular e transdução de 

sinais para produção de citocinas. 

Adicionalmente, no endotélio de pacientes diabéticos, a óxido nítrico sintase (NOS) 

pode desviar a produção de óxido nítrico (NO) para gerar O2
- em condições de deficiência de 

l-arginina ou tetrahidropterina. (69) Quando ambos são produzidos ocorre formação de 

peroxinitrito (NOO-), causador de dano a estruturas celulares (70).  

Em situações normais, a presença de EROs induz a expressão de enzimas 

antioxidantes como mecanismo de defesa, fato observado em fibroblastos de pacientes com 

DM1 sem nefropatia quando expostos à hiperglicemia.  Entretanto, em fibroblastos de 

pacientes com DM1com nefropatia clínica, a exposição à hiperglicemia levou ao aumento da 

peroxidação lipídica e não houve aumento compensatório no nível das enzimas antioxidantes 

Cu-Zn superóxido dismutase , catalase e glutationa peroxidase. (71). 

Marra et al demonstraram que diabéticos tipo 1 sem complicações crônicas e com 

curta duração de doença apresentaram menores capacidade antioxidante do plasma e níveis de 

ácido úrico e maior formação de hidroperóxidos lipídicos comparados a não diabéticos (72) 

sugerindo que o estresse oxidativo ocorre precocemente nos pacientes com DM1. 
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Apesar de geralmente não apresentarem alterações quantitativas importantes, DM1 

pode apresentar alterações qualitativas na composição de suas lipoproteínas (73). 

 

1.8 A lipoproteína de baixa densidade 
 

As lipoproteínas plasmáticas são partículas constituídas por uma parte central de 

lipídios hidrofóbicos, circundados por uma monocamada de lipídios polares e apoproteínas. 

São sintetizadas e secretadas pelo fígado (VLDL) ou intestino (quilomícrons), ou resultam de 

transformações sofridas por estas partículas, como é o caso da lipoproteína de densidade 

intermediária (IDL), lipoproteína de baixa densidade (LDL) e lipoproteína de alta densidade 

(HDL). Tem duas funções principais: solubilizar os lipídios no plasma e regular o movimento 

destes em sua entrada e saída de células-alvo e tecidos específicos. Classificam-se de acordo 

com sua densidade, e a partícula LDL encontra-se na faixa entre 1,019 a 1,063 g/ml (74- 75), 

apresentando, em média, 22nm de diâmetro (76). 

A LDL é uma partícula esférica, contendo na parte central cerca de 170 moléculas de 

triglicérides e 1600 moléculas de ésteres de colesterol. A superfície da LDL é formada por 

uma monocamada constituída por cerca de 700 moléculas de fosfolipídios (principalmente 

fosfatidilcolina e esfingomielina), 600 moléculas de colesterol não-esterificado e uma única 

molécula de ApoB-100, que é composta por 4536 resíduos de aminoácidos(76-77), 

componente que liga as partículas da LDL a receptores específicos, os chamados receptores 

B, E, situados na superfície da membrana plasmática celular (figura 1). Depois da ligação, a 

LDL é internalizada e, após hidrolise dos lipídes do centro, o colesterol livre é usado pelas 

células (74-75). 

A regulação do receptor de LDL é o principal fator que controla as concentrações 

plasmáticas do colesterol de LDL. Defeitos no receptor ou na apoB-100 dificultam a captação 

celular da partícula, resultando na remoção plasmática deficiente da mesma e conseqüente 

aumento da concentração plasmática de colesterol LDL. 

A infiltração e retenção de LDL na íntima da parede arterial iniciam uma resposta 

inflamatória que culmina com a formação da placa aterosclerótica (78). 
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Figura 1. Esquema da LDL com seu conteúdo lipídico e protéico. Apo significa apolipoproteína (79). 

 

1.8.1 Oxidabilidade da partícula de LDL in vitro 

 

A suscetibilidade das partículas de LDL à oxidação pode ser avaliada in vitro, após a 

indução da peroxidação lipídica por azoiniciadores radicalares lipossolúveis (AMVN), 

hidrossolúveis (AAPH), ou, mais comumente, pelos íons cobre. O cobre (CuSO4) é 

amplamente utilizado e inicia as etapas de peroxidação lipídica por meio da redução dos 

hidroperóxidos lipídicos pré-formados nos ácidos graxos presentes na lipoproteína, gerando 

radical alcoxila (LO·) (80-81). 

A oxidabilidade da LDL in vitro (cinética da oxidação in vitro da LDL) ocorre em três 

etapas: Na primeira etapa, ou iniciação, ocorre a formação dos radicais de carbono ou 

alcoxila, denominada de fase de indução (lag phase); na segunda etapa, ou fase de 

propagação, os radicais alcoxila e peroxila (LOO·) incialmente formados interagem com 

outras moléculas de ácido graxos polinsaturados oxidando-as e na terceira fase, ou 

terminação, ocorre à reação entre radicais LO· e LOO· formando produtos não-radicalares, 

finalizando o processo de lipoperoxidação. Na fase de indução ocorre o consumo dos 

antioxidantes lipossolúveis e o tempo de indução (lag time) é, portanto, dependente da 

concentração destes antioxidantes nas partículas de LDL. Na fase seguinte, a propagação das 

reações em cadeia da lipoperoxidação é proporcional à quantidade de ácidos graxos 
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insaturados da LDL. A velocidade de propagação (log rate) é proporcional ao teor de ácidos 

graxos poliinsaturados presentes na partícula (80). 

O processo de oxidação da LDL in vitro é realizado pela medida do tempo de indução 

(lag time) e da velocidade de propagação (log rate) da peroxidação dos ácidos graxos, 

monitorado espectrofotometricamente, por intermédio da absorção das duplas ligações 

conjugadas dos ácidos graxos oxidados na região ultravioleta (232 nm) dienos conjugados, 

das duplas ligações da cadeia dos fosfolipídios (205 nm) e das proteínas (280 nm) (81-82). 

Castro et. al, demonstrou maior suscetibilidade da LDL à oxidação in vitro nos 

pacientes com DM1 em relação a indivíduos não-diabéticos, sendo a hiperglicemia a única 

variável independente associada a este maior efeito oxidativo (83). 

 

1.8.2 Modificações (oxidação) na partícula de LDL e desenvolvimento da lesão 
aterosclerótica 

 

O mecanismo de oxidação da LDL in vivo é ainda assunto de grande especulação. 

Acredita-se que a oxidação da LDL não ocorra na circulação por causa das propriedades 

antioxidantes do plasma. Presume-se que a oxidação da LDL in vivo aconteça no espaço 

subendotelial, mediada principalmente por agentes oxidantes derivados de células ali 

presentes com posterior retorno da partícula modificada à circulação. No entanto, a transição 

bidirecional da LDL através do espaço subendotelial pode resultar em uma pequena 

quantidade de LDL oxidada na circulação sanguínea (84). 

De acordo com um dos mais prováveis cenários, a peroxidação lipídica começaria nos 

ácidos graxos poliinsaturados da superfície fosfolipídica da LDL e então se propagaria para o 

núcleo, terminando com a oxidação de todos os lipídios da partícula, seguida pela degradação 

dos grupos lisina da apoB (85). A apo B modificada pelos produtos de degradação lipídica 

(aldeídos) tem sua afinidade pelo receptor alterada, fazendo com que a LDL seja capturada 

pelos receptores scavenger dos macrófagos de uma maneira descontrolada, levando assim ao 

desenvolvimento das células espumosas (“foam cells”) e da lesão aterosclerótica (85). 

A modificação oxidativa da LDL acontece na íntima do vaso e parece ocorrer em duas 

fases. Na primeira fase, ou fase inflamatória, os lipídios da LDL sofrem oxidação 

(peroxidação lipídica), sem que ocorram grandes modificações na apolipoproteína B, o que 

resulta na formação da LDL minimamente oxidada (LDL-ox min) (86). Nesta fase, há 

formação inicial de EROs dentro da partícula contribuindo para o estado inflamatório da 

parede vascular, pois pode recrutar monócitos circulantes através do aumento da expressão de 
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glicoproteínas de adesão da superfície das células. Os monócitos, então, se aderem à 

superfície da parede vascular e outras moléculas específicas (proteína quimiotáxica específica, 

proteína-1 quimiotáxica monocitária), podem atraí-los para o espaço subendotelial, onde se 

diferenciam em macrófagos (87). Na camada íntima do vaso, as partículas de LDL-ox min 

podem sofrer intensiva oxidação por EROs e enzimas produzidas pelos macrófagos, como a 

mieloperoxidase e a lipoxigenase, transformando-as em partículas de LDL altamente oxidadas 

(LDL-ox), caracterizando, assim, a segunda fase da modificação oxidativa da LDL (88) 

(Figura 2). Nesta fase, surgem produtos de decomposição lipídica, onde os hidroperóxidos 

lipídicos formados dentro da partícula de LDL decompõem-se em aldeídos e cetonas reativas, 

os quais podem reagir com resíduos de lisina da apolipoproteína-B, modificando- os, o que 

torna a LDL mais eletronegativa (89-90).  

 

 

Figura 2. O dano oxidativo afeta os componentes lipídicos e protéicos da LDL. Adaptado de Yamaguchi et 
al., 2002 (91). 

 

Uma vez que os hidroperóxidos lipídicos tenham se estabelecido na partícula de LDL, 

fica realmente fácil gerar radicais livres, especialmente na presença de íons metálicos como 

mostrado nas equações (1) e (2). 
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Em sistemas lipídicos que contenham quantidades traço de hidroperóxidos de lipídio 

(LOOH), íons metálicos (Me) como o cobre ou o ferro pode catalisar a decomposição de 

hidroperóxidos de lipídio em radicais peroxil (LOO•) e alcoxil (LO•) como mostrado nas 

equações (1) e (2) respectivamente. 

Estes radicais peroxil e alcoxil rapidamente reagem com outros grupos metileno 

bisalílico (LH) de ácidos graxos poliinsaturados extraindo átomos de hidrogênio e formando 

hidroperóxidos de lipídio (LOOH) e hidróxidos de lipídio (LOH), bem como radicais de 

carbono (L •) como representado nas Equações (3), (4) e (5), respectivamente (90). 

 

As LDL-ox passam a ser reconhecidas pelos receptores do tipo scavenger dos 

macrófagos, que não são regulados pelo conteúdo celular de colesterol (92-93). Ocorre 

captação indiscriminada de LDL-ox e acúmulo maciço de colesterol nos macrófagos, 

formando-se as células espumosas (83; 94). Após essa fase inicial, desenvolvem-se as estrias 

gordurosas, que se caracterizam pelo acúmulo de células espumosas e lipídios extracelulares, 

levando à inflamação e espessamento da parede arterial (95); além disso, acontece a migração 

de células musculares da camada média da parede vascular para a íntima, estimulada pelos 

fatores de crescimento derivados das plaquetas, fator de crescimento derivado do fibroblasto e 

fator de crescimento b. A estria gordurosa é a lesão inicial da aterosclerose, que pode 

progredir e, à medida que isso acontece, forma-se uma capa fibrosa que envolve as células 

espumosas, leucócitos, lipídios e células musculares lisas no centro da lesão (96).  

Diferentes mediadores inflamatórios são liberados no espaço intimal, perpetuando e 

ampliando o processo, levando finalmente à formação da placa aterosclerótica. As placas 

podem ser divididas em estáveis ou instáveis (96). As mais instáveis, portanto mais propensas 

à ruptura, possuem alto conteúdo lipídico em seu interior (97-98). A fissura e o rompimento 
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de placas instáveis pode levar à formação de trombos, responsáveis muitas vezes pelos 

acidentes vasculares e pelos infartos (99-100), conseqüências mais graves da aterosclerose.  

Além de contribuir significativamente para o surgimento das células espumosas, a 

LDL-ox possui várias outras atividades pró-aterogênicas, dentre elas: formação de 

intermediários e produtos finais da reação de oxidação que são citotóxicos para células da 

parede vascular (83; 101); induz e perpetua o estado inflamatório no local de seu acúmulo, 

por ser quimiotática para monócitos e por aumentar a expressão de genes das células 

endoteliais que sintetizam substâncias responsáveis por recrutar monócitos (102); e favorece a 

secreção de interleucina-1 pelos monócitos, o que aumenta a proliferação de células 

musculares lisas na lesão (103). 

A reação de lipoperoxidação em cadeia dos lipídios da LDL tem sido muito utilizada 

em métodos experimentais que visam avaliar a oxidação da LDL in vitro, deste modo 

inferindo no seu processo oxidativo in vivo.  
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2 OBJETIVOS 
 

2.1- Avaliar a influência das absorbâncias obtidas em três diferentes comprimentos de onda 

no coeficiente de oxidação da lipoproteína de baixa densidade em um grupo de pacientes com 

Diabetes Mellitus tipo 1. 

 

2.2- Identificar se há diferença no coeficiente de oxidação da partícula de LDL entre os 

momentos de oxidação observados. 

 

2.2.3- Avaliar a inter-relação do coeficiente de oxidação da LDL com as variáveis do controle 

metabólico. 
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3 PACIENTES E MÉTODOS 
 

3.1 Desenho do estudo 
 

Trata-se de um estudo observacional de corte transversal. O protocolo do estudo foi 

aprovado pelo comitê de ética em pesquisa do Hospital Universitário Pedro Ernesto (HUPE) 

(projeto 1659- CEP/HUPE). 

 

3.2 População 
  

3.2.1 Pacientes 

 

 Os pacientes participantes do estudo são diabéticos tipo 1 em acompanhamento clínico 

e tratamento no serviço de Diabetes do HUPE. O diagnóstico de DM1 foi definido de acordo 

com os critérios da associação Americana de Diabetes e Sociedade Brasileira de Diabetes que 

incluem idade menor que 40 anos ao diagnóstico, história de cetoacidose diabética ou 

cetonemia, uso obrigatório de insulina sem interrupção desde o diagnóstico. Os critérios de 

inclusão foram diagnóstico de DM1, acompanhamento regular no ambulatório e aceitação e 

cumprimento do protocolo do estudo. 

 

3.2.2 Controles  

 

 Os controles são jovens, não diabéticos de diferentes classes sociais, incluindo alunos 

e funcionários da UERJ, médicos residentes e candidatos voluntários. Os dados referentes à 

idade e sexo foram obtidos através de questionário preenchido pelo indivíduo. 

 

3.2.3 Critérios de exclusão 

 

 Foram excluídos todos os pacientes e controles que tivessem história atual de 

tabagismo, etilismo, infecção sistêmica e/ou uso de medicamentos que pudessem alterar os 

resultados da determinação da suscetibilidade do LDL colesterol à oxidação, como uso de 
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inibidores da enzima conversora da angiotensina, os inibidores da HMG CoA redutase, o 

sulfato ferroso e complexos vitamínicos e de sais minerais contendo vitaminas C e E e Zn, Se, 

Fe e Cu (104-105). No grupo não diabético foram excluídos indivíduos com história familiar 

de DM em parentes de primeiro grau (106).  

 

3.3 Avaliação clínica dos pacientes diabéticos e não-diabéticos 
 

 Todos os pacientes foram submetidos a inquérito clínico-demográfico no qual são 

apurados dados relativos ao sexo, idade (anos), idade no diagnóstico (anos), história de 

tabagismo atual ou prévio,história familiar de DM em pacientes de primeiro grau, dose diária 

de insulina, exame físico completo, avaliação laboratorial e tempo de duração do diabetes 

(anos).  

 A pressão arterial foi determinada com o paciente em posição supina após 15 

minutos de repouso. Baseado nos critérios do JNC VII (107), hipertensão arterial foi definida 

como pressão arterial sistólica (PAS) ≥ 140mmHg e/ou pressão arterial diastólica (PAD) ≥ 

90mmHg, em adultos, quando as aferições anormais se repetissem em duas ou mais consultas. 

Foi utilizado um esfigmomanômetro de coluna de mercúrio padronizado e calibrado e 

manguitos de tamanhos recomendados. A PAS foi determinada pelo aparecimento dos sons 

de Korotkoff e a PAD pelo seu desaparecimento. Foram calculadas, a partir destes dados, as 

médias aritméticas das aferições realizadas em três visitas ao Hospital, obtendo-se as médias 

de PAS e PAD.  

O índice de massa corporal (IMC) foi calculado dividindo-se a massa corporal (kg) 

pelo quadrado da altura (m2), onde foi utilizado como critério de sobrepeso e obesidade um 

IMC igual ou superior a 25 kg/m2 e 30 kg/m2, respectivamente (108).  

A avaliação da retina foi realizada pelo serviço de oftalmologia do HUPE por 

oftalmoscopia indireta sob efeito de medicação midriática tópica.  O resultado de exame de 

fundoscopia foi classificado em normal, presença de retinopatia não proliferativa e retinopatia 

proliferativa, utilizando-se para diagnóstico o olho mais afetado. 

3.4 Avaliação laboratorial dos pacientes diabéticos e controles 
   

Após jejum de 12h, foi realizada coleta de sangue venoso, para análise por método 

enzimático e colorimétrico (Cobas Mira Roche) da glicemia, creatinina sérica, colesterol total, 

HDL-colesterol e triglicerídeos. O paciente foi instruído a realizar sua refeição habitual, 
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aplicar a dose prescrita de insulina, permanecer em repouso e retornar ao laboratório após 

duas horas para nova coleta de sangue para determinação da glicemia pós-prandial. A 

hemoglobina glicada (HbA1c) foi determinada por HPLC (Hitachi L-9100), cujo valor de 

referência é de 2,6 a 6,2%. O LDL-colesterol foi calculado pela fórmula de Friedewald 

[LDL= colesterol total – (HDL + Triglicerídios/5)] quando os valores de triglicerídios não 

ultrapassassem 400 mg/dl (109). Para o cálculo da glicemia média estimada (GME) utilizado 

o proposto por Nathan DM et al, 2008, de acordo com a seguinte equação 6 (110): 

 

28,7 x A1c – 46,7   (6) 

 

Amostra de urina noturna foi coletada em recipiente limpo sem preservativos iniciada 

às 20h do dia anterior e guardada na geladeira até às 6h da manhã do dia de entrega ao 

laboratório.  Este procedimento foi repetido três vezes com intervalo mínimo de uma semana 

entre cada coleta em um período máximo (entre a primeira e a última coleta) de seis meses.  

Os pacientes foram orientados a evitar esforço físico, ingestão excessiva de proteínas e 

relação sexual no dia da coleta de urina. No momento da entrega foram colhidas amostras de 

urina para a realização de Multistix (Bayer, Diagnostics), urinálise e urinocultura. 

Sedimento urinário normal (valores normais de hemácias, hemoglobina, leucócitos, cilindros 

e reação de nitrito negativa) foi usado como critério para exclusão de outras patologias do 

trato urinário. 

As dosagens da concentração urinária de albumina foram realizadas por imunoensaio 

enzimático de quimioluminescência (Immulite 1000 Systems, DPC Medlab, Los Angeles, 

CA, sensibilidade de 0.9 µg/ml) com coeficiente de variação intradosagem e interdosagem de 

2.4% e 5.7 %, respectivamente. Foi então determinada a taxa noturna de excreção urinária de 

albumina (EUA) através da seguinte fórmula:  EUA (µg/min) = volume urinário (ml) x 

concentração de albumina(µg/ml) / 600(min). Consideramos micro e macroalbuminúria 

valores de EUA respectivamente de 20 a 199 µg/min e ≥ 200 µg/min em pelo menos duas de 

três amostras consecutivas. Foi considerada presença de nefropatia o diagnóstico de micro ou 

macroalbuminúria ou queda da taxa de filtração glomerular (< 60 ml/min). 
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3.5 Avaliação da suscetibilidade do LDL colesterol à oxidação in vitro 
   

 O plasma para a análise da suscetibilidade do LDL colesterol à oxidação foi obtido 

através da centrifugação do sangue coletado com EDTA a 800 g por 20 minutos a 4ºC e teve 

sua densidade ajustada para 1,3 g/ml pela adição de brometo de potássio (4,5 g de KBr a cada 

9 mL de plasma). Em seguida o material foi preparado para ser ultracentrifugado, a 

50.000rpm por 3 horas em rotor TV 860 na ultracentrífuga Sorvall, em tubos de 

ultracentrifugação com 20 ml de solução salina a 0,9% e os 9 mL de plasma anteriormente 

preparado. Após a ultracentrifugação, a banda de lipoproteínas com densidade entre 1,019 e 

1,063 g/ml, compatível com a do LDL colesterol, foi coletada (111). Este material teve sua 

concentração protéica dosada pelo método do Biureto (112) e ajustada para 0,2 mg/ml. Às 

frações separadas foi adicionados substância oxidante - sulfato de cobre e esta solução foi 

deixada em banho-maria a 37
o
C por 24 horas.  

 A avaliação da LDL oxidada foi feita de forma indireta através do cálculo do 

coeficiente de oxidação desta partícula (cox). Este coeficiente foi deduzido a partir do 

conhecimento da composição da partícula de LDL colesterol e das alterações por ela sofridas 

durante o processo oxidativo. A fórmula utiliza a leitura da absorbância em 3 comprimentos 

de onda, a saber: 205 nm – leitura das duplas ligações da cadeia dos fosfolipídios; 232 nm – 

leitura de dienos conjugados; e 280 nm – leitura de proteínas (113). Foram realizadas leituras 

das amostras obtidas no espectrofotômetro Schimadzu nos três comprimentos de onda de luz 

UV já citados, nos momentos 0h, 1h, 3hs, 6sh e 24hs após adição de sulfato de cobre 

(substância oxidante) para avaliar a susceptibilidade da LDL ao processo oxidativo (113). O 

coeficiente de oxidação foi calculado da seguinte forma (7): 

 

Abs 205 - Abs 280 / Abs 232 - Abs 280, onde Abs = absorbância.   (7) 

 

3.6 Análise Estatística 
 

Os dados foram armazenados e analisados através do software SPSS (Statistical 

Package for the Social Sciences) para Windows, versão 17.0. 

Os indivíduos foram divididos em três grupos (controle, DM1 sem complicação e 

DM1 com complicação) e as variáveis antropométricas e metabólicas foram comparadas entre 
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os grupos utilizando análises de variância (ANOVA). Quando indicado, o teste post hoc de 

Scheffé foi aplicado na localização das diferenças significativas. 

Na análise do coeficiente de oxidação, os comprimentos foram apresentados em 

valores médios por grupo. O coeficiente foi comparado entre os grupos e a cada tempo 

utilizando uma análise de variância dupla com medidas repetidas (repeated measures two-way 

ANOVA) para o tempo (basal, 1h, 3hs, 6hs e 24hs). Foram realizados contrastes entre cada 

medida e a medida subseqüente. 

Por último, devido ao grande número de comparações executadas, os p valores obtidos 

foram corrigidos utilizando o procedimento simples de Sidàk para correção de testes 

múltiplos. Esse procedimento é fundamental para a redução da probabilidade de erro do tipo I, 

que consiste em rejeitar uma hipótese nula verdadeira, por outras palavras, chegar a um 

resultado que tem significância estatística quando na verdade ele aconteceu por acaso. As 

diferenças foram consideradas significativas sempre que p ≤ 0,05.  

Quando os pacientes com DM1 foram reagrupados independentemente da presença de 

complicações, foi utilizado teste t-student para amostras independentes na comparação entre 

os grupos. 

 Na determinação do peso da absorbância de cada um dos comprimentos de onda na 

construção do coeficiente de oxidação foram desenvolvidos modelos de regressão linear 

múltiplos, tendo como resposta o coeficiente de oxidação e como variáveis explicativas os 

valores dos três comprimentos de onda. A importância de cada comprimento de onda foi 

estabelecida pelo módulo do seu coeficiente no modelo. Foi desenvolvido um modelo de 

regressão para cada momento, sendo todos os momentos agrupados no modelo final. Foram 

também desenvolvidos modelos múltiplos de regressão para estabelecer possíveis associações 

entre o coeficiente de oxidação e as variáveis do controle metabólico. 
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4 RESULTADOS 
 

 A amostra foi composta por 54 pacientes diabéticos tipo 1 e 28 não-diabéticos. As 

características demográficas e clínicas estão apresentadas nas tabelas 1 e 2.   

 

 

Tabela 1. Características demográficas e clínicas da população estudada. 

Diabéticos 
Variáveis 

Tipo 1 
Não diabéticos 

n 54 28 

Idade (anos) 29,1 ± 12,11 28,2 ± 6,79 
Idade de diagnóstico de diabetes (anos) 15,6 ± 9,20 -- 
Duração do diabetes (anos) 14,6 ± 8,43 -- 

Pressão arterial sistólica (mmHg) 114,1 ± 14,25 117,7 ± 12,51 
Pressão arterial diastólica (mmHg) 69,7 ± 12,44 67,3 ± 9,61 

Índice de massa corporal (kg/m2) 23,7 ± 3,32 24,8 ± 4,39 
Dados apresentados sob a forma de média ± desvio-padrão.  
 
 
  

 

Tabela 2. Características demográficas e clínicas dos diabéticos tipo 1 portadores e não 
portadores de complicações microvasculares e não diabéticos. 

Diabéticos sem Diabéticos com 
Variáveis 

complicações complicações 
Não diabéticos 

n 34 20 28 

Idade (anos) 25,9 ± 12,09 34,6 ± 10,29 28,3 ± 6,79 
Idade de diagnóstico de diabetes 
(anos) 14,9 ± 9,23 16,4 ± 9,18 -- 
Duração do diabetes (anos) 11,1 ± 7,72 18,2 ± 9,14 -- 

Pressão arterial sistólica (mmHg) a 108,3 ± 10,12a 124,4 ± 14,99 117,7 ± 12,51 
Pressão arterial diastólica (mmHg) 65,7 ± 9,86 76,9 ± 13,58 67,3 ± 9,61 

Índice de massa corporal (kg/m2) 23,4 ± 3,07 24,2 ± 3,76 24,8 ± 4,39 
Valores das variáveis contínuas apresentados como média ± desvio-padrão.  
a  p < 0,05 diabéticos sem complicações vs. diabéticos com complicações. 
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A avaliação das variáveis metabólicas mostrou diferença entre os dois grupos apenas 

nas referentes ao metabolismo glicídico e das purinas. Apesar da diferença nos níveis de ácido 

úrico entre os dois grupos, ambos se encontram dentro dos limites da normalidade. Os níveis 

séricos de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol e triglicerídeos não apresentaram 

diferença significativa entre os pacientes diabéticos e os não-diabéticos (tabela 3). 

 

 

Tabela 3. Variáveis do controle metabólico dos diabéticos tipo 1 portadores e não portadores de 
complicações microvasculares e não diabéticos. 

Diabéticos 
Variáveis 

Tipo 1 
Não diabéticos 

n 54 28 
Glicemia jejum (mg/dL) * 174,7 ± 107 82,9 ± 23,1 

Glicemia pós prandial (mg/dL) * 235,4 ± 119,3 100,7 ± 51,2 
A1C (%) * 10,2 ± 2,5 5,2 ± 0,3 
Glicemia média estimada * 245,3 ± 72,3 103,0 ± 9,9 

Colesterol total 178,6 ± 33,0 183,3 ± 37,0 
Triglicerídeos 94,1 ± 56,5 90,8 ± 53,0 
HDL 50,2 ± 12,9 51,0 ± 12,3 

LDL 109,5 ± 23,6 116,2 ± 32,4 
LDL/HDL 2,3 ± 0,73 2,9 ± 2,4 
NONHDL 128,4 ± 28,9 134,6 ± 39,1 

COL/HDL 3,7 ± 0,89 4,3 ± 2,7 

Ácido úrico * 3,6 ± 1,40 5,1 ± 1,5 
Valores das variáveis contínuas apresentados como média ± desvio-padrão.  

* p < 0,05 
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Foi observada diferença significativa nos níveis de glicemia de jejum, glicemia pós 

prandial, hemoglobina glicada, glicemia média estimada e ácido úrico entre pacientes com e 
sem complicações crônicas e não-diabéticos (tabela 4).  

 

 
 

Tabela 4. Variáveis do controle metabólico dos diabéticos tipo 1 portadores e não portadores de 
complicações microvasculares e não diabéticos. 

Diabéticos sem Diabéticos com 
Variáveis 

complicações complicações 
Não diabéticos 

n 34 20 28 
Glicemia jejum (mg/dL) b 176,6 ± 102,81 171 ± 116,33 82,9 ± 23,15 
Glicemia pós prandial (mg/dL) 

b, c 226,4 ± 106,29 250,9 ± 140,96 100,7 ± 51,29 
A1C (%) b, c 10,0 ± 2,63 10,4 ± 2,38 5,2 ± 0,35 
Glicemia média estimada b, c 240,6 ± 75,34 252,8 ± 68,31 103,0 ± 9,95 

Colesterol total 173,9 ± 30,28 186,3 ± 36,63 183,3 ± 37,03 
Triglicerídeos 85,9 ± 54,46 107,7 ± 58,64 90,8 ± 53,02 
HDL 49,4 ± 12,69 51,6 ± 13,53 51,0 ± 12,37 

LDL 107,4 ± 22,15 113,1 ± 26,07 116,2 ± 32,38 
LDL/HDL 2,3 ± 0,73 2,3 ± 0,82 2,9 ± 2,40 
NONHDL 124,6 ± 26,55 134,6 ± 32,15 134,6 ± 39,11 

COL/HDL 3,7 ± 0,89 3,8 ± 0,97 4,3 ± 2,66 
Ácido úrico b 3,4 ± 1,40 3,8 ± 1,36 5,1 ± 1,51 
Valores das variáveis contínuas apresentados como média ± desvio-padrão.  
a  p < 0,05 diabéticos sem complicações vs. diabéticos com complicações. 
b p < 0,05 Diabéticos sem complicações vs. não diabéticos. 
c p < 0,05 Diabéticos com complicações vs. não diabéticos. 
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Os pacientes com diabetes tipo 1 apresentaram média de coeficiente de oxidação basal 

semelhante a dos controles. Apesar de não ter sido observado diferença entre os diabéticos e os 

controles, a suscetibilidade do LDL colesterol in vitro mostrou diferença significativa entre o 

momento basal e após 1h (p<0, 001) e entre o momento após 3 e 6 horas após adição de sulfato de 

cobre ( p< 0,001) para os grupos avaliados (gráfico 1). 

 

 

 

Gráfico 1. Média do coeficiente de oxidação do LDL-colesterol, em função do tempo, em diabéticos e não 
diabéticos  
* p < 0,05 basal vs. após 1h. 
& p < 0,05 após 3h vs. após 6hs. 
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A comparação dos coeficientes de oxidação basal e 1h, 3hs, 6hs e 24horas após adição de 

sulfato de cobre entre os pacientes com e sem complicações microvasculares é demonstrado no 

gráfico 2. Apesar de não ter sido observado diferença entre os diabéticos com e sem complicações 

e os controles, a média de coeficiente de oxidação basal foi semelhante nos grupos. A 

suscetibilidade do LDL colesterol in vitro mostrou diferença significativa entre o momento basal 

e após 1h (p<0, 001) e entre o momento após 3 e 6 horas após adição de sulfato de cobre ( p< 

0,001) para os grupos avaliados 

 

 

 

Gráfico 2. Média do coeficiente de oxidação do LDL-colesterol, em função do tempo,  em diabéticos com e 
sem complicações e não diabéticos. 
* p < 0,05 basal vs. após 1h. 
& p < 0,05 após 3h vs. após 6hs. 
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 Uma vez que não foram observadas diferenças entre os grupos no coeficiente de 

oxidação, os modelos foram construídos para os dados dos dois grupos combinados. 

 

 Independentemente dos momentos analisados (basal, 1h, 3h, 6h e 24h após adição de 

sulfato de cobre) a absorbância obtida através do comprimento de onda com maior peso na 

determinação do coeficiente de oxidação foi o 232nm sendo muito similar ao 280 nm. O 

comprimento de onda 205 nm, embora com menor peso, também se mostrou estatisticamente 

significativo, não devendo ser excluído. O modelo a seguir foi obtido combinando os dados 

de todos os momentos (basal, 1h, 3hs, 6hs e 24hs) e utilizando o tempo como covariável. 

 

Cox= 8,246 – 13,93a + 2,71b + 10,21c      (8) 

 

Onde “a”, “b” e “c” representam as absorbâncias 205 nm, 232 nm e 280 nm, respectivamente. 

O coeficiente de correlação de Pearson foi 0,835. 

 

 Utilizando apenas a absorbância obtida através do comprimento de onda 232 nm, 

observou-se um coeficiente de correlação de 0,624 indicando que este comprimento de onda, 

sozinha, foi responsável por aproximadamente 39% da variação do coeficiente de oxidação.  

 

 De todas as variáveis metabólicas analisadas, a lipoproteína de baixa densidade, a 

pressão arterial sistólica, a glicemia média estimada e a glicemia pós-prandial apresentaram 

associação significativa (p< 0,05) com o coeficiente de oxidação levando em conta todos os 

momentos juntos (basal, 1h, 3h, 6h e 24hs). O coeficiente de correlação foi de 0,589. 

 

Cox= 18,206 – 1,122*medida – 0,071*LDL – 0,044*PAS + 0,043*NHDL – 0,006*GME + 

0,003*GPP                (9) 
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5  DISCUSSÃO 
 
 

O DM1 é uma doença crônica atualmente considerada a endocrinopatia mais comum na 

infância e na adolescência (114). Com a intensificação do controle glicêmico e maior 

sobrevida desses pacientes, houve mudança progressiva das causas de mortalidade, com maior 

destaque para a DCV (48). Devido à elevada morbimortalidade associada ao DM1, com risco 

de complicações crônicas micro e macrovasculares precoces, torna-se importante identificar a 

presença de fatores de risco para DCV nessa população. Como a LDL oxidada tem sido 

considerada ponto fundamental na patogênese da doença aterosclerótica (115), avaliamos 

neste estudo a influência das absorbâncias obtidas em três diferentes comprimentos de onda 

da lipoproteína de baixa densidade sobre sua oxidação in vitro em pacientes com diabetes 

mellitus tipo 1. Para iniciar/estimular o processo de oxidação foi utilizada a incubação da 

LDL com íon de metal de transição, como o cobre (sulfato de cobre). Este método é bastante 

empregado em modelos de indução oxidativa e produz resposta semelhante àquela 

determinada pela presença de macrófagos ativados, refletindo possivelmente o 

comportamento do LDL colesterol frente ao estímulo oxidativo in vivo (82). Permite avaliar a 

oxidação lipídica através do acompanhamento da cinética da reação de formação de dienos 

conjugados, fosfolipídios e proteínas (113) durante a oxidação da LDL, monitorando 

continuamente a mudança na absorbância da amostra nos comprimentos de ondas citados.  

Em nosso estudo, de acordo com a literatura, a absorbância obtida através do 

comprimento de onda 232 nm, demonstrou maior influência no processo oxidativo da LDL, 

seguido do 280 nm e 205 nm, demonstrando que a oxidação não ocorre instantaneamente, e o 

tempo decorrido entre a adição do íon cobre e a formação dos dienos conjugados possa ser 

utilizada como um parâmetro do estado oxidativo inicial da LDL (116). 

Experimentalmente, estes dados são utilizados como parâmetros de comparação em 

populações estudadas (117), porém o tempo requerido para se fazer este teste e a dificuldade 

de padronização existente torna difícil o emprego deste método na rotina clínica laboratorial 

(118). 

Na maioria dos estudos em animais experimentais e em humanos, a oxidação da LDL 

vem sendo avaliada por métodos indiretos e, até recentemente, o único meio para acessar a 

oxidação da LDL in vivo tem sido a quantificação de autoanticorpos contra a LDL-ox por 

métodos imunológicos (119). 

Em avaliações clínicas, para diagnóstico ou acompanhamento de pacientes de alto risco, 

os métodos utilizados para determinar a oxidação da LDL são os métodos imunológicos, por 
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seu reduzido tempo de execução, fácil adaptação à rotina laboratorial e disponibilidade de kits 

comerciais. Estes métodos podem avaliar a presença da LDL-ox na amostra, utilizando 

anticorpos anti-LDL-ox ou, ainda, medir os autoanticorpos, usando a própria lipoproteína 

oxidada. A LDL-ox possui um papel imunogênico no processo da aterosclerose, pois é 

considerada um autoantígeno formado na lesão aterosclerótica (120). A evidência que apóia 

esta afirmação é o fato de que são encontrados no sangue e nas lesões de pacientes com 

aterosclerose, além de animais experimentais, anticorpos IgM e IgG, específicos para LDL-ox 

(120). Os níveis de LDL-ox podem ser mensurados por ensaios de ELISA, do tipo sanduíche, 

utilizando anticorpos monoclonais dirigidos contra determinantes antigênicos destacados na 

molécula Apo B oxidada. Geralmente, em um mesmo ensaio, são usados mais de um 

anticorpo aderido à parede da placa (121). A diversidade dos anticorpos monoclonais e dos 

tipos de imunoensaios utilizados torna difícil a comparação dos resultados entre os diferentes 

ensaios. 

Estudos em animais evidenciaram que a dislipidemia associada ao diabetes não é 

necessária para induzir inflamação arterial no início da lesão aterosclerótica. Em estudo 

experimental, o aumento do processo aterosclerótico no rato diabético pôde ser normalizado 

após tratamento insulínico intensivo, indicando o papel fundamental do ambiente 

diabetogênico, mais provavelmente associado à hiperglicemia (122). Por outro lado, o 

aumento nos triglicérides ricos em VLDL induzido pelo diabetes contribui para progressão da 

lesão e formação de placas avançadas com hemorragia intralesional. Dessa forma, tanto a 

hiperglicemia quanto a dislipidemia diabética aceleram diferentes fases de aterogênese no 

diabetes (122). 

Apesar de geralmente não apresentarem alterações quantitativas importantes, o DM1 

podem apresentar alterações qualitativas na composição de suas lipoproteínas. A elevação dos 

níveis de LDL colesterol e triglicerídeos e diminuição do HDL colesterol são consideradas 

fatores de risco para o desenvolvimento da doença aterosclerótica na população em geral (82). 

Nos pacientes com DM1 os níveis de LDL colesterol e triglicerídeos são similares ou menores 

que no restante da população, enquanto o HDL colesterol está normal ou aumentado.   A 

participação da LDL-oxidada nesse processo tem sido apontada como fator fundamental no 

processo aterosclerótico em modelos animais, assim como em humanos (123). A 

hiperglicemia crônica resulta maior oxidação e glicação de partículas de LDL, com acúmulo 

de partículas densas mais aterogênicas (60). 

Em nosso estudo, os pacientes com DM1 não apresentaram pior perfil lipídico em relação 

aos controles e em geral seus níveis lipídicos são favoráveis, mesmo com controle glicêmico 
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insatisfatório. Apesar de pacientes com DM1 serem jovens e, em geral, não apresentarem 

alterações lipídicas importantes, as complicações micro e macrovasculares que ocorrem no 

DM1 podem ser devidas a outros fatores que poderiam ser explicados pela hiperglicemia per 

se. Dessa forma, elevações prolongadas da glicemia podem levar à glicosilação de proteínas 

no sangue e na parede arterial, gerando os produtos finais de glicação (AGE), o que determina 

aumento da concentração de EROs e piora a função endotelial (73). 

Em estudo prévio de nosso grupo, observamos maior suscetibilidade do LDL colesterol à 

oxidação in vitro nos pacientes com DM1 em relação a indivíduos não-diabéticos, sendo a 

hiperglicemia a única variável independente associada a este maior efeito oxidativo. Foi 

demonstrado que mesmo discreta glicação do LDL afeta o tônus microvascular no 

musculoesquelético por reduzir o diâmetro, tanto de pequenas artérias quanto de arteríolas 

terminais. Fato este que pode ocorrer também no estado pós-prandial (60). 

Essa oxidação do LDL assume grande importância no início e na perpetuação da 

aterosclerose por meio da geração de lipídios inflamatórios e da modificação covalente dessa 

partícula. Alguns dos efeitos pró-aterogênicos do LDL modificado são a toxicidade às células 

endoteliais, os monócitos, o recrutamento de neutrófilos e eosinófilos e a inibição da 

mobilidade dos macrófagos e a promoção da formação de células espumosas (60). 

Vários estudos enfocaram as lipoproteínas nos pacientes com diabetes, avaliando não 

apenas as suas concentrações plasmáticas, mas também a sua estrutura. Estes trabalhos 

revelaram que as lipoproteínas sofrem alterações que aumentam sua suscetibilidade à 

oxidação (124), como a mudança na composição de ácidos graxos, a glicosilação aumentada 

destas moléculas (125) e a alteração na densidade da lipoproteína (126). Porém, todos eles 

usaram amostra formada apenas por pacientes com diabetes mellitus tipo 2, que apresenta 

fisiopatologia diversa do tipo 1. Em 2001, entretanto, Liguori e colaboradores avaliaram a 

composição do LDL colesterol em grupo de diabéticos tipo 1 com controle glicêmico ruim e 

após melhora do controle. Foi mostrado que o grupo com bom controle não apresenta 

diferença significativa na composição desta molécula no que diz respeito à: ácidos graxos, 

vitamina E, conteúdo protéico, fosfolipídios, colesterol livre, triglicérides e éster de colesterol. 

Entretanto, antes da otimização do tratamento com a melhora dos parâmetros de controle do 

diabetes, ficou evidente a redução da massa protéica e de vitamina E no LDL colesterol (127). 

Os dados na literatura são controversos no que diz respeito ao comportamento do LDL 

colesterol de pacientes com diabetes tipo 1 frente ao estresse oxidativo (127), provavelmente 

decorrente da diferença nas populações estudadas no que diz respeito ao grau de 
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hiperglicemia, presença e severidade de complicações do diabetes, conteúdo de vitaminas na 

dieta e, possivelmente, raça (43). 

Em nossa amostra não houve diferença entre os diabéticos tipo 1 e os controles nos 

momentos avaliados (basal, 1h, 3hs, 6hs e 24hs após adição do agente oxidante-sulfato de 

cobre), mostrando que no grupo estudado não houve diferença neste componente pró-

aterogênico. Entretanto, apesar de no presente estudo a população não ter sido diferente 

estatisticamente, observamos diferença significativa entre o momento basal e uma hora após a 

adição do sulfato de cobre e entre 3 horas e 6 horas após a adição do sulfato de cobre, não 

demonstrando diferença para o momento 24hs. Desta forma, destacamos a hipótese de que 

após o momento 24hs o processo oxidativo da LDL tem a sua intensidade diminuída voltando 

ao estado basal. Em estudo prévio do nosso grupo, observamos semelhança entre os pacientes 

com DM1 e os controles em relação à média de coeficiente de oxidação basal. Entretanto, 

após a adição de sulfato de cobre, houve oxidação mais precoce nos pacientes com DM1 do 

que nos controles. Houve diferença significativa na resposta do LDL dos controles e dos 

pacientes com DM1 ao estímulo oxidativo 3 horas após a adição do sulfato de cobre (83).   

 No grupo total estudado, encontramos correlação negativa do Coeficiente de oxidação 

com a LDL, a PAS, GME e a GPP, ou seja, quanto maiores os níveis destas últimas variáveis 

mais oxidado estava o LDL colesterol. Este resultado está de acordo com os dados de Liguori 

e colaboradores, 2001, e Castro e colaboradores, 2004, que também identificaram maior 

suscetibilidade do colesterol LDL à oxidação e correlação significativa com o controle 

glicêmico (127).  

  Esta correlação com o controle glicêmico talvez possa ser explicada pelo fato do LDL 

glicosilado ser mais suscetível à oxidação (127) ou ainda pela capacidade que o estado 

hiperglicêmico tem de estimular a formação de radicais livres, o que causaria maior consumo 

dos antioxidantes endógenos e permitiria que o LDL colesterol se tornasse mais suscetível à 

oxidação pelo sulfato de cobre (127). 

Fatores externos à molécula do LDL também estão envolvidos com a sua suscetibilidade 

à oxidação no diabetes mellitus, a saber: a formação aumentada de radicais livres em função 

da hiperglicemia e a diminuição dos mecanismos antioxidantes em decorrência da glicação 

das enzimas varredoras dos mesmos (43).  

O metabolismo das purinas também está relacionado com o processo oxidativo do LDL, 

sendo o ácido úrico um importante constituinte plasmático com potencial de proteger o LDL 

da oxidação in vitro tão efetivo quanto à vitamina C (128). O efeito antioxidante do ácido 

úrico é decorrente de sua habilidade como “varredor” de radicais hidroxilas, de oxigênio não 
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pareado (129) e de peroxinitrito (130) ou quelante de ferro (129). Ainda segundo Schlotte, o 

ácido úrico é capaz de poupar a oxidação do α-tocoferol in vitro mesmo em concentrações 

menores que 10 vezes as consideradas no ser humano, e a prevenção da oxidação de outros 

antioxidantes seria a possível explicação para os efeitos protetores de baixos níveis desta 

molécula em termos de oxidação de ácidos graxos poliinsaturados (129).  

Em relação aos níveis de ácido úrico nos diabéticos tipo 1 sabemos que eles são menores 

quando comparados aos de indivíduos não diabéticos independente do controle glicêmico 

(130). Nossos dados repetem esta observação, sendo a concentração de ácido úrico menor nos 

diabéticos tipo 1 que nos não diabéticos. Apesar dos níveis menores, mesmo os pacientes com 

diabetes avaliados apresentam valores de ácido úrico dentro da faixa da normalidade. 

Apesar de poucos estudos, como o nosso próprio, demonstrarem a importância dos 

dienos conjugados e da fração protéica da LDL na sua oxidação in vitro, são necessários mais 

estudos a fim de definir melhor os fatores responsáveis por esta característica e a importância 

deste evento na evolução para complicações crônicas microvasculares e macrovasculares nos 

pacientes com diabetes mellitus tipo 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 45 

6  CONCLUSÃO 
 

Em nosso estudo, a absorbância obtida através dos comprimentos de onda que mais 

demonstraram influenciar na oxidação do LDL colesterol foram 232 nm e 280 nm que refletem a 

leitura dos dienos conjugados e da fração protéica da partícula de LDL colesterol respectivamente, 

sem destacar a colaboração dos fosfolipídios. Este evento não esteve diretamente relacionado com 

a presença da doença e ocorreu de forma independente de alterações quantitativas do perfil 

lipídico. 

Apesar dos avanços no estudo lipídico, a LDL continua sendo um dos principais fatores de 

risco cardiovascular e o mais amplamente utilizado. No entanto, uma das limitações do emprego 

desta lipoproteína refere-se ao fato de que o aumento da sua concentração sanguínea não é 

suficiente para explicar a ocorrência de síndromes agudas. Isso denota que as alterações 

qualitativas da partícula, ou seja, sua composição química e seu poder de agressão à parede 

arterial, têm importância fundamental para o entendimento de tais eventos. 

Desta forma, concluímos que a presença da doença, assim como a hiperglicemia é um fator 

de risco independente para a maior suscetibilidade do LDL colesterol à oxidação influenciado 

pela formação de dienos conjugados caracterizando o início do processo oxidativo da partícula e, 

possivelmente, a evolução da aterosclerose.  A modificação da LDL é um fator importante no 

desenvolvimento da doença. Por isso, a determinação da LDL-ox plasmática é essencial, não 

apenas para investigar sua relevância para as doenças cardiovasculares, mas também, para auxiliar 

no diagnóstico destas doenças. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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