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RESUMO 

 

O estresse oxidativo pode desempenhar um papel importante na etiologia 

das complicações no diabetes mellitus. O aumento da produção de espécies 

oxidantes promove modificações em moléculas endógenas, incluindo o 

colesterol. Os óxidos de colesterol (Cox) são formados a partir da oxidação do 

colesterol, por processos enzimáticos e por processos mediados por radicais 

livres, apresentando importantes efeitos biológicos que podem contribuir para 

o desenvolvimento do processo aterosclerótico no diabetes. Nesse estudo  

determinou-se as concentrações dos Cox, em pacientes diabéticos e indivíduos 

intolerantes à glicose, para estabelecer se os COx são marcadores sensíveis da 

lipoperoxidação na intolerância à glicose e no diabetes As concentrações 

plasmáticas dos COx foram determinadas por GC-FID nos seguintes grupos: 

diabéticos tipo 1 (DM1), diabéticos tipo 2 (DM2), intolerantes à glicose (IGT) 

e normoglicêmicos (controles). As concentrações dos óxidos de colesterol 

totais foram mais elevadas nos grupos DM1 e DM2 em relação aos controles 

normoglicêmicos (p<0,05). As concentrações plasmáticas  do 7-

hidroxicolesterol (7-OH), 7-hidroxicolesterol (7-OH) e 25-

hidroxicolesterol (25-OH) foram mais elevadas no grupo DM1 comparado ao 

grupo DM2 (p<0.05). A comparação entre os grupos controle, IGT e DM 2 

indicou aumento significativo das concentrações de 7-OH, colesterol--

epóxido e colesterol--epóxido no grupo DM 2 (p<0.05). Portanto, os óxidos 

de colesterol podem ser considerados como um biomarcador sensível da 

lipoperoxidação para indicar a intensidade de modificação oxidativa dos 

lípides em pacientes diabéticos.  

 

 

 xiv



 xv

ABSTRACT 

 

 Oxidative stress can play an important role in the etiology of the 

complications of diabetes mellitus. The increase in the production of oxidant 

species promotes alterations in endogenous molecules, including cholesterol. 

Cholesterol oxides (COx) are formed by the oxidation of cholesterol by 

enzymatic processes or by processes involving free radicals. They present 

important biological effects that can contribute to the development of the 

atherosclerotic process in diabetes. In this study, the concentrations of the 

COx in diabetic patients and individuals who are intolerant to glucose was 

determined in order to establish whether the Cox are sensitive markers of 

lipoperoxidation in glucose intolerance and diabetes. Serum concentrations of 

the COx were determined by GC-FID in the following groups: Type 1 

diabetics (DM1), type 2 diabetics (DM2), patients intolerant to glucose (IGT) 

and normoglycemic subjects (controls). The concentrations of total cholesterol 

oxides were found to be elevated in the DM1 and DM2 groups with respect to 

the normoglycemic subjects (p<0.05). The serum concentrations of 7-

hydroxicholesterol (7-OH), 7-hydroxicholesterol (7-OH) and 25-

hydroxicholesterol (25-OH) were found to be increased in the DM1 group 

with respect to the DM2 group (p<0.05). The comparison between the control, 

IGT and DM2 groups indicated a significant increase in the concentrations of 

7-OH, cholesterol--epoxide and cholesterol--epoxide in the DM2 group 

(p<0.05). In conclusion, cholesterol oxides could serve as suitable biomarker 

of lipoperoxidation to indicate the intensity of lipid oxidative mofications in 

diabetic patients. 



1.0.-INTRODUÇÃO 

 

1.1.- Formação dos óxidos de colesterol (COx)  

 

 O colesterol é um lipídeo insaturado, suscetível à oxidação na presença 

de luz, oxigênio, temperaturas elevadas, atividade de água, radiações, radicais 

livres, íons metálicos, agentes sensibilizantes, pH, entre outros fatores  

(Bösinger et al.,1993; Paniangvait et al.,1995; Smith, 1996). Os COx são um 

grupo de esteróis com estrutura similar à molécula de colesterol, contendo 

grupos cetona, hidroxila, ou epóxido em um dos anéis ou na cadeia lateral 

(Diane & Lin,1996). Podem ser formados através de reações enzimáticas, ou, 

por via radicalar, conforme discutido a seguir. 

 

1.1.1.- Formação de COx por via enzimática  

 

Os COx gerados in vivo podem ser originados a partir de reações 

enzimáticas intracelulares. Alguns são produzidos exclusivamente por esta via 

e podem parcialmente contribuir para a formação de outros ( Javitt, 1990; 

Reiss et al., 1994; Pederson et al., 1979). Johnson et al. (1994) demonstraram 

que ratos alimentados com dieta rica em colesterol (5% de colesterol) 

apresentavam maior quantidade de 25-hidroxicolesterol no fígado. 

Alimentando os animais com óxido de deutério e comparando-se a 

incorporação deste no colesterol e 25-hidroxicolesterol (25-OH), concluiu-se 

que o 25-OH era produzido endogenamente a partir do colesterol exógeno, 

mas não por contaminantes da autoxidação do colesterol. 

Nos hepatócitos, o colesterol pode ser convertido a COx pela ação do 

citocromo P-450. Dentro da família do citocromo P-450, a 27-hidroxilase é 
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uma enzima importante responsável pela hidroxilação da cadeia lateral do 

colesterol (Bjorkhem,1992). A 27-hidroxilase pode ser detectada em vários 

tipos celulares, incluindo fibroblastos, macrófagos, células do rim e do cérebro 

(Javitt, 1994; Bjorkhem et al., 1994). Em culturas de macrófagos alveolares 

humanos, enriquecida com colesterol, observa-se aumento da conversão do 

colesterol à 27-hidroxicolesterol. Nos fibroblastos, a conversão do colesterol à 

27-hidroxicolesterol, promove a supressão da biossíntese do colesterol 

(Axelson & Larsson, 1995). No fígado de ratos, ocorre a conversão do 

colesterol à 7-cetocolesterol e a conversão de 7-hidroxicolesterol à 7-

cetocolesterol, catalisada pela ação da NADP+ desidrogenase (Shoda et al., 

1993). Estes dados evidenciam que os COx gerados enzimaticamente 

contribuem para o pool de COx, em especial, nos tecidos.  

 

1.1.2.- Formação de COx por via radicalar 

 

 A autoxidação do colesterol envolve uma série de reações radicalares, 

formando mais de 60 diferentes produtos da oxidação (Smith,1981). O 

primeiro passo para a autoxidação do colesterol (Fig. 1.) é a formação de um 

radical no carbono 7, pela abstração do hidrogênio, em conseqüência da 

radiação ou outros radicais. O radical formado reage com o oxigênio 

molecular ( 3O 2) produzindo o radical peroxila, estabilizado pela abstração de 

um hidrogênio, originando o 7-hidroperóxido de colesterol. Esse 

hidroperóxido é termicamente instável, decompondo-se em  7-

hidroxicolesterol (7-OH), 7-hidroxicolesterol (7-OH) e 7-cetocolesterol 

(7-Ceto). O 7-Ceto, em meio básico e sob aquecimento, decompõe-se 

formando o 7 cetocolesterol dieno. A epoxidação, ou a reação de oxidação nos 

carbonos 5 e 6, é um processo secundário que depende da presença do 7- 
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hidroperóxido. Os  e -epóxidos do colesterol são produtos resultantes do 

ataque da dupla ligação do colesterol, pelos hidroperóxidos e outros produtos 

geradores da oxidação. A hidratação destes isômeros leva à formação do 

colestanotriol (Triol) (Careri et al., 1998; Smith, 1996; Fazeli et al.,2000). 

Fennema (1996) e Nielsen et al. (1996) observaram que a oxidação 

fotoquímica do colesterol também pode gerar COx. Um exemplo disto são as 

reações que ocorrem em alimentos. A energia é absorvida em forma de 

radiação, na presença de luz, e transferida para o 3O2 , gerando uma forma 

mais ativa, o 1O2 (Smith, 1996). Assim geram-se hidroperóxidos que se 

decompõem dando origem ao 7-cetocolesterol e 7-hidroxicolesterol 

(Guardiola et al., 1995). 
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7-Hidroxicolesterol (7-OH)

5,6 Epoxicolesterol 25-Hidroxicolesterol (25-OH)

Colestano-3,5,6-triol (Triol)

3,5,colestadieno-7-one (7-Ceto dieno)

20-Hidroxicolesterol (20-OH)

7-Hidroperoxicolesterol (7OOH)

O

 

 

Figura 1.0.- Esquema da formação dos COx por via radicalar (Careri et 

al, 1998).  
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1.1.3.- Fontes de COx in vivo 

 

 Vários COx têm sido detectados em quantidades apreciáveis nos tecidos 

e fluídos biológicos de humanos, incluindo plasma, lipoproteínas aterogênicas 

e placas ateroscleróticas. Alguns trabalhos sugerem que a principal fonte de 

COx seja a dieta, porém, estes também podem ser gerados por oxidação não-

enzimática do colesterol in vivo. Os COx plasmáticos são provenientes, em 

grande parte, da peroxidação in vivo das lipoproteínas, como tem sido 

demonstrado por vários estudos. Hughes et al. (1994) detectaram 7-

cetocolesterol e 7-hidroxicolesterol na lipoproteína de baixa densidade 

(LDL) depois de oxidá-la in vitro com íons cobre. Chisolm et al. (1994) 

identificaram o 7-hidroperoxicolesterol como o composto citotóxico primário 

da LDL oxidada e demonstrou sua presença em lesões ateroscleróticas. Em 

coelhos submetidos à uma dieta rica em colesterol, constatou-se aumento das 

concentrações de COx no plasma e no tecido aórtico (Hodis et al., 1991). 

Neste mesmo estudo, após a administração de probucol, um antioxidante, 

houve redução significativa dos COx, em especial, do 7-hidroxicolesterol, 

colesterol - e -epóxido e colestanotriol. 

Uma outra via capaz de gerar COx indiretamente é a hiperglicemia 

crônica. Nesta condição, ocorre aumento nas concentrações de glicação não-

enzimática de proteínas estruturais e circulantes, incluindo a LDL (Dato et al., 

2000), além da autoxidação da glicose. Nesta reação de glicação formam-se 

produtos avançados da glicação (AGEs), que são fontes de radicais livres 

(superóxido, hidroxila e peróxido de hidrogênio), atuando também na 

oxidação da LDL, o que contribui para a patogênese da doença vascular 

diabética e aterosclerose ( Mullarkey et al.,1990; Hunt et al.,1990; Baynes, 

1991). 
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1.2.- Efeitos biológicos dos COx 

 

1.2.1.- Citotoxicidade e Aterogenicidade 

  

Existem fortes evidências da correlação positiva entre as concentrações 

plasmáticas de colesterol e a incidência de aterosclerose. Os óxidos de 

colesterol são mais aterogênicos do que o colesterol puro in vivo (Tsai et al., 

1980; SzedLacsek et al., 1995), sugerindo que os COx  tenham papel mais 

importante do que o colesterol não oxidado na patogênese da aterosclerose. 

Tem sido observado que os COx são tóxicos para as células endoteliais 

(Henning et al., 1987; Sevanian et al., 1991), musculares lisas (Peng et al., 

1979) e fibroblastos (Imai et al., 1980). Os COx promovem aumento da 

permeabilidade vascular do endotélio, inibem a síntese de prostaglandina I2, 

estimulam a agregação plaquetária, inibem a expressão dos receptores B/E e 

induzem o acúmulo de ésteres de colesterol em macrófagos, resultando na 

formação das células espumosas (Guardiola et al., 1995; Sevanian & Peterson, 

1986). Brown e Goldstein (1975) mostraram que o 25-hidroxicolesterol 

diminui a incorporação da LDL pelos receptores B/E em fibroblastos 

humanos, reduzindo o número de receptores sem alterar a afinidade do 

receptor pelo ligante.  

Muitos estudos sugerem que os COx são os verdadeiros agentes que 

induzem a formação da lesão ateromatosa. James et al. (1998) demonstraram 

que após a injeção intravenosa de uma mistura de COx em coelhos, houve 

acúmulo de COx circulante, aumento da permeabilidade vascular a 

macromoléculas, disfunção endotelial e acúmulo de colesterol nas artérias dos 

animais, eventos que participam no desenvolvimento da aterosclerose.  

 6



Ziedén et al. (1999) demonstraram que a resistência da LDL à oxidação 

foi menor em homens lituanos que em homens da Suécia, o que foi associado 

as concentrações plasmáticas elevadas dos COx no primeiro grupo. Neste, 

demonstrou-se correlação negativa entre as concentrações de  7-

hidroxicolesterol e a resistência à modificação oxidativa in vitro da LDL, 

sugerindo assim que o 7-hidroxicolesterol seja um indicador do aumento da 

lipoperoxidação in vivo. Salonen et al. (1997) também obtiveram dados 

semelhantes. Um fator importante que pode contribuir para o aumento da 

lipoperoxidação nos diabéticos é a subfração pequena e densa da LDL 

(aterogênica), que é mais suscetível à oxidação e glicoxidação (Sara & 

Rebolledo, 2000). 

As concentrações de COx encontrados na LDL eletronegativa (LDL-) 

são muito mais elevados, quando comparados aos da LDL nativa, o que 

poderia contribuir para a maior citotoxicidade e aterogenicidade da LDL- 

(Bhadra et al., 1991). Investigações complementares revelaram que os óxidos 

de colesterol formados na posição 7 do anel do colesterol (7-

hidroxicolesterol, 7-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol), provenientes da 

oxidação da LDL, podem reduzir o relaxamento arterial por inibir a liberação 

do óxido nítrico das células endoteliais vasculares (Bhadra et al.,1991; 

Malavasi et al., 1992; Deckert et al.,1997 e 1998). Lyons & Brown (1999) 

observaram que o 7-cetocolesterol, em altas concentrações, além de inibir a 

liberação de óxido nítrico das células endoteliais vasculares, também é 

citotóxico para uma variedade de células, induzindo a apoptose em cultura de 

células musculares lisas e endoteliais. Deckert et al.(1998) demonstraram que 

o 7-cetocolesterol e o 7-hidroxicolesterol causam inibição da liberação de 

histamina, que é um dos agonistas para a liberação de óxido nítrico das células 

endoteliais.  
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Os COx também podem afetar a liberação de citocinas pelos 

macrófagos. O 25-hidroxicolesterol parece ter uma função regulatória na 

produção de interleucina-8 por macrófagos isolados de placas ateroscleróticas 

(Liu et al., 1997). O 7-cetocolesterol e o colesterol -epóxido também  

apresentam este efeito em macrófagos, mas não em monócitos (Liu et al., 

1997). Isto sugere que aumento na produção de interleucina–8, induzida pelos 

COx, estimula o recrutamento de linfócitos T e de células musculares lisas 

para o espaço subendotelial, contribuindo para o desenvolvimento da lesão 

aterosclerótica. Outros estudos observaram que o 25-hidroxicolesterol tem 

papel importante  no desenvolvimento da calcificação das lesões 

ateroscleróticas por estimular as células osteoblásticas (Watson et al.1994). 

O 25-OH e o colestanotriol inibiram a proliferação celular e suprimiram 

a síntese celular de colesterol das células musculares lisas da aorta de coelhos 

(Guyton et al., 1990). Sevanian et al., (1991) estudaram a citotoxicidade do 

colesterol / epóxido e colestanotriol, em cultura de células aórticas de 

coelhos, verificando a seguinte ordem de citotoxicidade: colestanotriol > -

epóxido > -epóxido. No entanto, o colesterol -epóxido também inibiu o 

efluxo de colesterol livre em fibroblastos humanos ( Fielding et al.,1997). 

 

1.2.2- Efeitos do COx na produção de NO 

 

 Nos vasos sangüíneos, o óxido nítrico (NO) produzido pelas células 

endoteliais é um vasodilatador que tem papel central na regulação do tônus 

vascular. Na aterosclerose, ocorre diminuição acentuada da atividade do óxido 

nítrico, nos estágios mais adiantados da doença, que tem sido associado com 

estudos in vitro, que indicam a capacidade da LDL em inibir o relaxamento 
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dependente do endotélio (Jessup,1996). A inibição do relaxamento dependente 

do endotélio pela LDL oxidada não é devida à presença de lisolecitina na 

partícula de LDL, mas pela influência dos COx na expressão da caveolina-1 

(Plane et al.,1992;Tanner et al.,1991). Recentemente, demonstrou-se que a 

óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) está localizada em invaginações da 

membrana, denominadas de cavéolas, onde a caveolina-1 interage com a 

eNOS, modulando negativamente sua atividade (Boje et al.,1990; Forsterman 

et al,1991. ). Há evidências de que os COx podem aumentar a expressão da 

caveolina-1, o que aumentaria a interação desta com a eNOS, inibindo a 

atividade da eNOS e a produção de NO (Michel et al.,1997).  

 
1.2.3.- Diabetes, estresse oxidativo e COx. 

 

Todas as formas de diabetes mellitus apresentam anormalidades no 

metabolismo da glicose associadas ao estado de hiperglicemia crônica. No 

diabetes tipo 1 ocorre destruição das células- do pâncreas, células produtoras 

de insulina localizadas nas ilhotas de Langerhans, com conseqüente 

insulinopenia (Rabinovitch & Suarez-Pinzon,1998). Diversas evidências 

sugerem o envolvimento das espécies reativas do oxigênio (ERO) na destruição 

das células- e na progressão do diabetes tipos 1 e 2. A destruição das células-

 ocorreria a partir da exposição direta às EROs e espécies reativas de 

nitrogênio (ERN) produzidas por macrófagos ativados, ou indiretamente, por 

citocinas pró-inflamatórias (IL-1, TNF- e IFN-), que  lesam e induzem a 

morte das células-. O NO é considerado o principal mediador do efeito 

citotóxico da IL-1, embora sua geração seja induzida também por TNF- e 

IFN- (Eizirik et al.,1996). A produção exacerbada de EROs causaria dano 

celular por promover a oxidação dos ácidos nucléicos, proteínas e fosfolipídeos 
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de membrana (Fig.2). Além disso, EROs e citocinas ativam o NF-kB, fator de 

transcrição sensível ao estado redox das células, que controla a expressão 

gênica de numerosas moléculas envolvidas na resposta imune-inflamatória, tais 

como, citocinas pró-inflamatórias, moléculas de adesão (ICAM-1, E-selectina e 

VCAM), fatores estimuladores de colônia (GM-CSF, G-CSF, M-CSF, M-CSF) 

e enzimas inflamatórias (óxido nítrico sintase indutível, cicloxigenase-2 e 12-

lipoxigenase) (Ho & Bray,1999).Tabatabaie et al. (2003) demonstraram que as 

citocinas podem mediar a geração de radicais livres via cicloxigenase-2. Desco 

et al. (2002) verificaram que a xantina oxidase também está envolvida na 

produção de radicais livres em pacientes diabéticos tipo 1.  

Assim, a formação de EROs tem sido apontada como uma das causas 

responsáveis pela destruição das células- pancreáticas, durante processos 

auto-imunes que ocorrem na instalação do DM tipo 1, ou mesmo em diabetes 

induzido por agentes químicos como aloxana e estreptozotocina (Oberley, 

1988). 
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Figura 2.- Possível mecanismo bioquímico da lesão da célula- por EROs 
e citocinas (Rabinovitch & Suarez-Pinzon, 1998). Na insulinite, um estado 
pré-hiperglicêmico, as ilhotas são infiltradas com células imunes 
acompanhado pela liberação de citocinas pró-inflamtórias (IL-1, TNF-),ROS 
(O2


_ / H2O2) e  RNS (NO/ OH/ ONOO) dos macrófagos ativados. As 

células T ativadas produzem IFN-, TNF- e  que se ligam a receptores 
específicos, ativando fosfolipase A2 (metabolismo do ácido araquidônico-AA ) 
e estimulando a síntese de NO, que contribui para a geração de ERO 
intracelular. Estas EROs geradas pelos macrófagos podem atacar a membrana 
das células-  e/ou se difundir intracelularmente e formar outras espécies 
radicalares (ONOO, OH) que pode inativar as proteínas da mitocôndria, 
causar lipoperoxidação, diminuir a fosforilação oxidativa, diminuir a glicólise 
e conseqüentemente diminuir as concentrações de ATP e prejudicar a secreção 
de insulina. 
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Diabetes tipo 2 é caracterizado pela resistência à insulina, que pode ser 

definida como uma resposta diminuída às ações biológicas da insulina, não 

apenas no metabolismo dos carboidratos, mas também no seu papel essencial 

no metabolismo de lipídeos. Uma outra situação encontrada no diabetes tipo 2 

é um defeito funcional da célula . Assim, podemos considerar que no diabetes 

melittus tipo 2 exista uma dupla base fisiopatológica (Polonsky et al,1996).  

A hiperglicemia crônica pode causar aumento na produção de espécies 

reativas de oxigênio por vários mecanismos:  

1) autoxidação da glicose - a glicose pode ser uma importante fonte de 

EROs, em especial na presença de metais de transição, (Sakurai et al., 1988; 

Gillery et al., 1988);  

2) glicação de proteínas e formação de produtos finais de glicação 

(AGE) - a hiperglicemia favorece a formação de proteínas glicadas com 

conseqüente formação dos AGEs. As proteínas glicadas, incluindo a glico-

hemoglobina, também podem sofrer glicoxidação (glicação+oxidação), 

gerando radicais livres, que podem causar a oxidação de fosfolípides da 

membrana dos eritrócitos. Os AGEs formados interagem com receptores 

celulares específicos- RAGEs (receptors para produtos finais de glicação) 

presentes na células endoteliais, macrófagos e células mesangiais, provocando 

a liberação de EROs, diminuição das concentrações de glutationa reduzida e 

ativação do NF-kB. Lyons et al. (1997) demonstraram que os produtos da 

glicoxidação, formados no espaço subendotelial, têm efeito quimiotático para 

monócitos e facilitam sua diferenciação em macrófagos. Estes, por sua vez, 

podem captar, por endocitose, os produtos da glicoxidação e a LDL 

glicoxidada presentes na matriz extracelular, favorecendo a formação das 

células espumosas, a liberação de citocinas e de outros fatores que contribuem 

para a formação da placa aterosclerótica. 

 12



3) aumento da via dos polióis - tem como conseqüência a diminuição da 

relação NADPH/NADP, devido à depleção intracelular de NADPH,  resultando  

na diminuição da regeneração de glutationa oxidada para reduzida e menor 

síntese de óxido nítrico, deido ao fato do NADPH ser cofator da óxido nítrico 

sintase  (Cameron & Cotter,1977).  

4) Ativação da Proteína Quinase C (PKC) - o aumento intracelular de 

diacilglicerol (DAG), sintetizado a partir de produtos intermediários da via 

glicolítica como gliceraldeído-3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato, induz  

ativação de PKC. A hiperglicemia pode ativar a PKC indiretamente através da 

ligação AGEs/RAGE (Portilha et al., 2000) e por aumento da via do poliol 

(Kcogh et al.,1997), provavelmente devido ao aumento das EROs. Kuroki et 

al. (1998) verificaram que os ácidos graxos livres (FFA), em especial 

palmitato, que é o principal FFA saturado do plasma, pode estimular a síntese 

de DAG em cultura de células endoteliais, através de uma nova via, e ativar a 

PKC, a NADPH oxidase e a produção de ânion superóxido. Toyoshi et 

al.,2000 sugeriram que concentrações elevadas de glicose e palmitato 

poderiam estimular a produção de EROs através da ativação da NADPH 

oxidase, dependente de PKC, em células musculares lisas e endoteliais. Sua 

ativação tem importantes conseqüências para a progressão do diabetes, 

incluindo: diminuição da expressão da eNOS, aumento da atividade da 

endotelina-1 (Ishii et al.,1996),  aumento da expressão do fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF) em células musculares lisas (Williams et 

al.,1997), aumento da expressão de fator transformador de crescimento (TGF-

1), fibronectina e colágeno em células glomerulares (Koya et al.,1997), 

aumento da expressão de PAI-1 e NF-kB (células endoteliais e musculares 

lisas; Pieper et al.,1997; Yerneni et al.,1999) e modulação da atividade da 

NADPH oxidase (Fig.3). Rajagopalan et al (1996) demonstram que, nas 
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artérias, a NADPH oxidase é mais importante como fonte de EROs do que as 

enzimas do metabolismo do ácido araquidônico, a xantina oxidase e as 

mitocôndrias. Koya & King (1998) demonstraram que a hiperglicemia pode 

mediar os efeitos adversos via PKC- por ativação da via DAG-PKC, 

sugerindo um papel nas complicações vasculares no diabetes. Entretanto, 

Igarashi et al. (1999) demonstraram que a PKC, mas não a , é ativada em 

células musculares lisas da aorta sob condições hiperglicêmicas. Nobuhiko et 

al. (1999) verificaram que a PKC está envolvida na ativação do NF-kB por  

ânion superóxido em células endoteliais humanas. 
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Figura 3-Consequências da ativação de PKC pela hiperglicemia 
(Brownlee,2001). 

 

Vários estudos têm demonstrado diminuição das defesas antioxidantes 

no diabetes. Nas células-, a expressão gênica e a atividade das principais 

enzimas antioxidantes, como CuZn superóxido dismutase (CuZnSOD),  Mn 

superóxido dismutase (MnSOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase 

(GPx), são marcadamente mais baixas que aquelas encontradas em outros 

tecidos, como o fígado (Lenzen et al.,1996). Isso as torna as células-  

particularmente suscetíveis aos ataques de ROSs e RNSs após exposição a 

citocinas ou células do sistema imune (Tiedge et al.,1997). Maxwell et al. 

(1997) demonstraram uma significativa redução na defesa antioxidante no 

plasma e no soro de pacientes diabéticos tipo 1, quando comparados aos 
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normoglicêmicos. Em crianças diabéticas tem sido encontrada diminuição 

significativa de glutationa total/glutationa peroxidase (eritrócitos), -tocoferol 

e -caroteno  (plasma) (Dominguez et al.,1998). No estado pré-

hiperglicêmico, as defesas antioxidantes também estariam comprometidas 

(Rocic et al.,1997). Auto-anticorpos contra as células das ilhotas pancreáticas 

(ICA) têm sido utilizados para identificar indivíduos com predisposição para 

desenvolver diabetes tipo 1. Ho & Bray (1999) estudaram indivíduos ICA-

positivo e verificaram que estes apresentavam concentrações de antioxidantes 

significativamente reduzidos quando comparados aos ICA-negativos. Esses 

dados sugerem que a defesa antioxidante é um fator que contribui para o 

desenvolvimento do diabetes tipo 1. Em estudos realizados in vivo e in vitro 

demonstrou-se que a superexpressão de enzimas antioxidantes apresenta um 

efeito protetor, prevenindo a morte das células- induzida por aloxana/ 

estreptozotocina e por citocinas  (Kubisch et al.,1997; Hohmeier et al.,1998). 

O estudo realizado por Akkus et al (1996) demonstrou diminuição 

significativa (p<0.05) do ascorbato em leucócitos de pacientes diabéticos tipo 

2, sem observar diminuição das atividades da superóxido dismutase (SOD) e 

glutationa peroxidase. Skrha et al. (1996) também não encontraram 

diminuição da atividade da SOD em eritrócitos de diabéticos tipo 1 e 2, 

enquanto Atalay et al. (1997) detectaram atividade diminuída da CAT 

eritrocitária e da SOD em neutrófilos de diabéticos tipo 1. Nourooz-Zadeh et 

al (1997) encontraram aumento das concentrações de peróxidos e diminuição 

(64%) das concentrações de vitamina E no plasma de pacientes diabéticos tipo 

2, quando comparados com controles.Yoshida et al. (1995) sugeriram que a 

hiperglicemia inibe a síntese de glutationa, provavelmente por glicação, em 

pacientes diabéticos tipo 2. Em individuos intolerantes à glicose e diabéticos 

não-insulino dependentes constatou-se  redução nas concentrações de 
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glutationa e ácido ascórbico, da ordem de 15% nos intolerantes e de 20 % nos 

diabéticos (Vijayalingam et al., 1996).  

A combinação do excesso de EROs e a diminuição da defesa 

antioxidante no diabetes propiciariam lesões oxidativas em moléculas 

endógenas, incluindo o colesterol, como indicado na Figura 4. Considerando,  

a importancia dos óxidos de colesterol na patofisiologia do diabetes, 

realizamos o presente estudo para investigar a formação desses óxidos em 

indivíduos intolerantes à glicose e diabéticos e a relação com os índices 

glicêmicos, no sentido de elucidar a importancia do processo de oxidação do 

colesterol na patofisiologia do estresse oxidativo nessas condições e a 

utilização futura dos óxidos de colesterol como marcadores da 

lipoperoxidação no acompanhamento clínico e terapêutico desses pacientes.  
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2.0.-OBJETIVO 

 

2.1.-Objetivo geral 

 

O objetivo geral do projeto foi determinar as concentrações dos COx, 

em pacientes diabéticos (tipos 1 e 2), indivíduos intolerantes à glicose e 

normoglicêmicos para estabelecer se os COx são marcadores sensíveis da 

lipoperoxidação com a finalidade de avaliar as diferenças na intensidade da 

peroxidação lipídica nessas condições. 

 

2.1.2.- Objetivos específicos 

 

- Verificar se ocorrem diferenças no grau de formação dos óxidos de 

colesterol no  diabetes tipos 1 e 2, em relação à intolerância à glicose e à 

normoglicemia; 

- Investigar as correlações entre as concentrações plasmáticas dos óxidos 

de colesterol e os indicadores de controle glicêmico (glicemia, 

frutosamina e hemoglobina glicada); 

- Avaliar se outros fatores, como a hipertensão e as dislipidemias, 

modificam a formação dos óxidos de colesterol nos diabéticos; 

- Discutir o efeito da medicação utilizada pelos diabéticos sobre as 

concentrações plasmáticas dos COx. 
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3.0.- MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1.1.- Pacientes  

 

Os indivíduos portadores de diabetes tipo 1 (n=31), diabetes tipo 2 

(n=88) e intolerantes à glicose  (n=32) foram triados respectivamente na 

Faculdade de Ciências Médicas Santa Casa/SP e no Instituto Dante Pazzanese 

de Cardiologia. Para o controle da glicemia no grupo de diabéticos tipo 1 

(DM1), utilizou-se apenas insulina. Os pacientes do grupo de  diabéticos tipo 

2 (DM2) estavam sendo tratados com anti-hipertensivo (inibidor da enzima 

conversora de angiotensina), hipolipemiante (estatina) e hipoglicemiantes e os 

Intolereantes à glicose (IGT) foram tratados com anti-hipertensivo. Os grupos 

controle (C1 e C2), normoglicêmicos, foram compostos por indivíduos que 

não apresentaram evidências clínicas para doença arterial coronariana e 

nenhum dos fatores de risco estudados (Tabela 1.0./ Fig. 5). O estudo foi 

aprovado pelos Comitês de Ética das instituições envolvidas, ou  seja, Instituto 

Dante Pazzanese de Cardiologia , Faculdade de Ciências Farmacêuticas-USP e 

Faculdade de Ciências Médicas- Santa Casa/São Paulo. A coleta do sangue 

dos voluntários foi feita em EDTA (1 mg/mL de sangue) para obtenção do 

plasma e sem EDTA, para obtenção do soro. O plasma e o soro foram 

separados por centrifugação a 2500 rpm a 10 minutos a 4C.Após a obtenção 

do plasma foram adicionados BHT (1L/mL) e uma combinação de inibidores 

de protease: benzamidina (2L/mL), aprotinina (2L/mL) e PMSF (2L/mL).  
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Tabela 1.0.-Informações relativas aos pacientes estudados. 

 
Variável Controle 

(C1) 
DM1 Controle 

(C2) 
DM2 IGT 

Idade  16,2911,3 59,215,59 58,2110.0 52,28,47
Sexo (M:F) 5:6 12:19 8:6 36:52 13:19 
IMC - 19,103,4 - 29,675,4 29,675,2
Tempo de 

doença 

- 4,653,5 - 9,163,48 - 

Insulina:agente 

oral 

- 31 - 20:68 - 

Anti-

hipertensivo 

- - - 88 32 

Hipolipemiante - - - 41 1 
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Grupos estudadosGrupos estudadosGrupos estudados

Controle
 (C1)
N=12

ControleControle
 (C1) (C1)
N=12N=12

Diabéticos
Tipo 1
(DM1)
N=31

DiabéticosDiabéticos
TipoTipo 1 1
(DM1)(DM1)
N=31N=31

Controle
(C2)
N=12

ControleControle
(C2)(C2)
N=12N=12

DiabéticosDiabéticos
TipoTipo 2 2
(DM2)(DM2)
N=88N=88

IntolerantesIntolerantes
àà glicose glicose

(IGT)(IGT)
N=32N=32

InsulinaInsulina Anti-Anti-hipertensivohipertensivo
HipoglicemianteHipoglicemiante
HipolipemianteHipolipemiante

Anti-Anti-hipertensivohipertensivo
 

Figura 5. :Organograma dos grupos estudados. 

 

 

3.1.2.Critérios de inclusão. 

 

Fizeram parte do estudo os pacientes que apresentaram as seguintes 

características: 

- Diabetes tipo 1 e tipo 2 (segundo os critérios estabelecidos pela 

American Diabetes Assosiation) 

- ambos os sexos; 

- sem distinção de raça; 

 

3.1.3.-Critérios de exclusão 

 

Foram excluídos do estudo os pacientes que apresentaram uma das 

características relacionadas a seguir: 

- gravidez; 
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- doença psiquiátrica severa limitando a capacidade de compreensão e 

aceitação para participar com a doação do material; 

- Diabetes Mellitus secundário a pancreatopatia crônica; 

- Doença Hepática conhecida ou transaminases superior três vezes o valor 

normal; 

 

3.1.4. -Critérios de Interrupção do Estudo 

 

 Foram excluídos do estudo todos os pacientes que: 

-não desejarem mais participar do estudo; 

-forem hospitalizados e, neste caso, a causa principal da internação deverá ser 

informada. 

 

3.2.–Determinações dos parâmetros glicêmicos e lipídicos 
 

As concentrações de colesterol plasmático total, LDL-colesterol, HDL-

colesterol, VLDL-colesterol, triglicerídeos foram realizadas por métodos 

enzimáticos comerciais (Labtest). 

O colesterol contido na HDL foi determinado após a precipitação das 

frações LDL e VLDL. Para a obtenção da concentração de colesterol na LDL 

foi utilizada a fórmula de Friedwald e cols (1972):  

LDL colesterol=Colesterol total-(VLDL colesterol+HDL colesterol), 

onde a VLDL colesterol= triglicerídeos/5 

A determinação da glicose foi feita por método enzimático, e a 

determinação de hemoglobina glicada foi feita por Troca Iônica, ambas 

determinações utilizaram kits comerciais (Labtest). 
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3.3.- Metodologia analítica de quantificação dos COx. 

 

3.3.1.- Preparação dos padrões 

 

 Os padrões de óxidos de colesterol (Steraloids, Inc.) usados para as 

determinações foram : 

 - 7-Hidroxicolesterol;  

 - 7-Hidroxicolesterol; 

 - 7-Cetocolesterol; 

 - 25-Hidroxicolesterol; 

 - Colestan-3, 5, 6-triol; 

 - Colesterol -epóxido; 

 - Colesterol -epóxido; 

 - 5-colestano (usado como padrão interno). 

Os padrões foram dissolvidos em tolueno, com exceção do 

colestanotriol e 25-Hidroxicolesterol, que foram dissolvidos em metanol. 

 

3.3.2.- Preparação da amostra. 

 
Para a extração dos lipídeos utilizou-se 500L de plasma e adicionou-se 

100L (200ng/L) de padrão interno (5-colestano), clorofórmio e metanol 

(1:2). O extrato lipídico foi evaporado sob fluxo de nitrogênio e redissolvido 

com 1.0 mL de tolueno: acetato de etila (1:1). A fração lipídica neutra 

(triglicerídeos, colesterol e óxidos de colesterol) e a fração lipídica polar 

(fosfolípides) foram isoladas por extração em fase sólida (Waters, Colunas de 

diol), com tolueno: acetato de etila, seguida de metanol. A fração lipídica 
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neutra foi saponificada (hidrólise dos lipídeos) e metilada com diazometano 

éter (conversão dos ácidos carboxílicos em metil éster). 

 
3.3.3.-Determinação por CG com ionização de chama (GC- FID) 
 

Os óxidos de colesterol extraídos foram derivatizados a timetilsilil 

(TMS) por adição de 100 L de Bis (trimetilsilil) trifluoracetamida (BSTFA) e 

100 L de dimetilformamida, selado com prévio fluxo de nitrogênio por 30 

segundos , mantidos a 80 C por 20 minutos e injetado por injeção automática 

(1L) no cromatógrafo a gás (CG 6890-Plus- Hewlett Packard), equipado com 

detector de ionização de chama (FID), utilizando-se a coluna HP-1 (100% 

dimetilpolisiloxano, 30 m x  0,32 mm  x 0,25 m, Hewlett Packard). O gás 

nitrogênio foi usado como gás carreador, com fluxo de 5 mL/min e pressão de 

20 psi; a temperatura de injeção foi de 290 C e a temperatura inicial da 

coluna foi de 260C, com um split ratio 1:5. A temperatura do detector foi de 

300C e o programa de temperatura usado ocorreu mantendo-se a temperatura 

inicial por 2 minutos, seguido de aumento de 5 C/minuto até 290 C, sendo o 

tempo total de corrida de 10 minutos (Sevanian et al., 1994 modificado). 

 
3.3.4.-Determinação por cromatografia acoplada à espetrometria de 
massa(GC-MS) 
 

As amostras extraídas foram derivatizados a TMS por adição de 100 L 

de Bis (timetilsilil) trifluoracetamida e 100 L de dimetilformamida, selado 

com prévio fluxo de nitrogênio por 30 segundos, mantidos a 80 C por 40 

minutos e injetados por injeção automática (2L) no cromatógrafo a gás (CG 

17A-Shimadzu) acoplado ao detector de massa seletivo QP 5050, usando uma 

coluna HP-1 100% dimetilpolisiloxano (30 m x 0,32 mm x 0,25 m, Hewlett 
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Packard). O gás hélio  foi usado como gás carreador, com fluxo de 5,4 

mL/min e pressão de 26,6 KPa ; a temperatura de injeção foi de 290 C e a 

temperatura inicial da coluna foi de 260C, com um split ratio 1:5. O 

programa de temperatura usado foi o seguinte: temperatura inicial por 2 

minutos, seguido de aumento de 15 C/minuto até 290 C, permanecendo 

durante 12 minutos. O espectro de massa foi operado com impacto de elétrons 

e com uma energia de ionização de 70 eV. Os íons formados foram detectados 

numa faixa de 100-700 unidades de massa atômica. Utilizou-se o modo Scan 

para obter a confirmação dos óxidos identificados, seus respectivos tempos de 

retenção e os espectros de massa. 

 As análises foram feitas no modo de monitoramento de íons 

selecionados (SIM) e os íons selecionados foram os seguintes: 7-

hidroxicolesterol, 456 (M-90); 7-hidroxicolesterol, 456 (M-90); colesterol -

epóxido, 474 (M); colesterol -epóxido, 474 (M); colestanotriol, 403 (M-90); 

7-cetocolesterol, 472 (M); 25-hidroxicolesterol, 271 (M-90) e 5-colestano 

(padrão interno), 217. Considerando-se o pico do íon molecular do esterol 

trimetilsilil (TMS), os óxidos de colesterol têm um ou dois gupos hidroxi que 

foram identificados como mono (M) e di-TMS (M-90) éter, respectivamente.  
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3.4.-Determinação de Nitrotirosina 

 

A concentração de nitrotirosina foi determinada no plasma por ELISA 

competitivo. As placas foram sensibilizadas com 0,5 g/mL de albumina 

nitrada (ALBNO, 100 L, concentração aproximada de nitrotirosina de 40 a 

60 M) diluída em tampão carbonato-bicarbonato 0,1 M em pH 9,4 a 37C, 

overnight. Após lavagem com 300 L de tampão TBS (TRIS-HCl 50 mM, 

NaCl 150 mM, pH 7.4) contendo Tween 20 (0,5%), incubou-se as placas por 

duas horas a 37C com 200 L/poço de tampão TBS contendo 0,005% de 

Tween 20 e 5 % de leite desnatado. Após nova lavagem, as placas foram 

incubadas com 100 L/ poço do anticorpo policlonal anti-nitrotirosina 

(Upstate biotechnology, diluído 1:1000 em TBS contendo 0,005% de leite 

desnatado e 0,005 % de Tween 20) mais 100 uL da amostra (as amostras de 

plasma e a albumina nitrada utilizadas na curva de calibração foram diluídas 

1:4 em TBS contendo 0,05% de leite) por duas horas a 37C. As placas foram 

novamente lavadas e incubadas com 100 L/ poço do conjugado (IgG anti-

coelho produzido em camundongo conjugado com peroxidase, Stressgen 

Biotechnologies Corp., diluído 1:6000 em TBS contendo 0,05% de leite 

desnatado e 0,05 % de Tween 20 por 1 hora, a 37C. Após lavagem, 

adicionou-se luminol (2,3 mM), p-iodofenol (0,9 mM) (100L/poço) e 

peróxido de hidrogênio (3,9 nM) (50L/poço). A leitura da 

quimiluminescência produzida foi realizada imediatamente, utilizando-se uma 

leitora de placas de ELISA para quimiluminecência (LumiCount, Packard, 

Meriden, USA). A concentração de nitrotirosina nas amostras foi estimada 

pela curva de calibração realizada com a nitroalbumina e expressa como 

equivalentes de nitro-ALB. As amostras e a curva de calibração foram 
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realizadas em triplicata. A albumina bovina nitrada, a qual foi utilizada como 

padrão para a realização das curvas de calibração (nitro-ALB; 2-4 mol de 

nitrotirosina/mol de proteína), foi preparada por adição de uma solução 

alcalina de peroxinitrito em uma concentração final de 1 mM à uma solução 

de albumina bovina (ALB 1 mg/mL). A concentração de nitrotirosina na nitro-

ALB foi determinada utilizando-se o coeficiente de extinção molar  4300 M-

1cm-1 em 438 nm, pH 9.0. 

ONO2
- E302nm=1670 /Mcm 

 

3.5.- Análise estatística 

 

As comparações das concentrações dos parâmetros glicêmicos e 

lipídicos entre os grupos, foram feitas através da técnica estatística de Análise 

de variância e complementada com as comparações múltiplas de Bonferroni. 

Para a adequada utilização dessa técnica foi necessária a utilização da 

transformação logarítmica nas variáveis observadas, uma vez que estas não 

apresentavam distribuição normal. Para a comparação das concentrações dos 

óxidos de colesterol entre os grupos avaliados foi realizado o teste de Mann-

Whitney. As correlações foram testadas pelo teste de Pearson (Software 

SPSS). O nível de significância estabelecido foi de p<0,05. 
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4.0.-RESULTADOS 

 

4.1.1.- Validação do Método 

 

4.1.2.- Espectros de  massa dos óxidos de colesterol (padrões) 

 

 No modo scan, obteve-se os espectros de massa dos padrões de COx 

para confirmar os tempos de retenção e os dados espectrais, de cada um dos 

óxidos, àqueles descritos na literatura. (Figuras 6-13). Nas Figuras 14-19 são 

mostrados os epectros de cada um dos COx detectados no plasma sangüíneo, 

obtidos no modo SIM. 
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           Figura 6.- Espectro de massa do 5 -colestano. 
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        Figura 7.- Espectro de massa 7-hidroxicolesterol (7 -OH) 
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         Figura 8.- Espectro de massa do 7–cetocolesterol (7-Ceto). 
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Figura 9.- Espectro de massa do colesterol -epóxido (-epóxido). 
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        Figura 10.- Espectro de massa do 25-hidroxicolesterol (25-OH). 
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Figura 11.- Espectro de massa do 7-hidroxicolesterol (7-OH). 
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  Figura 12.- Espectro de massa do colestanotriol (Triol).  
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Figura 13.- Espectro de massa do colesterol -epóxido (-epóxido) . 
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4.1.3.- Espectros de massa dos óxidos de colesterol presentes no plasma  
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  Figura 14.- Espectro de massa do -epóxido (modo SIM) 
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Figura 15.-Espectro de massa do colestanotriol (modo SIM). 
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Figura 16.-Espectro de massa do 25-hidroxicolesterol (modo SIM). 
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Figura 17.-Espectro de massa do  7-cetocolesterol (modo SIM). 
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Figura 18.- Espectro de massa do 7-hidroxicolesterol (modo SIM). 
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     Figura 19.- Espectro de massa do -epóxido (modo SIM). 
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4.1.4.- Curvas de Calibração dos óxidos de colesterol (ng/uL). 

 A curva de calibração foi calculada para cada óxido de colesterol, 

usando-se 5-colestano como padrão interno (Tabela 2). 

 

Composto Concentração 
(ng/L) 

Coeficiente de 
correlação 

7-Hidroxicolesterol (7-OH) 5-100 0.998 
7-Hidroxicolesterol (7-OH) 5-100 0.997 
Colesterol -epóxido 
(-epóxido) 

5-100 0.996 

Colesterol -epóxido 
(-epóxido) 

5-100 0.992 

Colestano-triol (Triol) 5-100 0.998 
7-Cetocolesterol (7-Ceto) 5-100 0.995 
25-Hidroxicolesterol (25-OH) 5-100 0.996 
Tabela 2.-Coeficiente de correlação da regressão linear das curvas de 
calibração dos Cox. 
 
  
4.1.5.- Limite de detecção dos COx  

COMPOSTO LIMITE DE DETECÇÃO (ng/L) 

7- hidroxicolesterol 0.06 

7- hidroxicolesterol 0.06 

colesterol - epóxido 0.5 

colesterol - epóxido 0.5 

colestanotriol 0.06 

7- cetocolesterol 0.4 

25- hidroxicolesterol 0.4 

Tabela 3: Limite de detecção dos COx determinado pela técnica de GC-
MS. 
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  As principais dificuldades encontradas para a quantificação dos COx 

são: (i) similaridade estrutural, necessitando de alta resolução; (ii) a 

possibilidade de produção e/ou decomposição de COx durante a manipulação 

das amostras, que devem ser protegidas  da luz, calor e  O2 (Smith,1996); (iii) 

as inúmeras etapas envolvidas no processo de extração e (iv) o tempo de 

armazenamento da amostra, até 2 meses.  

 Um dos principais problemas na análise dos COx é a formação de 

artefatos durante o preparo da amostra (Dzeletovic et al., 1995; Brown & 

Jessup, 1999). A oxidação do colesterol ex vivo durante o processamento da 

amostra, armazenamento e/ou análise é especialmente importante quando se 

analisa tecidos e fluídos biológicos, uma vez que as concentrações de COx 

nestas amostras é de várias ordens de magnitude menor que as concentrações 

do colesterol. Os interferentes podem ser formados a partir do momento da 

coleta do sangue. Para prevenir esta interferência é necessária adição de 

antioxidantes à amostra, como foi feito neste trabalho (Item 3.1.) 

A maior parte dos COx presentes no plasma está na forma esterificada 

com ácidos graxos. Portanto, para se determinar o conteúdo total de COx é 

necessário efetuar-se a hidrólise destes ésteres. Nesta etapa pode ocorrer a 

conversão de um óxido a outro. Por exemplo, o 7-cetocolesterol pode ser 

desidratado para formar o  7-cetodienocolesterol (3,5-colestadieno-7-one), 

durante a saponificação alcalina. A formação do 3,5-colestadieno-7-one ocorre 

da seguinte forma: os radicais peroxil ou alquoxil provenientes da peroxidação 

de ácidos graxos insaturados podem inicialmente abstrair um átomo de 

hidrogênio alílico da posição 7 do colesterol, gerando o radical de carbono, o 

qual pode reagir com o oxigênio e gerar radical peroxil. Postula-se que o 7-

cetocolesterol seja formado pela decomposiçao bimolecular do radical peroxil. 
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Assim o 3,5-colestadieno-7-one poderia ser formado por desidratação do 7-

cetocolesterol via metanólise (Inouye et al.,1999).(Figura 20). 

 

 

 
 
 
 
 
 

OH OH OH OO

OH O
O

.      .LO  / LOO

LOH  / LOOH

.

- H2O

- H2O

Colesterol

7-ceto

.

radical de carbono-central radical peroxila

3,5-colestadien-7-ona

metanólise

 
 
Figura 20-Formação de 3,5-colestadieno-7-one. LO, radical 

alquoxil; LOO , radical peroxil. 
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4.2.-Curva de Calibração de nitrotirosina 
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Figura 21.-Curva de Calibração de Nitrotirosina (nM) determinada por 
ELISA Competitivo. 
 

 

4.3.- Análise dos parâmetros glicêmicos. 

 

 A figura 22 mostra as concentrações glicêmicas (mg/dL) dos grupos  

DM 1, DM 2 e IGT. Não houve diferença significativa das concentrações de 

glicose entre os grupos DM 1 e DM 2, havendo apenas diminuição 

significativa (p<0.01) no grupo IGT quando comparado aos grupos DM 1 e 

DM2. 

 A figura 23 representa os valores das glicemias dos grupos C2, DM 2 e 

IGT. Pode-se verificar que houve aumento significativo (p<0.01) nas 

concentrações de glicose no grupo DM 2 quando comparado aos grupos C2 e 

IGT. A figura 24 mostra as concentrações de glicose dos grupos C1 e DM 
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1.Houve aumento significativo (p<0.01) nas concentrações de glicose no 

grupo DM1 quando comparado ao grupo C1. 

 

 

 

 

 

GRUPO

IGTDM 2DM 1

G
lic

o
s

e
 p

la
s

m
á

ti
ca

 (
m

g
/d

L
)

500

400

300

200

100

0

**

 
Figura 22.- Determinação da glicose (mg/dL) nos grupos DM 1, DM 2 e IGT. 
Resultados expressados como mediana (mínimo-máximo). **(p<0,01) comparado aos 
grupos DM1 e DM 2. 
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Figura 23.- Determinação da glicose. (mg/dL) nos grupos C 2, DM 2 e IGT. 
Resultados expressados como mediana (mínimo-máximo). **(p<0,001) comparado aos 
grupos C 2 e IGT. 
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Figura 24.- Determinação da glicose (mg/dL) nos grupos C1 e DM 1 Resultados 

expressados como mediana (mínimo-máximo).**(p<0,01). 

 

 

A tabela 4 mostra os resultados da determinação da frutosamina 

(mmol/L) nos grupos DM 1 e DM 2. O grupo DM 2 apresentou significativo 

aumento p<0.01. 

 

Grupos Frutosamina (mmol/L) 

DM1 2,46  1,22 

DM2 4,18  2,80 ** 

Tabela 4: Determinação da Frutosamina plasmática (mmol/L). 
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A figura 25 mostra os valores de hemoglobina glicada (%) para os três 

grupos (DM 1, DM 2 e IGT). Observou-se aumento significativo (p<0.01) no 

grupo DM 1 comparado aos outros dois grupos, e diferença significativa 

(p<0.01) entre os grupos DM 2 e IGT.  
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Figura 25- Valores de hemoglobina glicada (%) nos grupos  DM 1, DM 2 e IG. 
** (p<0,01) comparado o grupo DM 1 aos outros grupos. Resultados expressados 
como mediana (mínimo-máximo). #  (p<0,01) comparado ao grupo IGT. 
 
 
 
4.4.- Análise dos parâmetros lipídicos. 

 

 A tabela 5 apresenta os resultados da determinação das concentrações 

de triglicérides,colesterol total, lipoproteína de alta densidade-colesterol 

(HDL), lipoproteína de baixa densidade-colesterol (LDL), lipoproteína de 

densidade muito baixa-colesterol (VLDL) de todos os grupos estudados. 
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Houve aumento significativo (p<0,05) de triglicérides e (p<0,01) de VLDL no 

grupo DM2  comparado ao grupo C2.O grupo IGT apresentou aumento 

significativo (p<0,01) de VLDL comparado ao grupo C2. Os valores das 

variáveis estudadas nos grupos  C1 e DM1 foram estatisticamente iguais 

(Tabela 5). Houve diminuição significativa (p<0,01) das concentrações de 

triglicérides, colesterol total, LDL e VLDL no grupo DM 1 comparado ao 

grupo DM2 e IGT (Tabela 6).  

 

Tabela 5.- Concentração de triglicérides, HDL, LDL e VLDL no plasma 
dos pacientes dos grupos C1 , DM1 , C2 ,DM2 e IGT. 
 

 C 1 DM 1 C2 DM 2 IGT 

Triglicérides 

(mg/dL) 

6420,78 84,4750,92 122,6639,4 199,45100,28 # 

 

178,3491,98 

HDL 

(mg/dL) 

55,57,87 43,1114,09 3913,50 43,3013,03 47,6213,36 

LDL 

(mg/dL) 

10024,85 83,9535,50 128,816,28 130,3938,88 136,7934,85 

VLDL 

(mg/dL) 

12,754,136 18,8814,46 24,57,88 

 

39,6819,62 ** 3518,60 ** 

Colesterol 

Total 

(mg/dL) 

167,1627,80 148,2033,26 192,3321,9 215,9945,05 217,5339,13 

Os resultados expressam a média  desvio padrão.HDL-lipoproteína de alta densidade, 
LDL- lipoproteína de baixa densidade,VLDL-lipoproteína de densidade muito baixa. 
* * p<0,01 em relação ao grupo C2.# p<0,05 em relação ao grupo C2. 
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Tabela 6.-Concentração de triglicérides, HDL, LDL e VLDL no plasma 
dos grupos DM1, DM2 e IGT. 
 

 DM1 DM2 IGT 

Triglicérides 

(mg/dL) 

84,4750,92 ** 199,45100,28 

 

178,3491,98 

HDL 

(mg/dL) 

43,1114,09 

 

43,3013,03 47,6213,36 

LDL 

(mg/dL) 

83,9535,50 ** 130,3938,88 136,7934,85 

VLDL 

(mg/dL) 

18,8814,46 ** 39,6819,62 3518,60 

Colesterol T 

Total 

(mg/dL) 

148,2033,26 ** 215,9945,05 217,5339,13 

Os resultados expressam a média  desvio padrão. HDL- lipoproteína de alta densidade, 
LDL- lipoproteína de baixa densidade,VLDL-lipoproteína de densidade muito baixa.  
** p<0,01 em relação aos outros grupos. 
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4.5.- Quantificação dos óxidos de Colesterol. 

 

Nas figuras 26 a 28 são mostrados os resultados da determinação dos 

COx normalizados pela concentração de colesterol plasmático total. A figura 

26 mostra as concentrações plasmáticas de COx entre os grupos DM1, DM2 e 

IGT. Observa-se aumento significativo dos COx 7-OH, 7-OH e 25-OH 

(p<0,05) no grupo DM1 comparado ao grupo DM 2. Quando comparado as 

concentrações dos COx entre os grupos DM1 e IGT, observa-se aumento 

significativo de 7-OH, 25-OH, 7-OH, -epóxido (p<0.05) no grupo 

DM1.Os COx -epóxido e triol. também apresentaram aumento no grupo 

DM1, mas não foi significativo (p=0,07).Houve uma diferença significativa 

(p<0.05) dos COx 7-OH, -epóxido e -epóxido entre os grupos DM2 e 

IGT.O 7-ceto apresentou concentrações significativamente (p<0.05) maiores 

no grupo IGT quando comparado aos grupos DM1 e DM2.  
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Figura 26.-Concentração plasmática dos óxidos de colesterol nos grupos DM 1, DM 
2 e IGT. Resultados expressados como mediana (mínimo-máximo). *p<0,05 
comparado aos grupos DM2 e IGT.# p<0,05 comparado ao grupo IGT. † p<0,05 
comparado ao grupo DM2. 
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A figura 27 mostra as concentrações de COx entre os grupos C2, DM2 e 

IGT. O grupo DM2 apresentou aumento significativo (p<0.05)  dos COx 7-

OH, -epóxido e -epóxido comparado ao grupo C2. Os resultados das 

comparações das concentrações de COx entre os grupos IGT e C2 revelaram 

que o grupo IGT apresentou concentrações dos COx 7-OH 

significativamente menores (p<0.05) que o grupo C2. Esses dois grupos, IGT 

e C2, apresentaram valores estatisticamente iguais para os demais COx. 
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Figura 27.-Concentração plasmática dos óxidos de colesterol nos grupos 
C2 , DM 2  e IGT. Resultados expressados como mediana (mínimo-
máximo). * p<0,05 comparado ao grupo C2. # p<0,05 comparado ao 
grupo C2. 

resentar concentrações abaixo do limite de detecção do 

método (0.4 ng/L). 

 

Nos grupos DM2, IGT e Controle o 25-OH não foi detectado 

possivelmente por ap
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A figura 28 mostra as concentrações de COx entre os grupos C1 e DM1. 

O grupo DM1 apresentou aumento significativo (p<0.05) do COx 7-OH 

comparado ao grupo C1. Esses dois grupos, DM1 e C1, apresentaram valores 

estatisticamente iguais para os demais óxidos. 
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Figura 28.-Concentração plasmática dos óxidos de colesterol nos grupos 
C1 e DM 1. Resultados expressados como mediana (mínimo-máximo).  
* p<0,05 comparado ao grupo C1. 
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Quando comparamos o total de óxidos de colesterol de cada grupo, 

podemos observar que o grupo DM1 apresentou aumento significativo 

(p<0,01) comparado aos grupos DM2 e IGT. O total de óxidos de colesterol 

do grupo DM2 também apresentou aumento significativo (p<0,01) comparado 

ao grupo IGT (Fig.29). 
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Figura 29.-Concentração plasmática do total dos óxidos de colesterol de cada 
grupo.* p<0,01 comparado aos grupos DM2 e IGT. Resultados expressados como 
mediana (mínimo-máximo).  # p<0,01 comparado ao grupo IGT. 
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A tabela 7 mostra as concentrações de COx em pacientes diabéticos tipo 

2 que foram subdivididos em dois grupos: um grupo que faz uso de uma 

associação de hipoglicemiante oral e insulina e um outro que faz uso apenas 

de hipoglicemiante oral. Não teve diferença significativa entre os grupos, 

tendo havido apenas tendência para a diminuição da formação de alguns Cox 

no grupo que faz uso da associação com insulina. 

 

 

 

 

 Hipoglicemiante oral  

+ insulina 

Hipoglicemiante oral 

7 –OH (ng COx/ mg C.T.) 399,1   145.7 
586,4  611,8 

7-OH (ng COx/ mg C.T.) 416,9  186,7 620,8  634,7 

-epoxido  

(ng COx/ mg C.T.) 

452,7   241 653,4  551,2 

-epóxido  

(ng COx/ mg C.T.) 

675  572,3 777,2  967,6 

Triol (ng COx/ mg C.T.) 699,4  281,2 946,7  903,5 

7-Ceto (ng COx/ mg C.T.) 983,5  670,8 N.D. 

25-OH (ng COx/ mg C.T.) N.D. N.D. 

Tabela 7.- Concentração plasmática dos óxidos de colesterol nos grupos de DM2 que 
faz uso da associação de hipoglicemiante oral e insulina e o grupo que faz uso apenas 
de hipoglicemiante oral.Os Cox foram normalizados pela concentração de colesterol 
plasmático total. Os resultados estão expressos como média  desvio padrão.7 -OH 
(7-Hidroxicolesterol), 7-OH (7-hidroxicolesterol), -epóxido (Colesterol -
epóxido), -epóxido(Colesterol -epóxido), Triol (Colestan-3, 5, 6-triol), 7-Ceto (7-
Cetocolesterol) e 25-OH (25-Hidroxicolesterol).  
N.D.- Não detectado. 
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4.6.-Determinação de Nitrotirosina 
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Figura 30.-Concentração plasmática de nitrotirosina.* p<0,01 comparado 
ao grupo hipoglicemiante oral + insulina. Resultados expressados como 
mediana (mínimo-máximo). 
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4.7.- Correlações 

 

 As tabelas de 8 a 11 mostram as correlações observadas entre as 

variáveis analisadas  de cada grupo ( DM1, DM2,IGT e C2). O grupo C1 não 

apresentou correlação estatisticamente significante entre as variáveis. 

 

 

 

TABELA 8.-Correlações do grupo C2. 

 Triol 

(ng COx/ mg C.T.) 

Total COx 

(ng COx/ mg C.T.) 

Triglicérides(mg/dL)  r = 0,568 

p=0,034 

Colesterol total 

(mmol/L) 

r= -0,571 

p=0,033 

 

LDL (mg/dL) r= -0,616 

 p=0,019 

 

VDL (mg/dL)  r = 0,568 

 p=0,034 

LDL- lipoproteína de baixa densidade,VLDL- lipoproteína de densidade muito baixa. 
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TABELA 9.-Correlações do grupo DM1. 

 7–OH 

(ng COx/ mg C.T.) 

Triol 

(ng COx/ mg C.T.) 

-epóxido 

(ng COx/ mg C.T.) 

Glicose (mg/dL) r = -0,411 

p=0,022 

  

Frutosamina 

(mmol/L) 

 r= 0,460 

p=0,011 

r= 0,350 

 p=0,053 

Hemoglobina glicada 

(%) 

r= -0,343 

 p=0,059 

  

HDL (mg/dL) r = -0,412 

 p=0,021 

  

IMC r= -0,424 

p= 0,023 

  

Tempo de 

diagnóstico 

 r= - 0,408 

p= 0,025 

 

HDL- lipoproteína de alta densidade, IMC- índice de massa corpóreo. 
 

 

 

 

 

 

 54



 

 

 
 
 
 
TABELA 10.-Correlações do grupo DM2. 

 7 –OH 
(ngCOx/ 
mgC.T.) 

7-OH 
(ngCOx/ 
mgC.T.) 

-epóxido
(ngCOx/ 
mgC.T.) 

-epóxido
(ngCOx/ 
mgC.T.) 

Triol 
(ngCOx/ 
mgC.T.) 

7-Ceto 
(ngCOx/ 
mgC.T.) 

Glicose 
(mg/dL) 

  r=0,264 
p=0,014 

   

Hemoglobina 
glicada (%) 

   r= -0,180 
p=0,095 

  

Frutosamina 
(mmol/L) 

r= -0,421 
p=0,000 

r= -0,302 
p= 0,004 

 r=0,241 
p=0,024 

r= -0,233 
p=0,029 

 

Triglicérides 
(mg/dL) 

 r= -0,264 
p=0,013 

 r= -0,188 
p=0,083 

r= -0,210 
p=0,051 

r=0,469 
P=0,00 

Colesterol 
Total 

(mg/dL) 

 r= -0,263 
p=0,013 

   r= 0,730 
p=0,00 

HDL 
(mg/dL) 

   r= 0,236 
p=0,030 

 r= -0,198 
p=0,070 

LDL 
(mg/dL) 

     r= 0,748 
p=0,00 

VLDL 
(mg/dL) 

 r= -0,287 
p=0,008 

  r= -0,202 
p=0,066 

 

LDL+VLDL      r=0,719 
p=0,000 

IMC r= -0,380 
p=0,061 

  r= -0,422 
p=0,040 

  

Tempo de 
diagnóstico 

r= -0,361 
p=0,031 

     

HDL- lipoproteína de alta densidade, , VLDL-lipoproteína de densidade muito baixa, 
LDL- lipoproteína de baixa densidade IMC- índice de massa corpóreo. 
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TABELA 11.-Correlações do grupo IGT. 

 7 –OH 
(ngCOx/mgC.T.) 

7-OH 
(ngCOx/mgC.T.)

-epóxido 
(ngCOx/mgC.T.)

-epóxido 
(ngCOx/mgC.T.) 

Triol 
(ngCOx/mgC.T.)

Glicose 
(mg/dL) 

 r=0,302 
p=0,093 

   

Hemoglobina 
glicada (%) 

 r=0,487 
p=0,005 

   

Frutosamina 
(mmol/L) 

r= -0,367 
p=0,039 

r= -0,326 
p= 0,068 

   

Triglicérides 
(mg/dL) 

 r= 0,563 
p=0,001 

   

Colesterol 
Total 

(mg/dL) 

     

LDL 
(mg/dL) 

r= -0,321 
p=0,073 

    

VLDL 
(mg/dL) 

 r= 0,487 
p=0,005 

   

LDL+VLDL  r=0,457 
P=0,013 

   

Idade  r=0,436 
p=0,014 

r=0,309 
p=0,090 

 r= -0,409 
p=0,022 

Tempo de 
diagnóstico 

r= -0,361 
p=0,031 

    

LDL- lipoproteína de baixa densidade,VLDL- lipoproteína de densidade muito baixa. 
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TABELA 12.-Correlações de COx Total/Grupo 

 COx Total/ DM1 
(ngCOx/mgC.T.) 

COx total/ DM2  
(ngCOx/mgC.T.) 

COx total/ IGT 
(ngCOx/mgC.T.) 

Hemoglobina 
glicada (%) 

  r=0,326 
p=0,074 

Frutosamina 
(mmol/L) 

 r= -0,204 
p= 0,056 

 

Triglicérides 
(mg/dL) 

 r= -0,322 
p=0,002 

 

Colesterol 
Total 

(mg/dL) 

 r= -0,321 
p=0,002 

 

VLDL 
(mg/dL) 

 r= -0,303 
p=0,005 

 

IMC  r= -0,382 
p=0,060 

 

Tempo de 
diagnóstico 

r= -0,341 
p=0,061 

  

VLDL- lipoproteína de densidade muito baixa, IMC- índice de massa corpóreo,C.T.- 

colesterol total 
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5.0.-DISCUSSÃO 

  
No Brasil, estima-se que o diabetes mellitus afeta 13 milhões de 

indivíduos, sendo que o tipo 1 corresponde a 5-10% dos casos. A prevalência 

do diabetes na população brasileira é de 7%, sendo que em São Paulo atinge   

9.7% da faixa etária entre 30 e 69 anos e 13.4% da faixa de 60 a 69 anos 

(FUNASA.gov.br). 

No diabetes a resistência e deficiência de insulina interfere não apenas 

no metabolismo dos carboidratos, mas também no seu papel essencial no 

metabolismo de lipídeos. A insulina tem papel modulatório na atividade da 

lipase lipoprotéica (LPL), enzima chave para o metabolismo lipídico, havendo 

diminuição da atividade da LPL em pacientes diabéticos do tipo 2 e 

hiperlipidêmicos (Brunzell et al, 1975 & Taylor et al,1979). Isto resulta na 

diminuição da remoção plasmática dos triglicerídeos da VLDL, aumento da 

síntese de VLDL no fígado, diminuição das concentrações de HDL e aumento 

das concentrações de LDL. Portanto, estas alterações resultam no aumento das 

concentrações plasmáticas de  triglicerídeos, o que tem sido freqüentemente 

documentado em pacientes diabéticos. Em nosso estudo o grupo de diabéticos 

tipo 2 teve aumento significativo (p<0,05) das concentrações de  triglicérides, 

colesterol total, LDL e VLDL comparado ao grupo DM1, o que corrobora 

com os dados da literatura. Os pacientes do grupo IGT apresentaram 

parâmetros lipídicos semelhantes ao grupo DM2 e acima dos valores 

considerados normais, o que demonstra comprometimento do metabolismo 

lipídico no estado “ pré-hiperglicêmico” e favorecimento para o aumento na 

formação dos óxidos de colesterol (Tabela 6).  

Diversos estudos têm mostrado correlações entre as concentrações de 

COx e o estado de estresse oxidativo no diabetes mellitus, evidenciando-se 
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que os COx podem ser marcadores de estresse oxidativo nesta doença (Mol et. 

al.,1997; Dyer et al., 1997; Matsui et al., 1997).  

Inouye et al. (1999) estudaram a relação entre as concentrações dos 

produtos da oxidação do colesterol e  a HbA 1c (hemoglobina glicada) em 

eritrócitos de diabéticos e não diabéticos. Observaram que houve aumento 

significante de 7-cetocolesterol nos eritrócitos dos diabéticos comparados com 

os controles não diabéticos. Observaram, ainda, que o aumento do 7-

cetocolesterol correlacionou-se com as concentrações de HbA1c, sugerindo 

que a glicação da hemoglobina, devido à hiperglicemia crônica, está 

intimamente relacionada com a peroxidação em eritrócitos. Jain (1988) 

também verificou que eritrócitos incubados com concentrações elevadas de 

glicose mostraram aumento significativo da lipoperoxidação das membranas.  

Katsumi et al. (2000) fizeram uma análise comparativa entre as 

concentrações plasmáticas e eritrocitárias do 7-cetocolesterol, em indivíduos 

com diabetes mellitus, observando que as concentrações de 7-cetocolesterol, 

tanto no plasma como nos eritrócitos, não apresentaram associações com 

marcadores de tolerância à glicose, havendo, no entanto,  uma correlação 

negativa das concentrações de HDL-colesterol com as do 7-cetocolesterol 

eritrocitário. Os resultados demonstram uma  proteção da HDL contra a 

peroxidação lipídica e que os ensaios de COx, nas membranas eritrocitárias, 

poderiam ser importantes para complementar as informações fornecidas pelas 

determinações plsamáticas de COx na avaliação do papel da lipoperoxidação 

no diabetes. Bodzeh et al (2000) constataram que no diabetes gestacional 

também ocorre aumento de 7- e 7-hidroxicolesterol e dos - e -epóxidos 

de colesterol, sendo mais intenso no terceiro mês de gravidez. 

Em contraste com os dados de Katsumi et al (2000), nós observamos 

uma correlação positiva das concentrações de frutosamina com as do 
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colestanotriol e do colesterol--epóxido, no grupo DM 1, e com as 

concentrações de colesterol--epóxido no grupo DM2. Também encontramos 

correlação negativa das concentrações de HDL-colesterol com as do 7-

hidroxicolesterol no grupo DM1 (Tabela 9 e 10). Esses dados sugerem que a 

formação dos COxs esteja relacionada à intensidade de glicação ou 

glicoxidação. 

No estudo de Murakami et al. (2000) avaliou-se a oxidação do colesterol 

plasmático em invidíduos diabéticos, hipercolesterolêmicos e controles, 

verificando-se que os diabéticos apresentaram um  percentual de 77,5 %  do 

colesterol total como COx, predominantemente aqueles oxidados na posição 7 

(7-hidroxicolesterol, 7-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol), muito acima do 

que foi observado para os grupos controle (36,6%) e hipercolesterolêmico 

(45,3%). Em nossos resultados podemos verificar que quando comparamos os 

grupos controle  e DM 2 (Fig. 27), observamos que há uma maior formação 

dos COx 7-OH, -epóxido e -epóxido no grupo DM2. Segundo Murakami 

et al (2000), isso poderia estar associado às baixas concentrações de -

tocoferol e ao aumento da formação de radicais livres nos diabéticos. 

No diabetes experimental, induzido por estreptozotocina em ratos, 

observou-se aumento de 7-hidroxicolesterol e 7-cetocolesterol no miocárdio 

dos ratos diabéticos, sugerindo que os COx podem ter um papel importante no 

desenvolvimento da cardiopatia diabética (Matsui et al.,1997). Nos animais 

tratados com 1% de probucol não houve diminuição dos COx no miocárdio. 

Os autores sugerem que o aumento de COx pode estar relacionado ao da 

deficiência de insulina no metabolismo do miocárdio (Matsui et al.,1997). 

Em nosso estudo, quando comparamos as concentrações plasmáticas de 

COx entre os pacientes DM1 e DM 2, observamos que embora haja menor 
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oferta de substrato (colesterol) para a oxidação no grupo DM 1 (Tabela 6), 

houve aumento significativo (p< 0.05) na formação dos Cox 7- OH, 7-OH 

e 25-OH no grupo DM 1 (Figura 26). Isto poderia ser justificado pela elevada 

concentração plasmática de glicose no grupo DM1 (Fig.22), como também 

pela utilização de fármacos anti-hiperglicemiantes (metformina), anti-

hipertensivos (Inibidores da enzima conversora da angiotensina II, IECA) e 

hipolipemiantes (estatinas), pelo fato de alguns pacientes estarem utilizando 

essas medicações.  

O United Kingdon Prospective Diabetes Study (1998) sugeriu que a 

metformina, que é estruturalmente uma aminoguanidina, tem outros efeitos 

benéficos que poderiam estar envolvidos na prevenção das complicações 

cardiovasculares no diabetes. Sabe-se que a aminoguanidina atua como um 

antioxidante in vivo, prevenindo a formação de EROs e lipoperoxidação em 

células e tecidos (Giardino et al., 1998). Em modelo animal, a formação de 

AGEs e as complicações diabéticas são inibidas por aminoguanidina (Zhao et 

al., 1996). Estes dados podem colaborar com os nossos dados que mostram 

uma menor formação de COx no grupo DM2. 

 Vários efeitos da metformina poderiam contribuir para diminuição do 

estresse oxidativo, por exemplo, sua capacidade de reduzir a formação dos 

AGEs (Tanaka et al.,1997), diminuir as concentrações de metilglioxal, que é 

um precursor dos AGEs (Beisswenger et al.,1999), diminuir a produção do 

ânion superóxido das plaquetas (Gargiulo et al,. 2002), aumentar as 

concentrações intracelulares de glutationa reduzida (Ewis et al.,1995; Soliman 

et al., 1997), diminuir a lipoperoxidação (Kanigur-Sultuybek et al.,1995), 

aumentar a atividade da superóxido dismutase (Cu-SOD e Zn-SOD) e catalase 

(Pavlovic et al,2000) e atuar como um modulador da NADPH oxidase 

(Bonnefont-Rousselot et al.,2003).  
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Tem sido sugerido que os inibidores da ECA e as estatinas 

desempenham atividade antioxidante (Münzel et al, 2001).  Os inibidores da 

ECA  podem reduzir as concentrações de angiotensina II e a produção do 

ânion superóxido, além de aumentar as concentrações de bradicinina, 

prostaciclina e óxido nítrico (vasodilatadores), desempenhando um  

importante papel no estresse oxidativo vascular (Münzel et al, 2001).  

As estatinas são fármacos que atuam na inibição da 3-hidroxi-3-

metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, uma enzima chave para a 

biossíntese do colesterol hepático. Wagner et al (2002) demonstraram que em 

células endoteliais incubadas por um  longo período com atorvastatina (10M, 

18h) houve redução da formação de ânion superóxido. Da mesma forma, 

células THP-1 (derivadas de monócitos) incubadas  por períodos curtos (30 

min. a 3h) com sinvastatina reduziram a produção de ânion superóxido 

(Delbosc et al., 2002). Os autores sugerem que a sinvastatina poderia prevenir 

o processo de ativação da NADPH oxidase, uma importante enzima geradora 

de ânion superóxido encontrada em leucócitos e células endoteliais, por ser 

capaz de inibir o ancoramento da p67 phox na membrana e  a translocação de 

p21 rac, que seria necessária para a ativação de outra subunidade (Delbosk et 

al, 2002). Esta hipótese foi comprovada por Kreck et al, (1996) que 

demonstraram uma mutação na p21 rac associada com ausência de 

isoprenilação, devido à redução da produção de ânion superóxido. 

Recentemente, outras propriedades antioxidantes das estatinas foram 

demonstradas. Thomas et al. (2000)  verificaram que a sinvastatina aumenta a 

atividade da paroxonase, uma enzima antioxidante ligada à HDL. Uma outra 

possível contribuição para o efeito antioxidante das estatinas seria a  

capacidade desses fármacos de  regular a expressão do RNAm da óxido nítrico 

sintase endotelial (eNOS), aumentando assim a produção de óxido nítrico 
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endotelial (Laufs et al, 1998; Kaesemeyer et al, 1999). Franzoni et al., (2003)  

estudaram a capacidade antioxidante das quatro estatinas mais utilizadas 

(atorvastatina, sinvastatina, pravastatina e fluvastatina).Verificaram que todas 

apresentavam atividade antioxidande para os radicais peroxila e hidroxila, 

sendo a fluvastatina e a sinvastatina mais eficazes como sequestradoras dos 

radicais peroxila e hidroxila, respectivamente. 

Portanto, poderíamos sugerir que a inibição da NADPH oxidase, o 

aumento da atividade da enzima paraoxonase e da expressão do RNAm  da 

eNOS pelas estatinas, a redução das concentrações de angiotensina II pela 

inibição da ECA, assim como  a redução na formação dos AGEs, aumento das 

concentrações intracelulares de glutationa reduzida, diminuição da 

lipoperoxidação, aumento da atividade da superóxido dismutase (Cu-SOD e 

Zn-SOD) e catalase  pela metformina, poderiam inibir a formação de ânion 

superóxido e de outras espécies radicalares, como também  prevenir ou limitar 

o estresse oxidativo envolvido no diabetes e, conseqüentemente,  diminuir a 

formacão dos óxidos de colesterol pela via radicalar. 

Uma outra hipótese estaria relacionada às concentrações elevadas de 

insulina (hiperinsulinemia). Kyselová et al. (2002) estudaram a comparação do 

efeito de um curto período de tempo de hiperglicemia e hiperinsulinemia nos 

indicadores de estresse oxidativo em ratos Wistar, observando que a 

hiperinsulinemia reduziu a produção de EROs durante a hiperglicemia. A 

insulina exerce múltiplos efeitos na parede vascular, sendo que um dos mais 

importantes é o efeito vasodilatador. A ativação dos receptores da insulina nas 

células endoteliais resulta na ativação da via da fosfatidilinositol quinase (PI-3) 

e no aumento da produção de óxido nítrico, por indução do RNAm da eNOS. 

Ramana et al, (2003) demonstraram que o óxido nítrico regula a via do poliol 

em células musculares lisas por promover a S-tiolação da enzima aldose 
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redutase, o que levaria à normalização do ciclo redox da glutationa. Entretanto, 

esse efeito benéfico da insulina sobre a produção endotelial de óxido nítrico 

pode ser inibido pela PKC, ou, em situações nas quais há deficiência de 

insulina (diabetes tipo 1), ou, resistência à insulina (diabetes tipo 2). 

Vários estudos têm demonstrado que o aumento da produção de EROs 

em pacientes diabéticos altera o metabolismo do óxido nítrico (Ryong et al., 

2003). Tem sido demonstrado que a hiperglicemia aumenta as concentrações 

de óxido nítrico e do ânion superóxido em células endoteliais em uma 

estequiometria de 1:2 (Cosentino et al., 1997), o que favoreceria a formação de 

peroxinitrito (Squadrito et al.,1995). O peroxinitrito reage com resíduos de 

tirosina ou cisteína presentes em proteínas, formando nitrotirosina ou 

nitrocisteína. A nitrotirosina tem sido considerada um marcador indireto da 

produção de peroxinitrito e tem sido encontrada em concentrações elevadas em 

diabéticos (Ceriello et al., 2001). O peroxinitrito pode ainda se decompor em 

várias outras espécies radicalares de oxigênio e nitrogênio que promovem a 

peroxidação lipídica e formação dos Cox, o que contribui para a disfunção 

endotelial, inibe o transporte de elétrons mitocondrial, oxida os grupos 

sulfidrila das proteínas e interfere nas vias de sinalização por reagir com os 

resíduos de tirosina (Beckman et al.,1996). 

Na tabela 7, quando comparamos diabéticos tipo 2 tratados com 

hipoglicemiante oral e insulina com o grupo de diabéticos tipo 2 tratados 

apenas com hipoglicemiante oral, verificamos que houve tendência na 

diminuição da formação dos COx no grupo que utilizou a associação de 

hipoglicemiante oral e insulina. Nós avaliamos também as concentrações de 

nitrotirosina nestes grupos e verificamos que no grupo que fazia uso da 

associação de hipoglicemiante oral e insulina houve diminuição significativa 

das concentrações de nitrotirosina (Fig.30). Portanto, podemos verificar que a 
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tendência na diminuição da formação dos COx e a diminuição das 

concentrações de nitrotirosina seja devido ao melhor controle metabólico 

quando se associa os hipoglicemiantes orais à insulina, por esta ser capaz de 

induzir o aumento da produção de óxido nítrico. Esse  aumento de óxido nítrico 

contribuiria substancialmente para a normalização do ciclo redox da glutationa, 

diminuição da formação de espécies radicalares, da glicoxidação e da formação 

dos Cox, além de uma melhora da função endotelial. 

No United Kingdom Prospective Study (1998), estudou-se se o controle 

intensivo da glicemia com sulfoniluréia e insulina reduziria o risco de 

complicações micro e macrovasculares no diabetes. Verificou-se que o 

controle glicêmico é de fundamental importância para a prevenção das 

complicações microvasculares (retinopatia,nefropatia), mas não para as 

macrovasculares (aterosclerose). Os efeitos citados do óxido nítrico poderiam 

explicar a relação entre o tratamento intensivo com insulina e a diminuição 

das complicações microvasculares, mas não as macrovasculares. É possível 

que os COx, por apresentam importantes efeitos biológicos, incluindo: (i) 

modificação da permeabilidade vascular seletiva do endotélio; (ii) inibição da 

síntese de prostaglandinas I2; (iii) estímulo da agregação plaquetária (um 

processo importante que facilita o desenvolvimento da aterosclerose e 

trombose); (iv) inibição da expressão de receptores da LDL; (v) indução do 

acúmulo de ésteres de colesterol em macrófagos e da formação das células 

espumosas (Guardiola et al.,1995; Sevanian & Peterson, 1986); (vi) 

citotoxicidade para as células endoteliais (Henning et al.,1987; Sevanian et 

al.,1991), células musculares lisas (Peng et al.,1980) e fibroblastos (Imai et al., 

1980), poderiam contribuir para a progressão das complicações 

macrovasculares no  diabetes. 
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 Quando comparamos os grupos IGT e DM2 podemos verificar que, em 

ambos, as concentrações de colesterol total foram elevadas (Tabela 6); 

contudo, as glicemias foram significativamente (p<0.01) mais elevados no 

grupo DM 2 (Fig.17). No grupo DM2  houve aumento significativo (p< 0.05) 

na formação dos COx  7-hidroxicolesterol, colesterol--epóxido e colesterol-

-epóxido comparado ao grupo IGT. O grupo de intolerantes apresentou 

aumento significativo (p<0,05) apenas do óxido 7-cetocolesterol comparado 

ao grupo DM2 (Fig.21). Portanto, podemos verificar que a hiperglicemia é um 

estágio mais tardio na sequência de eventos da progressão do diabetes, 

enquanto que as anormalidades lipídicas e oxidativas já são manifestadas 

durante o estágio pré-hiperglicêmico (intolerância à glicose), o que contribui 

substancialmente para aumento de risco de doenças macrovasculares, como a 

aterosclerose. É interessante que Haffner et al. (1995) verificaram que o 

plasma de pacientes diabéticos tipo 2 do San Antonio Heart Study foi 

significativamente mais suscetível à peroxidação lipídica que o plasma de 

indivíduos controle e intolerantes à glicose. Esses dados corroboram com os 

resultados encontrados em nosso estudo. 

As comparações das concentrações de COx entre os grupos IGT e C2 

revelaram que o grupo IGT apresentou concentrações de 7-hidroxicolesterol  

menores (p<0.05) que o grupo Controle, embora o grupo IGT tenha apresentado 

uma maior oferta de substrato (tabela 7). Isto poderia ser explicado pelo uso de 

fármacos anti-hipertensivos no grupo IGT, o que limitaria a formação de espécies 

radicalares e favoreria a menor formação de COx. 

A figura 26 representa a comparação das concentrações de COx entre os 

grupos DM1 e IGT. Podemos observar que houve um  aumento significativo 

(p<0.05) dos COx 7-hidroxicolesterol , 7-hidroxicolesterol, colesterol--

epóxido e 25-hidroxicolesterol no grupo DM1 comparado ao grupo IGT, 
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embora o grupo IGT tenha apresentado valores lipídicos aumentados e  índices 

glicêmicos normais. Esse resultado sugere que o estado de hiperglicemia 

crônica do grupo DM 1 seria o principal responsável pelo estresse oxidativo, 

que está intimamente relacionado ao aumento da formação de COx por via 

radicalar. Ceriello et al (1997) verificaram que a hiperglicemia aguda provoca 

estresse oxidativo que leva à uma depleção da capacidade antioxidante.  

Na figura 28 comparamos os grupos C1 e DM1, podendo-se observar 

que há aumento na formação do 7-hidroxicolesterol no grupo DM1. Esse 

resultado revela que no grupo DM1 o aumento da concentração de glicose 

(Fig.22) contribui substancialmente para o aumento da formação das espécies 

radicalares, da glicoxidação e da formação de COx. 

Quando comparamos o total de óxidos de colesterol de cada grupo, 

podemos observar que o grupo DM1 apresentou aumento significativo (p<0,01) 

comparado aos grupos DM2 e IGT. O total de óxidos de colesterol do grupo 

DM2 também apresentou aumento significativo (p<0,01) comparado ao grupo 

IGT (Fig.29). Portanto, podemos verificar que nos grupos de diabéticos (DM 1 e 

DM2) o aumento da glicemia está relacionao ao aumento na produção de 

espécies radicalares por vários mecanismos (autoxidação da glicose, glicação de 

proteínas, aumento da via dos polióis e ativação de PKC),  favorendo assim uma 

maior formação de COx, mesmo com a utilização de fármacos que poderiam 

controlar a geração das espécies radicalares no grupo DM2.  

A comparação entre os grupos DM 1 e DM 2 mostrou que no grupo DM 1 

houve maior formação de COx, o que poderia estar associado à elevada 

concentração de glicose no grupo DM1. Portanto, nossos resultados sugerem que 

as EROS geradas durante o estado de hiperglicemia crônica têm fundamental 

participação na iniciação da cascata de eventos que levam às complicações no 
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diabetes, sugerindo que os COx possam ser importantes para a progressão e 

desenvolvimento das complicações vasculares no diabetes. 
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6.0.-CONCLUSÃO 
 
 

1) As concentrações plasmáticas dos óxidos de colesterol totais foram 

mais elevadas nos diabéticos, quando comparados aos intolerantes à 

glicose e aos normoglicêmicos.  

 

2) O grupo de diabéticos tipo 1 apresentou maior formação dos óxidos 7-

hidroxicolesterol, 7-hidroxicolesterol e 25-hidroxicolesterol, em 

relação ao grupo de diabéticos tipo 2; do 7-hidroxicolesterol, 7-

hidroxicolesterol e colesterol--epóxido em relação ao grupo de 

intolerantes à glicose e do 7-hidroxicolesterol, em relação ao grupo 

normoglicêmico. 

 

3) O grupo de diabéticos tipo 2 apresentou maior formação dos óxidos de 

colesterol 7-hidroxicolesterol, colesterol--epóxido e colesterol--

epóxido, comparado aos grupos dos intolerantes à glicose e dos 

normoglicêmicos.  

 

4) O grupo de intolerantes à glicose apresentou maior formação de 7-

cetocolesterol, em relação ao grupo de diabéticos tipo 2, além de menor 

formação de 7-hidroxicolesterol em relação ao grupo normoglicêmico. 

 

5) As análises de correlação indicaram que a formação de alguns óxidos de 

colesterol, como o colestanotriol, colesterol--epóxido e 7-

hidroxicolesterol está relacionada à intensidade de glicação ou 

glicoxidação. 
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6) Os óxidos de colesterol são biomarcadores sensíveis da intensidade de 

modificação oxidativa dos lípides e poderia ser útil para o 

acompanhamento clínico e terapêutico de pacientes diabéticos. 
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7.0.-ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.1.-ANEXO A Comprovantes da aprovação do projeto de pesquisa no 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos 
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7.2.-ANEXO B  

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
 
Número do Paciente: __________   Iniciais do Paciente:.___________ 
 

 
“DETERMINAÇÃO DE ÓXIDOS DE COLESTEROL EM 

PACIENTES INTOLERANTES À GLICOSE E 
DIABÉTICOS” 

 
 
Proposta do Estudo: O objetivo principal deste trabalho é verificar os níveis plasmáticos do 
colesterol oxidado, bem como os níveis de glicose e lipídeos do sangue em pacientes com risco 
para o desenvolvimento do diabetes e diabéticos. Para avaliar se o colesterol oxidado poderia ser 
utilizado como marcador para o desenvolvimento do diabetes. 
 
 
Caro colaborador, 
A formulação desse documento foi realizada para informá-lo sobre os procedimentos necessários 
para alcançar o objetivo desse estudo. Caso concorde com a sua participação durante o 
desenvolvimento do estudo, vale ressaltar que todos os procedimentos adotados estão de acordo 
com a Declaração de Helsinque III, capítulo 50, que trata da proteção dos participantes 
parágrafos 50.20/27, que orienta procedimentos referentes às pesquisas que necessitam 
experiências com humanos. 
 
Os procedimentos a serem seguidos serão: 
Durante o estudo, você visitará seu médico. onde a história clínica e o exame físico serão 
realizados. Amostras de sangue para testes laboratoriais serão colhidas ao longo do estudo . 
Coleta de sangue – serão coletados 20 ml a cada visita. 
Local: Instituto “Dante Pazzanese” de Cardiologia 
 
Desconforto e riscos esperados 
 
1. COLETA: A coleta de sangue por via endovenosa pode causar hematoma, tromboflebite, 

tontura, desmaio e dor local. (Colheita de Material para Exames de Laboratório - Roberto A. 
de Almeida Moura - Libraria Atheneu - 1987) 
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Análise crítica de riscos e benefícios 
A pesquisa a ser realizada envolverá a coleta de material biológico de pacientes com risco 

para o desenvolvimento do diabetes e diabéticos No entanto, vale ressaltar que todos os 
procedimentos adotados serão acompanhados por profissionais competentes e devidamente 
treinados para a realização da coleta sangüínea e sob a orientação do Dr. Marcelo Chiara 
Bertolami do Laboratório de Lípides do Instituto Dante Pazzanese. A coleta de sangue dos 
pacientes, bem como sua análise estarão de acordo com a portaria Nº 721/GM, de 09.08.89, que 
define as Normas Técnicas destinadas a disciplinar a coleta, o processamento e a transfusão de 
sangue total, componentes e derivados em todo o território nacional. Portanto, a coleta desse 
material biológico acarretará risco mínimo para os pacientes e para a equipe envolvida nesse 
projeto. 

  
Duração do estudo: 
Se você aceitar participar deste estudo, sua participação será por  um período de 2 anos. Além de 
você, outros pacientes também participarão do estudo. 
 
Benefícios aos Participantes: 
Você receberá todos os testes de laboratório sem qualquer custo. 
 
Garantia de Informação: 
Você, seu parente ou responsável legal tem o direito de fazer qualquer pergunta sobre seu estado 
clínico, medicação, procedimentos, riscos e benefícios ou outro aspecto qualquer com relação ao 
estudo ou sobre seus direitos como paciente. Se ocorrer lesão ou doença relacionada com a 
investigação, ou dúvidas sobre seus direitos, você deve contatar seu médico,  Dr. Marcelo 
Bertolami. Telefone: 5549-4205 durante as manhãs. 
 
 
Quem devo contatar se precisar de mais informações ou de ajuda ?  
No caso de danos relacionados ao estudo ou sempre que o(a) senhor(a) tiver 
perguntas sobre o estudo ou  necessitar de qualquer assistência, por favor 
entrem em contato com os médicos do estudo:  
 
Nome:  Dr. Marcelo Chiara Bertolami  ou  Dr. André Arpad Faludi   
Endereço: Avenida Dante Pazzanese, 500 - Ibirapuera - 1a andar - Prédio dos 
Ambulatórios 
CEP: 04012-180 - São Paulo - SP 
Telefone: (11) 5085-4047   -    Telefax: (11) 5549-4205 
  
Para perguntas sobre seus direitos como indivíduo do estudo, entre em 

contato com: 

 
Nome: Dr. Pedro Silvio Farsky 
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Presidente do Comitê de Ética em Pesquisa do IDPC 

Endereço: Avenida Dante Pazzanese, 500 - Ibirapuera 
CEP: 04012-180 - São Paulo - SP - Cx. Postal: 215    

Telefone: (11) 5085-4040  
 
 
Participação voluntária e desistência: 
Sua Participação neste estudo é voluntária. Da mesma forma, se você decidir participar do estudo 
você poderá retirar-se a qualquer momento sem penalidade ou perda dos  benefícios a que você 
tem direito e seu tratamento médico futuro não será afetado. 
 
Confidencialidade dos dados: 
Os dados e os resultados obtidos durante a investigação serão confidenciais e não serão revelados 
a terceiros a menos que sua autorização previa seja obtida. 
 
Gastos adicionais: 
Você não pagará pelos testes laboratoriais relacionados com a investigação. Você não receberá 
qualquer pagamento por sua participação. 
 
 
 
 
Nome do Paciente: ___________________________________________________________ 
 
Data de Nacimento: __________________________________________________________ 
 
Endereço: __________________________________________________________________  
 
___________________________________________________________________________ 
 
Telefone para contato: ________________________________________________________ 
 
Registro do Hospital: _________________________________________________________ 
 
Número de RG: _____________________________________________________________ 
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
 
 

“DETERMINAÇÃO DE ÓXIDOS DE COLESTEROL EM 
PACIENTES INTOLERANTES À GLICOSE E 

DIABÉTICOS” 
 
 
 

Após ter recebido todos as informações relacionadas ao estudo eu, 

______________________________________________________________________ 

Certifico que o Dr. Marcelo Chiara Bertolami respondeu a todas as minhas perguntas sobre 

o estudo e minha condição, e eu voluntariamente aceito participar deste estudo. Está 

entendido que eu posso retirar-me do estudo a qualquer momento, e isto não afetará meus 

cuidados médicos ou de parentes meus no presente e no futuro. Todas as informações a 

meu respeito serão confidenciais. 
 
Foi-me fornecida uma cópia das informações ao paciente, a qual eu li e compreendi por 

completo 
 
Concordo que os meus dados clínicos obtidos neste estudo sejam documentados. Visando 

comprovar a exatidão dos dados, especialistas Autoridades de Saúde podem vir a 

inspecionar os dados na presença do pesquisador. 

 
 

_______________________________________________________________________ 

    Nome por extenso do paciente / representante legal                                           

 

 

_______________________________________________________________________ 

         Assinatura do paciente / representante legal                           Data 

 
 

        Assinatura do Médico Responsável e carimbo                         Data 
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7.3.-ANEXO C 

FICHA CLÍNICA 

 

Paciente: ________________________________  Data nasc.: ___/___/___            

Endereço: __________________________________ no ___ Compl.:_____ 

Bairro: _______________ Cidade: _________ Estado: ___  CEP: _____ __ 

Tel.: (___)__________Tel.: (___)__________  Sexo:   (  )M       (  )F 

Medico: _________________________________________  

RG Santa Casa nº ____________________________ Data da Coleta: __/__/__ 

Estratificação de risco 
(  ) Aterocleroses extraconaroriana 

(  ) Diabetes tipo I - ( anos: ___ ) 

(  ) Diabetes tipo II - ( anos: ___ ) 

(  ) Intolerância à glicose - ( anos: ___ ) 

(  )Antecedentesfamiliares: 

_______________________ 

(  ) Mulher pós-menopausa ou > 55 a 

(  ) Homem > 45 a 

(  ) Pai/irmão DAC < 55 a Mãe/irmã < 65 a 

(  ) Sedentarismo 

(  ) HAS 

 

(  ) Outros: _______________________ 

(  ) Obesidade Altura: ___  Peso: ___ 

(  ) Fumante Cig/dia: ___   No de anos:__ 

(  ) Ex-fumante Parou há ___ anos 

 No de cig/dia: ___ 

 No de anos que fumou: ___ 

(  ) Dislipidemia:  (  )hipercolesterolemia 

                               (  )hipertrigliceridemia 

                               (  )mista 

                                (  )HDL baixo  

                               (  ) etilismo crônico 

 

Eventos 
(  ) Angina/DAC Desde:_____ Arritmia supraventricular Desde: ____ 

(  ) IAM Desde: _____ Arritmia ventricular Desde: ____ 

(  ) Doença vasc. cerebral Desde: _____ HVE Desde: ____ 

( )Doença  vascular  

periférica 

Desde: _____   
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Exame Físico 
PA: ___x___ mmHg     Cintura: _____        Quadril: ______ 

(  ) Presença de xantomas  (  ) Presença de xantelasma  (  ) Presença de  arco corneano 

Descrição de exame físico: ________________________________________ 

_________________________________________________________________________

_________________________________________________________________________ 

Dados Laboratoriais 
Colest. Total _____ Glicohemoglobina ____ TGO ______ 

HDL _____ Creatinina ____ TGP ______ 

LDL _____ Ác. urico ____ CPK ______ 

VLDL _____ Potássio ____ Fibrinogênio ______ 

Triglicérides _____ Apo A1 ____ PCR _____ 

Glic. Jejum _____ Apo B ____ Lp(a) _____ 

Pós dextrosol _____ TSH ____ Outros _____ 

Doenças Prévias 
(  ) Hipotiroidismo (  ) Pancreatite (  ) Litíase Renal 

(  ) Hiperttiroidismo (  ) Doença Péptica (  ) Quadro Psiquiátrico 

(  ) Hepatopatia (  ) Síndrome Nefrótica (  ) Outros: _____________ 

(  ) Cálculo Biliar (  ) Insuficiência Renal  

 

Exames complementares: ___________________________________________________ 

_________________________________________________________________________ 

Medicamentos:  

Secretagogo de insulina ( ) tipo ____________________ dose ___________ 

Metformina ( ) dose _____________________________________________ 

Secretagogo + insulina ( ) dose ____________________________________ 

Metformina + insulina  ( ) dose ___________________________________ 

Metformina + secretagogo + insulina ( ) dose ______________________ 

_____________________________________________________________ 
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