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RESUMO 

 
 

Naud, Ludmila Macêdo. Consumo de ácidos graxos e álcool e sua relação com 

subfrações lipídicas quantificadas por ultracentrifugação vertical. 2019. Tese 

(Doutorado em Epidemiologia) – Faculdade de Saúde Pública, Universidade de São 

Paulo, São Paulo, 2019. 

 
Nesta tese, determinou-se o consumo alimentar e consumo de álcool de 2972 

participantes de pesquisa do Estudo Longitudinal de Saúde do Adulto (ELSA-Brasil). 

Por análise transversal, foram coletados dados demográficos, socioeconômicos, de 

hábitos de vida, antropométricos, medidas bioquímicas, Questionário de Frequência 

Alimentar e Consumo de Álcool. Posteriormente foi identificada a relação da dieta 

(manuscrito 1) e álcool (manuscrito 2) com as subfrações de colesterol medidas por 

ultracentrifugação vertical, denominada Vertical Auto Profile (VAP). Correlação de 

Spearman foi realizada para determinar a relação entre as medidas plasmáticas e 

dietéticas e a correlação canônica foi feita para verificar a associação entre os 

grupos com mais associação (manuscrito 1). No manuscrito 2, foi verificado o efeito 

do consumo de álcool, bem como o tipo de bebida alcóolica em diferentes medidas 

lipídicas em ambos os sexos da população e a análise foi feita pelo teste One-Way 

ANOVA para comparação dos tipos de bebida consumida e Teste t de Student para 

a comparação de quantidade de consumo. Foi identificada baixa associação entre a 

ingestão de ácidos graxos dietéticos e perfil lipídico (manuscrito 1) e quanto ao 

consumo de álcool, independentemente do tipo de bebida alcóolica consumida, o 

álcool resultou em melhor perfil lipídico, com níveis significativamente maiores de 

HDL-colesterol, HDL2-colesterol e HDL3-colesterol, tanto em homens quanto 

mulheres. Os triglicerídeos tiveram efeitos inversos para homens e mulheres no 

perfil lipídico. Conclui-se que são necessários maiores estudos para confirmar o 

efeito dos hábitos de vida no perfil lipídico e que não só a alimentação, mas também 

outros fatores como atividade física e genética interferem nos resultados. Também 

se pode depreender que existe impacto da variabilidade biológica na resposta ao 

colesterol. 

 
Palavras-chave: Perfil lipídico. Ingestão Alimentar. Consumo de Álcool. ELSA-Brasil. 
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ABSTRACT 

 
 

Naud, Ludmila Macêdo. Consumption of fatty acids and alcohol and its relation 

with lipid subfractions quantified by vertical ultracentrifugation. 2019. Thesis 

(Doctorate in Epidemiology) - Faculty of Public Health, University of São Paulo, São 

Paulo, 2019. 

 
In this thesis, food and alcohol consumption of 2972 subjects were determined from 

the Longitudinal Study of Adult Health (ELSA-Brazil). By a cross-sectional analysis, 

demographic, socioeconomic, life habits, anthropometric, biochemical, 

electrochemical, biochemical, biochemical, biochemical, biochemical and serum data 

were analyzed. Subsequently, a relationship between the diet (manuscript 1) and 

alcohol (manuscript 2) with evaluation of lipid subfractions was identified through 

vertical ultracentrifugation, called Vertical Auto Profile (VAP). Spearman correlation 

was performed to verify the relationship between plasma and dietary measures and 

canonical correlation to verify the association between groups with more association 

between them (manuscript 1). In manuscript 2, the effect of alcohol consumption as 

well as the type of alcoholic beverage in different lipid measurements in both sexes  

of the sample was verified and the analysis was done by the One-Way ANOVA test 

to compare the types of beverage consumed and Student's T Test for  the 

comparison of quantity of consumption. It was identified a low association between 

dietary fatty acid intake and lipid profile (manuscript 1) and alcohol consumption, 

regardless of the type of alcohol consumed, alcohol resulted in a better lipid profile, 

with significantly higher levels of HDL-cholesterol, HDL2-cholesterol and HDL3- 

cholesterol in both men and women. Triglycerides had inverse effects for men and 

women on the lipid profile. It is concluded that further studies are needed to confirm 

the effect of lifestyle habits on the lipid profile and not only the diet, but also other 

factors such as physical and genetic activity interfere in the results. It can also be 

deduced that there is an impact of biological variability on the cholesterol response. 

 
Key words: Lipid profile. Food Ingestion. Alcohol consumption. Bioethics. ELSA- 

Brazil. 
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1. Introdução 

 

 
As doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) são um grande desafio, pois 

representam a principal causa de mortalidade no mundo, geram elevados custos 

para o sistema de assistência médica, comprometendo o desenvolvimento 

socioeconômico de um país, bem como a qualidade de vida dos portadores dessas 

doenças. Assim sendo, diferentes países, independentemente de seu grau de 

desenvolvimento social e econômico, têm movido esforços conjuntos para o controle 

e prevenção das DCNTs, com metas globais visando à redução da morbimortalidade 

em geral, segundo dados da Global Burden of Disease (Global Burden of Disease, 

2018). 

Em 2017, as DCNTs foram responsáveis por, aproximadamente, 56 milhões 

de óbitos em todo o mundo. A mortalidade por doenças cardiovasculares (DCV) 

atingiu cerca de 17,5 milhões, estando entre as principais enfermidades juntamente 

com o câncer, as doenças respiratórias crônicas e o diabetes. Destaca-se que quase 

75% das mortes por DCNT ocorreram em países de baixa e média rendas (Global 

Burden of Disease, 2018). Por outro lado, em relação às últimas décadas, o Brasil 

tem apresentado redução na taxa de mortalidade padronizada das DCNT, na faixa 

etária de 30 a 69 anos. As doenças do aparelho circulatório ainda ocupam o primeiro 

lugar e assumiram nos anos de 2010 e 2011, respectivamente, 31,2% e 30,4% da 

mortalidade (Malta e Silva Jr., 2014). Observa-se que, devido às dimensões 

continentais do país, esse declínio não foi homogêneo em sua extensão, 

demonstrando importantes diferenças de acordo com fatores socioeconômicos 

(Lotufo, 2015). 

Segundo o relatório anual do Global Burden of Disease do ano de 2017, as 

DCV constituíram uma grande causa de morte em todo o mundo, sendo 

responsáveis por 73,4% de todas as mortes em nível global em 2017. O total de 

número de mortes de DCV aumentou de 2007 a 2017 em 22,7%, representando um 

adicional de 7,61 milhões de mortes estimadas em 2017 versus 2007 (Global Burden 

of Disease, 2018). Além disso, as reduções na taxa de mortalidade de por DCNT 

diminuíram e a taxa de mortalidade de causas selecionadas aumentou (Global 

Burden of Disease, 2018). 
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Acredita-se que mudanças no estilo de vida, associadas ao crescimento 

econômico e urbanização, reduções na morbimortalidade por doenças 

transmissíveis e na mortalidade perinatal, acompanhadas de aumento na 

prevalência de doenças crônicas, estão relacionadas à carga global das DCV, 

refletindo o período de transição epidemiológico que atravessam estes países 

(Global Burden of Disease, 2005). 

No Brasil, tais doenças representam uma ameaça ao desenvolvimento social 

e econômico, sobretudo devido à grande proporção de óbitos que ocorrem 

prematuramente, além da elevada morbidade que acarretam, sendo frequentemente 

responsáveis pela invalidez parcial ou total do indivíduo, com graves repercussões 

para a pessoa acometida, sua família e sociedade (Siqueira et al., 2017). Dados do 

Ministério da Saúde evidenciam que as DCV continuam a ser a principal causa de 

morte na população brasileira, sendo que do total de óbitos registrados, 384.615 

óbitos foram decorrentes de DCV, o que corresponde a 31% do total e 42% das 

mortes por DCNT em 2012. Além disso, o custo das internações por DCV é 

considerado o maior entre as causas de internações hospitalares no Brasil (Duncan 

et al., 2012). O envelhecimento populacional, proveniente do aumento da 

expectativa de vida do brasileiro tende a aumentar a incidência de DCV e, 

consequentemente, os gastos dispendidos em medicamentos, custos da previdência 

social e custos em serviços de saúde (Siqueira et al., 2017). Estes fatos reforçam a 

importância desta condição e alertam para a adoção de medidas preventivas 

efetivas. Desta forma, a consequente redução na morbidade e mortalidade 

relacionadas às DCVs deve ser um dos principais objetivos das políticas de saúde 

pública no Brasil e no mundo. 

Neste sentido, torna-se necessário investigar os fatores de risco envolvidos 

na etiologia e progressão da DCV, pois a sua identificação e controle têm 

importância crucial na predição do desenvolvimento e na prevenção das 

manifestações clínicas destas patologias, impactando na redução da 

morbimortalidade por DCV. Os fatores de risco cardiovascular são caracterizados 

pela sua prevalência cada vez mais precoce na população (May et al., 2012), mas 

também, por serem passíveis de controle por meio de modificações no estilo de  

vida, como por exemplo, dieta, tabagismo, atividade física e consumo de álcool 

(Ribeiro et al., 2012). Dados do estudo Framingham Heart Study (D' Agostino et al., 

2008) demonstraram o papel das dislipidemias, hipertensão arterial sistêmica, fumo, 
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idade e DM como fatores de risco independentes para a aterosclerose e, 

consequente, doença cardíaca. Além destes, existe a influência de outros potenciais 

fatores de risco, tais como as concentrações aumentadas de fibrinogênio plasmático, 

de homocisteína e de fatores inflamatórios, como a proteína C reativa de alta 

sensibilidade. 

Outro fator de risco cardiovascular bastante discutido na literatura são as 

dislipidemias (Hendrani et al., 2016), que são alterações metabólicas lipídicas 

decorrentes de distúrbios em qualquer fase do metabolismo lipídico que ocasionem 

repercussão nos níveis séricos das lipoproteínas, incluindo elevadas concentrações 

de quilomícrons, lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL-colesterol) e/ou 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL-colesterol), assim como baixas 

concentrações de lipoproteínas de alta densidade (HDL-colesterol) (Nelson, 2013). 

Estas alterações lipídicas representam um dos mais importantes fatores para 

o desenvolvimento e progressão da doença aterosclerótica que constitui uma das 

principais causas de DCV (Hendrani et al., 2016). O colesterol total deposita-se na 

parede arterial constituindo um componente das placas de ateroma quando se 

encontra numa concentração aumentada no plasma. O colesterol é produzido no 

fígado e transportado no sangue por moléculas compostas de proteínas e gorduras, 

as lipoproteínas. 

A fração do LDL-colesterol compõe aproximadamente 70% do colesterol total 

sérico e é reconhecida como a principal lipoproteína aterogênica (Tsompanidi et al., 

2010), contribuindo significativamente para a formação da placa de ateroma. A 

formação da placa aterosclerótica inicia-se por agressão ao endotélio vascular, 

mediada por diversos fatores que incluem, entre outros, a elevação de lipoproteínas 

aterogênicas (LDL-colesterol, VLDL-colesterol e remanescentes de quilomícron). O 

endotélio disfuncional apresenta maior permeabilidade às lipoproteínas plasmáticas, 

favorecendo a infiltração e acúmulo destas no espaço subendotelial. Esta fase de 

infiltração lipídica é seguida por modificações oxidativas de LDL-colesterol, ou seja, 

as partículas de LDL-colesterol sofrem oxidação, levando novamente à disfunção 

endotelial. Desta forma, o risco de aterosclerose aumenta significativa e 

progressivamente em indivíduos com concentrações de colesterol total e LDL- 

colesterol acima do normal, bem como, com o aumento das concentrações de 

triglicerídeos e diminuição da fração de HDL-colesterol. 
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A glicemia em jejum alterada também é considerada como um fator de risco 

de acometimentos cardiovasculares, pois a sua elevação plasmática acima dos 

valores de referência (100mg/dL) indica um potencial risco para o DM e uma 

consequente quebra da homeostase metabólica com aumentos significativos dos 

valores basais de colesterol total e triglicerídeos (Schaan et al., 2004). 

Entre os mecanismos fisiopatológicos pelos quais a hiperglicemia resulta em 

aceleração da aterotrombogênese está a glicação de lipoproteínas, prolongando a 

meia-vida de LDL, facilitando a sua oxidação e aumentando o seu poder de 

agressão ao endotélio, além da formação de outros produtos finais de glicação, que 

promovem a disfunção endotelial generalizada (Laakso e Manninen, 1997). 

A dieta tem impacto na dislipidemia. A hipótese clássica dieta-coração está 

associada ao seu impacto nos níveis de colesterol sérico, o que poderia predizero o 

risco cardiovascular. As equações propostas por Keys (Keys, 1984) e Hegsted 

(Hegsted, 1986) indicam que, comparado ao carboidrato, o aumento no consumo de 

ácidos graxos saturados e colesterol dietético aumentaria o colesterol sérico, 

enquanto o alto consumo de ácidos graxos poli-insaturados poderia diminuir o 

colesterol sérico, enquanto o ácido graxo monoinsaturado não teria nenhum efeito 

no colesterol sérico. Essas equações predizem bem o colesterol total, mas existe 

evidência de que as subfrações de HDL-colesterol está forte e inversamente 

relacionada com o risco cardiovascular (Castelli, 1983; Ginsberg et al., 1990; 

Mensink, Katan, 1987; Mensink, Katan, 1992). A substituição do carboidrato por 

gordura saturada poderia reduzir o HDL-colesterol (Mensink et al., 2003), assim 

como substituir ácidos graxos monoinsaturadas por saturada reduz LDL-colesterol, 

sem afetar o HDL-colesterol (Mensink et al., 2003). 

É importante destacar que os fatores de risco cardiovasculares são 

frequentes na população geral e podem se apresentar simultaneamente no mesmo 

indivíduo, o que pode pressupor a maximização do risco e potencial aceleração do 

processo de DCV. A predisposição genética e os fatores ambientais, tais como o 

tabagismo, o sedentarismo, o consumo de bebida alcóolica, dieta hipercalórica, dieta 

rica em gorduras saturadas e sal e pobre em vegetais e frutas podem contribuir para 

a simultaneidade destes fatores de risco (Global Burden of Disease, 2017). Contudo, 

estima-se que 75% das mortes por DCV podem ser reduzidas com mudanças no 

estilo de vida da população que interferem nos fatores de risco modificáveis, sendo 
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este o grande desafio das diversas diretrizes existentes em prevenção 

cardiovascular. 

Os hábitos de vida, como a alimentação e o consumo de álcool determinam a 

frequência e intensidade de fatores de risco para doenças cardiovasculares. Apesar 

de existirem alguns estudos a respeito do impacto da dieta e consumo de álcool no 

desenvolvimento de doenças coronarianas, ainda é difícil mensurar de maneira 

exata o grau de sua importância, de maneira quantitativa e/ou qualitativa 

(Verschuren et al., 1995) 

 

 
1.1. Alimentação 

 
 

O que se sabe atualmente sobre a relação entre a alimentação e os fatores 

de risco e determinantes para doenças cardiovasculares vieram de resultados do 

Seven Countries Study (Feinleib, 1981), Ni-Ho-San Study (Curb e Marcus, 1991), o 

Nurses’ Health Study (Colditz et al., 1997) e o Projeto WHO MONICA (H, 2003). As 

primeiras recomendações acerca da dieta foram formuladas em 1989 pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS). A importância relacionada entre a 

alimentação e doenças crônicas é que a dieta inadequada pode levar ao aumento da 

pressão arterial, aumento da glicemia, aumento de lipídeos séricos e ao 

aparecimento de sobrepeso e obesidade, fatores de risco intermediários para o 

desenvolvimento de doenças cardíacas. 

Comparando o hábito alimentar populacional, observa-se uma transição 

nutricional que está amplamente relacionada com fatores de risco e doenças. 

Enquanto um país se desenvolve e mais pessoas adquirem alimentos processados 

em oposição aos alimentos não-processados, há um aumento da proporção de 

calorias, especialmente gorduras e açúcares. Não só as mudanças na dieta são 

notadas, mudanças na produção dos alimentos e tecnologia do trabalho diminuem o 

exercício físico, que contribuem também para o gasto energético (Instituto Brasileiro 

de Geografia e Estatística, 2011). 

O Brasil acompanhou as mudanças nutricionais mundiais. Alterações nos 

padrões alimentares são notadas em todos os estratos sociais e faixas etárias. 

Segundo dados da POF 2008/2009 (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística, 

2011), uma importante mudança é o aumento no consumo de alimentos ricos em 
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‘açúcar’, ‘sódio’, ‘gordura saturada’ e ‘trans’. Alimentos como ‘carnes e derivados’, 

‘leite e derivados’, ‘biscoitos’, ‘refrigerantes’ e ‘refeições prontas’ tiveram aumento no 

consumo. No entanto, houve piora na qualidade da dieta, com alimentos ricos em 

aminoácidos e carboidratos complexos diminuíram, como é o caso do ‘arroz’, ‘feijão’, 

‘raízes e tubérculos’. 

Neste sentido, nas últimas décadas, novas linhas de investigação tem dado 

especial importância à alimentação, sugerindo potenciais benefícios na saúde 

cardiovascular de indivíduos que possuem hábitos de vida saudáveis. 

Ainda existem controvérsias entre os diferentes tipos de ácidos graxos e  

DCV. Evidências recentes sugerem que diferentes tipos de ácidos graxos dietéticos 

têm efeitos diferentes no risco cardiovascular, e os efeitos também dependem do 

macronutriente utilizado na substituição do ácido graxo. 

Ingestão total de gordura tem baixa associação com as taxas de DCV, 

enquanto gordura saturada está positivamente associada com DCV. Assim como 

pode haver uma redução significativa no risco cardiovascular se os ácidos graxos 

saturados forem substituídos por gorduras insaturadas, especialmente se forem 

ácidos graxos poli-insaturados (Wang e Hu, 2017). Tanto os ácidos graxos poli- 

insaturados, como os ácidos linolênico e linoleico estão associados a um menor 

risco de DCV, embora os efeitos na suplementação oral ainda permaneçam 

inconsistentes. No entanto, os resultados em alimentação podem ser confundidos 

com diferenças no outros fatores de risco de DCV (Willett e Stampfer, 2013). 

Por outro lado, a ingestão de gordura trans produzida industrialmente está 

consistentemente associada a um maior risco de DCV. Gordura trans aumenta o 

LDL-colesterol e diminui o HDL-colesterol (Ascherio et al., 1999), aumenta a 

proporção de partículas pequenas, densas e aterogênicas de LDL-colesterol 

(Linchtenstein et al., 1999), aumenta a Lipoproteína A (Mensink et al, 1992; Nestel et 

al., 1992), e aumenta marcadores inflamatórios relacionados com DCV (Mozaffarian 

et al., 2004; Baer et al., 2004). 

As últimas Diretrizes Dietéticas enfatizam mais os tipos de gordura na dieta 

do que a quantidade total de gordura para a prevenção de DCV, justificando a 

necessidade de estudos sobre o assunto (Wang e Hu, 2017). O Guia Alimentar para 

a População Brasileira de 2014 também enfatiza a qualidade da dieta em detrimento 

da quantidade de calorias (Ministério da Saúde, 2014), 
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1.2. Consumo de álcool 

 

O álcool é uma substância psicoativa com capacidade de dependência, sendo 

possível consumi-lo por meio de diferentes tipos de bebida. Historicamente difundido 

e aceito socialmente. O impacto no binômio saúde-doença é diferenciado pela 

quantidade e frequência da ingestão. O uso moderado associa-se a menor 

incidência de doença coronariana e de diabetes. Por outro lado, a ingestão crônica e 

excessiva associa-se a acidente vascular cerebral hemorrágico, cirrose hepática, 

distúrbios psiquiátricos, além do aumento de acidentes no trânsito (Global Burden of 

Disease, 2018). 

Os efeitos do consumo de etanol são diversos, os achados mais recentes 

apontam potenciais efeitos benéficos do consumo moderado de álcool sobre a DM e 

os biomarcadores cardiovasculares para obesidade. Existem fortes evidências de 

que diferentes tipos de bebidas alcoólicas apresentam efeitos diferentes na redução 

de risco de diabetes tipo 2. O vinho, por exemplo, levou a melhores resultados na 

redução do que a cerveja e os destilados que mostraram apenas uma pequena 

diminuição no risco de diabetes tipo 2 (Huang et al., 2017). O uso de álcool também 

é relacionado a melhores biomarcadores cardiovasculares, como triglicerídeos, 

colesterol total e HDL-colesterol. Apesar disso, é importante ressaltar que os 

resultados encontrados não são lineares e se associam ao consumo moderado de 

etanol (Vu et al., 2016). 

Uma das prioridades em saúde pública é a prevenção e a redução do uso 

excessivo de álcool, por representar danos para a sociedade em geral. A OMS 

objetiva a diminuição dos encargos sociais e de saúde decorrentes do consumo de 

etanol (Global Burden of Disease, 2017). Assim sendo, o uso de álcool, juntamente 

com o baixo peso na infância, o tabagismo, sexo inseguro, ausência de saneamento 

básico e pressão arterial elevada são responsáveis por um quarto de todas as 

mortes no mundo e um quinto de todos os anos de vida com qualidade perdidos. 

Estima-se que a redução da exposição a esses fatores de risco aumentaria a 

expectativa de vida global em quase cinco anos (Global Burden of Disease, 2017). 

As quantidades de consumo seguro e as recomendações sobre a ingestão 

diária de álcool máxima variam entre e dentro dos países, não apresentando 

consenso quanto aos limites de uso (Kalinowski e Humphreys, 2016). A dose padrão 

de consumo também não apresenta concordância internacional, variando de 10 a 14 
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gramas de etanol puro a cada consumo. A OMS adota de 10 a 12 gramas de álcool 

puro como dose padrão. No Brasil, a Secretaria Nacional de Política sobre Drogas 

(SENAD) estipula 13,6 gramas e, nos Estados Unidos da América, o Instituto 

Nacional de Abuso de Álcool e Alcoolismo (National Institute on Alcohol Abuse and 

Alcoholism) determina 14 gramas (Global Burden of Disease, 2017). De acordo com 

as Diretrizes Alimentares para Americanos para 2015-2010, o consumo moderado é 

o uso de menos de uma dose por dia para mulheres e menos de duas doses para os 

homens. 

No ano de 2010, quase metade da população no mundo (48%) e do Brasil 

(42%) era abstêmia ou referiu não ter feito uso de álcool no ano anterior. Entre os 

brasileiros, as mulheres são a maioria entre as abstêmias. A OMS estima que 

indivíduos acima de 15 anos de idade consumiram, em média, 6,2 litros de etanol 

por ano, o que se traduz em 13, 5 gramas de álcool puro por dia. No Brasil, o 

consumo total estimado é o equivalente a 8,7 litros por pessoa por ano (homens com 

13,6 litros ao ano e mulheres com 4,2 litros ao ano), o que é superior à média de 

consumo mundial. Quando são excluídos os abstêmios, a média se eleva para 15,1 

litros de álcool puro por pessoa por ano (Global Burden of Disease, 2017). São 

considerados consumidores excessivos de álcool quando o valor por semana de 

álcool puro ultrapassa 210g por semana para homens e 140g por semana para 

mulheres (Wakabayashi, 2008). 

Com base em dados de 34 países membros da Organização para a 

Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE) (2015), no ano de 2013, o 

consumo médio anual de álcool em maiores de 15 anos foi de 8,9 litros por pessoa e 

de, aproximadamente, 7,2 litros no Brasil. Conforme o I Levantamento Nacional 

sobre os Padrões de Consumo de Álcool na população Brasileira, 52% dos 

brasileiros acima de 18 anos bebiam ao menos uma vez por ano, sendo a cerveja o 

tipo de bebida mais consumida (61%), seguida pelo vinho (25%) (Laranjeira et al., 

2010). Estudo realizado com 15.105 participantes de pesquisa do Estudo 

Longitudinal de Saúde do Adulto (ELSA-Brasil), no ano de 2008 a 2010, na faixa 

etária de 35 a 74 anos de idade, concluiu que quase metade dos participantes de 

pesquisa (48%) fazia uso de algum tipo de bebida alcóolica, sendo a cerveja a 

bebida mais consumida, seguida do vinho e destilados. A média de doses 

consumidas por semana, considerando todas as bebidas, foi de 5 para as mulheres 

e o dobro para os homens (Martinez et al., 2019). 
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Comparando dados de 2006 com os de 2010, observou-se um pequeno 

aumento no número de indivíduos que referiram ser abstêmios (48% x 50%). 

Contudo, houve aumento na frequência de uso de etanol e na quantidade habitual 

de álcool consumida entre adultos de ambos os sexos. Adicionalmente, o consumo 

regular de bebidas é iniciado cada vez mais cedo (13% tinham experimentado a 

primeira bebida alcóolica com menos de 15 anos de idade em 2006 e 22% em 2012) 

(Laranjeira et al., 2010). 

Além da quantidade total consumida, o padrão de consumo (quantidades de 

doses consumidas por ocasião e a ocorrência de consumo junto às refeições) 

interfere no risco e prejuízos à saúde relacionados ao etanol. O uso excessivo 

episódico, também conhecido como binge drinking, é caracterizado pelo consumo de 

5 doses ou mais (equivalente a 60 gramas de álcool puro) em uma única ocasião ao 

menos uma vez no último mês. Tal padrão foi constatado em 16% na população 

mundial; sendo no Brasil, 22% da população consumidora de álcool (Global Burden 

of Disease, 2017). 

As estimativas de consumo variam na população brasileira. A primeira 

Pesquisa Nacional sobre Padrões de Consumo de Álcool foi realizada pela Unidade 

de Pesquisa em Álcool e Drogas da Universidade Federal de São Paulo, de 

novembro de 2005 a abril de 2006. A pesquisa abrangeu 143 cidades brasileiras e, 

dentro delas, um total de 325 setores censitários, incluindo aqueles situados em 

áreas rurais. O estudo transversal foi realizado na casa dos participantes de 

pesquisa. Os resultados dizem que 6% dos participantes de pesquisa relataram o 

uso de etanol diariamente ou quase diariamente e 19% de uma a quatro vezes por 

semana, sendo esse uso de três a cinco vezes maior no sexo masculino. Entre os 

bebedores, 29% relatam que a quantidade usual consumida é de cinco unidades ou 

mais por ocasião, com frequência de 38% nos homens e 17% nas mulheres. 

Incluindo os abstinentes, o consumo excessivo episódico (5 ou mais unidades para 

homens e 4 ou mais unidades para mulheres em uma única ocasião nos últimos 12 

meses) foi relatado por 28% dos participantes de pesquisa, com pelo menos uma 

ocasião de beber em excesso no ano anterior à entrevista. Esse consumo também 

foi mais frequente entre os solteiros e aqueles com maior renda (Laranjeira et al., 

2010). 

A prevalência nacional em 2013 de consumo abusivo de álcool (ingestão e 

cinco ou mais doses de bebida alcóolica para homens e quatro ou mais para 
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mulheres, em uma única ocasião, nos últimos 30 dias anteriores à entrevista) foi de 

13,7%, sendo superior no sexo masculino em comparação com as do sexo feminino, 

assim como na população adulta jovem quando comparado aos mais velhos (De 

Azevedo Barros et al., 2016). Já no ano seguinte, segundo dados da Vigilância de 

Fatores de Risco e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico 

(VIGITEL), no conjunto das 27 cidades, a frequência foi de 16,5%, mantendo-se 

superior entre homens (24,8%), quase 2,5 vezes maior e mais frequente entre os 

indivíduos de 25 a 34 anos, aumentando juntamente com o nível de escolaridade. 

Entretanto, várias são também as evidências dos efeitos nocivos. Estudo de 

corte transversal realizado com dados da pesquisa sobre Violências e Acidentes em 

Unidades de Urgência e Emergência (VIVA Inquérito), no ano de 2012 em 24 

capitais brasileiras e Distrito Federal, concluiu que 14,9% dos atendidos por causas 

externas declararam ter consumido bebida alcóolica nas horas anteriores à 

ocorrência (Mascarenhas et al., 2015). No triênio de 2010 a 2012, foram registradas 

anualmente no Brasil, quase 20 mil mortes nas quais o consumo de álcool foi a 

condição necessária para sua ocorrência, sendo que as doenças do fígado foram a 

causa de mais da metade das mortes analisadas e cerca de 90% incidiram sob o 

sexo masculino (Garcia et al., 2015). Ressalta-se que pessoas com menor nível 

socioeconômico parecem ser mais vulneráveis aos problemas sociais ou ambientais 

e às implicações do alto consumo de álcool (Grittner et al., 2012). Outro estudo 

demonstrou que os consumidores excessivos e frequentes são duas vezes mais 

prováveis que os abstêmios de apresentar distúrbios depressivos ao longo da vida e 

esse fator não está restrito às faixas etárias mais jovens (Silveira et al., 2012). 

A importância de estudar o álcool na saúde cardiovascular é que ele tem um 

impacto positivo ou negativo, a depender do tipo de bebida alcóolica e quantidade 

consumida. Alguns estudos tem avaliado o efeito benéfico do álcool sobre os lipídios 

sanguíneos, principalmente o HDL-colesterol (Gaziano et al., 1993). Embora menos 

frequente, a diminuição do LDL-colesterol também tem sido relatada, além do efeito 

nos níveis de triglicerídeos (Patsch et al., 1992; Rimm et al., 1999). 

 
1.3. A determinação de lipoproteínas pelo Vertical Auto Profile (VAP) 

 
 

O Vertical Auto Profile test (VAP) é mais detalhado que um teste de colesterol 

típico ou um perfil lipídico. Ele inclui medidas que atendem a novas metas no 
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tratamento de colesterol e que podem ser preferidas para aqueles que desejam 

monitorar o tratamento de dislipidemias. É mais útil em identificar pessoas em risco 

de desenvolver DCV (Kulkarni, 2006). O VAP foi desenvolvido por pesquisadores em 

Birmington, Alabama nos Estados Unidos da América e foi introduzido 

comercialmente pela Atherotech, Inc. O teste foi aprovado pela Food and Drug 

Administration (FDA) em 2007. 

O teste de colesterol tradicional funciona com o sangue em uma centrífuga de 

alta velocidade para separa os lipídeos. Este teste padrão, denominado perfil 

lipídico, distingue três categorias para lipídeos, utilizando uma fórmula específica. As 

categorias de lipídeos utilizando testes tradicionais são: 

 
1. Lipoproteínas de alta densidade (HDL-colesterol); 

2. Lipoproteínas de baixa densidade (LDL-colesterol); e 

3. Triglicerídeos: a principal forma de gordura no corpo. 

 
 

No entanto, quase metade das pessoas que tiveram Infarto Agudo do 

Miocárdio, o perfil lipídico padrão não revela anormalidades. De acordo com a 

Atherotech, o VAP é capaz de identificar de forma mais sensível o dobro de 

indivíduos com risco de DCV em comparação com as técnicas tradicionais, 

utilizando medidas diretas de gorduras sanguíneas (Kulkarni, 2006). 

O VAP categoriza o LDL-colesterol por tamanho relativo e também divide o 

HDL-colesterol em subclasses. Pesquisas recentes indicam que certos padrões de 

tamanhos nas partículas de LDL-colesterol podem indicar maior risco de DCV (Bogl 

et al., 2013). Enquanto que uma das subclasses de HDL-colesterol, como o HDL2- 

colesterol, é considerada particularmente protetora para as DCV (Hwang et al., 

2019). 

O VAP também mede alguns lipídeos sanguíneos que os testes tradicionais 

ignoram, como a lipoproteína de densidade muito baixa (VLDL-colesterol); 

Lipoproteína de densidade intermediária (IDL-colesterol) e lipoproteína A. A medida 

de classes e subclasses lipídicas adicionais podem revelar mais informações sobre  

o risco de desenvolver doenças cardíacas que todos os testes tradicionais, como a 

turbidimetria e nefelometria (Kulkarni, 2006). 

O VAP testa diretamente: 
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1. VLDL-colesterol total: Níveis elevados de VLDL-colesterol correspondem a 

um risco aumentado de doença cardíaca e diabetes; 

2. Soma do colesterol total: Corresponde à soma dos níveis de HDL-colesterol; 

LDL-colesterol e VLDL-colesterol; 

3. Não-HDL total: Corresponde à soma de apenas os níveis de LDL-colesterol e 

VLDL-colesterol; um valor mais alto indica um risco maior de DCV; 

4. VAP B: Corresponde à apolipoproteína B100 ajuda a criar, transportar e 

fornecer LDL-colesterol e VLDL-colesterol às células, medir o Apo B ajuda a 

determinar o tipo e/ou a causa do colesterol sérico elevado (Jarauta et al., 

2016); 

5. Lipoproteína A (Lp(a)): Pesquisas sugerem que a Lp(a) é semelhante ao LDL- 

colesterol, sendo um fator de risco hereditário para a aterosclerose (Yeang, 

2016); 

6. IDL-colesterol: Uma lipoproteína de densidade intermediária, uma quantidade 

maior de IDL-colesterol é encontrada entre indivíduos com histórico familiar 

de diabetes; 

7. LDL-colesterol real (LDL-real): Corresponde ao LDL-colesterol que está ligado 

à proteína C-reativa. Esse tipo de LDL-colesterol é encontrado no local das 

placas ateroscleróticas no corpo, que são uma das principais características 

da doença arterial coronariana e, ao se romperem, é o principal iniciador da 

angina instável (Jarauta et al., 2016); 

8. LDL-colesterol estimado (LDL-e): Corresponde à soma de Lp(a), IDL- 

colesterol e LDL-colesterol; 

9. Padrão de tamanho do LDL-colesterol: São três categorias – A, A/B ou B. No 

padrão A, as moléculas de LDL-colesterol são maiores e menos densas, 

facilitando a remoção do corpo. No padrão A/B há uma combinação de 

moléculas leves e densas, enquanto no padrão B, predominam moléculas de 

alta densidade. Indivíduos com partículas pequenas e densas de LDL- 

colesterol (predomínio de padrão B) têm um risco quatro vezes maior de 

desenvolver doenças cardíacas que indivíduos com predomínio de tamanho 

LDL-colesterol A (Blesso, 2018); 

10. LDL-colesterol 1 (LDL-1): Correspondente ao LDL-colesterol pequeno e 

denso; 
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11. LDL-colesterol 2 e LDL-colesterol 3 (LDL-2 e LDL-3): LDL-colesterol grande, 

intermediário e flutuante. 

12. HDL-colesterol 2 (HDL-2): Particularmente protetor para doenças cardíacas. 

Um número baixo indica um risco aumentado de DAC, mesmo em indivíduos 

com níveis adequados de colesterol (Hwang et al., 2019); 

13. HDL-Colesterol 3 (HDL-3): Não tão protetora quanto a HDL-2; 

14. VLDL-colesterol 3 (VLDL-3): Uma lipoproteína de densidade muito baixa rica 

em triglicerídeos. Alguns estudos sugerem uma correlação potencial entre 

números mais elevados de VLDL-3 e o desenvolvimento de diabetes mellitus 

(Andersen et al., 2017). 

Ainda, o VAP pode identificar maior vulnerabilidade para a síndrome 

metabólica, uma combinação de fatores que podem elevar significativamente 

o risco do desenvolvimento de diabetes ou DCV. 

 

 
1.4. Estudo Longitudinal de Saúde do Adulto (ELSA-Brasil) 

 

Em setembro de 2008, o Ministério da Saúde anunciou oficialmente o 

lançamento do maior estudo já desenvolvido na área de epidemiologia na América 

Latina, intitulada Estudo Longitudinal de Saúde do Adulto (ELSA-Brasil). Criado a 

partir de uma chamada pública lançada em 2005 pelo Ministério da Saúde e pelo 

Ministério da Ciência e Tecnologia, é uma pesquisa pioneira sobre doenças crônicas 

(Departamento De Ciência E Tecnologia, 2009). 

O ELSA-Brasil envolve um consórcio composto por seis instituições 

brasileiras de ensino e pesquisa. Compõe Consórcio ELSA-Brasil: a Fundação 

Oswaldo Cruz (Fiocruz), a Universidade Federal da Bahia (UFBA), a Universidade 

Federal do Espírito Santo (UFES), a Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), 

a Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e a Universidade de São 

Paulo (USP). 

Desde 2008 estão sendo examinados e monitorados 15.105 participantes de 

pesquisa, compostos por funcionários e docentes dessas instituições, compostos por 

homens e mulheres entre 35 e 74 anos. Os voluntários responderão questionários 

sobre condições gerais de saúde, história familiar de doenças, uso de 

medicamentos, saúde mental, nutrição, entre outros tópicos. Além disso, serão 
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submetidos a uma série de exames laboratoriais e físicos. Periodicamente, essas 

pessoas fornecerão informações sobre internações, doenças e cirurgias ocorridas e 

realizarão novos exames (Departamento De Ciência e Tecnologia, 2009). 

O projeto iniciado em 2004 já se encontra na terceira fase de avaliação dos 

participantes. Os dados gerados terão impacto na definição de políticas públicas do 

Sistema Único de Saúde, ao descreverem a situação dos principais fatores de risco 

cardiovascular como hipertensão, diabetes e dislipidemia ao se caracterizar 

prevalência, conhecimento da situação e risco por parte do participante de pesquisa, 

tratamento e controle do fator de risco (Chor et al., 2001). Além dos gestores, 

informações do ELSA-Brasil são e serão de enorme utilidade para várias 

especialidades médicas, ao se mostrar a distribuição de vários exames que são 

realizados no Brasil, com padrão de normalidade de outras populações. Neste caso, 

destacam-se as medidas de espessamento das camadas médio-intimal das artérias 

carótidas comuns, da velocidade de onda de pulso e determinação das subfrações 

lipídicas. 
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2. Objetivos 

 
 

2.1. Objetivo geral 

 

Avaliar a ingestão de energia, macronutrientes e álcool e sua relação com as 

subfrações de colesterol na primeira onda do Estudo Longitudinal de Saúde do 

Adulto (ELSA-Brasil). 

 
 

2.2. Objetivos específicos 

 

● Estimar o consumo de energia e macronutrientes e constatar a sua 

relação com as subfrações de colesterol (Manuscrito 1); 

● Estimar o consumo de ácidos graxos e constatar a sua relação com as 

subtrações de colesterol (Manuscrito 1); 

● Avaliar a associação do consumo de álcool nas subfrações de 

colesterol (Manuscrito 2); 

● Avaliar o tipo da bebida alcóolica e quantidade ingerida de álcool nas 

subfrações de colesterol (Manuscrito 2); 
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3. Metodologia 

 

 
3.1. Delineamento e população do estudo 

 

A presente tese utilizou dados procedentes do estudo de coorte denominado 

Estudo Longitudinal de Saúde do Adulto (ELSA-Brasil). O ELSA-Brasil vem sendo 

realizado desde 2008 e, desde então, financiado pelo Ministério da Saúde, com o 

intuito de monitorar os fatores de risco para desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares. Embora seja um estudo de coorte, a presente tese utiliza 

delineamento transversal, com dados da linha base, também denominada onda 1 

realizada entre 2008 a 2010. 

O ELSA-Brasil é uma coorte composta por 15,105 servidores de seis 

universidades brasileiras. Os dados de funcionários ativos e aposentados com idade 

de 35 a 74 anos dividem-se em: 

● Universidade Federal da Bahia (UFBA) – (n=2.029); 

● Universidade Federal do Espírito Santo (UFES) – (n=1.055); 

● Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) – (n=3.115); 

● Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) – (n=2.061); 

● Universidade de São Paulo (USP) – (n=5.061) e 

● Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz) – (n=1.764). 

 
 

No presente estudo avaliou somente os participantes de São Paulo porque foi 

o único local onde os participantes realizaram exame para determinar a dosagem de 

subfrações de colesterol por métodos não-convencionais. 

A figura 1 mostra a quantidade de participantes elegíveis para o estudo nos 

dois estudos. 

Os critérios de exclusão utilizados foram: 

● Indivíduos que tiveram valores considerados outliers para Valor 

Calórico Total, correspondendo a valores abaixo do percentil 1 e acima 

do percentil 99 desta distribuição; 

● Uso de hipolipemiante oral: 

o Estatina; 

o Resina sequestradora de ácido biliar; 

o Fibrato. 
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● Doença Arterial Coronariana prévia. 

o Ocorrência de angina instável; 

o Ocorrência de Infarto Agudo do Miocárdio; 

o Presença de insuficiência cardíaca; 

o Ocorrência de Cirurgia Cardíaca. 

 

Os dados de Doença Arterial Coronariana prévia foram definidos pelo auto 

relato no questionário da linha de base do ELSA-Brasil. 

 
Figura 1: Participantes do Estudo Longitudinal de Saúde do Adulto (ELSA-Brasil) 

 
 
 
 

 
 
 

 
3.2. Instrumentos 

 

 
3.2.1. Variáveis sanguíneas 
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De acordo com a Resolução CNS nº 441, de 12 de maio de 2011, biobanco é 

uma coleção organizada de material biológico humano e informações associadas, 

coletado e armazenado para fins de pesquisa, conforme regulamento ou normas 

técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob responsabilidade institucional e 

sob gerenciamento do pesquisador, sem fins comerciais. E biorrepositório é uma 

coleção de material biológico humano, coletado e armazenado ao longo da 

execução de um projeto de pesquisa específico, conforme regulamento ou normas 

técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob responsabilidade institucional e 

sob gerenciamento do pesquisador, sem fins comerciais. 

Desde as primeiras reuniões da equipe do estudo ELSA-Brasil, decidiu-se 

pelo desenvolvimento de um biobanco, que seria uma das principais características 

do estudo. Foi constituído um comitê responsável por idealizar os protocolos básicos 

dos laboratórios e do biobanco, composto por membros dos seis centros. As 

reuniões começaram dois anos antes do início da coleta de dados da linha de base 

(Pereira et al., 2013). Os principais determinantes de implementação do biobanco 

foram: 

 
1. Estocar diversos tipos de material biológico, considerando a quantidade de 

sangue a ser coletada de cada participante e os requisitos mínimos necessários em 

cada centro; 

2. Garantir as melhores condições de estocagem possíveis para as alíquotas dos 

participantes de pesquisa; 

3. Prover que cada centro fosse capaz de delinear e implementar suas próprias 

perguntas científicas para usar as amostras locais em cada centro; 

4. Garantir a implementação dos protocolos de controle de qualidade, aliquotagem, 

transporte, acompanhamento das amostras e a estocagem em longo prazo. 

 
Foi instituído um biorrepositório central, que poderia estocar plasma, soro, 

urina e DNA. Foi estabelecido um sistema híbrido, composto por dois 

biorrepositórios centrais e um biorrepositório local em cada centro. O transporte de 

material biológico também foi uma preocupação central na criação do biorrepositório. 

As amostras são transportada para o laboratório central e/ou para o local de 

estocagem (biorrepositório local), mas o tempo de estocagem deveria ser 
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comparável entre as diferentes amostras e os diferentes centros (Pereira et al., 

2013). 

A aprovação do projeto foi realizada em todos os Comitês de Ética e  

Pesquisa (CEP) local de cada centro e da Comissão Nacional de Ética em Pesquisa 

(Conep). Novos projetos que utilizam o material estocado devem ser submetidos ao 

Comitê de Estudos Ancilares, ao CEP e à Conep, sob número de registro na Conep 

de B-008. 

A Figura 2 mostra a organização geral do protocolo do biorrepositório. 

 
 

Figura 2: Organização geral do protocolo do biorrepositório 
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Cada centro participante teria um biorrepositório local com parte das alíquotas 

recrutadas em cada um desses centros (Tabela 1). Essas alíquotas são estocadas 

em freezers a -80ºC. Os biorrepositórios locais foram desenhados para garantir a 

disponibilidade de amostras para projetos restritos aos centros locais (estudos 

sorológicos específicos de um centro em particular, ou biomarcadores específicos de 

um centro em particular com tradição ou expertise na área) (Pereira et al., 2013). 

 
Tabela 1: Alíquotas disponíveis ao final da linha de base do estudo, para cada 
participante de pesquisa 

 
 

 

O centro de estocagem de material biológico que manteve grande diversidade 

de amostras biológicas de todos os participantes de estudo, independentemente do 

centro de investigação em que o participante de pesquisa foi recrutado foi o de São 

Paulo, que tem uma tradição maior na área de análises clínicas, localizado dentro do 

Hospital Universitário da Universidade de São Paulo (Fedeli et al., 2013). 

O Laboratório do Hospital Universitário possui Sistema de Gestão de 

Qualidade implantado, com certificação ISO 9001/2000 desde 11/04/2006, 

acreditado pelo Programa de Acreditação de Laboratórios Clínicos em 18/12/2009 

(2005) e participa de programa de Proficiência Interlaboratorial. Conta ainda com 

Programa de Controle de Qualidade Interno com pelo menos dois níveis de controle 

para cada analito, com equipamentos automatizados de alto desempenho e equipe 

de profissionais qualificados que garantem a qualidade dos exames realizados 

(Fedeli et al., 2013). 

O treinamento centralizado e a certificação da equipe envolvida na coleta de 

material em cada local foram realizados em São Paulo. Foram utilizadas técnicas 

padronizadas para a coleta de sangue em um sistema vacutainer. De cada 

participante de pesquisa, foi colhida uma amostra de sangue em jejum e outra pós- 
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prandial. Em jejum foram colhidos três tubos EDTA de 3,5mL, três tubos com gel 

ativador para separação do soro de 4,0 mL, dois tubos com citrato, um tubo de 

fluoreto/oxalato, um tubo de heparina e um tubo de 7,0 mL de urina. No período pós- 

prandial, foram colhidos um tubo com gel ativador para separação de soro de 4,0 

mL, um tubo com heparina e outro com citrato, sempre utilizando o sistema 

vacutainer (Pereira et al., 2013). 

Após a coleta de sangue e urina, iniciou-se o processo detalhado de 

aliquotagem das amostras. Todas as amostras foram processadas na mesma área 

da coleta para prevenir problemas de estabilidade das amostras devido ao 

transporte local antes do seu processamento. As amostras foram mantidas em gelo 

e foram centrifugadas até no máximo 30 minutos da coleta (Pereira et al., 2013). 

Depois da centrifugação refrigerada, as amostras foram aliquotadas. As 

primeiras alíquotas foram destinadas aos exames laboratoriais. Depois, uma 

quantidade suficiente de material biológico foi utilizada para a realização dos  

exames pré-definidos da linha de base (Fedeli et al., 2013) e o restante das 

alíquotas foram destinadas à estocagem de material biológico. 

A transferência das amostras biológicas congeladas em gelo seco de ceada 

centro de pesquisa para o biorrepositório central foi realizada mensalmente. Foram 

utilizadas nesse transporte caixa de isopor com gelo seco seguindo a 

regulamentação da International Air Transport Association (IATA). Para cada 

transporte foram monitorados o recibo e as condições de chegada das amostras 

biológicas (Pereira et al., 2013). 

Além dos biorrepositórios locais, o ELSA-Brasil implementou um centro de 

criogenia completo com capacidade de estocar em vapor amostras biológicas dos 

participantes de pesquisa. Este sistema de estocagem em nitrogênio líquido mantém 

a temperatura em um nível significativamente mais estável (-196ºC), proporciona 

uma rápida queda da temperatura e taxa de recuperação, para o tamanho do 

biorrepositório do ELSA-Brasil, um custo de manutenção significativamente menor. 

Além disso, o sistema de nitrogênio líquido tem menos componentes mecânicos e 

elétricos quando comparado a uma solução baseada em freezers, o que os torna 

menos sensíveis a panes mecânicas ou elétricas (Owen e Woods, 2008). 

Uma empresa foi comissionada para prover toda a infraestrutura do sistema 

que incluiu projeto, gerenciamento da obra, materiais necessários para a construção 

e instalação dos tanques, tanque externo, rede hidráulica a vácuo com isolamento, 
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tanques de alta capacidade para estocagem de amostras em longos períodos em 

vapor de nitrogênio com sistema de abastecimento automático e todos os programas 

locais para controle à distância necessários ao seu funcionamento (Pereira et al., 

2013). 

As amostras foram acomodadas dentro de tanques em pequenos canudos de 

polipropileno. Eles foram acomodados em caixas e as caixas em racks desenhados 

para acomodá-los dentro dos tanques. As palhetas são menores e economizam 

espaço se comparados aos criotubos. As palhetas possuem um sistema de 

selamento que impede a infiltração de nitrogênio nas amostras (nitrogênio líquido 

penetra pela rosca dos criotubos, mas não consegue penetrar na palheta selada) e 

estão disponíveis em várias cores que correspondem a um tipo específico de fluido 

biológico (Pereira et al., 2013). 

Outra consideração importante é a capacidade desse sistema de detectar 

falhas regularmente, e na detecção de uma falha, notificar a equipe para pronta 

correção do erro. Nesse sentido, o sistema planejado tem a capacidade de  

identificar qualquer tipo de mau funcionamento em cada parte do sistema, assim 

como problemas dentro da estrutura da central de criogenia (temperatura, 

ventilação, entre outros) ou o funcionamento inadequado do sistema hidráulico de 

vasos comunicantes de transporte de nitrogênio. Na presença de qualquer 

inadequação de funcionamento, o sistema envia e-mails ou telefonemas 

imediatamente após a detecção para toda a equipe, que monitora a central de 

criogenia; ou, na ausência de alguma alteração, segue uma mensagem de rotina 

informando que tudo estão funcionando regularmente (Pereira et al., 2013). 

 

 
3.2.1.1. Variáveis lipídicas 

 

As amostras sanguíneas foram processadas, separadas por soro, 

refrigeradas e enviadas para o biorrepositório central (Universidade de São Paulo). 

Os espécimes de soro foram divididos em alíquotas e armazenados congelados. O 

perfil de lipoproteínas foi medido pelo Vertical Auto Profile (VAP) (Kulkarni, 2006), 

que separa rapidamente as lipoproteínas de acordo com a sua densidade por 

ultracentrifugação. Foram avaliadas todas as classes de lipoproteína disponíveis a 

partir do VAP: HDL-colesterol, LDL-real (LDL-colesterol sem a Lipoproteína A e 
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Lipoproteína de Densidade Intermediária), VLDL-colesterol, Lipoproteína de 

Densidade Intermediária (IDL-colesterol) e Lipoproteína A e as subfrações (HD2- 

colesterol, HDL3-colesterol, LDL1-colesterol, LDL2-colesterol, LDL3-colesterol, 

LDL4-colesterol, VLDL1-colesterol, VLDL2-colesterol e VLDL3-colesterol). Além da 

soma do IDL-colesterol com o VLDL3-colesterol, que correspondem aos 

remanescentes ricos em triglicerídeos. Esta soma não é medida na prática clínica, 

mas estudos indicam que é um importante marcador da aterosclerose, ao invés dos 

triglicerídeos sozinhos (Martin et al., 2015). 

Diferentemente de outros métodos de ultracentrifugação que demoram de 

horas a dias para separar as lipoproteínas individualmente, o VAP separa todas as 

lipoproteínas em menos de 1 hora. Essa pequena duração se dá pelo rotor vertical 

que separa as lipoproteínas pelo eixo horizontal menor do tubo de centrifugação, ao 

invés do eixo vertical longo (Kulkarni, 2006) (Figura 3). 

 
Figura 3: Rotação única de separação de gradiente de densidade 

 
 
 

 

Fonte: traduzido de Kulkarni, 2006. 

 
 

O procedimento do VAP tem três passos (figura 4). Um gradiente de duas 

camadas de densidade é preparado dentro do tubo da centrífuga dispensando uma 

quantidade de solução salina de 1,006g/mL. Todas as diluições e dispensas de 

soluções são feitas de maneira controlada. Dezesseis tubos de centrifugação com 

dois gradientes de densidade com duas camadas são centrifugados utilizando um 

rotor vertical Beckman Vti-65 em uma ultracentrífuga (Palo Alto, California) Beckman 
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Passo 1: 

Separar as lipoproteínas por ultracentrifugação 
em gradiente de densidade por um um único 

parafuso curto e vertical 

Passo 2: 

Análise enzimática das camadas separadas de 
lipoproteína utilizando um fluxo cotínuo de um 

analista do VAP 

Passo 3: 

Quantificar lipoproteínas individuais e suas 
subclasses por deconvolução da curva de 

absorbância utilizando um software 

Coulter Optima XL-100K por 45 minutos a 65.000 rpm (Kulkarni et al., 1994). Depois 

da centrifugação, os conteúdos do tubo de centrifugação (camadas separadas de 

lipoproteínas) são analisados para colesterol utilizando um fluxo contínuo do 

analisador VAP. Dois exemplos de VAP do resultado VAP podem ser vistos na figura 

5. 

 
Figura 4: Os passos envolvidos no teste Vertical Auto Profile (VAP) 

 

Fonte: traduzido de Kulkarni, 2006. 

 
 

Figura 5: Dois exemplos de VAP. A área embaixo da curva contínua (curva 
pontilhada), mostrando cinco classes de picos de lipoproteína (HDL-colesterol, Lp(a), 
LDL-colesterol, IDL-colesterol e VLDL-colesterol), corresponde ao colesterol total. As 
áreas abaixo das cinco curvas sólidas individuais correspondem às concentrações 
de HDL-colesterol, Lp(a), LDL-colesterol, IDL-colesterol e VLDL-colesterol 
determinadas pela deconvolução da curva contínua principal. (A) Perfil do colesterol 
de um paciente que tem Lp(a) elevado. (B) Perfil do colesterol de um paciente com 
IDL-colesterol elevado. 
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Fonte: traduzido de Kulkarni, 2006. 

 
 
 

3.2.2. Avaliação dietética 

 

As variáveis dietéticas foram coletadas a partir de dados de um Questionário 

de Frequência Alimentar (QFA) validado previamente para este fim. O QFA é um 

método de avaliação alimentar semiquantitativo, contendo 114 itens alimentares com 

o objetivo de avaliar o consumo habitual dos participantes de pesquisa nos últimos 

12 meses. O questionário foi construído a partir de um QFA desenvolvido e validado 

no Brasil na década de 1990, com lista de alimentos baseada em dados de 

inquéritos populacionais realizados na década de 1980. O QFA do ELSA-Brasil foi 

desenvolvido com base em estudo prévio dos seis centros de investigação. Foram 

aplicados cem recordatórios de 24 horas (R24h) em indivíduos não elegíveis para o 

estudo, porém com características semelhantes às dos participantes ELSA-Brasil 
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(mesma faixa etária, sexo e local de trabalho) (Anexo I). Entrevistadores treinados 

aplicaram 50 R24h em indivíduos com nível de escolaridade superior e 50 com 

Ensino Fundamental completo. Entre os R24h adequadamente avaliados, metade 

era relativa a um dia da semana (segunda a sexta-feira) e a outra metade a um dia 

de final de semana (sábado ou domingo). Para padronizar a aplicação dos R24h, foi 

elaborado um protocolo específico com manual de instruções, tendo sido utilizado, 

durante a sua aplicação, um álbum fotográfico de porções de alimentos e utensílios 

alimentares. Após análise, foram obtidas frequências para itens registrados nos 

formulários. O anexo 1 mostra o QFA utilizado no estudo e o anexo 2 o álbum 

fotográfico utilizado (Molina, M. E. C. et al., 2013). 

A lista preliminar de alimentos do QFA ELSA-Brasil continha, além dos 

alimentos da versão original, alimentos e preparações e bebidas registradas nos 

R24h (como arroz e feijão), com frequência de consumo maior que 10%. 

Posteriormente, foi avaliada a inclusão dos alimentos típicos ou comuns em cada 

estado do estudo e por decisão dos pesquisadores, foram incluídos até dois itens 

regionais ou marcadores de consumo diferenciado, como comida baiana e acarajé 

(Bahia), chimarrão e cuca (Rio Grande do Sul), cuscuz paulista e comida japonesa 

(São Paulo), feijoada (Rio de Janeiro), pão de queijo e feijão tropeiro (Minas Gerais) 

e moqueca capixaba e banana da terra frita (Espírito Santo) (Molina, M. E. C. et al., 

2013). 

O QFA ELSA-Brasil está estruturado em três seções: (1) 

alimentos/preparações, (2) medidas de porções de consumo e (3) frequências de 

consumo, com oito opções de resposta: "mais de 3 vezes ao dia", "2-3 vezes ao dia", 

"1 vez ao dia", "5-6 vezes ao dia", "2-4 vezes na semana", "1 vez na semana", "1-3 

vezes ao mês" e "nunca/quase nunca". Os participantes foram questionados por 

meio da leitura de uma lista de alimentos que consumiram habitualmente nos últimos 

12 meses e estimulados a responder quantas vezes o consumo se deu por dia, 

semana ou mês. Um cartão de respostas com as opções de frequência de consumo 

era dado ao participante e explicado o seu uso a fim de facilitar sua escolha, sem 

necessidade de memorização. Esse procedimento foi adotado para a aplicação de 

várias escalas de questionário do ELSA-Brasil; sua formatação, incluindo o tipo e 

tamanho de letra e papel, foi padronizada em todos os centros de investigação. Um 

kit de utensílios padronizado foi incorporado no momento de aplicação do QFA, 
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também em todos os centros, para facilitar a identificação das medidas caseiras 

(Molina et al., 2013). 

Pelo QFA, foi possível avaliar a ingestão energética diária em quilocalorias e 

a ingestão de nutrientes utilizando o banco de dados para pesquisa do Sistema de 

Dados de Nutrição da Universidade de Minnesota, os alimentos tipicamente 

brasileiros foram avaliados pela Tabela Brasileira de Composição de Alimentos.  

Para tal, foram calculadas as gramas por dia de cada item de alimentos do QFA pela 

quantidade de porções consumidas por dia x o peso (porção padrão em gramas) x a 

frequência do consumo. Valores extremos de consumo foram excluídos (< 892Kcal e 

> 6442 Kcal, correspondendo aos percentis 1 e 99, respectivamente). A ingestão e 

nutrientes foram ajustadas por energia, de acordo com o preconizado pelo método 

de resíduos (Willett et al., 1997). 

As variáveis dietéticas consideradas foram valor energético/calórico total 

carboidratos, proteínas, lipídeos geral, colesterol dietético, ácidos graxos saturados, 

ácidos graxos monoinsaturados, ácidos graxos poli-insaturados, ácido graxo 

linolênico e ácido graxo linoleico. Todas as variáveis dietéticas foram ajustadas pelo 

valor energético total. 

 
3.2.3. Consumo de álcool (CAL) 

 
 

O questionário do ELSA-Brasil foi composto por perguntas relacionadas à 

saúde, dentre elas, as referentes ao consumo de bebidas alcóolicas. As perguntas 

sobre consumo de álcool (CAL) visam conhecer o padrão de ingestão de bebidas 

com questões relacionadas ao tipo (cerveja, vinho, destilado) e frequência de 

ingestão (semanal, mensal ou rara) (Chor et al., 2013). O anexo II mostra o CAL 

utilizado neste estudo. 

O CAL, estruturado com perguntas fechadas, foi baseado no questionário do 

National Center for Health Statistics. Também foi questionado sobre a frequência de 

consumo de bebidas alcóolicas junto às refeições. Considerou-se como dose de 

vinho tinto e vinho branco uma taça (135 mL); de cerveja uma lata/longneck (350 

mL) e, duas doses, uma garrafa (620 mL) e uma dose (50 mL) de uísque, cachaça e 

vodka para as bebidas destiladas. Para o cálculo da quantidade de etanol em 

gramas, utilizou-se a graduação alcóolica média das marcas de bebidas mais 

comuns do mercado: cerveja = 6%, vinho (tinto ou branco) = 12% e aguardente = 
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39%. Primeiramente, multiplicou-se a quantidade de álcool puro em mL/semana, de 

acordo com a concentração alcóolica de cada bebida. Posteriormente, foi obtida a 

quantidade de álcool consumida a partir de qualquer bebida, sendo multiplicada pela 

densidade de álcool (0,8) a fim de se obter a quantidade total de etanol puro em 

gramas por semana. Esta metodologia é a preconizada na literatura. 

Para caracterizar os bebedores excessivos, foram considerados os homens e 

as mulheres com consumo de etanol igual ou superior a 210 g/semana e 140 

g/semana, respectivamente (Wakabayashi, 2008). Enquanto os bebedores 

moderados foram os que relataram consumir álcool de 0g/semana até essa 

quantidade. Foram considerados abstêmios os indivíduos que consumiram 0g de 

álcool por semana. A frequência do consumo de bebida alcóolica junto às refeições 

foi avaliada com a pergunta "Do total de bebidas alcóolicas que o(a) Sr(a) consome, 

com que frequência o(a) Sr(a) ingere junto às refeições?", e analisou as respostas 

como: "Mais frequentemente com as refeições", "Com e fora das refeições" e "Mais 

frequentemente fora das refeições". Os consumidores excessivos que pararam de 

beber não foram avaliados por não ser o objetivo deste estudo. 

 
3.3. Ética em pesquisa 

 
 

Embora a ética em si não faça parte diretamente de estudos de nutrição, 

consumo de álcool ou variáveis sanguíneas, em se tratando de pesquisas com seres 

humanos, essa discussão está sempre presente. 

Para o presente estudo, todos os participantes de pesquisa assinaram e 

preencheram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo V). À época da 

primeira onda do estudo, o protocolo de pesquisa atendeu à Resolução CNS nº 

196/96 e as outras complementares, como a Resolução CNS nº 346/05, referente a 

Projetos Multicêntricos e à Resolução CNS nº 347/05, referente ao Armazenamento 

de Materiais Biológicos. O estudo foi aprovado em todos os Comitês de Ética em 

Pesquisa das instituições envolvidas na pesquisa e, por se tratar de área temática 

especial, também foi aprovado na Comissão Nacional de Ética em Pesquisa do 

Conselho Nacional de Saúde (Conep). Essa tramitação se iniciou em maio de 2006 

e durou pouco mais de cinco meses, com duração média de 36 dias em cada centro 

até a aprovação final. 
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O processo de aprovação de biobanco é diferente do processo de aprovação 

de protocolos de pesquisa. Foi solicitada a criação de biobanco sob número de 

registro B-008, mas após audiência com a Conep, foi decidido pela criação de 

biorrepositório (Anexo IV). O cadastro do protocolo de pesquisa no CEP do Hospital 

Universitário da Universidade de São Paulo é 659/06, conforme anexo III. Até 2012, 

o registro de pesquisas envolvendo seres humanos era o Sistema Nacional de Ética 

em Pesquisa (SISNEP). A partir do dia 15 de Janeiro de 2012, o registro passou a 

ser feito pela Plataforma Brasil. O ELSA-Brasil possui registro em ambos: o  

Cadastro SISNEP é 93920 e o número CAAE, referente à Plataforma Brasil é 

0016.1.198.000-06. 

No Termo de Consentimento Livre e Esclarecido é utilizada a opção "Declaro 

concordar que as amostras de sangue e urina colhidas no início da pesquisa e nesta 

data sejam armazenadas para análises futuras sobre as doenças crônicas em 

estudo, não sendo necessário que eu seja consultado/a toda a vez em que forem 

utilizados de acordo com os objetivos definidos no protocolo original da pesquisa", 

permitindo a utilização desses dados. De forma a proteger o participante de 

pesquisa, o banco de dados do ELSA-Brasil é organizado por número de registro ID, 

não sendo possível identificar as informações pessoais dos mesmos. Para a análise 

deste trabalho, foi feita mais uma senha, sendo impossível rastrear os dados 

pessoais dos participantes de pesquisa. 

 
3.4. Variáveis de estudo 

 
 

As variáveis estudadas em cada manuscrito que compõe a presente tese 

encontram-se descritas em seguida conforme tabelas 2 e 3. 

 

 
3.4.1. Primeiro manuscrito – Dietary fatty acids and lipoprotein 

cholesterol profile among apparently healthy adults. The Brazilian Longitudinal 

Study of Adult Health (ELSA-Brasil) 

 
Tabela 2: Variáveis de estudo segundo o manuscrito (1º manuscrito), ELSA-Brasil 
2019. São Paulo. Brasil 

 
 
 

Variável Descrição 
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Sexo masculino, feminino 

Faixa etária  < 60 anos, > 60 anos 

Etnia auto-declarada  Branco, pardo, negro 

Anos de educação 3-7 anos, 8-11 anos, > 12 anos 

Salário mínimo < 1244, > 1245 

IMC < 25Kg/m², 25- 29,9Kg/m² e > 30Kg/m² 

Atividade física ao lazer  Inativo, moderado, ativo 

Alcoolismo Abstêmio, moderado, excessivo 

Tabagismo Nunca, ex-tabagista, tabagista 

Variáveis dietéticas 

Energia Kcal/d 

Proteína % 

Carboidrato % 

Gordura % 

Ácido graxo saturado % 

Ácido graxo monoinsaturado % 

Ácido graxo poliinsaturado  % 

Ácido linoléico g/d 

Ácido linolenico g/d 

Variáveis sanguíneas 

HDL-colesterol mg/dL 

HDL2-colesterol mg/dL 

HDL3-colesterol mg/dL 

IDL-colesterol mg/dL 

IDL-colesterol+VLDL3-colesterol  NA 

LDL-colesterol mg/dL 

LDL1-colesterol mg/dL 

LDL2-colesterol mg/dL 

LDL3-colesterol mg/dL 

LDL4-colesterol mg/dL 

Não-HDL-colesterol mg/dL 

LDL-estimado (LDL-R+Lp(a)+IDL) mg/dL 

VAP A1 NA 

Apolipoproteína 1 NA 

VAP B NA 

Apolipoproteína B NA 

VLDL3 NA 

VAP B/VAP A NA 

Lipoproteína A mg/dL 

NA: Não se aplica. 

 
3.4.2. Segundo manuscrito – Perfil Lipídico e Consumo de Bebida 

Alcóolica: Estudo Longitudinal de Saúde do Adulto (ELSA-Brasil) 
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Tabela 3: Variáveis de estudo segundo o manuscrito (2º manuscrito). ELSA-Brasil 
2019. São Paulo. Brasil. 

 

 

Variáveis sanguíneas 
 

HDL-colesterol mg/dL 

HDL2-colesterol mg/dL 

HDL3-colesterol mg/dL 

IDL-colesterol mg/dL 

IDL-colesterol+VLDL3-colesterol  NA 

LDL-colesterol mg/dL 

LDL1-colesterol mg/dL 

LDL2-colesterol mg/dL 

LDL3-colesterol mg/dL 

LDL4-colesterol mg/dL 

Não-HDL-colesterol mg/dL 

LDL-estimado (LDL-R+Lp(a)+IDL)  mg/dL 

VAP A1 NA 

Apolipoproteína 1 NA 

VAP B NA 

Apolipoproteína B NA 

VLDL3 NA 

VAP B/VAP A NA 

Lipoproteína A mg/dL 

Triglicerídeos mg/dL 
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4. Resultados e discussão 

 

 
4.1. Primeiro manuscrito - Dietary fatty acids and lipoprotein cholesterol profile 
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Abstract 

 
 

Background: Epidemiological studies have demonstrated the importance of fat 

intake in development of cardiovascular disease, however there is no literature 

consensus on relation of dietary fatty acids with circulating levels in plasma. The 

objective of this work was to evaluate the association of macronutrients and fatty 

acids intakes with lipoprotein subfractions in the Brazilian Longitudinal Study of 

Adult Health (ELSABrasil). 

Methods: A cross-sectional analysis with 2972 individuals from the ELSA-Brasil 

was performed. Demographic, socioeconomic, lifestyle and anthropometric data, 

biochemical measurements and a Food Frequency Questionnaire was collected 

mailto:ludmilanaud@gmail.com
mailto:dircemarchioni@gmail.com
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and assessed. Spearman´s correlation was employed to determine the relationship 

between plasma and dietary measurements and canonical correlation was 

performed to verify the association between the two groups. 

Results: Low correlation was observed between all dietary macronutrients and 

fatty acid intakes with circulating fatty acids for Spearman's and canonical 

correlation. Correlations ranged from r = -0.188, p = <0.001 for total energy value 

and LDL-2 and r = 0.138, p = 0.001 for total energetic value and LDL-3. 

Conclusion: Weak association was found between dietary fatty acids intake and 

lipid profile. Further studies should be performed to verify the association between 

diet and lipid profile. 

 
Keywords: fatty acids; cardiovascular diseases; dietary intake; diet. 

 
 

Background 

 
 

Epidemiological studies have demonstrated the importance of fat intake in 

cardiovascular disease development (1). Dietary polyunsaturated fatty acids have 

been increasingly linked with health benefits and lower risk of cardiovascular 

diseases, diets with high energy density and rich in saturated fats consist in 

cardiovascular risk factors (1). 

The cardioprotective mechanism of polyunsaturated fatty acids may be 

attributed to their ability to lower blood pressure, inhibit inflammatory and 

atherosclerotic abilities (2), while the results of the relationship between saturated 

fatty acids and cardiovascular diseases are still controversial (3). As the methods to 

estimate dieting are based on self-filled questionnaires and they are due to be 

collected with several errors, some specific biochemical markers have been used as 

a surrogate to measure the dietary intake of selected nutrients or dietary components 

in epidemiological studies (4). Not only diet can interfere with the concentration of 

subfractions of cholesterol, genetics, age and sex can also influence their values (5). 

Currently there is no consensus in the literature on relation of dietary fatty acids with 

circulating levels in plasma (1). 

We aim to evaluate the association of macronutrients and fatty acids intake 

with lipoprotein cholesterol profile in a sample of apparently healthy adults enrolled in 

the Brazilian Longitudinal Study of Adult Health (ELSA-Brasil) (6). 



65 
 

 

Methods 

 
 

Study design and population 

 
 

ELSA-Brasil is a cohort with 15,105 participants aged 35-74 years in six 

Brazilian cities. (6). Briefly, among 15105 participants who were evaluated in 2008- 

10, 4979 of them had lipid profile measured by vertical-density ultracentrifugation 

(Vertical Auto Profile (VAP)) (7). As the focus was to investigate a dietary association 

with the lipid profile, participants who did not complete the Food Frequency 

Questionnaire (FFQ) were excluded. It was also excluded people who reported had 

changed their diet in the last six months and who took lipid-lowering medication 

totaling 2972 participants for this study. The study was approved by the local ethic 

committees and all participants provided written informed consent. 

 
Dietary variables 

 
 

Habitual food consumption of the participants was obtained through Food 

Frequency Questionnaire (FFQ), developed and validated for this purpose (7). The 

FFQ ELSA-Brasil is a semiquantitative questionnaire composed of 114 items, whose 

objective is to evaluate the habitual consumption in the last 12 months. We obtained 

daily energy intake in kilocalories and nutrient intake using University of Minnesota 

Nutrition Data System for Research database. For these determinations, we 

calculated the grams/day for each food item from the FFQ as the quantity of servings 

consumed/day x weight (standard portion in grams) x frequency of consumption. The 

extreme consumption values (< 892Kcal and > 6442Kcal, corresponding to 

percentiles 1 and 99, respectively) were excluded. Nutrient intake was adjusted by 

energy accordingly to the residual method (8). 

 
Lipoproteins and LDL subclass measurement 

 
 

Blood collection was obtained from participants after nocturnal fasting. 

Samples were centrifuged at the site and stored in tubes at -80ºC. A complete 

lipoprotein profile, which included plasma total cholesterol, HDL, HDL2, HDL3, Lp(a), 
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LDL-R [the LDL cholesterol without IDL and LP(a)], IDL and VLDL for each subject, 

was determined using Vertical Auto Profile methodology (Atherotech®, Birmingham, 

Alabama, USA). VAP is a single test direct measurement method, with no 

estimations involved. It is based on a combination of a rapid (45 minutes) single 

vertical spin ultracentrifugation and a novel continuous flow enzymatic cholesterol 

analyzer. VAP is highly sensitive and reproducible. 

Analysis of LDL subclass cholesterol profile was performed using the 

LDLVAP- method, which is a modification of VAP procedure designed to separate 

LDL subclasses. The LDL subclasses ranged from LDL1 to LDL4. 

 
Other study variables 

 
 

Each participant answered an interview in the São Paulo center according to a 

standard protocol. Interviews and examinations were done by trained interviewers 

within a rigid quality control (6). Questionnaires included age, schooling years 

(elementary school – 3-7 years, secondary school – 8-11 years and complete higher 

education - > 12 years), self-referred ethnicity (white, mixed, black), smoking (never 

smoked, ex-smoker and current smoker), leisure physical activity (inactive, moderate 

active and active) using the International Physical Activity Questionnaire (IPAQ-Long 

Form (7)). To evaluate the consumption of alcoholic beverages (beer, wine, spirits – 

rum, whiskey, cachaça and vodka), we used the Alcohol Use Questionnaire, which 

was structured with closed questions based on the questionnaire of the National 

Center for Health Statistics. The drinking pattern and weekly frequency of alcohol 

consumption in beverages was determined with this instrument (7). 

For the calculation of ethanol amount in grams, the average alcoholic 

percentage of the most common beverage brands on the market was used: 

beer=6%; wine= 12% and spirits= 39%. First, the amount reported weekly by the 

equivalent measurement in mL was determined. Then the amount of pure alcohol 

intake in mL/week was calculated according to alcoholic concentration of each 

beverage. Subsequently they were added to the amount of alcohol consumed and 

kinds of beverage and lastly multiplied by the density of ethanol (0.8) in order to 

obtain the total amount of pure ethanol in g/week. Excessive drinkers were 

categorized as those with an ethanol consumption >210 and >140g/week, for men 

and women, respectively (9). 
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Weight was measured by a digital scale calibrated at 0.1Kg (Toledo®. 

Columbus, Ohio, US). Height was measured with a coupled state on the wall 

calibrated at 0.1cm (Seca® Hamburg, Germany). Nutritional status was determined 

by Body Mass Index formula (Kg/m²) and classified according to World Health 

Organization recommendations. Results were grouped in Normal Weight (IMC < 

25Kg/m²), Overweight (25 – 29,9Kg/m²) and Obese (> 30Kg/m²). 

 
Statistical Analyzes 

 
 

Normality analyzes were tested using Kolmogorov-Smirnov test. Spearman 

correlation coefficient was performed to access dietary and plasma fatty acid 

measurements correlation. At next, we employed a multivariate analysis called 

canonical correlation to examine the relationship structure between food intake (10 

variables) and blood variables (21 variables) collected by VAP method, containing 21 

variables on blood group and the other group contain 

Canonical correlation generates the minimum between the two groups of 

latent variables, in this case it generated 10 correlations. Canonical coefficient 1 

(CCA1) and canonical coefficient 2 (CCA2) represent the highest correlations of 

blood variables with dietary variables. 

SPSS version 17 software was used for all statistical analyzes and p-value < 

0.05 was considered significant. 

 
 

Results 

 
 

Most of participants were adult women (52%), with self-declared white race 

(63%), approximately 45% with university degree (> 12 years of study), 41% with a 

diagnosis of nutritional status of overweight, 77% physical inactive, with no alcohol 

consumption (41%) and had never smoked (52%) (Table 1). 

Table 2 shows the dietary intakes of nutrients among participants. 

Approximately 17% of energy was derived from protein, 56% of energy was supplied 

by carbohydrate, and 27% of energy was from total fat. Participants obtained on 

average 9% of energy from saturated fatty acids, 8% of energy from 

monounsaturated fatty acids, and 7% of energy from polyunsaturated fatty acids. The 

linolenic acid and linoleic acid ratio was 1:6. 
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The results of correlation analyses between dietary intake and lipoprotein 

subclasses are reported in Table 3. Spearman's correlation analysis revealed low 

correlation between all nutrient intake and blood variables. Correlations ranged from r 

= -0.188, p = <0.001 for total energy value and LDL-2 and r = 0.138, p = 0.001 for 

total energetic value and LDL-3. 

Total Energy Value was significantly associated with Serum Cholesterol, 

HDLCholesterol, HDL-2, HDL-3, LDL-Cholesterol, LDL-1, LDL-2, Non-HDL, VAP A1, 

VAP B, LDL-Real + Lipoprotein A + IDL and LDL-4. With the exception of LDL-4, the 

other variables were negative. Carbohydrate was significantly and negatively 

associated with Serum Cholesterol, HDL-Cholesterol, HDL-2, HDL-3, LDL- 

Cholesterol, LDL-1, LDL-2, LDL-4, Lipoprotein A, Non-HDL, VAP A1, LDL-Real + 

Lipoprotein A + IDL. Protein was significantly and positively associated with Serum 

Cholesterol, LDL-Cholesterol, LDL-1 and LDL-Real + Lipoprotein A + IDL. Lipids 

were significantly and positively associated with HDL-Cholesterol, HDL-2, HDL3, 

LDL-2, Lipoprotein A and VAPA1, while significantly and negatively associated with 

LDL-4, VAP B/VAP A, Triglycerides, VLDL3 and LDL-Real + Lipoprotein A + IDL. 

Dietary cholesterol was positively and significantly associated with VAP A1. 

Saturated fatty acid intake was significantly associated with HDL-Cholesterol, HDL-2, 

HDL-3, LDL-2, Lipoprotein A, VAP A1, LDL-4, VAP B and VAP A ratio, triglycerides, 

VLDL and VLDL3. These last five had the direction of association different, being 

negative. The intake of monounsaturated fatty acids had a low and negative, but 

significant, correlation with LDL-4 and VAP B and VAP A ratio; it was positive with 

HDL-Cholesterol, HDL-2, HDL-3, LDL-2, Lipoprotein A and VAP A 1. 

Table 4 shows the linear interactions between the macronutrients intake and 

other fat variables that are most related to cholesterol subfraction group. Canonical 

correlation was performed between blood and dietary variables, containing 21 

variables and another containing 10 variables, respectively. CCA1 explains a 

correlation of 0.012% between the two groups. CCA2 explains a smaller correlation: 

0.002%. 

Figure 1 represents the canonical correlation 1 and 2. The closer the variables 

are one of another, the greater is their correlation. And the further away, the smaller 

is the correlation. All variables show low correlation, as already was shown in Tables 

3 and 4. The nearest to the origin (point 0.0) the variables are, the lower is the 

correlation with blood variables. As the limits of the graph vary from -0.010 to 0.020 
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on both x-axis and y-axis, then all these variables can be considered to be close to 

the origin. The intake group has no correlation with cholesterol group. 

 
Discussion 

 
 

This study assessed the association between fatty acids estimated from diet 

and subfractions of cholesterol. To our knowledge, this was the first study that aimed 

to verify the association between diet and lipoprotein subfractions, as defined by VAP 

method, with such large population. On average, the sample had diet considered as 

normoproteic, normolipidic, normoglycidic, with adequate amounts of  

polyunsaturated fatty acid and monounsaturated fatty acids. The amount of saturated 

fatty acids was high and the ratio of linoleic fatty acid and linolenic fatty acid was also 

high. Circulating plasma concentrations exhibit low correlation with dietetic values 

estimated by dietary questionnaires. 

The composition of serum lipids represents a measure in the short and 

medium term, taking from weeks to months and depending on numerous factors (10). 

The measurement of fatty acids in adipocytes usually presents a good correlation 

with dietary fat intake, as assessed by dietary food such as QFF, but it appears to be 

inappropriate for estimating it in the long term (11). The advantage of using 

biomarkers is that they are free of social desirability bias, independent of memory 

and not based on subjects’ ability to describe the type and quantity of food consumed 

(12). Albeit these biochemical markers may provide more accurate measures than 

dietary intake estimates alone do, a number of biomarkers have been known to 

provide integrated measures reflecting their absorption and metabolism after 

consumption, but they are also affected by metabolism, environment, lifestyle, 

disease and homeostatic regulation, thus their values cannot be translated into 

subject’s absolute dietary intake (13). 

Since 1960, HDL analysis has been studied because of its relationship to 

cardiovascular disease (14),(15). Although the causal role for diet-induced changes 

in HDL cholesterol has not been proven in previous studies, it appears imprudent to 

ignore the marked effect of diet on HDL. An additional justification might be that HDL 

includes the amount of cholesterol in VLDL, which also positively correlates with 

cardiovascular risk (16). HDL splits in HDL2 and HDL3, the HDL3 subfraction is 

smaller and denser and plays an important role in reverse cholesterol transport. Less 
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lapidated HDL particles interact with macrophages and promote cholesterol 

mobilization and externalization. The released cholesterol is esterified by 

lecithincholesterol acyltransferase and used to lipidate, HDL3 to larger HDL2. Finally, 

cholesteryl-ester transfer protein transfers cholesterol ester out of HDL particles to 

ApoB contains lipoproteins in exchange for triglycerides, which are then rapidly 

hydrolyzed by hepatic lipase, promoting conversion large HDLs into smaller particles 

(17). 

Previous ELSA-Brazil studies have previously described the sample in relation 

to the amount of HDL (17). In our analysis, all correlations of diet with HDL were low. 

The analysis of HDL, HDL2 and HDL 3 was significant and inversely correlated with 

carbohydrate and Total Energy Value and had a positive correlation with lipids, 

saturated and monounsaturated fatty acids. What showed the most change in HDL 

was the amount of carbohydrate and monounsaturated fatty acids. In agreement with 

this finding, some studies have demonstrated that the decrease of carbohydrates 

amount in the diet has shown better cardioprotective profile, especially with the 

elevation of HDL (18, 19). Other studies have found that in the long term, diets that 

increase the amount of monounsaturated fatty acids increase the amount of HDL (20, 

21). 

One of the main strengths is that our study represented a big population, with 

specific factors such as socioeconomic status, education, alcoholism and tabagism. 

Given the complexity of lipid metabolism as it relates to the development and 

progression of coronary heart disease, the current investigation used a complete 

lipid/lipoprotein profile utilizing vertical-density ultracentrifugation (VAP) to correlate 

diet and cholesterol. 

The absence of significant results may have been due to a cross-sectional 

analysis. While it is well known that exercise and diet can interfere on blood lipid 

metabolism, interviewers were only instructed to ask about the frequency and 

quantity of food consumption, making it difficult to tell the real effect of diet on lipid 

concentrations. Further studies that include pre- and post-intervention measurements 

of body composition and objective measures of nutrition is needed to shed light on 

these prospects and to elucidate better the mechanisms of fatty acids and their 

association with chronic diseases. 

 
Conclusion 
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Weak association was found between dietary fatty acids intake and lipid 

profile. Therefore, our results do not support the use of cholesterol subfractions as 

biomarkers of fatty acid intake. Further studies should be performed to elucidate 

better how fatty acids are associated with cardiovascular diseases. 
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Tables 

 
 

Table 1: Socioeconomic, demographic and anthropometric indicators of individuals 

from São Paulo ELSA-Brasil. 

 
 

Variables Ma le Female Tot al p* 

Age (years) n % n % n % 

< 60 1160 80,8 1235 80,4 2395 78,9 0,796 

> 60 276 19,2 301 19,6 577 19 

Self-declared race       

White 1306 62 1567 64,1 2873 63,1 <0,001 

Mixed 528 25,1 503 20,6 1031 25,1 

Black 273 13 376 15,4 649 13 

Education (years)       

3-7 322 22,5 192 12,5 514 17,3 < 0,0001 

8 – 11 554 38,7 615 40 1169 39,4 

> 12 
Income** 

554 38,7 732 47,6 1286 43,3 

< 1244 1155 51,6 1218 46,6 2373 48,9 0,001 

> 1245 1085 48,4 1397 53,4 2482 51,1 

BMI (Kg/m²)       

< 25 763 33,9 906 34,5 1669 34,2 0,698 

25 - 29,9 933 41,4 1056 40,2 1989 40,7 

> 25 558 24,8 665 25,3 1223 25,1 

Physical active       

Inactive 1076 73,3 1254 80 2330 76,8 < 0,001 

Moderate active 189 12,9 143 9,1 332 10,9 

Active 130 8,9 92 5,9 222 7,3 

Alcoholism***       

Abstenious 712 30,9 1309 48,9 2021 40,6 < 0,001 

Moderate 843 36,6 1002 37,4 1845 37,1 

Excessive 746 32,4 367 13,7 1113 22,4 

Smoking       

Never 690 47 890 56,8 1580 52,1 < 0,001 

Former 468 31,9 370 23,6 838 27,6 
Smoker 272 18,5 279 17,8 551 18,2 

MW: Minimal Wage 
* Chi-Square 
** 50th percentile 
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*** Abstenious (0g ethanol/week); Moderate (Men: 1-209g ethanol/week; Women: 1- 
139g ethanol/week); Excessive (Men: > 210g ethanol/week; Women: > 140g 
ethanol/week) 
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Table 2: Dietary intake of participants 
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Table 3: Correlation between ingested nutrients and lipid profile of individuals from São Paulo ELSA-Brasil. 
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¹ Nutrient intake was adjusted by energy accordingly to the residual method. TEV: Total Energy Value; CHO: Carbohydrate; PTN: Protein; LIP: Lipid; SFA: 

Saturated Fatty Acid; MFA: Monounsaturated Fatty Acid; PFA: Polyunsaturated Fatty Acid; Col: Cholesterol; W3: Linolenic Fatty Acid; W6: Linoleic Fatty Acid. 

 

² HDL, high-density lipoprotein cholesterol subfraction; HDL2, high-density lipoprotein cholesterol subfraction 2; HDL3, high-density lipoprotein cholesterol 

subfraction 3; IDL, intermediate-density lipoprotein cholesterol; IDL-C + VLDL3, intermediate-density lipoprotein cholesterol and high-density lipoprotein 

cholesterol subfraction 3; LDL, low-density lipoprotein cholesterol of subfractions 1-4; LDL1, low-density lipoprotein cholesterol of subfractions 1; LDL2, low- 

density lipoprotein cholesterol of subfractions 2; LDL3, low-density lipoprotein cholesterol of subfractions 3; LDL4, low-density lipoprotein cholesterol of 

subfractions 4; LDL estimated, low-density lipoprotein cholesterol sum of lipoprotein (a) + intermediate-density lipoprotein cholesterol 24+ cholesterol 

contento f LDL subfractions 1-4 (LDL);Non-HDL, LDL + VLDL + (IDL+VLDL3); VAP A1, apolipoprotein 1; VAP B: apolipoprotein B100; VLDL, very low density 

lipoprotein cholesterol subfraction; VLDL3, very low density lipoprotein cholesterol subfraction 3; VAP B / VAP A, apolipoprotein B100 / A1 ratio. 
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Table 4: Coefficients of the two most significant canonical correlations 
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Figure legend: 

 

Figure 1 contains a graph that represents canonical correlation 1 and 2. The closer 

the variables are one of the other, the greater is the 

correlation. 
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4.2. Segundo manuscrito - Perfil lipídico e consumo de bebida alcóolica: 

Estudo Longitudinal de Saúde do Adulto 

 
Perfil lipídico e consumo de bebida alcóolica: Estudo Longitudinal de Saúde 

do Adulto 

 
 

Objetivo: Investigar o efeito do consumo de álcool geral, assim como o tipo de 

bebida alcóolica consumida, em diferentes medidas lipídicas. Método: O efeito do 

consumo de álcool foi investigado, bem como o tipo de bebida alcóolica, em 

diferentes medidas lipídico em ambos os sexos de população do Estudo Longitudinal 

de Saúde do Adulto. Resultados: Foram realizadas análises em relação ao tipo e 

quantidade de consumo de bebida alcóolica por sexo. O consumo baixo a moderado 

de álcool, independentemente do tipo de bebida alcóolica consumida, resultou em 

níveis mais elevados de HDL-colesterol, HDL2-colesterol e HDL3-colesterol em 

homens e mulheres. Não houve participantes de pesquisa que consumiam em 

quantidade baixa a moderada de bebidas alcóolicas destiladas. Os triglicerídeos 

tiveram efeitos inversos para homens e mulheres no perfil lipídico. Para homens, 

bebidas destiladas contribuíram para melhor perfil dos triglicerídeos, enquanto para 

mulheres foi o contrário. Homens que consumiam bebidas alcóolicas destiladas 

tiveram níveis menores de triglicerídeos e mulheres que consumiam bebidas 

alcóolicas destiladas tiveram níveis maiores. Nossos resultados estão de acordo 

com estudos anteriores. Conclusão: O consumo de álcool resultou em níveis 

diferentes de medidas lipídicas séricas em homens e mulheres. Desta forma, 

conclui-se que a resposta ao álcool tem diferenças biológicas. 

Descritores: Alcoolismo; Gorduras; Lipoproteínas HDL; Distribuição por Sexo. 
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Lipidic profile and alcohol consumption: Estudo Longitudinal de Saúde do 

Adulto 

 
 

Objective: To investigate the effect of general alcohol consumption, as well as the 

type of alcohol consumed, in different lipid measurements. Method: The effect of 

alcohol consumption was investigated, as well as the type of alcoholic beverage, in 

different lipid measurements in both sexes of the Estudo Longitudinal de Saúde do 

Adulto. Results: Analyzes were conducted with the type and amount of alcohol 

consumption by sex. Low to moderate alcohol consumption, regardless of the type of 

alcohol consumed, resulted in higher levels of HDL-cholesterol, HDL2-cholesterol 

and HDL3-cholseterol in men and women. There were no research participants who 

consumed low to moderate amounts of spirits. 

Triglycerides had inverse effects for men and women on the lipid profile. For men, 

spirits correspond to a better triglyceride profile, while for women it was the other way 

around. Triglycerides had inverse effects on men and women. Men who consumed 

distilled alcohol had lower levels of triglycerides and women who consumed spirits 

had higher levels. Our results are in agreement with previous studies. Conclusion: 

Alcohol consumption resulted in different levels of serum lipid measurements in men 

and women. Thus, it is concluded that the response to alcohol has biological 

differences. 

Descriptors: Alcoholism; Fats; Lipoproteins, HDL; Sex Distribution. 

 
 

Perfil lipídico y consumo de bebida alcóolica: Estudo Longitudinal de Saúde 

do Adulto 



84  

Objetivo: Investigar el efecto del consumo de alcohol general, así como el tipo de 

bebida alcohólica consumida, en diferentes medidas lipídicas. Método: El efecto del 

consumo de alcohol fue investigado, así como el tipo de bebida alcohólica, en 

diferentes medidas lipídicas en ambos sexos de población del Estudio Longitudinal 

de Salud del Adulto. Resultados: Se realizaron análisis en relación al tipo y cantidad 

de consumo de bebida alcohólica por sexo. El consumo bajo a moderado de alcohol, 

independientemente del tipo de bebida alcohólica consumida, resultó en niveles más 

altos de HDL-colesterol, HDL2-colesterol y HDL3-coleseterol en hombres y mujeres. 

No hubo participantes de investigación que consumían en cantidad baja a moderada 

de bebidas alcohólicas destiladas. Los triglicéridos tuvieron efectos inversos para 

hombres y mujeres en el perfil lipídico. Para los hombres, las bebidas destiladas 

contribuyeron a un mejor perfil de los triglicéridos, mientras que para las mujeres fue 

lo contrario. Los hombres que consumían bebidas alcohólicas destiladas tenían 

niveles más pequeños de triglicéridos y las mujeres que consumían bebidas 

alcohólicas destiladas tuvieron niveles más altos. Nuestros resultados están de 

acuerdo con estudios anteriores. Conclusión: El consumo de alcohol resultó en 

niveles significativamente mayores de HDL-colesterol, HDL2-colesterol y HDL3- 

colesterol, tanto en mujeres como en hombres. De esta forma, se concluye que la 

respuesta al alcohol tiene diferencias biológicas. 

Descriptores: Alcoholismo; Grasas; Lipoproteínas HDL; Distribución por Sexo. 

 
 

Introdução 

 
 

Alguns estudos prospectivos têm encontrado que o consumo baixo a 

moderado e constante de álcool estaria associado com a redução do risco de 
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doença coronariana(1-4), sendo esta redução associada com os efeitos benéficos do 

álcool sobre os lipídios, principalmente o HDL-colesterol(5-7). Os efeitos protetores do 

álcool contra a doença coronariana estaria mediado pelo aumento do HDL- 

colesterol(8). Embora menos frequente, a diminuição no LDL-colesterol também tem 

sido relatada e além do HDL-colesterol e LDL-colesterol, o álcool também tem 

mostrado alterar os níveis de triglicerídeos, em média, a cada grama de álcool 

consumida por dia a mais, aumentou em 0,19mg/dL de triglicerídeo(9-10). 

A maior parte desses estudos avaliaram os efeitos da bebida alcóolica e o 

aparecimento de doenças, entretanto a influência dos diferentes tipos de bebidas 

alcóolicas nos níveis plasmáticos de lipídeos tem sido investigada em menor grau e 

em populações específicas, sendo normalmente homens ou efeitos do consumo 

alcóolico em populações dependentes da substância. Até onde sabemos, este é o 

único estudo a investigar a associação entre o consumo de bebidas alcóolicas e 

medidas lipídicas em uma amostra brasileira tão grande, comparando os efeitos em 

homens e mulheres. 

Estudos experimentais e transversais têm relatado os efeitos benéficos do 

consumo de álcool no HDL-colesterol e independem do tipo de bebida alcóolica 

ingerida, mas sim pelo consumo do próprio álcool, de encontro com estudos que 

sugerem que os componentes não-alcóolicos, como os polifenóis antioxidantes do 

vinho tinto, seriam os responsáveis pelo efeito cardioprotetor(9,11-13). O objetivo deste 

estudo foi investigar o efeito do consumo de álcool geral, assim como o tipo de 

bebida alcóolica consumida, em diferentes medidas lipídicas. 

 
 

Materiais e Métodos 
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ELSA-Brasil 

 
 

O ELSA-Brasil é uma coorte com 15.105 participantes entre 35 e 74 anos em 

seis cidades brasileiras. A população corresponde a docentes e funcionários na 

ativos e aposentados de seis instituições de pesquisa brasileiras: Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul, Universidade de São Paulo, Universidade Federal de 

Minas Gerais, Fundação Oswaldo Cruz, Universidade Federal da Bahia e 

Universidade Federal do Espírito Santo(6). Resumidamente, entre 15105 

participantes avaliados em 2008-10, 4.979 deles tinham perfil lipídico medido por 

ultracentrifugação de densidade vertical (Vertical Auto Profile (VAP)) do centro de 

coleta do estado de São Paulo(7). Foram excluídos indivíduos que não tinham dados 

de consumo de bebidas alcóolicas totalizando 4976 pessoas analisadas no presente 

estudo. 

Cada participante respondeu a uma entrevista de acordo com um protocolo 

padrão. As entrevistas e exames foram feitos por entrevistadores capacitados em 

um rígido controle de qualidade. O ELSA-Brasil foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa do Hospital Universitário da Universidade de São Paulo com o 

cadastro CEP-HU: 659/06 e à época com o Cadastro SISNEP: FR-93920. Após a 

criação da Plataforma Brasil, o ELSA-Brasil foi aprovado pela Conep, com o CAAE: 

0016.1.198.000-06 e todos os participantes envolvidos nesta pesquisa forneceram o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

 
 

Medidas de subclasses de lipoproteínas e LDL 
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A coleta de sangue ocorreu após jejum noturno de 12 horas. As amostras de 

sangue foram centrifugadas no centro local e armazenadas em tubos em 

temperatura de -80ºC. Um perfil lipoproteico completo, que incluiu colesterol no 

plasma, HDL-colesterol, HDL2-colesterol, HDL3-colesterol, lipoproteína A, LDL-real 

(colesterol LDL sem IDL e Lipoproteína A), IDL-colesterol e VLDL-colesterol para 

cada indivíduo foi determinado utilizando a metodologia Vertical Auto Profile 

(Atherothech®, Birmingham, Alabama, EUA). VAP é um método de medida direta, 

sem estimativas envolvidas. É baseado na combinação de ultracentrifugação e um 

analisador enzimático de colesterol de fluxo contínuo, sendo altamente sensível e 

reproduzível. 

A análise do perfil de colesterol da subclasse foi realizada utilizando o método 

LDL-VAP, que é uma modificação do procedimento VAP projetado para separar as 

subclasses de LDL-colesterol, variando de LDL1-colesterol a LDL4-colesterol. 

 
 

Consumo de álcool 

 
 

Para avaliar o consumo de bebidas alcóolicas (cerveja, vinho, destilados), foi 

utilizado o Questionário de uso de álcool, que foi estruturado com perguntas 

fechadas baseadas no questionário do National Center for Health Statistics. O 

padrão de bebida e frequência semanal de consumo de álcool de bebidas foi 

determinado baseado neste questionário. 

Para o cálculo da quantidade de etanol em gramas, a porcentagem média de 

álcool das marcas de bebida mais comuns do mercado foi utilizada sendo cerveja: 

6%, vinho: 12% e destilados: 39%. Primeiramente, a quantidade reportada 

semanalmente pela medida em mL foi determinada e, posteriormente, a quantidade 
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de ingestão de álcool puro em mL/semana foi calculada de acordo com a 

concentração de álcool em cada bebida. Subsequentemente foram adicionadas à 

quantidade de álcool consumido em tipos de bebia e depois, multiplicados pela 

densidade de etanol (0,8) para obter a quantidade total de etanol puro em grama por 

semana. Pessoas que consumiam álcool excessivamente foram categorizadas como 

aquelas que tiveram consumo de etanol maior ou igual a 210g/semana para homens 

e maior ou igual a 140g/semana para mulheres. 

 
 

Análise estatística 

 
 

Todas as análises estatísticas foram feitas utilizando o software SPSS versão 
 

17. Por conta dos diferentes padrões de bebida entre homens e mulheres e suas 

variações nas medidas lipídicas, todas as análises foram conduzidas 

separadamente. A análise de normalidade foi realizada utilizando o teste de 

Kolmogorov-Smirnov. 

O consumo de álcool foi considerado como variável categórica (baixo- 

moderado e excessivo). As categorias de baixo-moderado foram definidas 

diferentemente por sexo segundo os guidelines do US Department of Agriculture 

Dietary Guidelines 2005, sendo para homens: baixo-moderado menor ou igual a 

210gramas/semana, e excessivo >210gramas/semana, enquanto para mulheres, 

baixo-moderado foi menor ou igual a 140gramas/semana e excessivo maior que 

140gramas por semana. 

Quando considerado o tipo específico de bebida alcóolica consumida, foi 

levado em consideração pessoas que não só eram inclinadas a consumir somente 

um tipo de bebida alcóolica, mas que consumiam também diferentes tipos de vinho, 
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bebida ou destilados. Para isso, foi definido um tipo particular de bebida alcóolica 

predominante se o consumo deste tipo específico de bebida totalizasse dois terços 

ou mais da quantidade total de etanol consumida. 

Para comparação dos tipos de bebida consumida (abstêmio, consumidores  

de vinho, cerveja, destilado ou misto), foi utilizado o teste One-Way ANOVA. A 

comparação de consumidores de bebida baixo a moderado com excessivo para 

cada tipo de bebida, foi feito o teste t de student. 

 
 

Resultados 

 
 

As medidas lipídicas médias para cada estrato de sexo estão nas tabelas 1, 2 

e 3. Os valores estão divididos de acordo com a quantidade de consumo de álcool e 

o tipo de bebida alcóolica consumida. HDL-colesterol, HDL2-colesterol, HDL3- 

colesterol, LDL4-colesterol, VLDL-colesterol, VLDL3-colesterol, razão VAPB/VAPA, 

Triglicerídeos e VAPA1 tiveram diferenças significativas entre abstêmios, 

consumidores de vinho, cerveja, destilado e misto. E em relação à quantidade de 

bebida, só foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os 

consumidores mistos de bebida alcóolica, sendo os valores de HDL-colesterol, 

HDL2-colesterol, HDL3-colesterol e VAP A1 maiores para quem bebe 

excessivamente. Tanto para homens quanto para mulheres, não tiveram 

participantes que consumiam bebidas destiladas moderadamente. 
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Tabela 1: Medidas de lipídeos médias por grupos de ingestão alcóolica e tipos de 
bebidas consumidas em São Paulo, SP, Brasil, 2018. 

 

n HDL* HDL2*  HDL3* LDL LDL1 LDL2 LDL3 LDL4† 

Uso de 

álcool mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL 

Abstêmio 2020 54 14,5 39,5 134,5 22 30,8 46,5 10,8  

Vinho 569 55,9 15,4 40,5 134,3 22,3 32,5 45,3 9,7 

B-M 546 56 15,5 40,6 133,9 22,2 32,4 45,3 9,7 

E 23 53,9 14,6 39,2 143 24,4 34,6 45,6 11,4 

Cerveja 751 53,6 14,2 39,4 143 24,4 34,6 45,6 11,4 

B-M 636 53,4 14,1 39,3 136,9 22,1 31,4 47,4 11,6 

E 115 54,5 14,5 39,9 135,7 21,1 29,8 49 12 

Destilado 37 54,1 14,9 39,2 141,1 23,7 33 47,5 11,7 

B-M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

E 37 54,1 14,9 39,2 141,1 23,7 33 47,5 11,7 

Misto 1601 56,0§ 15,1§ 40,8‡ 134,3 21,7 31,6 46,4 10,7 

B-M 1232 55,3 14,9 40,4 133,9 21,7 31,4 46,2 10,8 

E 369 58,3 16 42,3 135,5 21,6 32,5 47 10,3 

 
 

Uso de 

 

n 

 

VLDL† 

 

VLDL3 

 

IDL 

 

Lip A 

n- 

HDL 

 

B/A* 

 

TGL† 

 

A1* 

 

B 

 

LDLe 

 

LDLr 

álcool  mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL 

Abstêmio 2020 27,6 15,1 17,4 110,1 162,1 0,7 130,8 155 104,9 135,9 110,1 

Vinho 569 26,5 14,7 17 109,8 160,8 0,7 123,7 157,5 104,1 136 109,8 

B-M 546 26,4 14,6 17 109,5 160,3 0,7 123,1 157,6 103,8 135,7 109,5 

E 23 28,1 15,2 17,9 116 171,1 0,7 137,6 154,6 110,4 143,6 116 

Cerveja 751 29,2 15,6 17,3 112,4 166 0,7 141,4 155,4 107,1 137,7 112,4 

B-M 636 29 15,5 17,4 112,5 165,9 0,7 138,5 155 107,1 138,2 112,5 

E 115 30,8 16 17,1 112 166,5 0,7 157,8 157,9 107,3 134,8 112 

Destilado 37 26,1 14,6 17,5 115,9 167,4 0,7 153,4 154,8 109,4 136,6 115,9 

B-M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

E 37 26,1 14,6 17,5 115,9 167,4 0,7 153,4 154,8 109,4 136,6 115,9 

Misto 1601 27,3 14,9 16,8 110,4 161,6 0,7 131 158,6‡ 104,3 135,4 110,4 

B-M 1232 27,4 14,9 16,8 110 161,3 0,7 129,8 157,4 104,3 135,4 110 

E 369 26,9 14,7 16,7 111,5 162,4 0,7 135,3 162,4 104 135,3 111,5 

B-M Baixo a moderado; E Excessivo; Lip A Lipoproteína A; n-HDL Não-HDL; B/A VAP B/VAP A; 

TGL Triglicerídeos; A1 VAP A1; B VAP B; LDLe LDL estimado; LDLr LDL real 

* ANOVA < 0,001; † ANOVA < 0,05 

§Teste T < 0,05; ‡ Teste T < 0,001 
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No geral, consumidores de cerveja tiveram níveis menores de HDL-colesterol 

e consumidores de mais de um tipo de bebida alcóolica tiveram níveis elevados; 

valores de LDL4-colesterol mais baixos para os consumidores de vinho e mais 

elevados para quem consome bebidas destiladas; valores mais baixos de VLDL- 

colesterol para quem consome somente bebidas destiladas e valores mais elevados 

para quem consome cerveja; valores mais baixos de triglicerídeo para consumidores 

de vinho e valores mais elevados para consumidores de bebida destilada; valores 

mais baixos de VAPA1 para consumidores de bebidas destiladas e valores mais 

elevados para consumidores de bebidas mistas. 

Em relação aos homens, os valores de HDL-colesterol, HDL2-colesterol, 

HDL3-colesterol, LDL4-colesterol, VLDL-colesterol, VLDL-colesterol, triglicerídeo e 

VAP A1 apresentaram diferenças estatisticamente significativas e entre a quantidade 

de bebida alcóolica, foi apresentada diferença entre a quantidade de vinho para 

HDL2 e misto para HDL, HDL2, HDL3 e VAPA1 (tabela 2). Na população masculina, 

consumidores de cerveja tiveram valores menores de HDL-colesterol, HDL2- 

colesterol e HDL3-colesterol e consumidores de destilados tiveram valores maiores; 

abstêmios tiveram níveis mais baixos de LDL2-colesterol e consumidores de cerveja 

tiveram níveis mais altos; quem consumia mais de um tipo de bebida alcóolica teve 

níveis menores de IDL-colesterol e consumidores de destilados tiveram níveis mais 

altos; consumidores de mais de um tipo de bebida tiveram níveis mais baixos de 

triglicerídeos e níveis mais altos para consumidores de destilados; consumidores de 

bebidas destiladas tiveram níveis mais baixos de VAPA1 e consumidores de bebidas 

mistas tiveram níveis mais altos. 
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Tabela 2: Medidas de lipídeos por grupos de ingestão alcóolica e tipos de bebidas 

consumidas em homens em São Paulo, SP, Brasil, 2018. 
 

 
 

n HDL* HDL2*   HDL3* LDL LDL1 LDL2 LDL3 LDL4† 

Uso de 

álcool mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL 

Abstêmio 838 47,7 11,58 36,1 133,5 20,2 24,7 50,9 14,4  

Vinho 246 50,9 12,9§ 37,9 130,7 19,8 26,6 49,2 12,5 

B-M 233 51,1 13,1 38,1 130,1 19,6 26,2 49,2 12,5 

E 13 45,8 10,5 35,2 142 22,9 33,1 49,6 12,1 

Cerveja 366 47,43 11,4 36,1 135,3 19,9 24,1 51,8 15,9 

B-M 314 47,3 11,3 36 135,2 19,9 24,2 51,7 15,7 

E 52 48,1 11,4 36,7 135,3 19,5 23,4 52,7 17,3 

Destilado 17 52,6 12,9 39,7 142,9 20,6 27,5 55,8 15,1 

B-M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

E 17 52,6 12,9 39,7 142,9 20,6 27,5 55,8 15,1 

Misto 833 51,6 12,9§ 38,7§ 134,5 20,4 26,6 49,9 13,8 

B-M 659 50,7 12,6 38,1 134 20,5 26,5 49,5 13,7 

E 174 54,7 14 40,8 136,5 20,3 26,9 51,2 14 

 
 

Uso de 

 

n 

 

VLDL* 

 

VLDL3 

 

IDL 

 

Lip A 

n- 

HDL 

 

B/A† 

 

TGL† 

 

A1* 

 

B* 

 

LDLe 

 

LDLr 

álcool  mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL 

Abstêmio 838 30,2 15,9 17,2 110,2 163,8 0,7 148,6 146,2 107 134,1 110,2 

Vinho 246 28,6 15,3 16,1 108,1 159,3 0,7 136,2 150,6 103,9 132,1 108,1 

B-M 233 28,4 15,3 16 107,5 158,5 0,7 135,2 151 103,4 131,5 107,5 

E 13 31,2 16,2 18,1 117,6 173,3 0,8 154,2 144 112,6 142,4 117,6 

Cerveja 366 33,4 16,9 17,4 111,7 168,7 0,8 170,1 147,6 109,9 134,6 111,7 

B-M 314 33,1 16,9 17,5 111,5 168,3 0,8 165,2 147,2 109,7 135,3 111,5 

E 52 35,3 17 16,6 113 170,6 0,8 199,9 150 111,6 113 113 

Destilado 17 26,2 14,8 16,5 119,1 169,4 0,7 122,2 153,7 110,9 144,9 119,1 

B-M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

E 17 26,2 14,8 16,5 119,1 169,4 0,7 122,2 153,7 110,9 144,9 119,1 

Misto 833 29,9 15,8 17,1 110,7 164,5 0,7 148,9 153,3‡ 106,7 134,7 110,7 

B-M 659 29,9 15,8 17,1 110,2 163,8 0,7 144,9 151,8 106,7 134,8 110,2 

E 174 30,5 15,9 17 112,4 166,9 0,7 164,3 159 107 134,1 112,4 

B-M Baixo a moderado; E Excessivo; Lip A Lipoproteína A; n-HDL Não-HDL; B/A VAP B/VAP A; 

TGL Triglicerídeos; A1 VAP A1; B VAP B; LDLe LDL estimado; 

* ANOVA < 0,001; † ANOVA < 0,05 

§ Teste T < 0,05 
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Quanto às mulheres, somente foram apresentadas diferenças de HDL- 

colesterol, HDL2-colesterol, HDL3-colesterol, LDL2-colesterol, IDL-colesterol, 

triglicerídeos e VAP A1 (tabela 3). Mulheres que consomem só destilado tiveram 

níveis mais baixos de HDL-colesterol, HDL2-colesterol e HDL3-colesterol e mulheres 

que consomem mais de um tipo de bebida alcóolica tiveram níveis mais altos; 

mulheres que não bebem tiveram níveis mais baixos de LDL2-colesterol e mulheres 

que bebem somente cerveja tiveram níveis mais altos; quem consome mais de um 

tipo de bebida alcóolica teve níveis mais baixos de IDL-colesterol e triglicerídeo e 

mulheres que bebem somente bebidas destiladas tiveram níveis mais elevados; para 

VAPA1, mulheres que só consomem destilados tiveram níveis mais baixos e 

mulheres que bebem mais de um tipo de bebida alcóolica tiveram níveis mais 

elevados. 
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Tabela 3: Medidas de lipídeos por grupos de ingestão alcóolica e tipos de bebidas 

consumidas em mulheres em São Paulo, SP, Brasil, 2018. 
 
 
 

Uso de 

álcool n HDL*  HDL2* HDL3* LDL LDL1 LDL2† LDL3 LDL4 

  mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL  
 

Abstêmio 1180 58,53 16,6 41,9 135,1 23,3 35,2 43,4 8,3 

Vinho 322 59,9 17,3 42,5 136,9 24,2 37,1 42,2 7,6 

B-M 313 59,7 17,2 42,4 136,8 24,1 37 42,3 7,5 

E 10 64,50 19,90 44,40 144,20 26,30 36,60 40,40 10,60 

Cerveja 385 59,4 16,9 42,5 138,2 23,9 37,8 43,7 7,7 

B-M 322 59,4 16,9 42,5 138,6 24,3 38,3 43,3 7,7 

E 63 59,70 17,10 42,70 136,00 22,40 35,10 45,90 7,70 

Destilado 20 55,5 16,6 38,9 139,6 26,3 37,7 40,6 8,8 

B-M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

E 20 55,50 16,60 38,90 139,60 26,30 37,70 40,50 8,80 

Misto 768 60,7 17,6 43,2 134,1 23,1 37,1 42,6 7,4 

B-M 573 60,5 17,5 43 133,9 23,1 36,9 42,3 7,5 

  E   195 61,60 17,80 43,80  134,50  22,80 37,60 43,30 7,00  

Uso de 

álcool n VLDL VLDL3 IDL* Lip A n-HDL B/A* TGL* A1† B LDLe LDLr 

  mg/dL  mg/dL  mg/dL  mg/dL  mg/dL  mg/dL  mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL  
 

Abstêmio 1180 25,8 14,6 17,6 110,1 160,9 0,7 118,2 161,1 103,5 137,2 110,1 

Vinho 322 24,7 14,1 17,7 110,9 161,6 0,7 113,4 162,6 104 138,8 110,9 

B-M 313 24,9 14,2 17,7 111 161,7 0,7 114 162,4 104,1 138,8 111 

E 10 24,10 13,80 17,70 113,80 168,30 0,60 116,1 168,4 107,60 145,10 113,80 

Cerveja 385 25,3 14,4 17,3 113,1 163,5 0,7 114,2 162,7 104,5 140,6 113,1 

B-M 322 24,9 14,2 17,3 113,5 163,5 0,7 112,4 162,4 104,6 141,1 113,5 

E 63 27,00 15,10 17,50 111,10 163,10 0,60 123,1 164,1 103,80 138,30 111,10 

Destilado 20 26 14,5 18,3 113,3 165,7 0,7 179,9 155,7 107,9 129,5 113,3 

B-M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

E 20 26,00 14,50 18,30 113,30 165,70 0,70 180 155,7 107,90 129,50 113,30 

Misto 768 24,4 13,9 16,5 110,1 158,4 0,6 111,6 164,2 101,6 136,1 110,1 

B-M 573 24,5 13,9 16,5 109,8 158,5 0,6 112,4 163,8 101,7 136 109,8 

  E   195 23,80 13,70 16,40 110,70 158,40 0,60 109,4  165,5 101,40 136,50 110,70  

B-M Baixo a moderado; E Excessivo; Lip A Lipoproteína A; n-HDL Não-HDL; B/A VAP B/VAP A; TGL Triglicerídeos; 

A1 VAP A1; B VAP B; LDLe LDL estimado; 

* ANOVA < 0,05; † ANOVA < 0,001 
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Discussão 

 
No presente estudo, demonstramos que o consumo de álcool pode resultar 

em níveis significantemente maiores de HDL-colesterol, HDL2-colesterol e HDL3- 

colesterol. O efeito do consumo de bebida alcóolica foi similar para LDL2-colesterol, 

IDL-colesterol, triglicerídeo e VAPA1 para homens e mulheres. O consumo elevado 

de bebidas alcóolicas destiladas estava associado a maiores níveis e IDL-colesterol, 

LDL2-colesterol e triglicerídeos. A diferença se deu para o consumo de vinho. Os 

níveis lipídicos séricos em resposta ao consumo de vinho foram inversos entre os 

homens e mulheres. Para as mulheres, quanto maior o consumo de vinho, maiores 

os níveis de HDL-colesterol, HDL2-colesterol e HDL3-colesterol, e para homens, o 

contrário. No geral, nossos resultados confirmam estudos anteriores associando o 

consumo de álcool, independentemente do tipo de bebida, com níveis mais elevados 

de HDL-colesterol, HDL2-colesterol e HDL3-colesterol quando homens e mulheres 

são avaliados juntos. Entretanto, ao estratificar por sexo, observamos resultados 

opostos. 

Os efeitos do consumo de álcool nos perfis lipídicos foram primeiramente 

investigados em homens. Os primeiros estudos envolvendo mulheres não 

envolveram análises por sexo. Os poucos estudos que avaliaram essa relação em 

populações separadas de homens e mulheres indicaram que a associação do 

consumo de álcool teve diferença entre homens e mulheres, tendo o consumo de 

vinho, confirmando nossos achados, aumentado os níveis de HDL-colesterol em 

mulheres(11,14-15). Esse resultado pode estar ligado ao fato de que as mulheres 

são mais sensíveis aos efeitos do álcool que o homem, principalmente no que diz 

respeito à função hepática. As concentrações alcóolicas também diferem entre 

homens e mulheres. Maiores concentrações alcóolicas são encontradas em 

mulheres após a ingestão da mesma quantidade de álcool. Esse efeito é atribuído  

ao menor metabolismo gástrico de mulheres. Neste estudo, os níveis de HDL- 

colesterol são maior com o consumo de bebidas destiladas em homens e em menor 

em mulheres, isso também já foi identificado previamente(16,17). No geral, achamos 

diferenças nos níveis lipídicos e o consumo de álcool em homens e mulheres, mas 

esses resultados não devem ser extrapolados por falta de medidas metabólicas e 

bioquímicas mais detalhadas. 

As diferenças na resposta lipídica entre homens e mulheres são nítidas. Para 
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os homens, houve diferença no que diz respeito à quantidade de consumo de 

bebidas alcóolicas mistas para HDL-colesterol, HDL2-colesterol e HDL3-colesterol, 

mas não para mulheres. Homens que consumiam excessivamente bebidas 

alcóolicas mistas estavam associados com níveis maiores de HDL-colesterol 

comparado aos homens que consumia em quantidade baixa a moderada. Pesquisas 

anteriores do ELSA-Brasil mostraram o perfil da população e demonstraram que o 

HDL-colesterol, HDL2-colesterol e HDL3-colesterol são inversamente associados 

com resistência à insulina e inflamação subclínica(18), que o consumo de álcool 

aumentava o risco de pressão arterial elevada(19) e que o consumo de bebida 

alcóolica quando associado com ingestão de refeições, mostravam um perfil lipídico 

mais favorável(20). 

Para os valores de triglicerídeos, os homens que só consumiam bebidas 

destiladas excessivamente tiveram valores menores. Enquanto quem bebia só 

cerveja, os valores foram maiores. Para as mulheres, quem consumia bebidas 

mistas tiveram níveis mais baixos de triglicerídeos, sendo que aquelas que bebiam 

excessivamente apresentaram níveis ainda mais baixos. Mulheres que consumiam 

bebidas alcóolicas destiladas tiveram níveis mais elevados de triglicerídeos. Existem 

estudos que mostram uma relação robusta entre ingestão de álcool e aumento de 

triglicerídeos, principalmente nos efeitos que álcool tem na variação genética, 

especialmente nos genes relacionados ao metabolismo do álcool(21). 

Para o LDL, estudos anteriores tem demonstrado resultados conflitantes entre 

a relação do consumo de álcool e LDL-colesterol (22). Recentemente, foi proposto 

que as diferenças podem estar conectadas com variações genéticas no metabolismo 

de apolipoproteínas, particularmente os polimorfismos da apolipoproteína A5(21). 

Embora os mecanismos para as diferenças entre os homens e mulheres não 

esteja totalmente compreendido, as diferenças podem ser devido à composição 

corporal, metabolismo da insulina e glicose, além dos fatores genéticos(23). 

Tamanha diferença entre os sexos é intrigante, pois o mecanismo exato pelo qual o 

álcool afeta as medidas lipídicas ainda permanece em grande parte 

desconhecido(8,24-27). Essas diferenças podem ser explicadas por diferenças 

genéticas, e para tanto, necessita mais estudos. Estudos clínicos e epidemiológicos 

sugerem que é, principalmente, o vinho tinto que ajudaria a proteger contra doenças 

cardiovasculares, aterosclerose e síndrome metabólica. Possivelmente, por conta 

dos polifenóis presentes no vinho, como o resveratrol, antocianina, flavonol e 
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catequina que tragam benefícios para saúde. Além deles, os próprios metabólitos 

podem ser os principais atores da proteção cardiovascular. Na cerveja, o  

xantohumol e seus metabólitos isoxantohumol e fitoestrógeno 8-fenilnaringenina 

também têm propriedades saudáveis. Além disso, qualquer efeito saudável do vinho 

e da cerveja são maiores em combinação com uma dieta saudável, rica em frutas, 

vegetais e cereais integrais. Há evidências de que os polifenóis têm efeitos 

sinérgicos com compostos encontrados em outros grupos de alimentos(28). No 

entanto, recomenda-se que consumidores excessivos de álcool ou abstêmios não 

devem ser encorajados ao consumo de álcool por efeito protetor no perfil lipídico, 

pois as consequências deletérias do álcool podem ser maiores do que os possíveis 

benefícios envolvidos. 

As limitações do estudo se devem ao fato da coleta dos dados sobre 

consumo de álcool, que se basearam no auto-relato. Especialmente quando se trata 

de consumo de álcool, os participantes de pesquisa tendem a dar respostas que 

sejam socialmente desejáveis. Portanto, o consumo de álcool pode estar 

subestimado, principalmente em grupos que bebem excessivamente. O desenho do 

estudo também é outra limitação. Embora o ELSA-Brasil seja um estudo longitudinal, 

este estudo teve um corte transversal, não sendo possível fazer inferências de 

causalidade. Por fim, a classificação utilizada poderia subestimar os números de 

compulsão alcóolica episódica. 

 
Considerações finais 

 
 

No geral, este estudo mostrou que o consumo de álcool, independentemente 

do tipo da bebida alcóolica consumida, resultou em níveis significativamente maiores 

de HDL-colesterol, HDL2-colesterol e HDL3-colesterol, tanto em mulheres como em 

homens. O consumo de álcool demonstrou contribuir para um melhor perfil lipídico, o 

que já vem sendo demonstrado na literatura. Pesquisas anteriores mostraram 

associação inversa entre o consumo de álcool e doenças cardiovasculares, tanto em 

homens quanto em mulheres. 
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5. Conclusão 

 

Análises entre hábitos de vida e impacto no colesterol são obscuras, com 

inúmeras variáveis e fatores de risco que se correlacionam e impactam direta e 

indiretamente na saúde cardiovascular de forma complexa. Para a presente tese, 

avaliou-se a associação entre dieta, em especial ácidos graxos dietéticos, e álcool e 

o perfil lipídico de participantes do Estudo Longitudinal de Saúde do Adulto (ELSA- 

Brasil). 

Foi identificada baixa associação entre a ingestão de ácidos graxos dietéticos 

e perfil lipídico (manuscrito 1) e quanto ao consumo de álcool, independentemente 

do tipo de bebida alcóolica consumida, o álcool resultou em melhor perfil lipídico, 

com níveis significativamente maiores de HDL-colesterol, HDL2-colesterol e HDL3- 

colesterol, tanto em homens quanto mulheres. Os triglicerídeos tiveram efeitos 

inversos para homens e mulheres no perfil lipídico. 

Conclui-se, portanto, que são necessários maiores estudos para confirmar o 

efeito dos hábitos de vida no perfil lipídico e que não só a alimentação, mas também 

outros fatores como atividade física e genética, que poderiam interferir nos 

resultados. Também se pode depreender que existe impacto da variabilidade 

biológica na resposta ao colesterol. 
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6. Anexos 

Anexo I: Questionário de Frequência Alimentar aplicado 



119 
 

 



120 
 

 



121 
 

 



122 
 

 



123 
 

 



124 
 

 



125 
 

 



126 
 

 



127 
 

 



128 
 

Anexo II: Consumo de Álcool (CAL) 
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Anexo III: Aprovação ética 
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Anexo IV: Parecer Conep – Biobanco 
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Anexo V: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
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Anexo VI: Comprovante de submissão do primeiro manuscrito 
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Anexo VII: Comprovante de Submissão segundo manuscrito 
 
 


