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A aterosclerose € uma doenga multifatorial da parede arterial de cardter degenerativo,

muno-inflamatorio e progressivo.

Entre os diversos fatores predisponentes para o desenvolvimento da doenga arterial
coronariana situa-se o aumento da lipemia no periodo pds-alimentar. Este € um estado em

que o ser humano passa a maior parte de sua vida por ter habitos alimentares seqlienciais.

Sd0 mecanismos fisiopatolégicos da aterogenicidade deste periodo, a deposigiio
sub-endotelial de lipoproteinas ricas em triacilglicerol derivadas de quilomicrons e de
lipoproteinas de densidade muito baixa: os remanescentes. Além disso, as lipoproteinas
ricas em triacilglicerol afetam o metabolismo das lipoprotefnas de alta densidade, de carater
anti-aterogé€nico, pois a hidrélise das primeiras gera material estrutural para as segundas ¢ o
excesso de triacilglicerol em lipoproteinas ricas em triacilglicerdis é trocado por ésteres de
colesterol das lipoproteinas de densidade alta. Portanto a hipertrigliceridemia acompanha-se
de reducdo nos niveis da lipoproteina de alta densidade, de acdo antiaterogénica. Como
fatores de aterogenicidade ndio lipidicos ocorre neste periodo uma tendéncia a um estado de

maior coagulabilidade e pro-oxidante.

Avaliamos os efeitos metabdlicos ¢ pré-oxidantes dos periodos de jejum e pos-alimentar
(2, 4, 6 ¢ 8h) em uma populacgo adulta de ambos os sexos, sem fatores de risco para doenga
arterial coronariana ou doenga estabelecida, apds a ingestfo de uma dieta padronizada rica

em gordura (40g gordura/m® de superficie corporal).

Analisamos vérios lipideos, lipoproteinas ¢ a insulinemia. Foram medidas as atividades da
lipoproteina lipase, da lipase hepatica no jejum e da proteina de transferéncia de
colesteril-ésteres no perfodo de jejum e no pés-alimentar. Analisamos autoanticorpos contra
a lipoproteina de baixa densidade oxidada e a espessura das camadas intima-média das
cardtidas.

No primeiro trabalho cientifico apresentado, descrevemos em uma populagio de 60 sujeitos
adultos jovens saudaveis & presenga de trés padres de resposta de triacilgliceréis séricos 2
dieta, medidos por diversos pardmetros de resumo das curvas: tempo até o pico na curva de
resposta de TAG, magnitude da lipemia, dos tempos e dos picos de TAG, o ntimero de
picos, o tempo até a resposta inicial, o tempo de retorno ao periodo basal. Os grupos sio:

precoces, tardios e bifasicos (o fitimo compreendeu 50% dos sujeitos com resposta tardia).

Resumo
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Nos padrdes tardios gquando comparados aos precoces, observamos redugfio das
concentracdes do colesterol das lipoproteinas de alta densidade nos periodos de jejum e
pos-alimentar, da insulina no pico de TAG, ¢ aumento das concentragdes dos 4cidos graxos
pos-alimentares. A resposta da atividade da proteina de transferéncia de colesteril-ésteres
apos dieta foi ausente no grupo bifésico. Sugerimos que o quadro de resisténcia  insulina,
com menor insulinernia, € a ndo resposta da proteina de transferéncia de colesteril-ésteres
facilitem o aumento da geragio de lipoproteinas ricas em triacilgliceréis e seus
remanescentes, que tendo um maior tempo de residéncia no plasma sio mais oxidadas e
apresentam a capacidade de depésito sub-endotelial nas artérias. A reducfio da concentragéo
de 4cidos graxos pos-alimentares sugere uma captacdo tecidual aumentada em

conseqiiéncia do aumento da atividade da lipoproteina lipase observado no jejum.

Os niveis de autoanticorpos contra a lipoproteina de baixa densidade oxidada nos grupos de
resposta tardia correlacionaram-se positivamente com a espessura intima-média de
cardtidas (r=0,54; p=0,048) e como esperado com a pressio arterial sistélica e a
colesterolemia de jejum. Estes resultados sugerem participagdo da lipoproteina de baixa
densidade oxidada na aterogénese no padrio tardio. Também houve forte correlacio
positiva entre a espessura intima-média de carétidas e a 4rea sob a curva de triaciglicerdis
(r=0,65; p=0,008), indicando participacio da resposta tardia no maior risco cardiovascular

destes individuos.

No segundo trabalho cientifico descrevemos a modulaciio da resposta pés-alimentar pelos
sexos. Os objetivos deste foram o de quantificar as diferencas do jejum e pés-alimentares
entre 0s sexos, em uma populacio de 25 mulheres ¢ 24 homens adultos jovens saudaveis,
nos diversos parimetros: lipidicos, de lipoproteinas e apolipoproteicos associado-os a

biomarcadores da doenca aterosclerética ¢ o de determinar os seus reguladores metabolicos.

Houve maior lipemia as custas de triacigliceréis, triaciglicerdis e colesterol de lipoproteinas
ricas em triacigliceréis, 4cidos graxos livres, fosfolipides e apolipoproteina B100 no
homem; o bomem removeu menos colesterol de lipoproteinas ricas em triacigliceréis,

incorporou mals 4cidos graxos e menos lipoproteina de alta densidade.
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Usando o modelo de andlise de regressdo multivariada verificou-se uma regulagio mais
complexa da lipemia nas mulheres, explicada pela correlagio com a idade (R%=45%),
fosfolipidemia (R*=39%), os é4cidos graxos livres (R*=29%), a circunferéncia de cintura
(R*=19%), a insulinemia (R*=17%), a atividade da lipoproteina lipase (R*=16%) ¢ a
atividade da proteina de transferéncia de colesteril-ésteres (R%=6%). Em homens,
explicamos a maior lipemia no homem pela insulinemia (R*=55%) e fostolipidemia
(R*=37%). |

Apenas no homem houve associagdo negativa entre autoanticorpos contra a lipoproteina de
baixa densidade oxidada e a reposta lipémica, em triacilglicerdis (r=-0,52; p=0,01),
sugerindo uma maior formacfo de imunocomplexos. Também se encontrou apenas no
homem correlagfo positiva entre autoanticorpos contra a lipoproteina de baixa densidade
oxidada e a espessura intima-média de carotidas (r=0,48; p=0,03), indicando um maior

desenvolvimento das placas ateromatosas no homem.

Além disso, os homens apresentaram com relacfio 4s mulheres aumento de triacilglicerois
no jejum, maior pressdo arterial sistolica e da espessura intima-média de carétidas, e
redugdo de HDIL-colesterol € Apo Al caracterizando um estado de multiplo risco para a

doenca arterial coronariana.

Portanto, a regulagio da lipemia pos-alimentar entre os sexos, por fatores antropémétricos €
metabdlicos distintos, pode explicar as diferentes tespostas lipémicas 3 refeicio rica em

gordura.

Resumo
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Atherosclerosis is a multifactorial, immuno-inflammatory and progressive disease of the
arterial wall. Postalimentary lipemia is associated with an increased risk of coronary artery

disease.

The metabolic and pro-oxidant effects in fasting and postprandial (2, 4, 6 and 8h) periods
were measured in an adult population of both sexes, without risk factors for coronary artery

disease or established disease, after a fat meal containing 40g fat/m? body surface.

Several lipids, hpoproteins, cholesteryl ester transfer protein activity , insulinemia,
lipoprotein lipase, hepatic lipase, the autoantibodies against oxidized low-density

lipoprotein and the carotid intima-media thickness were measured.

In the first scientific paper we evaluated in an adult population (n=60) of both sexes the
triacylglycerol response patterns after a fat standardized meal on several lipids and
metabolic parameters in the fasting and postalimentary periods. Three triacylglycerol
response pattemns were observed. They were classified according to the time to peak in the
triacylglycerol response curves, the magnitude of Hipemia, of all the times and of TAG
peaks, the number of peaks, the time from baseline values to initial response and the time to
return to baseline values. The groups were: early, late and biphasic responders. Among late
responders 50% presented a biphasic pattern.

We observed in late responders as compared to the early group a lower HDL-cholestero!
and insulin concentration in the farting and/or postalimentary periods, and this could favor
an increase in circulating triacylglycerolrich Lipoproteins. Also.cholesteryl ester transfer

protein activity did not increase after the meal.

Only in late responders there was a strong positive correlation between carotid
mtima-media thickness and the area under the TAG curve (r=0.65, p=0.008), suggesting a
higher cardiovascular risk in this group.

The autoantibodies against oxidized low-density lipoprotein correlated positively with
carotid intima-media thickness (r=0.54, p=0.048), blood pressure and fasting cholesterol all

suggestive of atherosclerotic disease.
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In the second scientific paper we described the modulation of postalimentary lipemia by
sex. The objective was to quantify the differences of several parameters
(lipids, Lipoproteins and apolipoproteins) in a population of 25 women and 24 men adult
healthy, and to measure the association of lipémia with the atherosclerosis biomarkers and

to establish the metabolic and anthropometric lipemia regulators.

Besides a larger postalimentary lipemia, men presented higher baseline blood pressure,
carotid intima-media thickness, triacyglycerol, cholesterol and triacyglycerol of
triacyglycerol-rich lipoprotein, free fatty acids, phospholipids, apolipoprotein B100 and a
decreased HDL-cholesterol and apolipoprotein Al as compared to women.

The multivariate analysis pointed to very different regulators of lipemia between the sexes,
more numerous and some peculiar to women: age (R*=45%), phospholipids (R=39%), free
fatty acids (R*=29%), waist circumference (R*=19%), lipoprotein lipase (R=16%), insulin
(R*=17%) and cholesteryl ester transfer protein (R>=6%); in men insulin (R*=55%) and
phospholipids (R>=37%).

Only in men there was a negative correlation between autoantibodies against oxidized
Jow-density lipoprotein and triacygiycerol lipemia (r=-0.52, p=0.01), suggesting a larger
formation of imunocomplexes. Also, a positive correlation of intima-media thickness with
autoantibodies against oxidized low-density lipoprotein (r=0.48, p=0.03), suggested more
aterosclerosis in men, confirmed by the higher carotid intima-media thickness.

In summary, the regulation of postalimentary lipemia by different anthrophometric and
metabolic factors determines the different lipemic responses to a fat meal between the

S€XES.
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LIPIDEOS DO ORGANISMO HUMANO: CLASSIFICACAO E DISTRIBUICAO

Os lipideos sdo moléculas essenciais para a vida. S3o fontes de energia direta
ou indireta para a oxidagfo celular, moléculas fundamentais na digestfo, servem como
isoladores térmicos no tecido subcutdneo e isoelétrico da condugdo nervosa. Atuam

funcionalmente e estruturalmente nas biomembranas cehulares.

Os lipideos compreendem uma classe ampla de substincias soldveis em
solventes orgénicos e relativamente insoliveis em dgua. Podem ser divididos em cinco
classes principais de acordo com RIFAI ez al .(1999) (Quadro 1).

Os acidos graxos (AG) sdo formados por cadeias de hidrocarbonetos com um
grupo carboxila em uma terminagio e um grupo metila na outra. Sfo classificados pelo
comprimento da cadeia de hidrocarbonetos ou nimero de carbonos (Quadro 1), pela
localizagio da primeira dupla ligag8oc 1mmais préxima do grupo carboxila
(alfa, beta, gama e Omega) e pela posicio das duplas ligaces
(saturados - SAT, ex. acido palmitico; monoinsaturados - MUFA, ex. acido oléico; ¢
polimsaturados - PUFA, ex. 4cido aracddnico) (McGARRY, 1997).

Quadro 1 - Classificacfio dos Lipideos

Acidos graxos Cadeia curta (2 a 4 dtomos de carbonos)
Cadeia média (6 a 10 &tomos de carbonos)
Cadeia Jonga {12 a 26 4tomos de carbonos)
Prostaglandinas

Esteres de glicerdis Triaciiglicerdis
Fosfoglicérides ou fosfolipides

Derivados de esterdis Colesterol e éster de colesterol
Hormdnios esteroidais
Acidos biliares
Vitamina D

Derivados de esfingosina Esfingomielina
Glicoesfingolipideos

Terpenos Vitamina A_ Ee K

imtroducds Geral
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O organismo humano € capaz de sintetizar acidos graxes como SAT, MUFA e
PUFA, com excegdo do acido linoléico e linolénico, chamados de 4cidos graxos essenciais
por serem fundamentais para o metabolismo dos seres humanos. A sintese de AG no figado
e tecido adiposo ocorre a partir de duas unidades de Acetil-CoA e envolve a AG sintase e a
AG carboxilase. A  oxidagio ocorre na mitocdndria e  peroXissomos
(MAHLEY et al, 2002). Os acilgliceréis ou ésteres de glicerol sdo comnstituidos por
moléculas de AG ligados ao glicerol. O tipo de acilglicerol depende do numero de
grupamentos alcoois esterificados.

Uma molécula de glicerol pode adquirir por esterificacfo até trés moléculas de
AG em sua estrutura, formando assim os monoacilglicerdis (MAG) ligados na posiciio 1, 2
ou 3; diacilgliceréis (DAG) esterificados na posicdo 1 e 2 ou 2 e 3; ou triacilgliceréis
(TAG) (O’KEEFE, 1998). A sintese de TAG ocorre por reesterificacio de AG de cadeia
longa principalmente no intestino, figado e tecido adiposo pela acilCoA:diacilglicerol
aciltransferase. A sua hidrélise tecidual depende da atividade da lipase hormdnio sensivel e
a plasmatica da LPL (MAHLEY er af, 2002). Um outro grupo importante de lipideos
contém 4cido fosférico na posigio 3 da cadeia de glicerol, ¢ ¢ denominado de
fosfoglicérides ou fosfolipides (FL).

O colesterol (COL) € um esterol formado por quatro anéis de hidrocarbonetos e
uma cadeia lateral de oito carbonos. E precursor de hormodnios esteroidais, gonadais, de
acidos  biliares e compSem a  estrutura das  membranas  celulares
(MAHLEY et al, 2002; CAMEJO ¢ HURT-CAMEJO, 20600). Pode ser adquirido
diariamente através da dieta, apresentando uma absor¢fo intestinal de cerca de 40-60% da
ingestdo, sendo que a dieta tipica ocidental fornece entre cerca de 1000-1200 mg/dia total
(BOSNER ez al., 1999; OSTLUND et al., 1999). A eficiéncia da absorgdo do COL estd
positivamente  correlacionada com a  sua  concentracdo no  plasma
(MIETTINEN e KESANIEMI, 1989).

O COL ¢ também sintetizado endogenamente na proporcio de 9-12 mg/kg de
peso corporal por dia, variando conforme as condicSes de ingestiio dietética
(BRODY, 1994). A sintese enddgena do COL ¢ regulada através da concentracdo de COL

imtracelular e plasmatico. Quando em concentragBes aumentadas, podem ocorrer trés
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situagbes de compensacdio: 1) o blogueio da atividade da 3-hidroxi-3-metilghutari]
coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), enzima chave na biossintese de COL; 2) a
inibicdo da sintese de receptores de LDL, diminuindo a captacfio das lipoproteinas ricas em
COL pelas células; € 3) o aumento da atividade da acil-colesterol aciltransferase (ACAT)
que mantém o COL na forma esterificada, armazenando em goticulas no citoplasma e
evitando sua saida para o plasma (DIETSCHY et al., 1993; GARCIA e OLIVEIRA, 1992).

No plasma, dois tergos do COL apresentam-se na forma esterificada
(ésteres de colesterol - CE) e o restante como colesterol livre (CL) (MAHLEY ef al., 2002).
A enzima responsivel pela esterificagio do CL plasmatico ¢ a lecitina:colesterol
aciltransferase (LCAT), e dentro das células é a ACAT. A ACAT nos enterécitos participa
em aproximadamente 15% da esterificagio do COL absorvido
(DAWSON ¢ RUDEL, 1999).

No figado, o COL pode ser convertido em acidos biliares pela acfio da enzima
colesterol 7-alfa-hidroxilase (GARCIA e OLIVEIRA, 1992). A absor¢éio de COL da dieta,
a reabsorgfo dos acidos biliares intestinais pela circulagdio entero-hepatica onde mais de
95% dos 4cidos biliares e cerca de 50% do COL biliar sdo reabsorvidos, ¢ a secregdo de
colesterol pela bile, mantém o balango homeostitico de COL no organismo
(DIETSCHY et al., 1993; MAHLEY er ol., 2002; DAWSON e RUDEL, 1999). Na bile sio
secretados cerca de 800 a 1200 mg de CL por dia (BRODY, 1994). |

Os 4cidos biliares sfio derivados de esterdis de cariter anfipatico sintetizados
pelo figado, em cerca de 200-400 mg/dia e armazenados na vesicula biliar. Séo
posteriormente liberados no duodeno para promover a digestdo e absorgio dos lipideos
dietéticos. Apresentam uma agdo detergente de solubilizagio destes compostos
(VOET er al., 2000) formando micelas para a agfo da lipase pancredtica (BRODY, 1994).
As micelas sdo compostas por 92% de agua, 6% de sais biliares, 0,3% de COL e pequenas
quantidades dé bilirrubina, AG, FL (na forma de fosfotidilcolina) e sais. Sdo glébulos
esféricos formados por um grupo superficial apolar hidrossolivel de moléculas de sais
biliares envolvendo um niicleo de esterol lipossolivel. O tamanho micelar depende das
concentragbes de acidos biliares ¢ da razio entre contelido de 4cidos biliares e hipideos
presentes (BROOM, 2000).
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LIPIDEOS DO ORGANISMO HUMANO: DIGESTAQ E ABSORCAO

A digestdo dos TAG ¢ iniciada pela agfo enzimatica das lipases lingual e
gastrica, produzidas e ativadas na boca e na mucosa fundica gastrica do estdmago. Estas
lipases s8o responsdveis pela hidrolise de 10-30% da gordura dietética total ingerida, cuja
acdio na posi¢do 3 das moléculas de TAG, liberam DAG e 4cidos graxos livres (AGL)
(HAMOSH, 1979). A atividade dessas lipases pode variar conforme os tipos de AGL

ligados aos gliceréis ingeridos ou por alteragdes do pH no estdrmago.

Os produtos da degradagio do TAG sfo transportados para o intestino
(duodeno) estimulando a producéio da lipase pancredtica que atua na digestéio e hidrolisando
completamente os TAG, preferencialmente nas posicdes 1 € 3, e liberando os AGL e
2-monoacilgliceréis (MU, 2004). Somente uma pequena parte do TAG ingerido &
completamente hidrolisada em AGL e glicerol (BROOM, 2000).

A lipase pancredtica € uma enzima da mesma familia da lipase gastrica,
encontrada nos acinos pancreaticos e localizada inativa dentro dos grinulos zimogénio
junto a outras enzimas do suco pancredtico a serem secretadas no lmen intestinal. Esta
enzima pode ser estimulada pela acfio de horménios gastrointestinais como a
coleéistoquinina e secretina, e €& inativada em presenga dos sais biliares.
Concomitantemente & estimulago pancreética, ocorre a liberaciio da colipase. Esta enzima
liga-se simultaneamente & interface lipideo-dgua e 4 lipase possibilitando 2 ativagio desta e
a formacio de complexos bile-lipase ¢ lipideos (LOWE, 2002; MILED er ol., 2000). A
regulacdo pés-alimentar das secregles digestivas por colecistoquinina consiste de

estimulagio pancredtica ¢ wm mecanismo de retro-regulagiio inibitéria que controla a
secreglio de lipase gastrica (BOROVICKA er al., 1997).

Outros horménios gastrointestinais podem modular o processo de digestio dos
dependente (GIP), que estimulam a producio de insulina na presenca de hiperglicemia,
reduzem a motilidade intestinal e inibem as secregBes gastricas (YIP ¢ WOLFE, 2000). A
motilina, produzida em quase toda a extensfio do trato gastrointestinal e responsavel pela

reducdo da motilidade gastrointestinal e o esvaziamento gastrico, ¢ o polipeptideo
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pancredtico (PP), inibem a contracfo pancredtica, aumentam a motilidade intestinal, o
esvaziamento gdastrico e o relaxamento dos esfincteres e da vesicula biliar
(HENDERSON, 1998). 0 hormdnio peptideo glucagon-simile
(glucagon-like pepitide-1, GLP-1), apresenta importante papel na regulagio do apetite, na
modulagio da motilidade gastrointestinal, no esvaziamento gastrico e também pode inibir a
liberacéio de outros horménios como a insulina € ghucagon
(NASLUND ez al., 1999; SCHIRRA et al., 2000).

Os FL so degradados no intestino delgado a lisofosfolipides e AGL pela agdo
da enzima fosfolipase A, liberada junto ao suco pancredtico. Esta enzima requer
componentes como o cdlcio ¢ 4cidos biliares para sua ativagiio e ¢ estabilizada em pH
Stimo de 8 a 9 (VOET er al., 2000).

A digestdo do COL na forma de CE micia-se no intestino onde pela acio direta
da enzima carboxil éster hidrolase pancredtica ou colesterol esterase, forma CL e outros
produtos dessa hidrolise como os AGL (SMALL, 1970). Acidos biliares sio ativadores
desta enzima (ERLANSON, 1975).

Apds a formacéo de  produtos da  lipolise pancredtica
(AGL, 2-monogliceriodeos, lisofosfolipides, CL e vitaminas lipossoliveis) em pH alcalino
do intestino, ocorre a solubilizagio destes pela agdo detergente dos 4cidos biliares. Estes
desempenham um papel importante na remog&o de produtos apolares de degradacfo, com a
formagio de micelas que solubilizam os lipideos e possibilitam 2 passagem destas
moléculas para o meio aquoso do himen intestinal, onde entram em contato com as bordas
em escova das membranas celulares. O mecanismo de absor¢fio intestinal dos produtos
lipolizados ocorre por difuséio passiva no jejuno proximal e o dos 4cidos biliares no fleo por
transporte ativo (ROS, 2000). Os lipideos solubilizados em micelas sdo dissociados na
superficie luminal dos enterdcitos, atravessam a monocamada adjacente de 4gua e séo
absorvidos via gradiente de concentragdo (STANGE e DIETSCHY, 1985;
WESTERGAARD, 1976).

No citoplasma, os monoacilglicerdis, lisofosfolipides, AGL e CL sfo
direcionados ao reticulo endoplasmético (RE) através de proteinas intestinais ligadoras de
acidos graxos (fatty acid binding protein, FABP). As FABP sio proteinas citoplasmaticas
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expressas nos enterécitos que facilitam o transporte dos lipideos pelo citosol, aumentando a
solubilidade dos compostos insoliveis em dgua, reduzindo o potencial efeito citotdxico dos
AGL e oprotegendo as células dos efeitos detergentes dos 4cidos biliares
(CAMEJO e HURT-CAMEJO, 2000; VOET et al., 2000).

No interior do RE dos enterdcitos, a acio de enzimas especificas sobre o AGL
resulta na formagfo de ésteres de coenzima-A (HS-CoA) que ressintetizam TAG, FL e CE.
Ao mesmo tempo, no RE liso das células intestinais € sintetizada a apo}ipo?rotelha (Apo)
B48. Os lipideos ressintetizados e a Apo B48, com a ajuda da proteina de transferéncia de
triacilgliceréis microssomal, sfo empacotado e iniciam a formacfio estrutural das
lipoproteinas intestinais denominadas de quilimicrons (QM)
(CARTWRIGHT e HIGGINS, 2001; HUSSAIN, 2000). Estes sdo transferidos para o
complexo de Golgi, onde se ligam 4s Apo Al e Al da superficie. Posteriormente, sdo
transportados por via linfatica, ductos toracicos e finalmente chegam & circulaggio sistémica
(CAMEJO e HURT-CAMEJO, 2000). O intestino também tem a capacidade de sintetizar a
Apo B100 secretando VLDL intestinais grandes e ricas em TAG (RISSER ez al., 1978).

O TAG dietético gera um aumento da trigliceridemia apés a ingestdo de 40-50
g na refeicBo. A composicdo do TAG, determinada pelos tipos de AG quanio 2o
comprimento da cadeia ou saturagfo, pode interferir diretamente no tipo de absorcéo deste
lipideo (RAMIREZ er al,, 2001). A maior parte dos lipideos de uma dieta normalmente
consiste de TAG de cadeia longas, absorvidos mais lentamente pelo organismo, pois
precisam ser hidrolisados no intestino, reesterificados e incorporados nos QM dentro dos
enterdcitos, a partir do qual circularam pelo sistema linfatico antes dé chegar 3 circulagiio
sanguinea e ducto toracico. Por outro lado, os TAG de cadeia curta e média sfio somente
hidrolisados gastricamente e rapidamente absorvidds na mucosa gastrica e intestinal por
transporte passivo e s3o transportados via sistema porta para o figado na forma de AGL
ligados 2 albumina sérica ou monoacilgliceréis, Por isso, sio considerados fontes de
energia imediata (AKOH, 1998; BRACCO, 1994).

A absorglio de COL, em especial, também pode ocorrer por difusio passiva
simples através de gradiente de concentragdo com a ajuda de proteinas especificas como:
receptores scavenger ou de varredura da classe B tipo I (SR-BI) e a proteina transportadora
dependente de trifosfato de adenosina do tipe Al (ABCA1) (TURLEY e DIESCHY, 2003).
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Os receptores scavenger estdo presentes nas bordas em escova das células
epiteliais do intestino delgado € na superficie dos hepatécitos e tecidos esteroidogénicos da
adrenal, ovarios e cérebro (RIGOTTI er al., 2003). Sua expressdo pode ser regulada por
estimulos hormonais e dietas ricas em lipideos (SRIVASTAVA, 2003). A isoforma mais
comum deste receptor € o da classe B tipo 1 (SR-B1), cujo papel fisiolégico ¢ de captar CE
das particulas de lipoproteinas de densidade alta (HDL) (RIGOTTI er al., 2003). No
intestino, o SR-B! atua na absor¢dio dos esterdis, com uma contribuigio 25% para CL
(WENDER e al, 2001) e outros lipideos da dieta como TAG e FL (HAUSER et al., 1598).

IQBAL er al. (2003) sugere que o transporte de colesterol nos enterdcitos
ocorra atraves de duas vias diferentes: a via dependente ou a independente das lipoproteinas
que contém Apo B, com diferentes especificidades para o CE e o CL. A via dependente de
Apo B contribui significativamente para o transporte de COL durante o periodo
pos-alimentar, visando o transporte de CE e pré-absorvendo também o CL. A outra via,
independente de Apo B, pode ser a mais importante no estado de jejum e durante a ingestio
de dietas ricas em COL, podendo ter um papel importante na homeostasia celular do CL. O
efluxo de COL por ambas as vias é mediado por ABCAIL.

O ABCALI nos enterocitos apresenta a fungio de facilitar o efluxo do COL
dietético para dentro do Kimen promovendo a formacio dos QM (PLAT e MENSINK,
2002). A sua expressdo ¢ regulada em conjunto por heterodimeros como o receptor X
hepitico (LXR) € o receptor X retinéide (RXR) (COSTET et al., 2000; REPA et al., 2000).
O tipo de AG ingerido pode alterar o efluxo de COL, mediado pelo ABCA1, a ser
absorvido no intestino delgado (BROUSSEAU er al., 2003). WANG e ORAM (2002)
demonstraram em culturas de células in vitro que os AG insaturados, linoleato e oleato,
afetam o efluxo poés-alimentar do COL em até 4 ¢ 16 horas, respectivamente, reduzindo ou

mibindo da expressdo desta proteina durante este periodo.

METABOLISMO DAS LIPOPROTEINAS PLASMATICAS

Os lipideos sdo transportados ne plasma sob a forma de lipoproteinas que sdo
complexos macromoleculares associados a protefnas denominadas apolipoproteinas. Cinco

classes sdo descritas conforme sua composicio quimica e densidade: QM, lipoproteinas de

mtrodugdo Geral
45



densidade muito baixa (VLDL - very low density lipoprotein), lipoproteinas densidade de
baixa (LDL - low density lipoprotei)), lipoproteinas de denmsidade intermediaria
(IDL - intermediate density lipoprotein) e lipoproteinas de alta densidade
(HDL - high density lipoprotein) (MAHLEY et al., 2002).

Os QM sio lipoproteias ricas em TAG de origem exégena que transportam
98-99% de lipideos da dieta (85-90% de TAG e 10-15% de COL e FL) ¢ 1-2% de
proteinas. SHo caracterizados por apresentarem uma baixa densidade (<0,95 g/mL),
didmetros de 750 a 6.000 A (MAHLEY er al, 2002), e diferenciados pela quantidade de
TAG e COL dietético (YU e COOPER, 2001). Possuem somente as Apos B48, Al e All,
sendo as duas Gltimas transferidas posteriormente as HDL. Durante a circulagdo linfatica,
os QM adquirem as Apo E de outras lipoproteinas hepaticas, além de Apos CII ¢ CIII que
sdo transferidas da HDL (CAMEJO e HURT-CAMEJO, 2000; MAHLEY ef al, 2002).

A Apo E ¢ sintetizada no figado e tem um papel fundamental no catabolismo
das lipoproteinas ricas em TAG (QM e VLDL) e seus remanescentes. Através da sua
afmidade liga as lipoproteinas aos receptores da superficie celular dos hepatécitos, como os
receptores de LDL ou B/E e & proteina relacionada ao receptor de LDL (LRP)
(WEISGRABER, 1994).

Receptores como o de VLDL e a glicoprotefna 330 também estfio envolvidos
no metabolismo de lipoproteinas que contém Apo E. O receptor de VLDL esta presente nos
tecidos periféricos que metabolizam AG derivados de VLDL e atua na depuracic da
lipoprotenas ricas em TAG.

A glicopproteina 330 tem o poder de ligar-se a Apo E e LDL, mas a sua func#io
ainda nfo ¢ entendida (MAHLEY e al., 2002).

Os QM ligam-se através da Apo E aos proteoglicanos contendo sulfato de
heparan na superficie celular endotelial, onde ocorre a agdo lipolitica pela lipoproteina
lipase (LPL), enzima que atua principalmente na hidrélise do TAG, resultando em
moléculas de glicerol, MAG ou DAG (CAMEJO e HURT-CAMEJO, 2000). Os AG,
quando na sua forma livre, so denominados de 4cidos graxos livres (AGL) ¢ transportados

na circulacfio associados 4 albumina plasmética,

Introduco Geral
46



A LPL € constituida por 448 aminocécidos € o gene € expresse em varios tecidos
do organismo, principalmente nas células adiposas e musculares. No endotélio vascular, a
LPL apresenta uma importante funcfo no metabolismo de Lipoproteinas plasméticas,
ligando-se & interface das lipoproteinas e hidrolisando as moléculas de TAG a glicerol ¢
AGL. Estes AGL, ligados & albumina, sfio utilizados como fonte de energia imediata para
os musculos ou estocados no tecido adiposo. A insulina é um estimulador endotekial da
sintese de LPL (ONG e KERN, 1989). A atividade da LPL ¢ regulada pela ligacdo com os
proteoglicanos de sulfato de heparan no endotélio (ZAMBON et al, 1996) e pela
concentragdo das Apo CII e CHI, respectivamente seus co-fatores positivo e negativo
(BEISIEGEL ef al., 1991). A LPL possue também fungOes ndo-enzimaticas de cardter
anti-aterogénico, aumentando a interagdo das lipoproteinas com os receptores LRP na
superficie endotelial e assim estimnular a remogdo de particulas remanescentes aterogénicas
para o figado (BEISIEGEL et al, 1991; GOLDBERG e MERKEL, 2001). A sua
deficiéncia pode constituir um potencial risco para o desenvolvimento de doenga
artério-coronariana (DAC) devido ao aumento da trigliceridemia e redugfio de HDL-COL
(EVANS e KASTELEIN, 2002).

O processo de hidrélise ocorre em cascata ¢ continua a ser estimulado até que a
concentraciio de TAG da lipoproteina diminua em 20 a 50% (NCEP I11, 2001.), as Apo Al,
All e C sejam transferidas para a HDL e ocorra diminuicsio do didmetro das particulas,
formando ¢ chamado remanescente de QM (QMrem), que se desliga do endotélio em
diregio ao figado (CAMEJO e HURT-CAMEJO, 2000). A meia vida dos QM na circulaco
€ muito curta, inferior & uma hora (DOMINICZ AKX, 2000).

Os QMrem, enriquecidos de CE obtidos endogenamente das HDL, continuam
circulantes até alcancar os sinuséides hepéticos (CAMEJC e HURT-CAMEJO, 2000).
Com mais Apo E incorporados na particula, os QMrem ligam-se aos hepatdcitos através de
proteoglicanos por interagfo ibnica sob a acfio da lipase hepatica (LH), reduzindo mais seu
conteldo em TAG. 530 reconhecidos pelos receptores hepéticos por afinidade a Apo E
{o receptor de LDL e o LRP} e sd3o internalizados pelos hepatdcitos
(CAMEJO e HURT-CAMEJO, 2000; WATTS er al., 1998). A remoc¢io destas particulas
pelo figado € dependente da expressdo e da fun¢fio dos proteoglicanos de sulfato de heparan
nos hepatécitos (ZENG er al., 1998).

Introducio Geraf
47



A LH, semelhantemente a LPL, ¢ uma enzima lipolitica do metabolismo das
Lipoproteinas que hidrolisa TAG e FL (LABODA er al, 1986) de QMrem, IDL
(SHAFI et al., 1994) e de HDL (PATSCH ef al., 1984). E sintetizada pelos hepatocitos e
localizada nos  sinuséides hepiticos aderidas aos sulfatos de heparan
(DOOLITTLE et al., 1987). Metabolicamente, a LH est4 relacionada com a remoggio rapida
¢ eficiente de lipoproteinas como QM e B-VLDL para dentro das células, pela sua acéio
sobre a ligagdio destas aos proteoglicanos e ao LRP (KRAPP et al., 1996; VERGES et al.,
2004). A elevada atividade desta enzima sobre o TAG ¢ FL leva 2 formagéio de LDL
menores ¢ mais densas (ZAMBON er al., 1993). A deficiéncia de LH & caracterizada pelo
aumento TAG, COL e produgéo alterada de particulas de LDL (YAMAZAKI et al., 2004).

As VLDL apresentam uma estrutura menor em tamanho (300 - 700 A) e maior
em densidade (< 1,006 g/ml), com composicio de 85% - 90% de lipideos,
(55% TAG, 15% FL e 20% COL, sendo 7% CL e 13% CE) e 10 - 15% de proteinas, dentre
elas as Apo B100 (versdo hepitica da Apo B), CI, CII, CIll ¢ E (MAHLEY et al., 2002).
Representam de 10-15% do COL total sérico (NCEP 111, 2001). S#o particulas de origem
endogena, sintetizadas pelo figado e intestino, cujo tempo de meia-vida na circulagdo ¢ de
apenas algumas horas. As VLDL estdo sujeitas a0 mesmo processo de metabolizacdo dos
QM, exceto pela mediagio da proteina de transferéncia de triacilglicerol microssomal, que
liga 0 TAG a Apo B100 da lipoproteina facilitando o transporte do TAG para a HDL.

As VLDL ricas em CE orginam-se através da agiio da protefna de transferéncia
de ester de colesterol (CETP) nas HDL, e com reduzida quantidade de TAG pela acfio da
LPL formam os remanescentes de VLDL (VLDLrem). Estas particulas sfo captadas por
receptores hepéticos especificos, o de LDL e o LRP, através do seu contetdo de ApoEe
Apo B100, e sob agdo da LH geram as LDL (CAMEJO e HURT-CAMEJO, 2000).

As LDL sfo particulas potencialmente aterogénicas devido a sua ala
concentragdo em COL  (representam 60-70% do COL total plasmatico)
(MAHLEY et al., 2002; NCEP IIL, 2001) ¢ pela sua capacidade de modificacdes quimicas
na sua estrutura €, conseqlientemente, no seu comportamento biologico. Uma dessas

modificagdes ¢ a oxidagfo levando 2 formagio de LDL oxidada. Neste processo, os radicais
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livres decorrentes do metabolismo celular seqiiestram radicais hidrogénio de AG
insaturados das lipoproteinas, modificando seu arranjo molecular ¢ sua fungfio. As
apoliproteinas também podem desenvolver 0 mesmo processo, com modificagdio da sua
estrutura e fungdo (VAUGHAN, 1997; HEINECKE, 1999).

AS LDI apresentam uma densidade de 1,019 - 1,063 g/mL., didmetro de 200 A
¢ composi¢do de 75% de lipideos (35% CE, 10% CL, 10% TAG e 20% FL) e 25% de
proteinas, constituida principalmente de Apo B-100 e tragos de Apo E. Apresentam uma
meia vida de 2 a 3 dias na circulagio. Parte das LDL presentes no plasma é catabolizada
nos hepatécitos via receptores B/E ou receptores de LDL (MAHLEY ef al., 2002). Este
processo inicia-se pela interagdo das particulas de LDL com os receptores de alta afinidade
em depresses revestidas (coated pits) por clatrina (protefna eldstica) na membrana cehular.
As LDL sdo internalizadas por invaginagbes que formam vesiculas endociticas as quais
fundem-se com lisossomos intracelulares. As LDL entio sob a agfio de enzimas
hidroliticas, transformando apolipoproteinas em aminoécidos e os lipideos (CE, TAG e FL)
em substratos menores, liberando-os posteriormente no citoplasma
(CAMEJO e HURT-CAMEJO, 2000; GARCIA e OLIVEIRA, 1992).

A Apo B100 € mediadora de ligagio das LDL aos receptores de LDL.
Apresenta uma afinidade menor ao receptor do que as Apo E contidas nas particulas de
VLDL e IDL plasmiticas. Estas lipoproteinas, portanto, competem por afimdade pelo
mesmo receptor caracterizando o elevado nivel de LDL plasmatico quando as Apo E de
remanescentes, VLDL & IDL estio aumentadas (MAHIEY et al., 2002).

As HDL representam 20-30% do COL total no plasma (NCEP III, 2001). Sao
caracterizadas como particulas esféricas com didmetro de 70-120 A, densidade de
1,063-1,210 g/mL € compostaé por 50% de lipideos (25% FL, 15% CE, 5% AGL e 5%
TAG) e 50% de proteinas, sendo principalmente as Apo Al (65%) ¢ AIl (25%), e menores
quantidades de Apo C e E adquiridas de outras lipoproteinas (LDL e VLDL) durante o
metabolismo.  Apresentam-se  como  duas  subclasses  principais: HDL,
(d=1,063-1,125 g/mL) e HDL; (d = 1,125-1,21 g/mL) (MAHLEY ez al., 2002).
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Podem ser originadas de trés fontes metabolicas diferentes: do figado, com a
geragdo de particulas nascentes de HDL comstituidas de um disco contendo FL e Apo Al
do intestino, através da sintese direta de pequenas particulas de HDL contendo Apo Al e
pela hidrélise no plasma de particulas ricas em TAG (como os QM, QMrem e VLDL), que
durante o processo lipolitico liberam os componentes da superficie (Apo Al FL e CL) e
formam a HDL discoidal no plasma (CAMEJO ¢ HURT-CAMEJO, 2000; GARCIA E
OLIVEIRA, 1992; MAHLEY er al., 2002).

A HDL nascente ou a pré-beta HDL, ao entrar em contato com outras
lipoproteinas no plasma e mntersticio (GARCIA e OLIVEIRA, 1992), remove o CL e os FL
dos tecidos extra-hepaticos através de adsor¢fio passiva de COL da membrana celular, por
um gradiente de concentragdo fisico-quimico, ou por transporte facilitado pela protefna
transportadora na superficie celular denominada ABCA1 (KWITEROVICH, 2000; ORAM
e LAWN, 2001). O ABCAL1 ¢ wmna proteina que facilita o transporte de CL e FL das células
para a HDL, e o potencializador desta ligagiio ¢ a Apo Al, que por sua vez, apresenta uma
maior afinidade ao FL e consegiientemente, promove o efluxo deste substrato antes do
efluxo do CL (OKUHIRA et al., 2004; KNIGHT, 2004).

Para manter a alta hidrofobicidade da HDL, o CL obtido € convertido em CE
pela acdo da enzima LCAT, tendo a Apo Al o seu co-fator positivo
(MAHLEY ef al, 2002). Com a forma¢iio de niicleos ricos em CE, as HDL tornam-se
menos densas, maiores e mais esféricas, dando origem as HDL,. Estas particulas possuem
aderidas na superficie a Apo Al ou Apo Al e AIl, podendo também mcorporar Apo E na
sua estrutura (GARCIA e OLIVEIRA, 1992; MAHLEY ef al., 2002).

O CE da fragdc HDL,; € transportado para o ﬁ'gado por duas vias distintas: a via
indireta e a direta. Na via indireta, mediada pela CETP, o CE das HDL; ¢ inicialmente
transferido para QM, QMrem, VLDL e LDL, recebendo em troca os TAG. Esta € a
principal via responsével pelo transporte de CE. Pela via direta, 0 TAG e FL da HDL,
circulante ¢ hidrolisada pela LH, modificando a sua composicic ¢ aumentando 2 massa
protéica, e o CE € transferindo para o figado através de receptores especificos SR-B1
(RIGOTTI er al., 2003).
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A HDL pode também ser internalizada por receptores de HDL inespecificos ¢
posteriormente degradada intracelilarmente (KWITEROVICH, 2000). As HDL; ricas em
TAG, por sua vez, sdo continuamente hidrolisadas por LH, convertendo-as em particulas
mais densas ¢ menores que exercem a fun¢do de aceptoras de CL e reiniciam o ciclo de
captagio do COL no organismo (MAHLEY ef al., 2002; GARCIA E OLIVEIRA, 1992;
PATSCH et al., 1984).

A CETP tem um papel fundamental no transporte reverso de colesterol. Os CL
sdo removidos dos tecidos extra-hepéticos pela HDL e convertidos a CE pela LCAT. Os
CE, armazenados na HDL, sdo transportados para as lipoproteinas ricas em triacilgliceréis
- (LpRTAG) em troca dos TAG para as HDL (GARCIA e OLIVEIRA, 1992). Este processo
leva a uma diminui¢do de colesterol na HDL e aumenta o potencial pré-aterogénico das
particulas de VLDL e LDL. A secregdo de CETP esta diretamente relacionada com o
acimulo intracelular de CE, sugerindo que esta proteina tramsportadora influencia a
manutencdo da homeostase de COL durante a diferenciacfio celular e a sua resposta a um
excesso de COL (YAMASHITA et al., 2001). A deficiéncia de CETP constitui em alguns
estudos um fator de risco negativo para doengas coronarianas e ocasiona vAarias
modificagles na concentragdo, composicfio e fungdes de algumas lipoproteinas, como as
HDL e LDL (RITSCH et al., 1997).

A PLTP ¢ uma outra proteina de transferéncia de lipideos que tem como funcio
promover o transporte de FL das lipoprotemas ricas em TAG para as HDL durante a
liptlise, gerando as pré-beta HDL (LAGROST er al., 1998; YAMASHITA et al, 2001;
LIE et al., 2001).

A Lp(a) ¢ uma lipoproteina produzida pelo figade semelhante 4 da LDL,
contendo a apolipoproteina (a) ligada 4 Apo B100. Esta Apo(a) apresenta uma semelhanca
estrutural com a molécula do plasminogénio tecidual. As concentragdes séricas das Lp(a)
sdo determmadas geneticamente e nfio apresentam influéncias ambientais significativas.
Varios estudos tém sugerido que valores séricos elevados de Lp(a) constituem fator de risco
independente para doenga aterosclerética (KOSCHINSKY e MARCOVINA, 2004).
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LIPEMIA POS-ALIMENTAR

A lipemia pés-alimentar ¢ compreendida por uma série de respostas
metabolicas decorrentes da absorgio de lipideos dietéticos. A duragio deste periodo
depende do balango entre esvaziamento géstrico e remogfio de particulas remanescentes de
origem exdgena, os QMrem, pelo figado (YU e COOPER, 2001). Neste periodo, também
ocorre a presenga de particulas de origem enddgena (VLDL) pela grande quantidade de
TAG disponibilizada pela dieta. Estas lipoprotefnas sio denominadas de LpRTAG.

No jejum, as LpRTAG exégenas e seus remanescentes estio em menor nimero,
nfo excedendo 10% do mimero de particulas de VLDL e sfio responsaveis por 80% do
aumento da trigliceridemia pés-alimentar (COHN et al., 1993). As particulas de LpRTAG
de origem endégena constituem 96-97% das LpRTAG totais no periodo de jejum e 91-96%
no estado pos-alimentar, o que mostra o reduzido nimero de LpRTAG de origem exogena
circulantes (SHARRET er al., 1995; KARPE er al., 1999). As VLDL siio responsaveis por
90% do aumento do COL nas LpRTAG (KARPE er al., 1993).

A formaglio das lipoproteinas pos-alimentares é regulada por diversos
mecanismos metabllicos que determinam a proporgdo de QM, VLDL e seus remanescentes
no organismo. Estes mecanismos podem ser definidos pela competicio por afinidade aos
receptores hepéticos ou pelos sitios ativos da LPL, responsével preferencialmente pela
lipélise de particulas grandes e pela secreciio de insulina. A relagiio de depuragio dos QM e
remanescentes no periodo pés-alimentar pode ser afetada principalmente pelo ntimero
destas particulas no plasma, que por processo de saturacfo, ocasiona a diminuicio da
lipSlise ¢ depuragdo de remanescentes (MARTINS et al., 1996).

Alguns trabalhos caracterizaram sujeitos com mais de um pico de TAG durante
o ?eriodo pos-alimentar, sugerindo que o primeiro pico de TAG seja decorrente de estoques
de QM (de refeicdes anteriores) armazenados nos enterdcitos ou nos vasos finfiticos
intestinais (MATTES, 2002; FIELDING, 1996). ROBINS (1989) propde que o primeiro
pico € resultado da ingestio da dieta oferecida e o segundo, observado na 6 hora, é
explicado pela elevada produgfio de VLDL com a remogiio preferencial dos QM peleos

receptores hepaticos.
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A hipertrigliceridemia de jejum € um fator de risco independente para a DAC.
Este estado envolve véarios mecanismos, como ¢ da agfo direta das LpRTAG na parede
arterial ¢ a sua aclo pro-coagulante, e pode estar acompanhada da obesidade,
hipoalfalipoproteinemia ¢ resisténcia & insulina. Estudos recentes apontam a
hipertrigliceridemia como um fator positivo também para a evolugdo da doenca
aterosclerdtica coronariana (AUSTIN, 1998; MILLER et al., 1998; MALLOY e KANE,
2001; STAVENOW e KJIELLSTROM, 1999) e estd positivamente correlacionada com o
pico da resposta de TAG (RYU et al., 1994). Sujeitos com elevada trigliceridemia de jejum
podem ter exagerada e prolongada lipemia pés-alimentar provocando o actimulo de
LpRTAG no espago subendotelial dos vasos, promovendo o desenvolvimento do processo
aterosclerdtico (GROOT er al., 1991; PROCTOR e MAMO, 1998; WEINTRAUB et al.,
1996).

Como os receptores hepaticos captam as lipoproteinas pbr afinidade a Apo E,
os remanescentes de LpRTAG, QMrem ou VLDLrem apresentam esta apolipoproteina em
sua composicdo como um Unico fator diferencial quantitativo: as VLDL tém mais apo E, o

que determina a sua maior afinidade pelos receptores.

Durante a lipemia pés-alimentar ocorre wm aumento na secregfo hepatica de
particulas grandes de VLDL (HAVEL er al., 1973). O acimulo destas durante o estado
pos-alimentar € determinado pela competigiio existente com o QM pelos sitios ativos da
LPL, respomsdvel pela lipdlise preferencial a dos QM (BRUNZELL e al, 1973;
BIORKEGREN er al., 1996; KARPE ef al., 1993). Isso ocorre porque as particulas maiores
apresentam maiores quantidades de substratos (TAG) para a agfio lipolitica da LPL
(BJORKEGREN et al., 1996). ‘

A secrecio de insulina € um importante fator durante o periodo pés-alimentar e
¢ estimulada pelo estado de hiperglicermia pds-alimentar. Este horménio tem um papel
fundamental no metabolismo de lipideos pela sua fungdo anabdlica em casos de excesso de
glicose plasmética, promovendo a sintese de AGL ¢ TAG no figado, gerando novas
lipoproteinas, € promovendo Lipogénese no tecido adiposo. Também ¢ um estimulador da
atividade da LPL (MARZZOCO ¢ TORRES, 1999). No estado pos-alimentar, a insulina
pode modular as LpRTAG intestinais que coniém Apo B48, sendo que elevadas
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concentragSes deste horménio induzidas pelo tipo de dieta ingerida, aumentam o actimulo
destas particulas no ultimo estagio da fase pés-alimentar (HARBIS ef al., 2001). A
hipertrigliceridemia de jejum e poOs-alimentar, geralmente associadas & resisténcia
insulinica, leva ao aumento da secreciio hepatica de VLDL (CUMMINGS et al., 1995;
KISSEBAH er al.,, 1982), ocasionada pelo aumento dos substratos para a producdo de TAG
¢ diminuic8o da depuragdo de LpRTAG mediada pela LPL (GROOP et al., 1991).

Pela dificuldade de se estudar as LpRTAG, varios métodos foram
desenvolvidos para determiacfio quantitativa dos seus lipideos, dentre os quais destaca-se
a medida de particulas semelhantes aos remanescentes (RLP, remnant-like particle)
~ utilizando anticorpos monoclonais (anti-Apo Al e anti-Apo B) que refletem as
concentragdes de lipideos nas LpRTAG (NAKAJIMA et al., 1993). Pelo método da medida
quantitativa da hidrélise de TAG das LpRTAG pela LPL durante o periodo pés-alimentar,
pode-se observar um aumento na resposta da atividade da LPL e uma correlacio inversa
entre as areas sob a curva de LPL e a de TAG ou COL-RLP (PRUNETA-DELQOCHE et al.,
2004).

LIPEMIA POS-ALIMENTAR E SUA RELACAO COM A ATEROSCLEROSE

A aterosclerose ¢ uma doenga crOnico-degenerativa da parede arterial, de
carater inflamatério, progressiva e silenciosa, que acomete especialmente a rede vascular
miocardica, cerebral e periférica causando altas taxas de morbi-mortalidade na populacio
mundial e brasileira. £ decorrente da deposicio de lipideos na parede arterial apés a
ocorréncia de lesdo endotelial (ROSS, 1999)

O mecanismo de deposicdo dos QMrem nas paredes arteriais é iniciado no
compartimento plasmatico, onde em contato com o endotélio celular, ocorrem alteracdes
desta estrutura promovendo a adesio de monécitos. Em seguida, estas particulas entram no
espago subendotelial através de tramscitose que pode ser dependente da duragio e
magnitude da resposta pés-alimentar. O acimwlo destas LpRTAG ex6genas, junto 2
retenglo de proteoglicanos, induzem a expressio de moléculas de adesfio que estimulam a
entrada de monécitos para dentro da regifio intima da artéria onde serfio diferenciados a

macrofagos. Os macréfagos captam os QMrem e outras lipoproteinas encontradas através
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de receptores endociticos e ativam a esterificacio do COL das particulas pela ativacio da
enzima ACAT, resultando na formacio de células espumosas. Estas células formadas
podem retornar 2 circulagfio onde serfio depuradas ou continuar na intima com a morte do
macréfago, levando ao aumento do volume de placas e a secrecio de agentes oxidantes que
oxidam os lipideos e proteinas destas lipoproteinas. Este processo aumenta a resposta
inflamatoéria e a captacio de lipoproteinas oxidadas via receptores scavengers, levando a
migragéo de cé€lulas do musculo liso da camada média para este compartimento. As células
musculares lisas encontradas na camada média das artérias vo para a intima mediada por
fatores mitogénicos secretados pelos macréfagos. Estas células iniciam a proliferaciio que é
elaborada pela matriz extracelular e pode captar remanescentes similarmente aos

macréfagos levando a formagio de novas células espumosas (HUFF, 2003).

A exagerada Dpemia pés-alimentar estd diretamente ligada a deposicio de
lipoproteinas remanescentes pds-alimentares no espago  subendotelial  arterial
(MAMO et al., 1997) e indiretamente ao aumento da formacfo de particulas de L.DL
pequenas e densas derivadas de VLDL grandes e ricas em TAG (PATSCH, 1992).
CALLOW er al. (2002) verificaram alteragGes na composicio das LDL no periodo
pés-alimentar em dietas com diferentes quantidades e tipos de lipideos. Houve um maior
enriquecimento de COL e TAG nas particulas nas dietas ricas em lipideos quando
comparada a de baixo teor de gordura. LASSEL er al (1999) demonstraram que a absorgio
de lipideos, ao gerar a secre¢fio de QM, pode induzir a HDL a atuar como doadora de CE
para QM mediada pela CETP.

Em 1979, ZILVERSMIT evidenciou que o aumento de LpRTAG no estado
pos-alimentar estaria  positivamente relacionade ao desenvolvimento de doenca
aterosclerdtica. Este achado seria, em parte, explicado por uma remocfio mais lenta de
remanescentes das lipoprotefnas ricas em TAG (QMrem e VLDLrem) no periodo
pos-alimentar, com sua deposicdo na regifio subendotelial das artérias. Tal hipGtese tem
sido explorada intensamente por diversos autores com o intuito de demonstrar a resposta
alimentar de diferentes tipos de dieta em sujeitos com perfis variados, normais ou
patoldgicos, no metabolismo e deposicio nas artérias (ZILVERSMIT, 1995; AUSTIN,
1998; KARPE, 1999; HAVEL, 2000; ROCHE e GIBNEY, 2000; PROCTOR erf al., 2002).
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A aterogenicidade das particulas remanescentes intestinais e hepaticas das
LpRTAG (PATSCH et al., 1992; PHILLIPS ef al., 1993) est4 vinculada a0 seu tamanho e
tempo de residéncia na circulagdo. Os QMrem menores sfo mais susceptiveis & penetragio
arterial e apresentam tempo de circulacio semelhante as VLDL de similar tamanho
(KARPE ef al., 1997). No plasma, a concentragfio de particulas de VLDLrem é 10 vezes
mais alta que a de QM, e na lipemia pos-alimentar ocorre a formagdo de particulas ricas em
TAG contendo principalmente Apo B100, sugerindo um papel menor dos QMrem‘na
aterogénese (KARPE ef al., 1999). Por outro lado, MAMO et al (1997) discordam desta
proposicdo baseada no fato de que a quantidade de COL transportado mos QM é

| proporcional 4 quantidade de COL transportada pelas lipoproteinas que contém Apo B100.

Embora a depuracio retardada dos QMrem esteja certamente associada a
doengas cardiovasculares (SHARRETT ez al., 1995; WEINTRAUB et al., 1996), estudos
clinicos demonstram também o papel das VLDL no desenvolvimento de doengas
artério-coronarianas (PHILLIPS et al , 1993).

Nas lesBes aterosclerdticas humanas sfio encontradas quantidades significativas
de depésito de LpRTAG (RAPP et al., 1994). Estudos experimentais tém demonstrado que
os QMrem sdo rapidamente retidos no espaco subendotelial por mecanismos endociticos
(PROCTOR ¢ MAMO, 1998; PROCTOR et al., 2002), sendo este 10 vezes menor que ada
VLDLrem. Quando corrigido para a concentragio de COL existente na particula de
QMrem, foi verificado que a retencfio deste lipideo na particula ¢ 4 vezes maior quando
comparada a de LDL (PROCTOR et al, 2002), o qual pode ser ocasionado, além do
actmulo preferencialmente de lipoproteinas (ROSS, 1999), de outros produtos come a LDL
oxidada (HEINECKE, 1997). Dados obtidos em nosso laboratério (n3o publicados)
indicam que existe uma intensa resposta de anticorpos anti-LDL oxidada po periode

pds-alimentar.

Estudos em macréfagos utilizando LpRTAG oxidadas mostraram que os CE se
acumulam em maiores quantidades que outros ﬁpideoé (WHITMAN e al., 1997).
Resultados similares também foram obtidos em células de misculo liso quando os QMrem
e LDL foram comparados (YU e MAMO, 1997). Tal fato sugere que a quantidade de COL

pode ser o fator que leva 4 grande aterogenicidade desses remanescentes. A répida lipolise
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dos QMrem também indica que estes sdo grandes contribuintes do transporte de COL

plasmético, podendo ser potenciais causadores do processo aterosclerdtico (HAVEL, 2000).

BJORKEGREN et al. (1997 e 1998) demonstraram que a lipemia pds-alimentar
leva a alteragSes na composi¢io de apolipoproteinas e lipideos das particulas ricas em
TAG. Um aumento no conteudo de TAG, COL ¢ Apo CII foi observado nos QMrem
maiores; entretanto, o conteudo de Apo CII foi significativamente maior e de Apo CI
menor nos QMrem pequenos que nas VLDL pequenas. No periodo pds-alimentar, o
contedo de Apo CIII dos QM muaiores diminui e das VLDL grandes aumenta, tornando

este processo mais aterogénico devido a menor hidrélise dessas particulas pela LPL.

Baixas concentragSes plasméticas de HDL-COL no periodo pos-alimentar
podem ser aterogénicos pelo acumulo de LpRTAG (altas concentragbes de TAG
plasmético) e pela menor eficiéncia do metabolismo de HDL durante o periodo
pos-alimentar (PATSCH er al., 1987). No estado pos-alimentar ocorre um aumento da
atividade da CETP promovendo trocas lipidicas entre QM e HDL, tornando a HDL mais
rica em TAG (HDL,). Esta HDL, ¢ hidrolisada pela acfo da LH, convertendo-a em HDL
menores que sio rapidamente catabolizadas, reduzindo assim a sua concentracio
(PATSCH er al., 1984). Segundo PATSCH er al. (1983), as concentragdes da subfracio

HDL, e a magnitude da lipemia pés-alimentar estfio inversamente relacionados.

Um outro .aspecto mmportante da aterogenicidade da lipemia pds-alimentar € sua
mteracdo com ¢ processc de trombose, no qual elevada concentragiio de LpRTAG tem a
habilidade de ativar o fator VII de coagulagio, o inibidor de ativagio de plasminogénio, ¢
aumentar a adesividade plaquetéria e as moléculas de adesdio de cé.iuias na parede arterial
(ROCHE e GIBNEY, 2000).

Um medidor da les@io aterosclerdtica utilizado na literatura € a espessura da
camada intima-média (EIM) arterial HALUSKA er al (2004), em estudc comparativo
entre grupos com risco para ¢ desenvolvirmento da DAC, com DAC e o grupo de controles
sadios, identificaram que o segundo grupo tem EIM significativamente maior que os outros
dois, e que os preditores para o risco ¢ desenvolvimento da DAC nesse grupo, gquando
comparado com sujeitos normais foram: idade, sexo, tabagismo, EIM, hipercolesterolemia

e hipertensgo.

Introdugiio Geral
57



No estudo de GARIEPY ef al. (1998) foi demonstrado que homens, quando
comparados as mulheres, apresentam significativamente menor HDL-COL e maiores IMC,
pressio arterial, concentiragdes de COL, TAG, glicose plasmatica, FIM de cardtidas e
femorais, e risco de doenga coropariana. Uma correlagfo significativa foi observada entre o
EIM de cardtidas e a idade, indice de massa corporal (IMC), pressdo arterial, COL e glicose

em ambos 08 sex0s, assim como com o fumo nos homens ¢ TAG nas mulheres.

KARPE et al. (1998) demonstraram em homens saudaveis de meia idade uma
melhor correlagio entre EIM e concentragdio de TAG pos-alimentares tardios do que com
concentragdes LpRTAG que contém Apo B48 e Apo B100. Em um outro grupo com
caracteristicas semelbantes, verificou-se que 0 TAG poés-alimentar ¢ um forte determinante
de aterosclerose prematura, independente dos outros fatores de risco como hipertenséio
arterial, tabagismo, hipercolesterolemia e idade, do LDL-COL e principalmente do TAG de
jejum (BOQUIST et al., 1999).

No estudo de Framingham (McNAMARA er al., 2001), foi demonstrado em
um grapo de mulheres que o COL de remanescentes € um fator de risco independente para
doengas do coraglio, enquanto que em homens de meia idade & positivo e independente dos
pardmetros de TAG e LDL-COL plasmaticos (KARPE et al., 2001).

Sujeitos com aterosclerose assintomética, apoOs ingestiio de dieta rica em
gordura, apresentam um numero similar de particulas grandes de QMrem, mas as
concentragdes de TAG sdo duas vezes maiores quando comparados aos sem aterosclerose.
Nos com aterosclerose, tanto as particulas grandes ¢ pequenas de QMrem sdo enriquecidas
com Apo CI po periodo pos-alimentar, entretanto, somente o nimero de moléculas de Apo
CI das particulas menores de QMrem esta positivamente associado com valores de EIM do
grupo patolégico (BJORKEGREN et al., 2002).

RYU et al. (1994) demonstraram que o EIM das cardtidas correlaciona-se
positivamente com a gordura intra-abdominal, o pico da resposta de TAG e ¢ habito de
fumar sendo prognosticada pelos dois {ltimos parimetros. A gordura intra-abdominal ests
fortemente associada ao EIM (R*= 0,64).
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FATORES MODIFICADORES DA LIPEMIA POS-ALIMENTAR

O metabolismo de lipoproteinas no periodo pés-alimentar pode ser influenciado
positiva ou negativamente por diversos fatores: sexo, genéticos, idade, peso corporal, tipo

de dieta e consumo de alcool, exercicio fisico, drogas e algumas patologias.

Sexo

Os homens apresentam maior risco para o desenvolvimento de DAC que as
mulheres (LERNER e KANNEL, 1986; WINGARD et al., 1983), enquanto que no periodo

pos-menopausa, esta defasagem diminui, embora continue a diferenca entre eles.

As mulberes, no estado de jejum, apresentam menores concentragdes
plasmdticas de TAG, LDL-COL e relagdo de COL/HDL-COL e maior relagio de
HDL,-COL/ HDL;-COL quando comparadas aos homens. Este fato pode estar relacionado
a uma maior atividade da LPL e menor da LH observada nas mulheres
(DESPRES er al., 2000; CARR, 2001). Um dos processos fisioldgicos que poderia explicar
a diferenca da atividade da LH entre os sexos est4 relacionado aos hormdnios esteroidais
(TIKKANEN e NIKKILA, 1987) e a distribuigio da gordura corporal que nos homens
enconira-se na regido abdominal e nas mulheres na regifio gliteo-femural
(LEMIEUX ef al., 1993). Outro estudo mostrou que, comparados as mutheres, os homens
apresentam maior indice de gordura infra-abdominal, atividade da LH e ntimero de LDL

pequenas e densas, ¢ menores concentracdes plasmaticas de HDL,-COL.

Por outro lado, SCHAEFER et al. (1982) demonstraram que no jejum, quando
comparadas aos homens, as mulheres apresentam um aumento do HDL-COL do plasma
correspondente 4 fracio HDL,-COL, e um aumento de proteinas, FL ¢ COL ¢ uma
dininuicdo de TAG na composicio da HDL. A HDL-COL estd inversamente
correlacionada com concentragdo de TAG e a alta concentracio de Apo Al deve-se 2
elevada sintese desta proteina que tem tempo de residéncia curto no plasma. Entretanto, nos
homens foi observada uma correlagiio inversa da HDL com as concentragBes de VLDL ¢

maiores concentracdes de VLDL-COL.
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Um estudo caracterizando diferencas entre os sexos no jejum revelou que as
mutheres, independentemente do estado de menopausa, apresentam tamanho de HDL e
concentragdes de Lp:Al maiores do que os homens, sendo a Lp:Al um fator determinante
da Apo Al, da concentragdes de HDL-COL e do tamanho de HDL, os quais podem estar
sendo influenciados pelo efeito do estrogénio circulante na mulher (LI, 1996), fator este
que diminui a atividade da LH (GRANFONE et al., 1992).

Uma metandlise feita a partir de estudos prospectivos baseados em 17
populacdes distintas demonstrou que a elevada concentracdo de TAG plasmatico estd
relacionada com um aumento do risco de doengas cardiovasculares, sendo que 0 acréscimo
de 90 mg/dl. de TAG plasmético aumenta o risco de doengas cardiovasculares em 32% nos
homens e em 76% nas mulheres (HOKANSON e AUSTIN, 1996).

O tecido adiposo visceral, mais resistente & insulina do que o subcutéineo e mais
abundante no homem, ¢ um importante fator que contribui para a deficiéncia da depuragio
de gordura pds-alimentar observada em homens comparados com mulheres. Pode ocorrer
prejuizo do metabolismo de AGL e TAG, por aumento da lipdlise visceral e reducio do
estoque de lipideos no tecido adiposo subcutineo, aumentando a lipemia pés-alimentar
(SEIDA et al., 2002). A resposta lipolitica pds-alimentar mostrou-se significativamente
diferente entre os sexos, com uma maior liberagdio de AGL no sexo masculino do que no
feminino (JENSEN, 1995). A gordura intra-abdominal é 30 ¢cm? maior em homens do que
em mulheres, embora as mulheres apresentem maior porcentagem de gordura corporal,
massa de gordura corporal, concentragSes plasmaticas de HDL-COL e relagdo LDL/Apo B
de LDL, e por outro lado, menor peso, altura, gordura abdominal visceral, concentraces
plasmaticas de COL, LDL-COL ¢ insulina de jejum que os homens
(WELTMAN et ai., 2003).

ROMANSKI er al. (2000), através do uso de dieta com tragos de AG radioativo
e biopsia do tecido adiposo, verificaram uma diferenga entre 0s sexos no metabolismo do
tecido adiposo no estado pos-alimentar, onde as mulheres armazenam maior quantidade de

gordura dietética no tecido adiposo subcutinec do que os homens.
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Num estudo comparativo com analise do musculo esquelético de homens e
mulheres no periodo pés-alimentar, verificou-se que as mulheres apresentam maior
contribuicho deste musculo na depuragfio dos lipideos pos-alimentares por reterem
quantidades maiores de lipideos no misculo quando comparadas aos homens, ¢ assim
acabam gerando menos TAG circulantes (HORTON et al., 2002).

Diferéngas entre os sexos também sfo verificadas no tamanho das LDL. As
multheres apresentam maior difmetro e menor densidade desta ﬁpoprotel’na.
LEMIEUX et al. (2002) determinaram que a diferenga do tamanho da LDL entre os sexos
ndo pode ser explicada somente pelo estado de dislipidemia com aito nivel dé TAG e baixo
de HDL-COL, e a obesidade visceral mais freqlientemente encontrada nos homens sugere a

ocorréncia de outros fatores associados.

Fatores genéticos

Interferéncias genéticas na resposta lipémica tém sido bem documentadas na
literatura. O genétipo de Apo E pode influenciar diferentemente o perfil lipidico da resposta
pos-alimentar, e consequentemente, propiciar o desenvolvimente da DAC. No plasma,
podem ser encontrados diferentes isoformas de Apo E, formado pelos fendtipos E2, E3 ou
E4, que determinam seis diferentes genotipos: E2/2, E3/2, E4/2, E3/3, E4/3 ¢ E4/4. 0 alelo
E3 é o mais comum nos humanos, o alelo E2 e E4 estio associados, respectivamente, com
baixos e altas concentragBes plasmaticas de COL e LDL-COL (FRIKKE-SCHMIDT, 2000;
KOLOVOU et al., 2003).

O polimorfismo de Apo E pode explicar enﬁ parte a variabilidade do TAG em
adultos. A trigliceridemia pés-alimentar em sujeitos que possuem o alelo E2 € maior e
naqueles com isoforma E4 € menor, enquanto que no homozigoto E3/E3 foi verificado um
aumento da resposta pos-alimentar mais tardia ou extensa, independente do TAG de jejum.
As concentragdes plasméaticas de LPRTAG contendo Apo B48 ¢ Apo B100 pds-alimentares
estdio aumentadas na presenca do alelo E4 (DALLONGEVILLE ef al., 1999).
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A variabilidade genética do gene da apolipoproteina E pode aumentar a
absorcdo e a resposta lipémica pés-alimentar do COL, pela sua maior afinidade aos
receptores (BJORKEGREN er al., 1998; NIKKILA ef al., 1994). A resposta a ingestéo de
dietas ricas em gordura sobre os parAmetros de TAG e conteidos hpidicos e
apolipoproteicos de lipoproteinas ricas em TAG plasméticas foi mais prolongada nos
portadores de alelos E2 e E4 quando comparados ao E3 (BERGERON e HAVEL, 1996;
DALLONGEVILLE er al., 1999). A influéncia dos diferentes alelos de Apo E na
depuragio dos QMrem em sujeitos normolipidémicos mostrou que o alelo E2/2 tende a ter
maior area sob a curva de QMrem com retardo na depuracfio destas particulas, ¢ ndo estdo
relacionadas aos valores de jejum (ORTH er al., 1996). O gendtipo E2 promove a formagio
de LDL de didmetros menores no jejum e os E4 (E2/4, E3/4 e E4/4) apresentam HDL
menores tanto nos periodos de jejum e poés-alimentar, € com concentragdes séricas
diminuidas de TAG quando comparados ao E3 (DART ¢ COOPER, 1999).

A trigliceridemia de jejum, pés-alimentar, a AUC ¢ o pico de TAG em adultos
jovens normais tém-se mostrado maiores para o alelo E2 que para os E3/3, mas quando
ajustados pelo estado de jejum, esta diferenca € encontrada somente na 6* hora apos
ingestdio de dieta rica em gordura. Os sujeitos portadores do alelo E4 mantiveram a resposta
de TAG entre os de E2 e E3, caracterizando nestes tltimos uma deficiéncia na depuragio
do TAG plasmatico (DALLONGEVILLE er al., 1999). TANAKA et al (1998) também
demonstraram nos portadores do genétipo E3/4 que as concentracdes de COL ¢ TAG de
remanescentes estdo mais elevadas nos estados de jejum e pos-alimentar, apresentando uma
correlacdo significativa entre este gendtipo e a concentracio de lipideos nos RLP
pos-alimentares. J& na hiperlipernia familiar combinada, hd o predominio dos alelos E3/3 ¢
E3/4, sendo que o ultimo demonstra maiores concentragdes de TAG plasmatico de jejum, e

consequentemente no periodo pos-alimentar (REIBER et al., 2003).

Quanto aos polimorfismos do gene da lipoproteina lipase HindIIl ¢ Pvull, foi
demonstrada uma associaciio do alelo HindIII positive (H+) e/ou do gendtipo bomozigoto
H+H+ com elevadas concentraces plasmaticas de TAG e baixos de HDL-COL no periodo
pbs-alimentar (AHN ez al., 1993; VOHL ez al., 1995), enquanto que a presenga de Pvull
(P+) tem se correlacionado com elevado TAG sérico basal.
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REIBER ef al. (2003) determinaram os efeitos dos polimorfismos HindIII e
Pvull do gene da LPL sobre a trigliceridemia de jejum e pés-alimentar de sujeitos
normolipidémicos ¢ dislipidémicos com hiperlipemia familiar combinada. Foi verificado
que os gen6tipos HindIIl nfo tem relago com o TAG de jejum, mas apresentam uma
diferenca significativamente maior na 6* hora no tipo H+/H+ quando comparado ac H-/H- e
H+/H- de normolipidémicos. Para o polimorfismo Pvull ndo foi mostrado nenhum efeito
dos diferentes gendtipos no periodo pés-alimentar em ambos 0s grupos, normolipidémicos

¢ dislipidémicos.

Mutages no geme de apolipoproteinas também influenciam a resposta
p6s-prandial. Uma mutagdio na regidio promotora do gene a apolipoproteina Al, onde ocorre
a subtitui¢io G—>A, pode afetar negativamente a lipemia pés-alimentar de sujeitos com o
gendtipo G/G, com a redugdo das concentragdes de COL, LDL-COL e Apo B, mas néo nos
portadores do alelo G/A (MARIN er al, 2002). O alelo G/A apresenta maior resposta
pos-alimentar de particulas de LpRTAG grandes do que os G/G. Na mutagiio no gene da
Apo AIV (Thr347Ser), a presenca do alelo heterozigoto 347Ser reduz a magnitude da
lipemia pés~éﬁmentar e aumentar as concentragdes plasmaticas de LDL-COL. Isso decorre
da maior produgiio de Apo AIV que sfo transportados pelo QM, resultando em maior
hidrolise e depuragiio hepatica destas particulas, e elevagdo de particulas de LDL-COL na
circulagiio. Este aumento também ¢ proporcionado pela elevada produgéo de VLDL
precursoras de LDL (OSTOS er al., 1998). Por outro lado, no polimorfismo (3360H do
gene da Apo AIV, os portadores do alelo heterozigoto (gendtipo 1/2) podem desenvolver
uma deficiéncia na depuragiio das lipoproteinas ricas em TAG, podendo ser um fator
positivo de risco para o desenvolvimento de  lesbes ateroscleréticas

(HOCKEY et al., 2001), fato esse que ndo ocorre em homozigotos {gendtipo 1/1).

Idade

Na infancia, os perfis de COL, TAG, LDL-COL e HDL-COL sio semelhantes
entre 0s sexos. Ap6s a puberdade, as concentragdes de HDL-COL diminuem no sexo

masculine (cerca de 20%) com relagio ao feminino por agdo androgénica, porém oCorre um
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aumento de TAG, LDL-COL e Apo B100 em ambos os sexos, os quais continuam na vida
adulta até os 55 anos, com exceglio de TAG. Na mullher sem terapia de reposicéo
bormonal, apés 55 anos ocorrem aumentos de LDL-COL, Apo B100. A trigliceridemia

aumenta com a idade nas mulheres € mantém-se estavel no homem (BROWN et ai., 1993).

A idade esta significativa e positivamente correlacionada com o aumento da
resposta trigliceridémica pés-alimentar em sujeitos de mais idade quando comparados aos
mais jovens (COHN et al., 1988).

No periodo de jejum, MILLAR et al. (1995) mostraram wma associagido
positiva da idade com a elevada produgio e concentragio de VLDL plasmitica e de
aumento do tempo de residéncia de particulas de LDL. Tais alteracdes podem ser derivadas
das modificagBes da composicdio corporal conforme a idade (RYU, ef al., 1994), nas quais
o aumento do tecido adiposo libera para a circulagdo maiores quantidades de AGL
proporcionando maior sintese de TAG no figado e resultando em maior produgdo de
VLDL. Este processo leva a um controle regulatério dificultando a conversdo de IDL para

LDL com diminuicZo da atividade dos receptores de LDL hepaticos.

Peso corporal

Uma relago linear € observada entre IMC e TAG (DENKE er al, 1993).
Recentemente, foi demonstrado que sujeitos com elevado depésito de gordura visceral
apresentam valores aumentados no plasma de insulina de jejum, VLDL-COL, TAG,
VLDL-TAG, LDL-TAG, Apo B, VLDL-Apo B, relagio COL/HDL-COL, LDL/HDL e
Apo B/Apo Al, e diminuigdo de HDL-COL, HDL-COL2 e relagio LDL/Apo B de LDL
(WELTMAN er al., 2003).

A gordura intra-abdominal em sujeitos de meia idade correlaciona-se
negativamente com concentragBes de HDL-COL e positivamente com idade, sexo
masculino, IMC, dieta rica em gordura, TAG basal e pico da resposta de TAG e insulina
(RYU ef al., 1994). Por outro lado, JANSSEN ef al. (2002) demonsiraram que o IMC e
circunferéncia de cinfura contribuem independentemente para prognosticar gordura

corporal total, abdominal ¢ visceral e deve ser obtido como mais uma varidvel de risco.

Imtroducds Geral
64



Tipo da dieta e consumo de dlcool

Estudos em humanos com diferentes tipos de dietas compostas de variados
AGL mostram significativas influéncias sobre a sintese, secreciio, composi¢io ¢ tamanho
das particulas intestinais de lpoproteinas ricas em TAG. Os tipos de dieta oferecidos
podem ser identificados como um fator limitante da resposta pés-alimentar.

Comparando-se uma dieta rica em gordura (40% da energia total) a uma dieta
padronizada pelo National Cholesterol Education Program (NCEP) fase 1II
(COL dietético < 200mg, 55% de energia total da dieta provindo dos carboidratos, 15% das

'protez’nas e menos que 7% de lipideos saturados) ingeridas no periodo de um més por
sujeitos normolipidémicos que se submeteram a um teste de tolerdncia oral & gordura, foi
~ constatado que ndio h4 diferencas na trigliceridemia de jejum entre as duas dietas, mas na
resposta pos-alimentar, cuja trigliceridemia foi menor com a dieta NCEP que com a dieta
rica em gordura (MILLER et al., 1998).

THOMSEN ef al. (1999) demonstraram que dietas ricas em MUFA
(6leo de oliva) induzem a concentragdes de TAG plasmatico pos-alimentares menores
quando comparados com ingestdo de SAT (manteiga). Entretanto, outros autores obtiveram
resultados diferentes, com menor lipemia pds-alimentar para dietas mistas com gorduras
saturadas (manteiga) ¢ maiores para dietas com MUFA (6leo de oliva) .e PUFA
(6leo de girassol) (MEKKI et al., 2002).

Utilizando diferentes tipos de dietas, THOLSTRUP ef al. (2001} observaram
que a composi¢io do AGL (comprimento da cadeia e grau de saturagdo) parece afetar a
extensiio ¢ duragio da lipemia, ¢ também indiretamente a produgo de VLDL. Dietas ricas
em AG insaturados aumentam as concentragdes de Apo AIV em homens e¢ mulheres
quando comparados a dietas ricas em SAT. Sugere-se que a expresséo ¢ sintese aumentada
de Apo AIV pode ser decorrente pelo efeito direto das gorduras insaturadas sobre as células
intestinais (KRATZ et al., 2003).

O é&lcool gera um aumento na lipemia pos-alimentar em sujeitos sadios
independentemente do nivel de treinamento fisice do individuo ou do tipo de alimentagio
que & oferecida (SUTER et al., 2001; TASKINEN ef al., 1987). O efeito do alcool na
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lipemia pos-alimentar pode estar sendo ajustado por diversos fatores, como pela supressdo
da oxidagfio lipidica (SUTER et al, 1992) e uma maior disponibilidade de lipideos que
competem pela LPL. O efeito agudo do alcool pode levar & supressdo da atividade da LPL
extra-hepdtica, diminuindo assim a depuragfio do TAG sérico (SCHNEIDER er dl., 1985).

Recentemente foi proposto que o consumo de alcool moderado pode ser um
fator protetor contra a DAC, por ocasionar um aumento no fluxo de LpRTAG pés-prandiais
e a remogio hepatica das LpRTAG pos-alimentar apos remodelagdo das lipoproteinas pela
acdo da LCAT e CETP, favorecendo assim o transporte reverso de colesterol em humanos
(CHUNG et al., 2003).

Exercicio fisico

Viarios estudos relacionando tipos de treinamentos, dietas e diferencas entre
sexos na lipemia pés-alimentar mostram uma diminuiclio do efeito da dieta nos lipideos
sanguineos circulantes com o exercicio (GILL e HARDMAN, 2000; HARDMAN ez dal.,
1998; HERD et al., 2000, PETITT ef al., 2003). Numa metanalise envolvendo 29 estudos
sobre o efeito do exercicio prévic a uma dieta rica em gordura, PETTIT ¢ CURETON
(2003) observaram que a redugdo dos TAG no periodo pos-alimentar nfo sofria influéncia
do sexo, idade, tipo de dieta ingerida, intensidade e duragiio do exercicio, ou hora do
exercicio na resposta pos-alimentar. Somente uma variagio pegativa e significativa foi
observada quanto ac efeito do exercicio sobre a lipemia em mulheres exercitadas dentro de

24 h da ingestdo da dieta e para exercicio prévio com mais de 24 h da ingestfo da dieta.

No ATTICA Study, um estudo populacional realizado na Grécia para avaliar o
estado nutricional de 1376 homens e 1396 mulheres saudaveis divididos pela intensidade de
atividade fisica didria que praticavam, foi demonstrado que as mulheres eram fisicamente
menos ativas ¢ apresentavam maiores concentracbes de HDL-COL e Apo Al do que os
homens (SKOUMAS ef al., 2003).

Em mulheres pos-menopausadas que praticavam exercicio fisico, GILL e
HARDMAN (2000) verificaram menores concentracGes de AG no periodo de jejum e
pos-alimentar e uma redugdio de 20% da lipemia pos-alimentar quando comparado ao grupo
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controle. Entretanto, a lipemia pés-alimentar pode ser atenuada apés 1h de exercicio fisico
de intensidade moderada, e esse efeito ndo se deve a alteraghio da atividade LPL
(KATSANOS et al., 2004).

Drogas e Patologias

Drogas como estatinas ¢ fibratos s@o potentes inibidores da lipemia
pés-alimentar, reduzindo assim o risco de DAC (WILMINK ef al., 2001; KARPE, 2002).
As estatinas levam a uma modesta diminui¢io do TAG plasmatico e tem como agio regular
os receptores de LDL que promovem a deple¢io do COL intracelular por inibicdo da
enzima HMG-CoA redutase. Estudos com estatinas demostraram que o nimero aumentado
de receptores de LDL aumenta a remoc¢fo das lipoproteinas ricas em TAG remanescentes
no estado pos-alimentar. Também tem sido demonstrada uma inibi¢io da sintese de VLDL
(KARPE, 2002; SPOSITO et al., 2003).

A principal atuagdo dos fibratos no metabolismo de lipideos € sobre as
concentracbes séricas de TAG, reduzidas pela inativagdo do receptor nuclear PPAR
{Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) alfa, aumentando tanto a atividade de LPL
guanto a oxidagdo dos AGL no figado. A agfo do fibrato em inibir PPAR alfa ¢ ainda maior
no estado pos-alimentar (KARPE, 2002; SPOSITO et al., 2001).

Os estrogénios proporcionam efeitos favordveis sobre a lipemia pés-alimentar.
A concentraciio pds-alimentar de remanescentes de QM em mulheres normolipidémicas €
um fator de alto risco para a doenga aterosclerdtica coronariana. A terapia de reposicdo
hormonal com 17 beta-estradiol promove um aumento na depuragio de QMrem em 41% ¢
atenua a redugdo pés-alimentar do HDL-COL em 66%, ¢ que pode gerar, em parte, uma
maior protecdo cardiovascular (WESTERVELD, 1998).

O beneficio dos hormdnios sexuais femininos no perfil lipidico de jejum ¢ pos-
alimentar, com a reducio das concentragdes de LDL-COL e aumento da depuracio dos
QMrem também foi confirmado em mulheres pos-menopausadas com terapia de reposicho
hormonal por trés meses (WEINTRAUB ef al., 1999).
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Dislipidemias como dislipobetapoproteinemia tipo III, hipercolesterolemia ou
hiperlipidemia familiar, sindrome plurimetabdlica, obesidade e diabete melito ou
resisténcia & insulina estdo relacionadas diretamente com o prejuizo no metabolismo
pds-alimentar pela menor remocfio das particulas ricas em TAG e rmisco prematuro no
desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas (ABBASI et al., 1999; CABEZAS et al., 1994,
MAMO et al., 1998).

Os fatores de risco de DAC na cobesidade estfio associados com diversos
disturbios metabolicos, como hipertensfio arterial, insulino resisténcia e dislipidemias, os
quais apresentam redugfio de HDL-COL e aumento do nimero de LDL pequenas e densas e
das concentragdes de TAG (REAVEN e CHEN, 1988; DESPRES et al., 1996; DESPRES,
2001), relacionando a obesidade com o aumento da hipertrigliceridemia pos-alimentar
(LEWIS et al., 1990).

Em sujeitos obesos, foi demonstrado que uma moderada perda de peso ¢
positiva para o aumento da sensibilidade insulinica e a ligagio com o receptor LDL em
¢élulas mononucleadas, decorrente da presenca diminuida de QM circulantes nos periodos
de jejum e pos-alimentar (JAMES ez al., 2003).

Num estudo onde se determinou a trigliceridemia didria de diabéticos (tipo 2),
de obesos ndo-diabéticos e de normais (magros), foi demostrado que a trigliceridemia
estava similarmente aumentada nos 2 primeiros grupos quando comparado ao terceiro, €
que o TAG de jejum e a obesidade central sfio determinantes da trigliceridemia
independentemente do tipo de diabetes (VAN WLIK et al., 2003).

Em estudos metabdlicos, os diabéticos do tipo 2 tém sido caracterizados por
uma elevacio das concentracSes séricas de TAG e dinunui¢iio de HDL-COL no estado de
jejum {ERKELENS, 2001; MEIGS et al., 1997, REAVEN e CHEN, 1988), ¢ por uma
hiperlipemia pds-alimentar quando comparado a sujeitos saudéveis (DE MAN et l., 1996).

Em portadores de resisténcia insulinica, quando comparados com sujeitos
normais com similar IMC, ocorre concentracfes séricas duas vezes maiores de TAG e COL

de RLP no periodo de jejum e pés-alimentar. Além disso, em todos os sujeitos foi
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verificada uma correlagcio positiva entre as concentragdes de HOMA-R ¢ a resposta
pos-alimentar do COL de RLP (FUNADA et al., 2004). MASUMI et al. {2000) mostrou
que a relagio entre hiperinsulinemia ¢ resposta de RLP em diabéticos do tipo 2 ap6s dieta
rica em gordura ¢ significativamente maior nos hiperinsulinémicos comparados com 0s

normais.

Na resisténeia insulinica hd um aumento do fluxo de AGL para o figado devido
a ativacdio da lipase horménio sensivel do tecido adiposo (SWISLOCKI ef al., 1987). Esta
grande quantidade de substrato no figado leva a uma sintese exagerada de particulas de
VLDL ricas em TAG que, ao entrarem na circulagio, competem com o TAG dietético por
algum mecanismo de depuragio promovendo um hiperlipemia pos-alimentar exagerada e
prolongada (LEWIS, 1995).

{mroducde Geral
69



B ——————eesssssssn S S TTFICATIVA

7I



A aterosclerose € a principal causa de morbi-mortalidade em nosso pais.

A compreensdo ampla dos processos que ocorrem no organismo durante o
periodo pos-alimentar justifica-se como de extrema relevéncia para a satde humana, pois
neste periodo vérios compostos com cardter pro-aterogénico podem ser mais ou menos
produzidos & aumentar sua concentracfio no plasma. Além disso, porque se trata de um

estado fisiologico no qual o individuo permanece a maior parte do tempo no ciclo de 24

horas.
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TRABALHO CIENTIFICO 1

Descrever e quantificar as respostas pos-alimentares de triacilglicerois, apds
uma refeicio rica em gordura, em individuos adultos, correlacionando-as a marcadores
clinico-laboratoriais da doenca aterosclerdtica, espessura da camada intima meédia das
artérias cardtidas e anticorpos anti-1LDL oxidada, ¢ marcadores metabodlicos, proteina de

transferéncia de colesteril-éster, lipases, insulina e acidos graxos livres.

TRABALHO CIENTIFICO 2

1. Quantificar as diferencas entre 0s sexos nas respostas pds-alimentares de
lipideos e lipoproteinas, apés uma refei¢fio rica em gordura, em individuos
adultos.

2. Associar as diferencas entre os sexos a fatores bioguimicos séricos, da
proteina de transferéncia de colesteril-éster, proteina de transferéncia de
fosfolipides, lipases, insulina, dcidos graxos livres, fosfolipides, ésteres de
colesterol, colesterol livre e lipoproteina (a); fatores antropométricos € a
marcadores clinico-laboratoriais da doenga aterosclerdtica, espessura da

camada fntima média das artérias carétidas e anticorpos anti-LDL oxidada.

Dbjetives Espectfivos
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CASUISTICA

Foram selecionados 60 sujeitos entre 100 convocados, oriundos de diversos
setores da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e da regifio urbana da cidade
de Campinas, estado de Sio Paulo, com idades entre 18 e 45 anos. Estes 31 homens (H) e
29 mulheres (M), foram examinados clinicamente através de métodos convencionais de
peso, altura, circunferéncia de cintura e pressio arterial e pareados quanto ao género, IMC,
circunferéncia de cintura, pressio arterial, dieta e pratica de atividade fisica. Todos os
sujeitos tiveram sua pressdo arterial medida indiretamente através da artéria braquial
mantendo iguais procedimentos de posi¢do e tempo determinados. As concentragdes de
lipideos e de lipoproteinas plasméticas apresentavam-se dentro dos pardmetros
recomendados pelo CONSENSO BRASILEIRO DE DISLIPIDEMIAS (2001) para sujeitos
sem fatores de risco para DAC (colesterol £ 240 mg/dL, triacilglicerdis < 150 mg/dL e
LDL-COL < 130 mg/dL).

A triagem clinico-laboratorial dos convocados ocorreu durante uma visita ao
Hospital das Clinicas (HC) da UNICAMP. Utilizou-se nesta fase as seguintes dosagens
laboratoriais no plasma ou soro, apds jejum de 12 horas: glicose, hormdnio
tireo-estimulante (TSH), tiroxina livre (T4L), aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama glitamiltransferase (GGT), uréia e
creatinina. Foram exclhuidos os sujeitos com IMC fora dos limites entre 18 ¢ 26 kg/mz, 0s
tabagistas, etilistas ou usudrios de qualquer tipo de medicamento que pudesse interferir no
metabolismo de lipideos € também os portadores de doencas endécrinas, neurolégicas,

hepdticas e renais.

Todos os exames clinicos, os testes e as coletas de sangue foram realizados nas
dependéncias do ambulatério de Dislipidemias do Hospital das Clinicas da UNICAMP, no
Setor de Coleta da Divisio de Patologia Clinica ¢ em salas de procedimentos experimentais
do HC.

Nzo houve intercorréncias clinicas ou desisténcias das adesdes pelos

participantes durante todos os procedimentos realizados.
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Os selecionados foram convocados para outras duas visitas ac HC e uma quarta
visita & Clinica de Ultrasonografia Imagem Diagnéstica, em Campinas, para a completa
realizacfio do protocolo conforme o figura 1.

Durante o exame clinico, os sujeitos responderam a um questionario individual
sobre seus antecedentes de saude pessoais e familiares (anexo 1). Apéds o esclarecimento
dos objetivos e transtornos dos procedimentos inerentes ao estudo, os selecionados
assinaram o termo de consentimento livre e de esclarecimento (anexo 2), aprovado pelo
Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médica da UNICAMP
(protocolo n° 238/2003).
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_ TRIAGEM
CLINICO-LABORATORIAL
DOS CONVOCADOS *

SUJEITOS
SELECIONADOS

COLETAS DE

SANGUE NC

PERIODO DE
JEJUM

COLETAS DE SANGUE NO

PERIODO DE JEJUM

TESTE ORAL DE

TOLERANCIA A
GORDURA #

TESTE DE
LIPOLISE **

COLETAS DE SANGUE
NO PERIODO POS-

ALIMENTAR

ULTRASSONOGRAFI
ADE CAROTIDAS *##

ANALISES LABORATORIAIS:

Colesterol total (COL} *
Colesterol livre e esterificado®

Apolipoproteina A-l *
Apolipoproteina B-100 *
Acidos graxos fivres *
Fosfolipides *

Glicose **
Insulina ***
Atividades de CETP *=, PLTP, LPL, LH ™
Anticorpos anti-LDL oxidada *~*
Genotipagem de APOE ™

Triacilgliceréis (TAG} * HDL-COL =

HDL-colesterol * ggts-%?é :
i* 2
L.DL-colestero HDL.TAG =

COL ¢ TAG de LpRTAG (densidade <1,006g/ml.} *

Coletas de sangue: * todos os tempos; ** jejum; *** jejum e 4 h apos a refeicio

Visitas: * primeira, * segunda, ** terceira ¢ ** quarta.

Figura 1 - Protocolo experimental
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TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GORDURA

O teste oral de tolerfincia & gordura foi iniciado por pungio venosa apos 12
horas de jejum, seguido da ingestfio de uma refeicfo liquida preparada com leite em pd
NAN® isento de lactose (Nestlé, Sdo Paulo, SP) e 4gua na propor¢do de 1:2 totalizando em
média um volume de 600 ml de milkshake, de sabor escolhido pelo voluntirio
(natural, baunilba ou morango). '

A composiglo basica do leite por 100g era: 12,6 g de proteinas; 56,8 g de
carboidratos; 25 g de gordura (sendo 4 g de 4cido linoleico e 510 mg de 4cido linolénico) e

2,6 g de sais minerais.

A cada voluntdrio foram administrados 40 g de gordura/m® de superficie
corporal. A refeicdo foi ingerida em cerca de 10-15 minutos. Coletas seriadas de sangue
foram efetuadas na 2°, 4%, 6* e 8° horas ap6s a refei¢io, permanecendo os participantes em

repouso relativo durante todo o periodo do teste.

O Quadro 2 abaixo indica o valor caldrico e a composigdo em nutrientes da
refeicdo administrada aos participantes comparados aos de uma dieta padrfio ocidental para
homens ¢ mulberes. Observa-se que a refeicdio continha, em relagio as recomendaces
didrias para cada sexo, cerca da metade das calorias, € no minimo a metade em carboidratos

¢ lipideos por dia.
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Quadro 2 ~ Composigio calorica e quimica da refeicio administrada e da dieta ocidental
recomendada para homens ou mulheres adultos de acordo com o

Recomendation Dietary Allowances (RDA), 1989.

Refeiciio Dieta Refeigido Dieta
Valor calérice total e massa de Mulher * (266 ocidental Homem ** ocidental
nutrientes g leite) Mulher * {296 g leite) Homem**
{por dia) - (por dia)
VALOR CALORICO TOTAL (Kcal) 1333 2200 1489 2900
CARBOIDRATOS (g) 151 248-275 168 326-363
PROTEINAS (g) 33 55-138 37 73-181
LIPIDEOS (g) 66 73-98 74 97-129
AG MONOINSATURADOS (g) 23 30-37 26 39-49
AG POLINSATURADOS (g) 13 15-21 14 20-27
AG SATURADOS (g) 26 29-38 29 38-50

* Mulher adulta com 20 anos, 60 Kg pesc corporal, 1,65 m de altura, 1,66 m* superficie corporal;
**Homem adulto com 20 anos, 70 Kg peso corporal, 1,75 m de altura, 1,85 m? superficie corporal.

AG = acidos graxos.

TESTE DE LIPOLISE

Numa terceira visita, com intervalo entre 2 e 9 dias apos o teste oral de
tolerncia & gordura, os participantes foram submetidos a uma coleta de sangue ap6s jejum
de 12 horas, e em seguida administrou-se endovenosamente heparina
(Liquemine®, Roche, Séo Paulo, SP) na dose de 100 Ul/kg de peso corporal. Apos 15

minutos, ¢ sangue foi colhido para a determinagio das atividades das enzimas lipoproteina

lipase ¢ fipase hepatica no plasma.
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ULTRASONOGRAFIA DOPPLER DAS ARTERIAS CAROTIDAS

Os sujeitos foram encaminhados & ultrasonografia doppler das carétidas no
maximo 15 dias apds a realizacdo do teste oral de tolerincia 4 gordura. Para a medida do
espessamento da EIM das artérias carodtidas, os sujeitos foram examinados em dectbito
dorsal com a cabeca elevada em cerca de 20 graus € com rotagéio de cerca de 45 graus.
Empregou-se a ultrasonografia doppler realizada em aparethos ATL HDI 1500 e 3500
Ultrasound System (Advanced Tecnology Laboratories Ultrasound, Bothell, EUA), e Logic
400 (General Electric Healthcare, Milwaukee, EUA), com transdutores lineares de 6-9
MHz. O protocolo, em todos os casos, foi realizado pelo mesmo médico ultrasonografista e
consisttu de varias medidas longitudinais de segmentos das artérias cardtidas comuns
direita e esquerda, de acordo com a literatura (SIMONS et al., 1999; CARALLO et al,
1999; ESPELAND ez al., 1999). Os resultados foram expressos como média aritmética das
espessuras em milimetros das cardtidas direita e esquerda.

ANALISES BIOQUIMICAS

As andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Lipides do Nucleo
de Medicina Experimental, no Servigo de Bioquimica do HC-UNICAMP e no Laboratério
de Lipides da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

As amostras de plasma, quando nfo foram processadas imediatamente apds a

coleta, foram armazenadas a -80°C.

As dosagens de glicose, AST, ALT, FA, GGT, wéia ¢ creatinina foram
realizadas por meétodos enzimatico-coloriméiricos em equipamento de automagfo
Boehringer Mannheim Hitachi 917/Roche, e os horménios TSH e T4L de jejum por
método eletroquimioluminescente em Elexsys 2010 da Roche (Basiléia, Suiga), utilizando
reagentes comerciais da Roche (Mainheinn, Alemanha). A insulina foi dosada por método
imunométrico em equipamento Immulite/DPC/MedL AB (Los Angeles, EUA).
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As lipoproteinas ricas em triacilgliceréis, com densidade menor que 1,006
g/ml., foram isoladas por ultracentrifugagdio seqiiencial (HAVEL et al., 1955) a 40.000 rpm
por 16h e a 4°C em ultracentrifuga modelo L5-75B da Beckman (Beckman Instruments,
Palo Alto, EUA), utilizando os rotores 75Ti ou 90T

As dosagens de COL e de TG no soro, nas subfragdes de lipoproteinas e nas
LpTAG foram realizadas por método enzimatico-colorimétricos em sistema de automacdo
Boehringer Mannheim Hitachi 917-Roche (Basiléia, Suiga) utilizando reagentes comerciais
da Roche (Mainheinn, Alemanha). O colesterol das frages de LDL (RIFAI ef al., 1992) e
HDL (NAUCK er al., 1997) foram obtidos por método enzimatico homogéneo direto e de
VLDL foi estimado como sendo 1/5 da trigliceridemia em todos os tempos
(FRIEDEWALD eral., 1972).

As sub-fragbes de HDL (HDL, e HDL;) foram obtidas por
microultracentrifugacio seqitencial do sobrenadante em microultracentrifuiga modelo
Airfuge/75B da Beckman (Beckman Instruments, Palo Alto, EUA), aps a precipitagdo de
lipoproteinas contendo apolipoproteina B100 com sulfato de dextrana.

As apolipoproteinas {(Apo Al e Apo B100), e a lipoproteina (a) foram
apalisadas por nefelometria através de reagfio imunoquimica em aparetho BNII/Marburg
{Alemanha), utilizando reagentes Dade-Behring®.

Os 4cidos graxos livres, os fosfolipides e colesterol livre foram analisados por
métodos  enzimatico-colorimétricos  utilizande reagentes comerciais da  Waco
(Osaka, Japao). Os ésteres de colesterol foram obtidos pela diferenga entre o colesterol total

e o colesterol Iivre.

MEDIDA DAS ATIVIDADES DE LIPOPROTEINA LIPASE E LIPASE HEPATICA

As atividades da lipoproteina lipase ¢ da lipase hepatica foram obtidas por
método radiométrico através da medida da liberagio de acidos graxos livres resultantes da
hidrolise de um substrato artificial de triolefna triciada (EHNHOLM e KUUSI, 1986). O
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substrato foi preparado pela adi¢do de trioleina fria
[(1, 2, 3-Tris [cis-9-octadecenoleo]glicerol)] e trioleina radioativa ([9,10°H] (N)-trioleina,
atividade especifica de 26,8 Ci/mmol, New England Nuclear, Boston, EUA) estabilizadas
por uma solugdo de goma ardbica a 5% (Sigma, St Louis, MO, EUA). A mistura foi
submetida a sonicagdes alternadas, 8 vezes de 30 segundos em somicador Branson Cell
Disruptor {Branson Sonifier modelo 450, Danbury, EUA), com ponta de titdnio de 1 cm de
didmetro. A albumina bovina sérica livre de acidos graxos 10% foi acrescentada apds a

sonica¢do para quelar os acidos graxos livres, e a LPL foi inibida pela adi¢do de 2M NaCl.

A reagfo foi incubada por 60 minutos & 37° C e interrompida com a adigfo de
uma solugdo de metanol:cloroformio:heptano (1,41:1,25:1; V/V/V), seguida de uma
mistura de bicarbonato de potdssio/acido borico (pH=10,5). A radioatividade foi
determinada num contador de cintilagdo liquida modelo LS-5000/ 75B
(Beckman, Beckman Instruments, Palo Alto, EUA). A atividade de LPL foi calculada pela
diferenga entre as atividades lipase total e LH e expressas como nmol de dcidos graxos
liberados por hora, por mL de plasma.

MEDIDA DE ATIVIDADE DA PROTEINA DE TRANSFERENCIA DE
COLESTERIL-ESTER

A atividade da CETP foi menswrada através da medida de transferéncia de Ck
de HDL marcada radioativamente para as lipoproteinas contendo apoB, segundo o método
radiométrico exégeno (LAGROST, 1998). As particulas aceptoras de CE
(LDL e VLDL, d<1,063 g/ml) ¢ as doadoras de CE (HDL, d>1,063g/mL) foram obtidas
por ultracentrifugacio seqliencial a partir de um pool de soro normolipidémico em
ultracentrifugas modelo L80/75B da Beckman (Beckman Instruments, Palo Alto, EUA),
utilizando um rotor 50Ti. As HDL foram isotopicamente marcadas com [4-"*C]-colesteril
oleate (New ENgland Nuclear, EUA) e purificadas por ultracentrifugacfio em gradiente
descontimuo utilizando um rotor SW40 da Beckman.
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Os ensaios de transferéncia de CE foram realizados em duplicata pela adi¢gio do
doador marcado (“C-HDL diluida para 40 mg/dlL de colesterol), do aceptor
(VLDL+LDL diluidas para 200 mg/dL de colesterol), de tampdo Tris pH 7.4
(NaCl 150 mM, Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM) e de soro como fonte de CETP. A mistura
foi homogeneizada, incubada por 4 horas a 37°C, resfriada e precipitada com uma solugéo
1M de sulfato de dextrana e cloreto de magnésio (1:1). Apos centrifugagdo por 15 minutos
a 3000 rpm (4°C), o sobrenadante foi coletado para a contagem de radioatividade num
contador de cintilagiio liguida Beckman modelo LS-5000 (Beckman Instruments, Palo Alto,
EUA),

A porcentagem de transferéncia de colesteril-éster foi calculada pela equacgo:

% Transferéncia de CE = [1-(dpm amostra / dpm branco) x 100]

MEDIDA DE ATIVIDADE DA PROTEINA DE TRANSFERENCIA DE
FOSFOLIPIDES

A atividade da PLTP foi mensurada através da medida de transferéncia de [*C]
fosfatidilcolina  entre  lpossomas e as lipoproteivas de alta  densidade
(DAMEN et al., 1982).

Para preparar 1 ml de lipossomas radioativamente marcados, secou-se mun
frasco lmpo (vial de cintilagiio) contendo 125 pmeol de fosfatidilcolina e fosfatidilserina,
Ve fosfatidilcolina e hidroxitolueno butilado. A mistura lipidica foi sonicada com tamp&o
contendo NaCl (150 mM), tris-HCI (10 mM) e EDTA (1mM), pH 7,4, 3 vezes durante 5
minutos, em gelo. As amostras de plasma como fonte de PLTP (10 uL) foram incubadas
por 1 hora a 37°C com o lipossoma marcado radioativamente (125 nmol de FL), HDL
(250 pg de proteina) e tampdo Tris, pH 7,4 (NaCl 150 mM, Tris-HCI 10 mM e EDTA 1
mM), para um volume final de 400 uL.

Os lipossomas foram precipitados com solugdo precipitante (500 mM de NaCl,
125 mM de MgCl; e 140 U heparina/tubo), e o sobrenadante coletado para determinar a
medida da radicatividade.
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A percentagem de transferéncia de FL foi determinada pela radioatividade no

sobrenadante (HDL) em relagfio ao branco, segundo a equagio:

% FL radioativo = (dpm FL amostra - branco / dpm FL total - branco) x 100

EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA gendmico de leucocitos foi realizada com sangue periférico
segundo 0 método de SALAZAR ef al. (2001).

O sangue total foi coletado em tubos contendo EDTA (10%, 0,1 ml.). Em um
tubo de microcentrifuga estéril, a 300 ul. de sangue total foram adicionados igual volume
de Jodeto de Sédio 6M, o que promoveu a lise celular. A mistura foi homogeneizada em
agitador de tubos por 20 segundos. Ao homogenato resultante foram acrescentados mistura
recéni preparada de 600 ul de cloroférmio/alcool isoamilico (v/v, 24:1), para extracdo das
proteinas ¢ debris celulares. Homogeneizou-se em agitador de tubos por 20 segundos ¢
centrifugou-se a 12.000 rpm (10760 x g) por 5 minutos, & temperatura ambiente. A seguir,
removeu-se cuidadosamente a fase aquosa (superior) e transferiu-se para outro microtubo
estéril. Adicionou-se 400 ul. de isopropanol gelado e incubou-se por 3 minutos para a
precipitacdo do DNA genbmico. Centrifugou-se a 12.000 rpm (10700 x g) por 5 minutos, 2
temperatura ambiente é o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado com alcool
isopropilico a 37% e centrifugado a temperatura ambiente, 12.000 rpm (10700 x g) por 5
minutos ¢ o sobrenadante descartado. O precipitado de DNA apds secar a temperatura
ambiente foi ressuspendido em 100 ul de tampdo TE pH 8,0 (Tris-HC! 10mM; EDTA
0,1mM;), incubado por 10 minutos a 56°. C e armazenado a -20°. C.

A quantificacio e a analise do grau de pureza
(relacdio de absorbincia de 260/ 280 nm) dos extratos de DNA foram realizadas em
espectofotdmetro apos a diluicdo das amostras {1:50) em tampfo TE. A integridade das
moléculas de DNA foi vertficada por eletroforese em gel de agarose a 1% em tampdo TBE
(Tris 2 90 mM, 4cido boérico a 90 mM e EDTA a 2 mM) e corado com brometo de etidec
(0,5 ug/mL). A separacfio eletroforética foi realizada a 100V por 45 minutos ¢ a
visualizacio das bandas de DNA em transiluminador sob a luz ultra-violeta.
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GENOTIPAGEM DA APOLIPOPROTEINA E

A amplificagio dos 244 pares de base (pb) do fragmento localizado no exon 4
do gene da Apo E foi realizado num termocliclador (PTC-100, MJ Research, Inc, EUA). Os
amplimeros direto e reverso utilizados foram: 5-TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCA
AGG A-3' e 5-ACA GAA TTC GCC CCG GCC TGG TAC AC-3', conforme descrito por
Emi e colaboradores (EMI er al., 1988). A reacfio de amplificagio realizada com 100 ng de
DNA genbmico, 150 uM de cada DNTP (desoxinucleotideos), tampio 10X PCR
(25 mM tris-HCI, 2,5 mM MgCl, 50 mM KCI, pH 8,3), 10% DMSO (dimetilsulfoxido), 15
pmol de cada amplimero e 0,75U de Taq DNA polimerase para um volume final de 25 pL.
A reagio de PCR foi iniciada com a desnaturagfio a 95°C por 5 minutos, seguidos de 30
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, associagio a 60°C por 1 min ¢ extensfo a 72°C
por 2 min, ¢ uma extensdo final a 72°C por 5 minutos. O produto de PCR (10 puL) foi
digerido com 5U de enzima de restricio Hhal (Invitrogen, EUA) a 37°C por 3 horas em
solugio tampdo contendo 50 mM Tris-HCL pH 8,0; 10mM MgCl; 50 mM NaCl. O
produto de digestio foi submetido & eletroforese em gel de agarose a 4%
(50% agarose e 50% agarose 1000, Invitrogen, EUA) contendo brometo de etidio em
tampdo Tris-Borato-EDTA por 1h a 90V. Os fragmentos da digestéo foram visualizados
num sistema de documentaciio de gel Alpha Imager TM 1220 (Alpha Innotec Co, EUA)
para a identificagio das bandas correspondentes aos polimorfismos: homozigotos E2/2
(91 e 83 pb); E3/3 (91, 48, 35 pb) ¢ E4/4 (72, 48, 35 pb); heterozigotos E2/3 (91, 83, 48,35
pb), E2/4 (91, 83, 72, 48, 35 pb), E3/4 (91,72, 48, 35 pb). (HIXSON ¢ VERNIER, 1990).

MEDIDA DOS ANTICORPOS ANTI-LDL OXIDADA

Os anticorpos anti-LDL oxidada (anti-LDLox) foram determinados pelo
método de ELISA (GIDLUND e al., 1996). Amostras de soro foram incubadas a 4°C por
18 horas em microplacas contendo LDL previamente oxidada in vifro. Em seguida, estas
microplacas foram lavadas com tampfic PBS e adicionou-se leite desmatado (5%)
(Molico®, Nestlé, Sso Paulo) por 2 horas, & temperatura ambiente. As microplacas foram

lavadas novamente, ¢ adicionou-se o tampdo PBS aos soros diluidos (1:730} para uma
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incubagdio por mais 4 horas. As microplacas foram lavadas com 0,05% Tween-20 (em PBS)
e incubadas com anticorpo Goat anti-IgG (anticorpo conjugado com peroxidase
anti-imunoglobulina G humana) na concentragdo 1:15000 a temperatura ambiente por 1
hora com subseqiiente lavagem. Para a revelagfio, foi adicionada & placa uma mistura de
tetrametilbenzidina em DMSO (6,5%), citrato de s6dio (pH=5,5) e H,O, 30% por 7
minutos. O desenvolvimento de cor foi bloqueado pela adicdo de 25 ul. de acido sulftrico
(10%) e a densidade Opitica das amostras lida a 460 nm. A concetragdio do anticorpo
anti-LDL oxidada, representada como percentagens das leituras relativas aos valores

ranqueédos dos grupos estudados, foi calculada de acordo com a equacgio abaixo:

Anticorpo LDLoxidada = (DO amostra - branco / DO controle) x 100
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As médias, os desvios e os erros padrdes foram calculados por métodos
convencionais. Uma série de variaveis nfo-paramétricas sofreu transformacéo logaritmica.
Os resultados estio expressos como média + DP (n) e foram considerados significativos os

valores de P<0,05.

A andlise de wvarifincia (ANOVA) para medidas repetidas foi utilizada na
avaliacdo da resposta pos-alimentar, comparacgio entre os grupos dos pardmetros analisados
e medidas de interagdes. As diferencas foram localizadas pelo teste de comparacfio multipla
de Tukey (para o sexo) e o teste de perfil de contraste (para a resposta). A andlise de
variéncia monofatorial com teste post-hoc de Duncan foi utilizada para comparagdes entre
grupos. Pelo teste do qui-quadrado lforam identificadas as diferencas entre varidveis nfo

continuas.

Para o resumo das curvas utilizou-se inicialmente a analise por inspecgéo
visual. A area sob a curva (AUC) e a area incremental sob a curva (AUIC) foram obtidas
pelo método trapezoidal (MATTHEWS, 1990).

As taxas fracionais de aquisicio (TFA) foram mensuradas pelas inclinagdes
ascendentes monofatoriais, ¢ as taxas fracionais de remocio (TFR) obtidas das inclinactes
descendentes monofatoriais, utilizando-se a analise de regressio linear do coeficiente
angular (MONTGOMERY, 1982).

As diferencas entre os sexos para as freas e taxas fracionais foram analisadas

através do teste ¢ de Student ou do teste exato de Fisher (para valores menores que 5).

Os coeficientes de correlagio (r) foram estimados por Pearson ¢ Spearman. A
andlise de regressio linear multivariada foi realizada utilizande-se o critério de stepwise na
selecio de variadveis independentes para os seguintes pardmetros resposta: AUC, AIUC,
TFA e TFR nos dois sexos.

Todas as analises estatisticas foram realizadas nos programas SAS versfo 8.01
(SAS  Institute Inc, 1999-2000, Cary, EUA), SPSS versic 6.0
(SPSS Inc, 1989-1993, Chicago, EUA) e Microcal Origin versio 5.0
(Microcal Software, Inc., 1991-1997, Northampton, EUA).
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Abstract

Background: A better understanding of the association of postalimentary lipemia with

early and established atherosclerosis is needed in coronary heart disease prevention.

Objective: This work identified different metabolic behaviors to a standardized fat meal in
early and late diet-induced triacylglycerol (TAG) responses, relating the latter to markers of

atherosclerosis.

Design: Blood samples were collected before and afier a. liquid meal
(40 g fat/m’ body surface) at 0, 2, 4, 6 and 8 hours (h) for lipids, insulin, free fatty acids
(FFA), cholesteryl ester transfer protein (CETP), lipases, autoantibodies to epitopes of
oxidized LDL (anti-oxi LDL), apolipoprotein E genotypes and the determination of the
carotid intima-media thickness (IMT).

Results: Sixty asymptomatic and normolipidemic adults were classified into early TAG
responders to the test meal (#=39), late (#=21) and biphasic (among late responders, 7=10),
Reductions in HDL-cholesterol and insulin concentrations were observed in late and in
biphasic responders in the TAG peak period and also in fast for HDL-chol as well as
increases in free fatty acids in late responders in the TAG peak period. Postalimentary
CETP increase was absent in the biphasic group. Only late responders presented positive
correlations  between the carotid IMT and the TAG areas under the curves (AUC),
TAG 0-8h, anti-oxi LDL, cholesterol, LDL-cholesterol and body mass index; also anti-oxi
LDL correlated positively with cholesterol, and negatively with cholesteryl ester transfer
protein, hepatic lipase and systolic blood pressure.

Conclusions: The association of atherosclerosis biomarkers with late postalimentary
lipemia could be due to a state of postalimentary insulin resistance and of impaired reverse

cholesterol.

Keywords: Postalimentary lipemia, cholesteryl ester tramsfer protein, insulin, free fatty
acids, autoantibodies to epitopes of oxidized LDL, carotid intima-media thickness
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Introduction

Evidence from metanalysis of a number of clinical studies in a large number of
patients has established an increased plasma concentration of triacylglycerol (TAG) as an
independent risk factor for coronary heart disease (CHD) (1, 2). Elevated fasting serum
triacylglycerol is a marker for atherogenic remmnant lipoproteins, non-LDL apolipoprotein
B-containing lipoproteins or for other lipid and non-lipid risk factors (3, 4). The finding of
triacylglycerol-rich lipoproteins in human atheromata has provided substantial
pathophysiologic evidence for their direct role in atherogenesis (5).

Postalimentary lipemia was first described as an atherogenic phenomenon by
Zilversmit in 1979 (6). It has received considerable attention more recently, afier the
discovery that triacylglycerol-rich lipoproteins are atherogenic (7, 8).

In Western societies, people spend most of their days in the postalimentary state
because they have sequential eating habits. The magnitude of lipemia and of TAG peaks,
the number of peaks, the lag time to peak, the time from baseline values to mitial response
and the time to return to baseline values vary among individuals and are important
components of the atherogenicity of the postalimentary state (9, 10). The few studies
found in the literature have not explored the metabolic background involved in the lipemic

TESpONscCs.

Clinical studies have shown an independent relation between lipemia and early
atherosclerosis as shown by the carotid IMT correlation with TAG at 6 and Th (9 orat 1 to
4h (10). Moreover patients with established coronary atherosclerosis presenied elevated
triacylglycerol concentrations in the postalimentary period (11, 12, 13).

The ultrasonic carotid procedure can be used in the postalimentary period as an
early atherosclerosis marker to assess sub-clinical stages of the disease and predict coronary
atherosclerosis (14, 15, 16). Also autoantibodies to epitopes of oxidized LDL that monitor
the degree of oxidative changes i LDL are related to atherosclerosis (17, 18).

The objective of the present study was to quantify the lipemic responses to a fat
meal and to measure their relationships with different atherosclerosis markers. Besides that
it was also to measure several plasma metabolic components in the fasting and
postalimentary periods. To address this work we examined the postalimentary TAG
responses of 60 normolipidemic asymptomatic adults.

Resultados
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Subjects And Methods
Experimental pretocol:

Sixty volunteers, 48% (n=29) women (W) and 52% (1n=31) men (M), aged from
18 to 45 years old, all in good clinical condition, without any established CHD or
cardiovascular risk factors like dyslipidemia, according to the National Cholesterol Expert
Panel recommendations (19), were selected for this study which was approved by the
Ethics Committee of the Medical School of the University of Campinas in S&o Paulo.

First, after an overnight fast (hereafter called baseline or fasting period, FP)
blood was drawn on ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, 1 mg/ml). Then a lactose-free
milkshake hiquid meal containing fat (25%), dextromaltose (55%) and protein (14%) and
providing 40 g fat/m® of body surface was given, over a period up to 10 min. Further blood
samplés were collected after 2, 4, 6 and 8 hours (h) (hereafter called postalimentary period).
For cholesteryl ester transfer protein (CETP), insulin and autoantibodies to epitopes of
anti-oxidized LDL (anti-oxi LDL) fasting and TAG peak period samples after the meal

were used.

The participants came for a second visit to have fasting plasma collected for
quantification of Lpases, 15 minutes after an intravenous heparin injection
(100U/kg body weight). They came for a third visit (up to 3 weeks after) for the carotid
ultrasonographic examination.

Analytieal methods:

Cholesterol (chol), TAG and glucose were determined using enzymatic
colorimetric methods and plasma HDL cholesterol {(HDL-chol) and LDL cholesterol
(LDL-chol) were determined through homogeneous enzymatic colorimetric assays, all
provided by Roche Diagnostics (Basel, Switzeriand). Free fatty acids were measured by an
enzymatic method (Waco, Osaka, Japan) and insulin by an immunometric assay
{Immulite/DPC/Medlab, Los Angeles, USA).
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Lipoprotein lipase (LPL) and hepatic lipase (HL) activities were measured (20)
in post-heparin plasma samples, on the basis of fatty acid release, using a radiolabeled
triolein emulsion as the substrate and Na(Cl (1M) as the LPL inhibitor, with results
expressed as nmol FFA/mL/hour.

CETP activity was determined by an exogenous assay (21) that measures the
transfer of radiolabeled cholesteryl ester (CE) between a normal donor pool of *CE-HDL
and an unlabeled acceptor mixture of VLDL plus LDL over 4h, using plasma as the CETP

source and with results expressed as a percentage of cholesteryl ester transferred.

The inter-assay coefficients of variation were 11%, 15% and 12%, respectively,
for CETP, LPL and HL.

DNA was obtained from peripheral blood samples by conventional methods.
Restriction analysis of the PCR-amplified apolipoprotein E DNA fragments was performed
as previously reported (22, 23). |

The anti-oxi LDL was evaluated in all participants by ELISA after the samples
were incubated with copper-oxidized 1LDL (24). The results are presented as percentages of
the OD readings relative to the group ranked values.

The ultrasonic carotid procedures were performed by the same radiologist using
an Advanced Technology Laboratories (Bothell, USA) ultrasound imager, with a 7-12MHz
color probe. The carotid IMT was calculated as the mean of five measurements in the far
wall from the left and right common carotid arteries according to a standardized method
(25, 26). The individual results were expressed as an average of the left and right carotid
intima-media thickness (IMT) in millimeters,

Statistical analyzes

Thé statistical analyses were performed using the SPSS statistical package
(6.0, SPSS Inc., Chicago, USA). The areas under the curves (AUC) and areas under the
incremental curves (AUIC) were measured by the trapezoidal rule. Average differences
were determined by one-way ANOVA with post hoc Duncan and the Chi-Square tests and
for responses to the fasting period the Wilcoxon test was used. The Spearman test

correlated the variables. The tests were considered significant at the P value 0f0.05 or less.
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Results

By visual inspection of the individual TAG curves (not shown) and
comparative statistical tests the participants were classified into three response phenotypes.
The responders with the same characteristics were combined into two groups: the early
responders and the late responders observing their average time to TAG peaks respectively
at the 2™ to 4™ and 6™ to 8" h, time to initial response at 2 and 2 to 6 h; time back to
baseline, 6 to 8 and more than 8 h. A biphasic (two peaks at 2 and 6h) response group was
also observed in half of the late responders (17% of the total group) in contrast to the
monophasic (one peak) pattern present in all others.

In the early group TAG was higher at the 4™ h and lower at the 6™ and 8% h as
compared to late responders. FP TAG and the 2™ h responses were similar among all
groups as well as peak TAG concentrations (Figure 1-1).

The early responders increased TAG from baseline to the 2%, 4% and 6™ h; the
late and biphasic increased from baseline to the 2%, 4™, 6® and 8% h (Figure 1-1). There
were no differences in the magnitude of postalimentary lipemia as measured by the TAG
AUCs and AUICs (Figure 1-2).
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Figure 1 — PLASMA TRIACYLGLYCEROL RESPONSE GROUPS AND TAG AUC
AND AUIC AFTER A STANDARDIZED FAT MEAL: Data as x+ SEM. TAG
response groups (n): All individuals (60), early (39), late (21) and biphasic (10); TAG
(mg/dL): at 0, 2, 4, 6 and 8h by groups; all individuals, ' P<0.0002, it increases from 0 to 2,
4, 6 and 8h; early, 2 P <0.00001, it increases from 0 to 2, to 4 and to 6 h; in late, > P
<0.0033, it increases from 0 to 2, to 4, to 6 and to 8h; biphasic groups, 4 P <0.017, TAG
increases from 0 to 2, to 4, to 6 and to 8h. TAG in fast, at 2h and at peaks among groups:
not significant (NS); ° P<0.0169, TAG at 4 h, in early higher than in late and biphasic;
©p<0.045, TAG at 6h, in early lower than in late; “P<0.0022, TAG at 8 h, in early lower
than in late and biphasic; @ TAG AUC and AUIC by groups (mg/dL.h): NS among groups

Table 1 presents the anthropometric and biochemical characteristics of the
participants. No differences were found among the three phenotypes for: age, gender, body
mass indexes (BMI), waist circumference, blood pressure (BP), carotid IMT; TAG, chol,
LDL-chol, CETP activity and antt-oxi LDL in fast and TAG peak and in fast FFA, HL
activity, glucose and insulin. However metabolically the groups had a gquite diverse
metabolic behavior in the fasting and postalimentary periods.
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Table 1 - ANTHROPOMETRIC AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF
THE PARTICIPANTS IN FASTING AND POSTALIMENTARY PERIODS

GROUPS
Parameters ALL EARLY LATE BIPHASIC
(=44-60) (m=28-39) (n=15-21) (=6-10)
Age (years) 2918 3047 28+8 2748
Gender (F/M) 29/31 21718 8/13 3/7
BMI (ke/m®) 2242 2342 2242 2342
Waist circumference (cm) T4+6 75+6 737 7416
Systolic BP (mmHg) 115+10 113£10 1749 120£11
Diastolic BP (mmHg) 7548 74+8 7648 788
Carotid IMT (mm) 0.58+0.06 0.57:0.06 0.5740.06 0.55+0.04
FP TAG (mg/dL) 72431 7029 75435 75436
TAG peak (mg/dL) 150464 153466 146361 150461
FP chol (mg/dL) 156429 160429 150429 152420
TAG peak chol (mg/dL) 155430 158429 149430 150420
FP LDL-chol (mg/dL) 95423 96:22 91424 94420
TAG peak LDL~chol (mg/dL) 84221 86120 81222 82116
FP HDL-chol (mg/dL) 49+11 5211 4449° 438!
TAG peak HDL-chel (mg/dl.) 47412 5012 43192 439
FP FFA (mmol/L) 0.7+0.3 0.7+0.3 0.740.4 0.740.5
TAG peak FFA (mmol/L) 0.740.3 0.6:0.2 0.9+0.4° 0.920.5°
FP LPL (nmol FFA/m1/h) 23031792 21144789 26674682 30104565 °
FP HL (amol FFA/mL/h) 286141284 2889+1211 2808+1457 324941445
FP CETP (%) 1746 177 1946 1944
TAG peak CETP (%) 2218 2248 2248 2249
FP Glucose (mg/dL) 8418 8548 8347 8418
FP Insulin (uIU/mL) 3.5¢1.9 3.842.1 2.8+1.4 2.4+0.4
TAG peak Insulin (:1U/mL) 20426 39427 10493 846 °
FP anti-oxi LDL (%) 42424 41425 44424 46:£26
TAG peak anti-exi LDL (%) 51425 52425 48425 39415

r=number of subjects; Data as X % SD; BMI= body mass index; BP= biood pressure; Carctid IMT= carotid
intima-media thickness; FP= fasting period; TAG peak= time of highest TAG concentration;
LPL= lipoprotein lipase; HL= hepatic lipase; CETP= cholesteryl ester transfer protein; Anti-oxi
LDL= autoantibodies to epitopes of oxidized LDL; 'P=0.0035, 2 P =0.0473, > P =0.006, *P=0.0044,
® P <0.00001, different from the early group .
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FP and TAG peak HDL-chol were 15 and 17% lower in late and biphasic
responders than in early; FFA in TAG peak was 33% lower in the early group than in late
and biphasic responders, but at the 4™ h, peak period of the early group, FFA was higher
than in late and biphasic responders (Figure 2-1). The FFA in early responders increased
from baseline to the 8" h and in late responders, decreased from baseline to the 2™ and the
4™ h and then increased to the 8™ h (Figure 2-1).

FP LPL was 21 and 30% lower in early than respectively in late and biphasic
responders (Table 1). |

Insulin in the TAG peak period was 74 and 79% lower in the late and biphasic
groups as compared to early (Table 1 and Figure 2-2). All phenotypes increased their
insulin concentrations up to their TAG peaks after the meal (Figure 2-2).

CETP in the FP and in TAG peak period was equal in the late and biphasic
groups as compared to early. The early and late responders increased their CETP activities
up to their TAG peaks period after the meal but not the biphasic groups
(Table 1 and Figure 2-3).

The apo E genotypes identified were: two homozygotes (E3/3, E4/4) and 3
heterozygotes (E2/3, E2/4, E3/4). The apolipoprotein E distribution was similar among the
responders (P =0.667, not shown).
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Figure 2 — FASTING AND POSTALIMENTARY PLASMA FREE FATTY ACIDS,
INSULIN AND CHOLESTERYL ESTER TRANSFER PROTEIN AFTER A
STANDARDIZED FAT MEAL IN ALL, EARLY, LATE AND BIPHASIC
INDIVIDUALS

Data as x+ SEM. (n)= number of individuals. [ 1] Free fatty acids: early, 'P <0.045, it
increases from baseline to 8™h; late, >P <0.04, it decreases from 0 to 2™ h, and to the 4" 3p
<0.005; it increases to 8%h, *P <0.012; °P <0.00001 at 4%h, early higher than late and
biphasic. | 2 | Insulin: ‘P <0.00001, P <0.0009, *P <0.018, respectively in groups early, late
and biphasic, it increases from baseline to 4h; *P <0.00001, the peak, early higher than late
and biphasic; Cholesteryl ester transfer protein (CETP): groups eaﬂy and late, it

increases from baseline to 4h: 'P <0.002, 2P <0.044, respectively. Biphasic: NS; P at 4h:
NS.

Table 2 presents the bivariate correlations: for all individuals, positive
correlations were shown between carotid IMT and sistolic blood pressure, TAG points (FP,
4™ and 6™h), TAG AUC and AUIC, chol at the 0 and 6h, AUC chol and fasting LDL-chol.

In the early group no correlation was found between carotid IMT which may be
partly due to the negative correlation between TAG peak anti-oxi LDL and TAG at the 2™
and 4" h, TAG AUC and AUIC and FFA AUIC, suggesting a more efficient clearance of
anti-oxi LDL in the postalimentary period in early responders.
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In contrast, in the late group carotid IMT was positively and strongly correlated
with BMI, TAG at all times and TAG AUC, fasting chol and LDL-chol and also with TAG
peak anti-oxi LDL. Anti-oxi LDL associated negatively with SBP, HL and FP CETP,
indicating a possible role of these two proteins in generating substrates for oxidation. Chol
associated with anti-oxi LDL TAG peak. No correlations with insulin or LPL were found in

late responders, suggesting a relative resistance to these regulatory mechanisms.
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Table 2- UNIVARIATE REGRESSION ANALYSIS OF THE RELATIONSHIPS
BETWEEN ANTHROPOMETRIC AND METABOLIC PARAMETERS AND
ATHEROSCLEROSIS BIOMARKERS

Al individuals Early Late*
Phenotypes {46) 28) (14-15)
Parameters Caretid IMT a:t?n fm??gi, Carotid IMT FP;?ED?“- a::?- Eﬂ?g;;
BMI (.54
0.04
SBP 0.31 ’ 0.54
0.023 0.037
FPTAG 0.43 0.68
0.003 0.005
TAG 2h -0.48 0.52
0.010 0.048
TAG 4h 0.53 ~0.42 0.59
0.017 0.010 0.021
TAG 6h 0.31 0.59
0.032 0.019
TAG 8h 0.63
0.014
TAG AUC §.36 -0.39 0.65
0.014 0.038 0.008
TAG AUIC 04.30 =051
0.047 0.005
AGL AUIC 0.39
0.042
FP Chol (.29 0.65 0.55
0.03 3.008 0.028
Chol 6b 0.30
0.046
Chol AUC 0.30
0.045
FP LDL-chol 4.29¢ 3.63
0.048 3.01
TAG peak anti-oxi LDL 6.54
0.048
FP CETP -0.52
0.046
FP HL -0.51

0.044
*late and biphasic phenotypes were pooled to reach statistical power; Carotid IMI= carotid mtima-media

thickness; Anti-oxi LDL= autoantibodies to epitopes of oxidized LDL; BMI= body mass index; BP= blood
pressure; FP= fasting period; TAG= triacyiglycerol; AUC= area under the curves; AUIC= area under

incremental curves; FFA=free fatty acids; Chol = cholesterol; LDL-chol = cholesterol of low density
lipoprotein; CETP= cholesteryl ester transfer protein; HL= hepatic lipase. = Spearman correlation
coefficients; P~ probability; #=number of subjects.
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Discussion

The variations of lipids and Hpoproteins in response to a fat meal were
determined with special emphasis on their associations with clinical and circulating
atherosclerosis biomarkers.

To explain the behaviour of late and biphasic responders a phenomenon of fat
carry-over from one previous meal to the postalimentary period of the subsequent meal was
described by several authors (27). These stored chylomicrons might be either in enterocytes
or in the lymphatic vessels (28). Since in this study the biphasic participants had fasted for
12 h before the liquid meal, it is not very likely that they had stored chylomicrons from a
previous meal, but rather that they were formed following the more recent ingestion. The
second, 6™ h peak, could be explained by increased VLDL production and reflects the
preferential clearance of chylomicrons in the postalimentary period (29). The extension of
TAG-rich lipoproteins residence times in contrast to early responders, generates substrate
availability for oxidation of VLDL and LDIL, thereby inducing local inflammatory
stimulus, generation of autoantibodies to epitopes of LDL and plaque formation in the
artery wall (30, 31).

Late and biphasic responders presented lower fasting and TAG peak plasma of
HDL cholesterol (16%) as compared to early responders. Since HDL has several effects on
inhibiting atberogenesis, like playing a role in reverse cholesterol transport, acting as an
antioxidant, a profibrinolytic or as an antithrombogenic agent, its reduction is implicated in
an increase in the risk of atherosclerosis (32, 33). There is also an inverse relationship
between circulating HDL-chol and TAG.

The absent CETP response in biphasic during the postalimentary period would
favor the accumulation of triacylglyceroi-rich lipoproteins. When CETP activity is reduced,
the transfer of lecithin:cholesterol acyltransferase-derived cholesteryl esters from HDL to
other lipoprotein fractions is reduced and as a result the total core lipid content and the
particle surface of HDL increase. In addition, the clearance of TAG-rich lipoproteins
becomes reduced. This is in accord with the higher TAG at the 6™ and 8%h after the meal in
the late group. The mechanism(s) underlying the reduction of CETP activity in biphasic
responders is unknown, but it could be partially related to their reduced HDL cholesterol

concentration and to chemical modifications of the donor lipoprotein pool.
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In late responders at the TAG peak period the insulin concentration was much
lower (-77%}) than in the early group. We postulate that the diminished response is a
metabolic consequence of previous meals, due to a chronic and regular proximity between
them and their synergistic effects. The response profile is more like the one of the fasting
period. In accordance with this hypothesis no TAG peaks were observed at 4™ h and fasting
LPL activity was higher (26%) in late responders, reflecting a previous meal effect.
Furthermore, the similar TAG between early and late groups could reflect the increased
lipolysis in the last group.

In early responders, FFA concentrations increased up to 8h after the meal. In
late and biphasic responders, despite the reduced insulin concentrations, the paradoxical
43% decrease in FFA’s concentration at 4h was seen and an increase again up to the 8% h.
The decrease in FFA is suggestive of a stimulated tissue uptake or a hyperresponsiveness to
insulin. In addition to that a decreased postalimentary lipolysis mediated by lipoprotein
lipase should be speculated, although the activities of lipases were not measured in the
postalimentary period. Moreover the decreased insulin concentration observed in these late
responders in the postalimentary period could favor the increase of circulating fatty acids
from the adipose tissue, with increased liver production of VLDL and a decreased lipolysis
rate of TAG-rich lipoproteins. This agrees with the observation of a higher 6® and 8%h
TAG in the late group.

The strong relationships present only in late responders of IMT not only with
Iipemia but also with anti-oxi LDL, an indirect atherosclerosis marker, is a relevant
estimation of their increased CHD risk. Sub-clinical carotid atherosclerosis has been related
to age, sex, smoking, high LDL cholesterol and with postalimentary lipemia (10, 34). In
early responders the correlations with TAG AUC and AUIC were more physiological, like
a positive one with insulin, negative with LPL, negative with HDL-chol. The negative
correlation with anti-oxi LDL is suggestive of a protective function of these antibodies in

early responders (35).
This study is the first to provide a detailed characterization of a postalimentary

insulin resistance state combined with a reduced CETP response, exclusive to late and
biphasic responders. It is shown that in asymptomatic adults a fat diet can carry on more or
less potential atherogenic changes depending on the individual response phenotype.
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Further work among is required for easier identification of the riskier response
phenotypes and for further understanding of the mechanisms of their increased

atherogenicity.
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Abstract

Objective: To quantify in young adults the sex-dependent differences in the lipenic
responses to a fat meal, measure their association with markers of atherosclerosis and

determine their metabolic regulators.

Methods: Forty-nine normolipidemic volunteers, between 19 and 45 years old, 25 women
and 24 men, were matched according to age, body mass index, waist circumference, diet,
physical activity and apolipoprotein E genotyping. After receiving a standardized fat meal
(40g fat/m’ of body surface area) serial blood samples were collected for several analyses.

Common carotid intima-media thickness was also measured.

Results: The lipemic responses estimated by summary measures of curves were much
greater in men than in women for plasma triacylglycerol, cholesterol and triacylglycerol of
triacylglycerol-rich lipoproteins, free fatty acids, phospholipids and apolipoprotein B100.
Men presented higher blood pressure, carotid intima-media thickness, triacylglycerol,
hepatic lipase, insulin and lower HDL cholesterol, apolipoprotein Al, free fatty acids. Only
in men did carotid intima-media thickness correlate positively with titers of autoantibodies
to epitopes of oxidized LDL (+=0.48, P=0.03) and postalimentary triacylglycerol
(r=0.44, P=0.04). Only in men lipemia was negatively related to the autoantibodies,
probably as a result of an increased formation of immune complexes. The multivariate
analysis indicated as strong determinants of lipemia in women: age (R%=45%), waist
circumference (R2m19%), phospholipids (R2=39%), free fatty acids (R’=29%), insulin
(R*=17%), and lipoprotein lipase (Rzmiﬁ%), cholesteryl ester transfer protein with as a
secondary factor (R*=6%); and in men, only insulin (R’=55%) and phospholipids
(R*=37%).

Conclusions: We provided data explaining that postalimentary lipemia is differently
regulated by gender. Several risk factors for coronary heart disease as well as significant

associations with atherosclerosis biomarkers were found only in men.

Keywords: postalimentary lipoprotein metabolism, gender, atherosclerosis, carotid intima-
media thickness, autoantibodies to epitopes of oxidized LDL

Resultados
129



Introduction

Increased postalimentary lipemia has been positively associated with risk for
development of coronary heart disease (CHD). In part, this may be explained by slower
removal of triacylglycerol-rich lipoproteins (TRL) in the postalimentary period and their
deposition in the subendothelial region of the arterial wall, the formation of atherogenic
small dense low-density lipoprotein (ILDL) particles and a reduction in the concentration of
cardioprotective high-density lipoproteins (HDL) (1, 2, 3, 4). Also postalimentary lipemia
interacts with the thrombotic process in which an elevated concentration of postalimentary
triacylglycerol-rich particles has the ability to activate the coagulation factor VII and
plasminogen activator inhibitor (3).

It is well established that the prevalence of coronary heart disease in men is
higher than in women before menopause, but that later women/men ratio of coronary heart
disease death increases (5, 6, 7). There are multiple causes for this, which are not
completely understood, but estrogens affect favorably several aspects of cardiovascular
disease, the plasma lipid profile (8), the oxidability of LDL (9) and the endothelial function
(10). '

The postalimentary lipid metabolism differs between the sexes and men present
higher lipemia (11, 12, 13). The complete regulation of this increased response is not well
known. Some authors associate it with increased TRL production and decreased plasma
clearance (11, 12). Increased visceral fat has been pointed as an important contributing
factor (13, 14). '

The major aim of this study was to determine which metabolic variabies were
responsible for the sex differences in postalimentary lipemia. To achieve this goal, 25

women and 24 men, all asymptomatics were examined up to 8 hours (h) after a
standardized fat meal.
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Material And Methods

Forty-nine healthy volunteers, twenty-five women and 24 men, aged between
19 and 45 years (y), normolipidemic according to the National Panel of Cholesterol Experts
(15), without any cardiovascular risk factors or established CHD were selected. They
answered a questionnaire containing information on diet, physical exercise, use of tobacco,
alcoholism, anterior and familial CHD.

These individuals were submitted to an oral fat tolerance test. The test began by
venous puncture after a 12-hour fast, followed by ingestion of a milkshake prepared with
lactose-free NAN (Nestlé, Brazil) powdered milk providing 40g fat/m? of body surface.
Serial blood samples were collected at the 2%, 4%, 6% and 8™ hours after ingestion. The
measurements were performed on samples from all time points or from the TAG peak
and/or 8%h.

The TRL of density <1.006 g/L were isolated by sequential ultracentrifugation
(to 40,000 rpm, 16 hours, 4°C in a Beckman centrifuge model L5-75B, Palo Alto, USA).
Cholesterol (Chol) and triacylglycerol (TAG) in sera and in TRL particles were measured
by enzymatic-colorimetric methods at all times (Hitachi 917-Roche); LDL-Chol and
HDL-Chol were analyzed by homogeneous direct enzymatic-colorimetric method. Fasting
HDL (HDL, and HDL,;) subfractions were obtained by sequential microultracentrifugation
of the supernatants obtained after precipitation of lipoprotein containing apolipoprotein
B100 with dextran sulfate (Beckman microultracentrifuge, Palo Alto, USA), with posterior
Chol and TAG quantification by enzymatic-colorimetric methods. Apolipoproteins (Apo)
Al and B100 and Lipoprotein (a) (Lp(a)) were analyzed by nephelometry; free fatty acids
(FFA), phospholipids (PL) and free cholesterol (FC) through enzymatic-colorimetric
methods (Waco). Cholesteryl esters (CE) were estimated by the difference between Chol
and FC.

Lipoprotein lipase (LPL) and hepatic lipase (HL) activities were measured in
post-heparin plasma samples, on the basis of fatty acid release, using a radiolabeled triolein
emulsion as the substrate and NaCl (1M) as the LPL inhibitor, with results expressed as
nmol FFA/ml/hour (16).
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Cholesteryl-ester transfer protein (CETP) activity was determined by an
exogenous assay that measures the transfer of radiolabeled cholesteryl ester (CE) between a
normal domor pool of "“CE-HDL and an unlabeled acceptor mixture of VLDL plus LDL
over 4h, using plasma as the CETP source and with results expressed as a percentage of

cholesteryl ester transferred (17).

The phospholipid transfer protein (PLTP) was measured by an exogenous
radiometric method using phospholipid liposomes as the substrate (18) and an HDL pool,
obtained from plasma donors, as the acceptor. The activity was expressed as the rate of

radioactively labeled phospholipid transfer per hour.

The assays for CETP, PLTP and lipases activities were conducted i triplicate.
The interassay coefficients of variation were 12%, 2%, 9% and 8% respectively for CETP,
PLTP, LPL and HL.

DNA was obtained from peripheral blood samples by conventional methods.

Restriction analysis of the PCR-amplified Apo E DNA fragments was performed as
previously reported (19, 20).

The autoantibodies to epitopes of oxidized LDL (anti-oxi LDL) were evaiuated
in all participants by ELISA after the samples were incubated with copper-oxidized LDL
(21). The results are presented as percentages of the OD readings relative to the group
ranked values.

The carotid intima-media thickness (IMT) was measured by ultrasonography
using the HDI 1500 Ultrascund System equipment (ATL Ultrasound, Botheli, USA), with a
7-12MHz color Doppler probe. The carotid IMT was calculated as the mean of five
measurements in the far wall from the left and right common carotid arteries according to a
standardized method (22, 23). The individual results were expressed as an average of the
left and right carotid IMT in millimeters (mm).

All procedures followed were in accordance with the Research FEthics

Committee of the School of Medicine of the State University of Campinas, Séic Paulo.
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Statistics

The significance level chosen was 5%. The variables insukin, TAG, FC, FFA,
CETP, anti-oxi-LDL, TRL Chol and TAG were log transformed.

The trapezoidal method was used for estimation of the area(s) under the curves
(AUC) and area under the incremental curves (AUIC). The slopes of the individual curves
were determined by linear regression analysis and expressed as the acquisition rate (AR),
from Oh to peak and as the removal rate (RR), from peak to the time with the lowest

concentration.

The repeated measures ANOVA with post hoc Tukey and/or with the profile
test were used for evaluation of postalimentary responses with time, differences between
the sexes and the interaction of time and sex. The Chi-Square and Fisher’s exact test were
used for categorical variables. The Student’s t test was used to compare the summary

measures of curves and slopes.
Pearson’s correlation related the variables in both groups.

A hierarchical multiple linear regression analysis was used to assess the
influence of specific plasma factors on postalimentary lipemia, as the surnmary measures of
curves. The results are expressed as coefficients of determination, R, that represent the
percentage of variation in the dependent variables (TAG AUC, AUIC, AR and RR)
explained by the independent variables (age, WC, BMI, diet, physical activity, Apo E
genotyping, msulin, PLTP, HL, LPL, CETP, FFA AUC and AUIC; PL. AUC and AUIC).

Results
Baseline parameters:

The anthropometric and metabolic characteristics of the participants are shown
in Table 1. They were young adults (3148 y, women and 2746 y, men) matched by age,
WC, BMI and diastolic blood pressure (DBP) as well as diet and exercise (not shown).
Systolic blood pressure (SBP) and carotid IMT were higher in men (Tabie 1).
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All biochemical baseline analyses were within the reference limits. Women
presented increased HDL-Chol, HDL;-Chol, Apo Al and FFA levels, and decreased TAG
(ranges in mg/dL, women, 32 to 141 and men, 32 to 158) and LH activity, when compared

10 men.

The Apo E genotypes were not different between the sexes (P=0.316). The
distribution was: women, E2/E3, 1; E2/E4, 1; E3/E3, 13; E3/E4, 7; men, E2/E3, 5; E2/E4,
2; E3/E3, 12; E3/EA4, 4; E4/E4, 1 (not shown).
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Table 1 ~ ANTHROPHOMETRIC AND FASTING LABORATORY DATAS OF
THE PARTICIPANTS BY SEX

VARIABLES Women Men
(19-25) (22-24)
Age (years) EY] T 8 27 T 6
BMI (kg/m?) 22 + 2 23 £ 2
WC (cm) 73 + 6 77 + 7
SBP (mm Hg) o + 3 119 * g1
DBP (mm Hg) 73 + 8 77 + 7
Carotid IMT (mm) 0.56 + 0.05 0.60 * 0062
Glucoese (mg/dL) ' ‘ 84 + 10 84 * 3
Insuliz (uU/mL) 3.7 + 24 33 + L5
TAG (mg/dL) 61 + 25 77 + 31°
Chol (mg/dL) 156 + 31 149 * 20
FC (mg/dL) 47 + 17 45 * 13
CE (mg/dL) 110 + 26 104 + 18
LDL chol (mg/dL) 94 + 23 90 + 21
HDL-chol (mg/dL) 52 + 3 46 * 93
HDL-chol (mg/dL) 12 + 11 + 3
HDL;-chol (mg/dL) 39 + 7 33 + 73
HDL,TAG (mg/dL) 7 + 5 + 3
HDL,TAG (mg/dL) 16 + 10 14 + 7
NHDL-chel (mg/dL) 104 + 27 103 + 25
Ape Al (mg/dL) 145 + 24 132 + 184
Ape B100 (mg/dL) 70 + 17 7 + 18
FFA (mmol/L) 0.79 + G632 0.59 & 0255
PL (mg/dL) 210 + 43 184 * 50
Lp{a) (mg/dL) 23 + 32 22 * 28
CETP (%) 18 + 7 19 + 3
PLTP (%) 9 & 4 10 + 5
LPL (nmol FFA/mL/h) 2454 + 810 2214 + 751
LH (nmol FFA/mL/h) 2136 + 1126 3518 + 1089 ¢
Anti-oxi LDL {%) 33 + 23 32 * 16

Data shown as average  SD; (s=number of individuals). BMI= body mass index; WC= waist circumference;
SBP= systolic blood pressure; DBP= diastolic blood pressure; IMT= carotid intima-media thickness; TAG=
triacylglycerol; Chol= total cholesterol; FC= free cholesterol; CE= cholesteryl ester; HDL, and HDL,= HDL
subfractions; NHDL-chol= non-HDL cholesterol; Apo= apolipoproteins; FFA= free fatty acids; PL=
phospholipids; Lp(a) = lipoprotein (a); CETP= activity of cholesteryl ester transfer protein; PLTP= activity of
phospholipid transfer protein; LPL= activity of lipoprotein lipase; HL= activity of hepatic lipase; Anti-oxi
LDL= autoantibodies to epitopes of oxidized LDL. ' P <0.002,% P <0.021,% P<0013,% P < 0.032,°P<
0.009, ° P <0.0001,
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Postalimentary parameters:

The plasma TAG level increased and reached its peak around the 4™ h after the
meal with equal magnitude in women and men (109+46 and 153486 mg/dL, respectively)
(Figure i- A); TAG and Chol in TRL were increased at the 2™ h (Figure 1-B and 1-C).
Baseline values were reached at the 8" and above 8h, respectively for TAG and TAG TRL,
and Chol TRL. The AUC were larger in men for TAG, TAG TRL and Chol TRL
(figures 1-A. B, C).
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Figure 1- POSTALIMENTARY PLASMA TRIACYLGLYCEROL, AND
TRIACYLGLYCEROL AND CHOLESTEROL CONTENTS OF TOTAL
TRIACYLGLYCEROL-RICH LIPOPROTEINS IN WOMEN AND MEN

Women (©, white bars) and men (®, biack bar); data expressed by means + SE. A- Total
triacylglycerol in plasma (#=25 women and 24 men); B- Tracylglycerol in
triacylglycerol-rich lipoproteins (TRL} (#=19 women and 24 men); C- Cholesterol in TRL
(=19 women and 24 men). Bars represent the areas under the curves and the areas under
incremental curves. Different from women at ! P < 0.008, 2 P < 0.013, * P < 0.0023,
‘P <0.0024,° P < 0.011, ° P < 0.0143; differences from fasting values in women and men:
7P <0.0001, * P £0.0002.
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In men, TAG was increased at the baseline, 2™, 6™ h and TAG TRL and Chol
TRL at the baseline, 2", 4® and 6™ h as compared to women. Also there was a reduction in
HDL-Chol and Apo Al at all times (not shown). In men, HDL-Chol decreased at the 2™, 4™
and 6" h and Apo Al at the 4® h (not shown). The HDL acquisition rate decreased as

compared to women (not shown).

A significant increase was verified after the meal for TAG and TAG TRL at all
times and Chol TRL at the 2™, 4™ and 6" h in both sexes (Figure 1-A, B and C).

Significantly reduced FFA was observed at the 2, 4" and 6™ h from baseline

_ in wormen; in men, FFA increased at the 6® and 8" h from baseline. In women, FFA were

higher in baseline and lower at the 6™ h when compared men (Figure 2-A). The PL and
FFA AUIC were larger in men when compared to women (figures 2-A, B).

PL concentration was similar between the sexes. It increased at all the times

from baseline in men; in women, the increase happened at the 4% and 8% h from baseline
(Figure 2-B).

Fasting CETP activity showed no sex differences, except for its (the) increase
in the 4™ h (after diet) present only in men (Figure 2-C).

Insulin levels did not present significant differences between the sexes in the
fasting period, but it was decreased at the 4% h in men when compared to women. The

response was present in both sexes from baseline values (Figure 2-D).

Women presented FC responses at all the times and reduced levels of Chol at
the 6" h from baseline. Men had higher levels of FC and smaller of Chol at the 4 and 6® h
as compared to the fasting period. Apo B100 were reductions in the responses at the 2%, 4%
and 6™ h in men. No postalimentary differences were found between the sexes for Chol,
LDL-Chol, ¥C, CE, Apo B100 and Lp (2) (not shown).

In men the acquisition rates were higher for FFA and lower for HDL-Chol. The
removal rate was lower for TAG TRL and FFA.
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Figure 2- POSTALIMENTARY PLASMA TFREE FATTY ACIDS,
- PHOSPHOLIPIDS, CHOLESTERYL ESTER TRANSFER PROTEIN ACTIVITY
AND INSULIN IN WOMEN AND MEN |
Women (o, white bars) and men (e, black bars); data as means + SE. A- Free fatty acids
(=24-25 women and 24 men); B- Phospholipids (#»=25 women and 24 men); C-
Cholesteryl ester transfer protein (CETP) (n=24-25 women and 24 men); D- Insulin (#=20-
22 women and 24 men). Bars represent the areas under the curves (left) and the incremental
areas under the curves (right). Different from women at ' P < 0.0021, 2P <0.0082, * P <
0.0037, * P < 0.0168; different from fasting values in women and men: ° P < 0.0001, P <
0.0381.
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Relationships of postalimentary triacylglycerol to common carotid IMT,

autoantibodies to epitopes of 0x-LDL and other metabolic variables:

Table 2 summarizes correlations between the metabolic variables and some
TAG summary measures of curves. There were several associations of the latter with: age
(negative), BMI, WC, PL, insulin and CETP in women; age, insulin, FFA, PL, LPL

(negative) and anti-oxi LDL (negative) in men.

There were no associations of IMT with the parameters of TAG summary

~measures of curves in both sexes.

In women, IMT was correlated with LDL-Chol (r= 0.44, P=0.02), FC
(r=0.46, P=0.03), PL at 8h (r=0.48, P=0.02) and CETP (r=-0.42, P=0.05).

In men IMT correlated with TAG 8h (r=0.44, P=0.04) as well as FC
(r=0.52, P=0.01) and FFA (r=-0.43, P=0.05). Interestingly. only in men was a correlation
between anti-oxi LDL 8k and IMT (7=0.48, P=0.03).

In women there were associations of anti-oxi LDL with: TAG 8h
(r=0.69, P=0.002), Chol TRL 2h (r=0.74, P=0.001), TAG TRL 8h (r=0.53, P=0.03), FC Oh
(r=0.63, P=0.005), LDL-Chol Oh (=0.55, P=0.02), FFA 0h (+=0.50, P=0.04), CETP Oh
(r=-0.71, P=0.001) and LH (r=-0.51, P=0.03). In men all the correlations were negative:
with TAG 6h (r=-0.46, P=0.02), Chol (r=-0.52, P=0.009), CE (=-0.53, P=0.007), TAG
TRL 6h (=050, P=0.01), Chol TRL 4h (=041, P=0.04), LDL-Chol 6h
(r=-0.48, P=0.02), PL 2h (r=-0.57, P=0.003), CETP 4h (=-0.51, P=0.044).
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Table 2 -~ UNIVARIATE CORRELATION COEFFICIENTS BETWEEN
POSTALIMENTARY TRIACYLGLYCEROQOL RESPONSES AND
ANTHROPHOMETRIC AND METABOLIC VARIABLES IN WOMEN AND MEN

GROUPS VARIABLES TAG AUC TAG AUIC TAG AR TAG RR
{22-25) r P r P r P r P
Women Age -0.49 0.0127
FP Insulin 0.50 0.0184 046 0.0319
Slope CETP 041 0.0475
WwWC 043 00323
BMI 0.45 0.0258
PL AUC 0.63 0.0007 0.55 0.0048
Men  Age 042 0.0412
FP Insulin 0.73 0.0001 0.42 0.0427
TAG peak Insulin 049 0.0147 90.57 0.0037 0.77 0.0001
Slope Insulin 046 00232 054 00065 075 0.0001
FP LPL -049 0.0153 -0.52 0.0099
FFA AUIC 0.45 0.0285
PL AUC 0.65 0.0007 049 0.0153
PL AUIC ' 0.62 00014 051 60110
FP anti-oxi LDL -0.42 0.0390
TAG peak anti~oxi LDL.  -0.44 00300 -0.44 0.0320 -0.52 0.0100

TAG= Triacylglycerol; AR= acquisition rate; RR= removal rate; AUC = areas under the curves;
ATUC = areas under the incremental curves; CETP= cholesteryl ester fransfer protein; WC= waist
circumference; BMI = body mass index; PL= phospholipids; LPL= lipoprotein lipase; FFA= free fatty acids;
Anti-oxi LDL= autoantibodies to epitopes of oxidized LDL. Pearson’s correlation coefficients (v); P= value of
probability (7= number of individuals).
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Multivariate analysis of the relationships of several metabolic variables to

measurements of postalimentary TAG responses:

In order to evaluate if some of the observed relationships in the univariate
analysis are important to explain the sexes differences and independent of each other, these
effects (in women and men) were studied by multiple linear regression analysis (Table 3).

Postalimentary lipemia was determined in women by LPL and age (inverse),
msulin, PL, FFA, CETP, WC; in men, by insulin and PL.

The strongest predictors of postalimentary lipemia in women were age (45%),
PL (39%) and FFA (29%), with WC (19%) and insulin (17%) accounting for a smaller
proportion of the variation. In men, insulin accounted for 55% of the response, likewise PL
(37%).
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3 — INFLUENCE OF ANTHROPHOMETRIC AND METABOLIC VARIABLES ON
TRIACYLGLYCEROL AREAS UNDER THE CURVES, AREAS UNDER THE
INCREMENTAL CURVES, AND ACQUISITION AND REMOVAL RATES IN
WOMEN AND MEN

PARTIAL AND
GROUPS MULTIVARIATE INDEPENDENT P- MULTIPLE
MODELS VARIABLES VALUES 2
R’ (%)
‘Women TAG AUC FFA AUC 0.0001 29
(26) PL AUC 0.0012 39
68 *
TAG AIUC Insulin Oh 0.0001 4
FFA AUC 0.0001 22
LPL Oh 0.0001 16
wC 0.0001 19
Slope Insulin 0.0001 3
TAG peak CETP 0.0040 6
75 %
TAG AR PL AUC 0.0139 25
Insulin Oh 0.0236 17
FFA AUC 0.0007 16
WC 0.0033 11
LPL Ch 0.0099 12
81 *
TAG RR Age 0.0001 45
Men (23) TAG AUC Insulin Oh 0.0001 47
PL AUC £.0003 ' 26
73 *
TAG AIUC PL ATUC 0.0154 37
TAG peak Insulin 0.0405 12
49 *
TAG AR TAG peak Insulin 0.0001 55

Dependent variables: TAG AR, TAG RR, TAG AUC and TAG AIUC. * Multiple R® (%)
TAG= triacylglycerol; AUC = areas under the curves; AIUC = areas under the incremental curves;
AR=acquisition rate; RR = removal rate; FFA= free fatty acids; PL= phospholipids; LPL= lipoprotein lipase;
‘WC= waist circumference; CETP= cholestery! ester transfer protein; BMI= body mass index.
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Discussion

The aim of this study was to investigate the factors that modulate
postalimentary lipemia in women and men, in a group of healthy young adults (11, 24).
Also the association of lipemia with anthropometric and metabolic variables, with carotid
intima-media thickness, (a marker of early atherosclerosis), and with a biomarker of
oxidation, (autoantibodies to epitopes of oxidized LDL) were measured for each sex, in an
attempt to monitor CHD risk.

The main finding was that women presented a more complex regulation of
postalimentary lipemia than men, with a wider number of explanatory variables, some of
them peculiar to women. Age, WC, FFA, PL and insulin were the main determinants in
women that accounted for an important proportion of the variation in lipemia. Also CETP
and LPL (negatively) were secondary modulators in women. In men the regulators were
msulin and PL, both shared with women.

Gender differences in postalimentary lipemia have been shown by several
authors with men presenting increased TAG responses (25, 26).

As compared to women, the higher postalimentary lipemia observed in men
was explained by increased Chol and TAG in TRL, giving rise to an atherogenic
postalimentary profile. A higher rate of TRL production of intestinal and hepatic origin (27)
could be the explanation for this enhancement. It has been shown that the production of
VLDL can be lower in women because they suppress more circulating FFA after an oral

glucose tolerance test (28).

Another possible explanation for the increased lipemia could be the delayed
catabolism of triacylglycerol-rich lipoproteins by LPL and by the liver (29). The increased
HL activity in men in this study along with the reduced removal rate of TRL points to a
reduced receptor affinity in liver. LPL was similar in both.

Differences in apolipoprotein E genotyping were not able to explain the liperia
in this study, which is in accordance with other studies in the literature (30).
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Insulin was similar between the sexes in the fasting period, and iIn women
higher levels were found at the 4™ h after the meal. Insulin modulates lipemia in both sexes.
This hormone acts on lipoprotein metabolism in several ways: by increasing lipogenesis
and suppressing lipolysis in adipose tisshé, decreasing - the pool of circulating FFA,
increasing VLDL production by the liver from FFA and activating LPL. The FFA plasma
pool reflects in part insulin activity. As described earlier, women had increased fasting FFA
levels (31). We could postulate that men in this study responded to a (the) fat meal with an
insulin resistant profile, and this is indicated by a lower insulin concentration at 4®h and
higher FFA concentrations at the 6™ hour as compared to women. Men also presented
larger FFA postalimentary incremental areas and higher acquisition rate (5). The larger
FFA flux in men could interfere with the lipolytic process via remnant formation (32). The
mechanisms underlying these findings could be an enhanced ability to activate hormone
sensitive lipase in visceral fat cells in men and a consequent increased flux in plasma FFA
and to the liver followed by VLDL production (33). On the other hand, women showed a
reduced FFA response to the meal, consistent with a more efficient plasma FFA extraction.

Phospholipidemia was a strong determinant of lipemia in both sexes.
Phospholipids are a major component in HDL and this factor indirectly indicates a
regulation by HDL. There is an inverse ratio between TAG and HDL-Chol because HDL is
partly produced in plasma trough the hydrolysis of TRL (34).

The minor modulators LPL and CETP have well-established actions in
triacylglycerol-rich lipoprotein metabolism (32), both favoring TRI. catabolism.

CETP was similar in both sexes in the fasting and postalimentary periods, but in
men responded to a (the) fat meal by increasing its activity. This finding could reflect the
increased amount of TRL, CE acceptors in the transfer process mediated by CETP, in the
postalimentary period in men. The lack of response in women could reflect the decreased
pool of CE acceptors.

LPL is a classical lipolytic enzyme that has as substrates TAG from TRL. In
this study it modulates lipemia only in women, showing a resistant state to lipolysis in men.
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Only in women did the WC, an indirect measurement of visceral fat, explain the
lipemia. Some studies have shown that visceral fat regulates postalimentary lipemia (13,
35).

Lipemia increases with age (36) and this modulator was found in this study

only for women.

The ultrasound measurement of the common carotid was used to assess early
stages of atherosclerosis. Since sex, age, Chol and some genotypes are determinants of
carotid IMT (37, 38) the two groups were paired for age, Apo E genotypes and LDL-Chol.
The classical associations of IMT with LDL-Chol were found in women. Only in men
there was an association of postalimentary TAG with IMT. Although young, the men had

increased carotid IMT in relation to women, indicating early atherosclerosis.

The fasting and postalimentary anti-oxi LDL titers were similar for both sexes.
Only in men were the markers of lipemia negatively related to these autoantibodies,

probably as result of an increased formation of immune complexes with oxidized LDL.

In conclusion, these results taken together show that in this young and healthy
population postalimentary lipemia is explained by factors peculiar to women: age, WC,
FFA, LPL, and CETP as well as factors common to both sexes: PL and insulin,

Men in this study presented higher biood pressure, increased fasting TAG,
increased postalimentary lipemia, decreased HDL-Chol and Apo Al and increased LH
activity. All these findings contribute to their higher risk of coronary heart disease. Their
larger carotid IMT points to early atherosclerosis. The compiex and more favorable
interplay of variables in women generates a metabolic profile with a lower accumulation of

postalimentary atherogenic particles.

Compared to men, women presented smaller biood pressure and carotid IMT,
lower postalimentary lipemia, higher fasting and postalimentary HDL-Chol, Apo Al and
lower HL activity providing a lower CHD risk profile, as described in the literature,
probably due in part to different levels of sex hormones (39).

Further studies should aim at better understanding the sex differences in lipemia
regulation.
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Estes estudos confirmam dados da literatura que mostram que o periodo pods-
alimentar ¢ pré-aterogénico. Varias correlacGes significativas ocorreram com
biomarcadores da doenga sub-clinica como a espessura da camada intima-média das
artérias carétidas, marcador de aterosclerose precoce, ¢ titulos de auto anticorpos anti-LDL

oxidada, biomarcador de oxidagdo de LDL.

Em populagdes de adultos jovens saudaveis, dentro da grande variabilidade da
resposta lipémica a uma dieta rica em gordura, identificaram-se fendtipos de resposta
precoce e tardia utilizando-se os seguintes critérios: tempo até o pico na curva de resposta
de TAG, magnitude da lipemia, dos tempos ¢ dos picos de TAG, o nimero de picos, o
tempo até a resposta imicial € o tempo de retorno ao basal. Seus respectivos potenciais
aterogénicos foram avaliados. Os sujeitos com resposta precoce foram definidos por
somente um pico sendo o tempo at€ o pico de TAG em 2 ou 4h, resposta inicial de TAG em
2h, retorno aos niveis basais 6 ¢ 8h. Os tardios caracterizaram-se por um pico de TAG em 6

ou 8h, resposta inicial de TAG em 2 ou 6h e retorno aos niveis basais acima de 8h.

Em syjeitos com resposta lipémica tardia, 17% do total dos casos estudados
apresentou um padrdo bifasico, com dois picos de TAG: em 2 e 6 h. Este padrio foi
descrito em outros estudos (FIELDING, 1996; MATTES, 2002). O primeiro pico de TAG
nestes sujeitos poderia ser devido a estoques de QM (de refeicdes anteriores) nos
enterécitos ou nos vasos linfiticos que s8o liberados lentamente na circulagio
(MATTES, 2002). Outro estudo propde que o primeiro pico seja resultado da ingestdo da
dieta oferecida e o segundo, na 6® hora, seria explicado pela elevada producfio de VLDL e a
remocdo preferencial dos QM pelos receptores hepdticos no estado pés-alimentar
(ROBINS, 1989). O tempo de residéncia das particulas ricas em TAG aumentado, em
contraste com ¢ da resposta precoce, gera a oxidagcZio das VLDL e LDL, estimulando o
processo inflamatério com formacfio de anti-LDL oxidada e placas ateromatosas na parede
arterial (HOLLANDER, 1977; MAZZONE, 1987).

Partindo-se do principio de que as respostas sfo consonantes com as
caracteristicas absortivas e metabblicas dos individuos, procurcu-se mecanismos para

explicar a relacfo entre o aumento da lipemia na resposta tardia e sua aterogenicidade.
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No grupo tardio, os niveis de HDL-COL foram menores 16% do que no grupo
precoce. A reduzida concentragiio de HDL-COL neste pode estar relacionada ao aumento
da aterogénese pela redugfio da atividade da proteina de transferéncia de colesteril ester,
que altera a eficiéncia do transporte reverso de colesterol. Também esta redugfio associa-se
menores fun¢bes anti-aterogénica, profibrinolitica ou antitrombogénica, levando a um
maior risco para o desenvolvimento da aterosclerose (GORDON, 1989; SPIEKER, 2004).

A auséncia de resposta da CETP no grupo bifisico durante o periodo
pos-alimentar pode favorecer o acamulo de lipoproteinas ricas em TAG. Quando a
atividade da CETP ¢ reduzida, a transferéncia do colesterol esterificado das HDL para
outras fragbes lipoprotéicas também se reduz, formando particulas de HDL maiores e com
contetido maior de lipideos em seu nicleo. Em adicdio, a depuracfio das fipoproteinas ricas
em TAG ¢ reduzida. Estes dados estfio de acordo maiores concentragdes de TAG na 6* ¢ 8°
horas nos grupo tardio. O mecanismo de redugfo da atividade da CETP na resposta bifisica
ndo esta esclarecido, mas pode parcialmente ser explicada pela reducfio da concentracio da

HDL-COL e pela modificagdio quimica do pool de lipoprotefnas doadoras.

No presente estudo, o fendtipo tardio apresentou redugfio (77%) na
concentragdo de insulina no periodo pds-alimentar, no pico de TAG. Esta resposta
severamente diminuida pode representar a consegiiéncia metabdlica de refeicdes prévias
com regular proximidade entre si e com efeito sinérgico. Em concordéncia com esta
hipotese foi verificado um aumento de 26% na atividade da lipoproteina lipase no jejum nas
respostas tardias, refletindo um possivel efeito da refeigfio anterior. Especula-se que a
similar concentracio de TAG entre os grupos precoce e tardio poderia refletir uma lipolise
aumentada no grupo tardio.

Com relagfio ao jejum, o grupo precoce apresentou um aumento de AGL
somente na 8 h; no tardio ocorreu redugdo na 4* hora e aumento na §* h. O grupo precoce
mostrou maior concentragio de AGL na 4* h ¢ menor no pico de TAG do que os grupos
tardio e bifasico.

A diminui¢do da concentragdo de AGL pode ser devida & maior captagdio pelos
tecidos ou por hiperresponsividade 4 insulina. A diminuigdo da liplise pos-alimentar por
reducBio da LPL pode ser também especulada. Portanto, a redugfio da concentracio da

Discussde Geral
146



insulina pés-alimentar nas respostas tardias favoreceria a mobilizagfo de 4cidos graxos a
partir do tecido adiposo, com aumento da produgfio hepatica de VLDL e diminuicio da
lipolise das lipoproteinas ricas em TAG.

No fendtipo tardio as correlagdes positivas mais relevantes foram as da lipemia
pos-alimentar com a espessura da camada intima-média das carétidas, bijomarcador de
aterosclerose precoce, ¢ desta Ultima com autoanticorpos contra epitopos de LDL oxidada,

um biomarcador de aterosclerose.

Em sujeitos com rtesposta lipémica precoce foram observadas correlagdes
negativas e significativas entre a concentracio de triacilglicerol em 2 e 4h, AUC e AUIC de
triacilglicerol € AUIC AGL com autoanticorpos anti-LDL oxidada pds-alimentar. A
correlago negativa com anti-LDL oxidada sugere uma fung8o protetora deste anticorpo na
resposta precoce (FUKUMOTO, 2000). Neste fenétipo outras correlagdes negativas

ocorreram com LPL e HDI -colesterol ¢ positiva com insulina.

O outro estudo compreendido nesta tese, explorou a modulagio da lipemia

pelos sexos.

A diferenga entre os sexos na lipemia pés-alimentar tem sido demonstrada por
varios  autores, os homens apresentando major resposta de TAG
{GEORGOPOULOS, 1989; COHN, 1988).

Neste estudo, com relacfio 3 mulher, o homem apresentou maior lipemia
pds-alimentar de TAG plasmatico explicada pela maior concentracfio de colesterol e TAG
das lipoproteinas ricas em TAG. Uma maior produgfio de lipoproteinas ricas em TAG de
origem intestinal ¢ hepatica (COHN, 1993) no homem pode ser uma das explicagfes para
este aumento. A producfic de VLDL € menor em mulheres, pois o homem reduz mais o
AGL circulante como descrito apés um teste oral de tolerAncia a glicose
(McKEIGUE, 1993). Outras possiveis explicacbes para o aumento da lipemia podem ser:
prejuizo do catabolisme das hpoproteinas ricas em TAG pela LPL e pelo figado
(HUTTUNEN, 1976). A LPL ndo foi diferente entre os sexos.

Discussido Geral
147



As concentragBes de insulina foram similares nos sexos no jejum, e nas
mulheres maiores niveis foram encontrados no pico de TAG ap6s a refeiciio. A insulina
modula a lipemia nos dois sexos. Age por aumento da lipogénese e supressdo da lipolise no
tecido adiposo, com redugdo do pool de AGL circulantes, aumento da produgiio de VLDL
pelo figado proveniente dos AGL e ativando a LPL. O poo! de AGL reflete a atividade da
insulina ¢ também modifica a atividade da enzima LPL. Como descrito anteriormente,
mutheres t&m maior concentragio de AGL (MITTENDORFER, 2001). Pode-se postular
que os homens deste estudo apresentaram um perfil de resisténcia insulinica pos-alimentar,
indicado pela menor concentragdo de insulina no pico de TAG e maior concentragio de
AGL na 6* h, quando comparados as mulheres. Qs homens apresentaram maior area
incremental sob a curva de AGL e maior taxa de aquisicio de AGL (JENSEN, 1993). O
grande fluxo de AGL em homens pode interferir com o processo lipolitico de formacio de
remanescentes (MAHLEY, 2002). Um mecanismo que explica estes achados pode ser pela
atividade da lipase horménio sensivel presente nas células viscerais gordurosas dos
homens, com um conseqliente aumento no fluxo plasmitico de AGL para o figado e
conseqiiente producdio de VLDL (MITTENDORFER, 2003). Ao contrério, as mulheres
mostraram uma reduzida resposta pds-alimentar em AGL, consistente com uma maior

eficiéncia da sua extragio do plasma.

A atividade da CETP foi similar entre os sexos nos periodos de jejum e
pos-alimentar, mas nos homens a resposta pos-alimentar foi maior. Este achade pode
refletir o aumento da quantidade de lipoprotefnas ricas em TAG, dos aceptores de CE no
processo mediado pela CETP no periodo pds-alimentar dos homens. A menor resposta nas
muiheres por outro lado refletiria a diminuigdo dos aceptores de CE.

Os resultados mostraram que as mulheres apresentam uma regulacio mais
complexa da lipemia poés-alimentar do que nos homens, com diversas varidveis
explicativas. Os fatores circunferéncia da cintura, AGL, FL, insulina e a atividade da CETP
sdo determinantes positivos na variagio da lipemia p6s-alimentar das mulheres. Também
sdo reguladores negativos nas mulheres, a idade e LPL. Nos homens, os reguladores sfo

insulma ¢ PL, ambos positivos, e observados também para as mutheres.
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A fosfolipidemia foi um forte determinante da lipemia em ambos os sexos. PL
sfo os maiores componentes lipidicos da HDL e isto indiretamente indica uma regulagfo
peia HDL. Existe uma relacfio inversa entre TAG ¢ HDL-COL, pois HDL é parcialmente
produzido no plasma através da hidrolise das lipoproteinas ricas em TAG (CRIQUI, 1993).

A LPL neste estudo modula somente a lipemia nas mulheres, mostrando um

estado de resisténcia relativa a lipolise nos homens.

Somente nas mulberes a circunferéncia da cintura, um indicador de obesidade
visceral, explica a lipemia. Alguns estudos tém mostrado que a gordura visceral regula a
lipemia pés-alimentar (COUILLARD, 1999; LEMIEUX, 1994). O aumento do actumulo de
gordura visceral pode contribuir na deficiéncia da depuragdo da gordura dietética. Também,
o maior prejuizo do metabolismo dos AGL poés-alimentares ¢ a redugfo pa capacidade do
estoque lipidico no tecido adiposo subcutdneo podem ser responsaveis por esta associagio
(COUILLARD, 1999).

A lipemia aumenta com a idade (BROWN, 1993) e este meodulador foi
encontrado neste estudo somente nas mulheres.

A medida da espessura intima-média das artérias carétidas por ultrassonografia
¢ utilizada para mensurar estagios precoces da doenga aterosclerdtica. As mulheres
apresentaram correlacdes positivas desta medida com LDL-COL, CL, PL e negativa com a
atividade da CETP. Nos homens, a espessura da camada intima-média das artérias carétidas
associou-s¢ com TAG pos-alimentar, autoanticorpos anti-LDL oxidada e negativamente
com AGL. Os homens tém espessura da camada intima-média das artérias carétidas maior
em rela¢do as muiheres, indicando aterosclerose precoce.

Os titulos de autoanticorpo anti-LDI oxidada de jejum e pos-alimentar foram
similares entre os sexos. Somente no sexo masculino demonstrou correlagdo negativa
destes autoanticorpos com marcadores de TAG, sugerindo maior formagiio de

imunocomplexos com LDL oxidada.

Concluindo, neste estudo demonstrou-se em primeiro lugar que a
aterogenicidade no periodo pds-alimentar pode ocorrer em individuos saudaveis com
resposta pos-alimentar tardia, situacdo agravada na resposta bifasica. Estes padrdes ocorrem
por razbes provavelmente absortivas e evocam mudancas metabOlicas que explicam a

maior lipemia e conseqlientemente o maior risco de doenga arterial coronariana.
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Em segundo lugar descrevemos que a regulagio da lipemia difere entre os sexos
e ocorre por fatores antropométicos e metabdlicos, sendo muito mais complexa na multher,
0 que provavelmente dd origem ao perfil cardiovascular mais protetor com relacio ac do
homem, bem caracterizado neste estudo. l
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TRABALHO CIENTIFICO 1

60 participantes: 18-45 anos

Dieta rica em gordura 40g de gordura/m? de superficie corporal
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FENOTIPOS

PRECOCE TARDIO
Insalina (+); Redugiio insulinica no jejum IMT de carétidas
LPL.HDL-COL e ¢ no pos-alimentar e reducio r=0,65; P=0,608
Antoanticorpos da resposta de CETP pés- =
anti-LDL oxidada (- ) alimentar ek
Autoanticorpos
anti-L.DL oxidada
=0,54; P-0,048
MENOR ~ MAIOR
RISCO DE DAC
CONCLUSAO:

A associacio de biomarcadores da aterosclerose, 2 espessura intima-média das
cardiidas e os anticorpos séricos contra epitopos de LDL oxidada, com a lipemia
pos-alimentar no fendtipo tardio, pode ser explicada por um estado de resisténcia
insulinica pés-alimentar e prejuizo no transporte reverso de colesterol encontrados

nestes sujeitos.
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TRABALHQ CIENTIFICO 2

49 participantes: 19-45 anos

Dieta rica em gordura 40g de gordura/m? de superficie corporal
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POR QUE?

Entre os sexos hé diferentes fatores explicando 2 lipemia:
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Idade Insulina
Circunferéncia de cintura Fosfolipides
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LPL Pressiic arterial sistolica, KIM de
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CONCLUSAO:

A regulacio metabolica mais complexa das concentracbes de triacilgliceréis na
mulher, com relacio ao homem, pode explicar, em parte, 2 maior lipemia no sexo
masculino. Estas respostas associadas a4 redugio plasmitica de HDL-colesterol e
aos aumentos de triacilglicersis no jejum, da espessura da camada intima-média
das carétidas e da pressdo arterial sanguinea, conferem ao homem maior risco

para o desenvolvimento da doenca arterial coronariana.
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ANEXO 1

QUESTIONARIO CLINICO:

1) IDENTIFICACAO: Data:
Nome: HC:
Data de nascimento / Idade: Sexo: Raca:
Nuamero de filhos:

Profissdo:

Enderego residencial:

Endereco comercial:

Telefones:

2) DADOS ANTROPOMETRICOS:
Peso (kg): Altura (m): IMC (kg/m®): Cintura (cm):

3) DADOS CLINICOS:

PA (mm Hg): FC (bpm):

Sopros:

Xantomas: Arco senil:

Tirdide: Acanthosis nigricans:
ACV :

AR:

Ap. Digestivo

Ap. Genito-urinrio:
SN:

Sistema Miusculo-esq.:

4) HABITOS DE VIDA:
Tabagismo: no. cigarros/dia: tempo {anos):

Arexos
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Etilismo: tipo bebida: no. doses /dia ou semana: tempo:
Atividade fisica (ocasional/regular): no. vezes / sermana: tempo:
Alimentac¢3o: quantidade: tipo:

5) HISTORICO INDIVIDUAL:

Usa medicamentos (quais): Dose: Tempo:
Doengas anteriores:

Climatério /TRH ( com ou sem reposigio estrogénica):

Internaces:

Cirurgias:

Exames de localizagfo anteriores (RX, USG / RM / Coronarioangiografia, etc) / data:

7) HISTORICO FAMILIAR (sexo e idade dos eventos):
DAC:

AVC:

Doenga vascular periférica:

Diabetes:

Hipertensio arterial:

Obesidade:

D. tiréide:

D. renais:

D. hepéticas:

8) OBSERVACOES:
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ANEXO 2

Projeto: TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GORDURA EM HOMENS E
MULHERES: ESTABELECIMENTO DOS VALORES DE REFERENCIA DA
LIPEMIA POS-ALIMENTAR

Responsaveis pelo projeto: Prof* Dr. Eliana Cotta de Faria, Prof* Dr. Licia Nassi Castilho
Juliana Tentor

Eu, Sexo: Idade:

RG: HC:

" End:

Concordo em participar do presente estudo, apos estar absolutamente esclarecido(a)
dos propositos do mesmo.

Responsavel pelo Voluntirios:

Nome: Sexo: Idade:
Parentesco: Documento comprobatorio:
End:

As lipoproteinas, estruturas responsdveis pelo transporte de gorduras no sangue,
aumentam apos as refeicdes. O aumento no sangue dessas lipoproteinas esta relacionado ao
desenvolvimento de doencgas do coragio, porque podem depositar-se nas artérias. O
objetivo deste trabatho é o de se estabelecer os valores de referéncia da gordura
transportada por estas lipoproteinas durante um periodo de 8 horas, apés uma refeicio
contendo grande quantidade de gordura.

Sua participagdo no projeto inchui 4 visitas: trés ao HC-UNICAMP e 1 visita 4 uma
clinica especializada em uitrasonografia.

1* visita — medidas de dados antropométricos. Coleta de sangue (10 mlL) em jejum de
12 horas para triagem. Serdo realizados os seguintes exames: ghcose, perfil lipidico
(colesterol total, triglicerideos, colesterol das lipoprteinas de alta densidade, baixa
densidade e de densidade muito baixa), renal (uréia, creatinina), hepético (aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, gama glutamiltransferase)
endocrinologico (hormfnio tireo-estimulante, tiroxina livre) (ndmero de exames 13 e tempo
da visita 60 minutos).

2® visita — coleta de sangue apds jejum de 12 horas e coletas sucessivas de sangue apds
2, 4, 6 ¢ 8 horas (25 mL em cada coleta) ap6s tomar um milkshake de leite em p6 NAN —
semn lactose (Nestlé). Os exames realizados em cada coleta serfio nos tempos 0, 2, 4, 6 ¢ 8
horas: dosagens de colesterol total e fragdes (colesterol das lipoprteinas de alta densidade,
baixa densidade e de densidade muito baixa), triacilglicerois, apolipoproteinas Al,
apolipoproteinas B100, 4cidos graxos livres, fosfolipides (niimero de exames 9 por tempo;
tempo da visita 9 horas).

189



As coletas de sangue serdio realizadas preferencialmente no Servico de Coleta da
Divisdo de Patologia Clinica do HC-UNICAMP e durante o periodo de permanéncia entre
as coletas o participante ficard na sala de procedimentos experimentais da Disciplina de
Endocrinologia. Neste periodo passard por exame clinico, responderd a um questionario
sobre seus antecedentes pessoais ¢ familiares e assinara este termo de consentimento.

3" visita ~ coleta de sangue em jejum de 12 horas (8mL). Injeciio endovenosa de
heparina (100 Ul/kg de peso) € nova coleta de sangue (8 mL) apés 15 minutos; (tempo da
visita 30 minutos) para dosagem das enzimas (lipoproteina lipase e lipase hepitica)

4* visita — exame ultrasonografico das artérias carétidas (localizadas na regifio do
pescogo) em clinica especializada a ser previamente agendada (duracio do exame
aproximadamente 40 minutos).

Riscos e desconfortos:

O Sr(a). devera dispor de 4 dias para participar do estudo: 1° visita - triagem com 20
minutos de duragdo, 2° visita - nove horas para o teste e 30 a 40 minutos para os 3° e 4°
visitas. Teré que se apresentar em jejum de 12 horas nas 3 primeiras visitas. Outros
desconfortos seriam: pungfio venosa para as coletas de sangue podendo aparecer uma
mancha roxa e/ou dor no local (nas 3 visistas a0 HC-UNICAMP); injecfio de heparina na 3°
visita e ingestdo de um milkshake (cerca de 700 mL). Na 4* visitar ter que se locomover até
a clinica de ultrasonografia.

Beneficios esperados:

O voluntério serd beneficiado com a oportunidade de verificar o seu estado de satde
através de exames clinico e laboratorial. Caso detecte-se aiteragoes, o Sr(a) poders, se
quiser, ser encaminhado pelos responsdveis da pesquisa para o Ambulatério de
Dislipidemias (¢6d. 2001) ou outros ambulatérios especializados do HC para tratamento.

Garante-se:

O esclarecimento de qualquer divida que possa surgir antes ou durante a realizacdo do
projeto; desisténcia na pammpac;ao no projeto a qualquer momento sem o prejuizo da
assisténcia médica; ressarcimento de passagens de Onibus e lanche; a assisténcia médica no
caso de eventuais intercorréncias durante as visitas; sigilo das informaces recebidas;
privacidade e compromisso de que sua identidade nfio seri revelada nas conclusBes e/ou
publicagGes do trabalho; acesso a informacgSes quanto aos resultados decorrentes da
pesquisa; atestado médico nos dias de visita.

Quaisquer outras dividas de sua parte poderdo ser dirigidas ao
Comité de Etica em Pesquisa da FCM/UNICAMP: (19) 3788-8936
Outros telefones Gteis dos responsdveis pelo projeto:
Prof'. Dr* Eliana C. Faria ou Prof. Dr* Licia Nassi Castitho: (19) 3788-7064
Campinas, .....cco.... Qe G€.ereerioiniererereesienanranes

Juliana Tentor

Amnexos
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