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RESUMO

Vinagre JCM. Efeitos da dieta vegetariana no metabolismo de
quilomicrons e aspectos qualitativos da lipoproteina de alta densidade
(HDL). 2010. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo.

Dietas vegetarianas oferecem baixo conteudo calérico, baixos niveis de
gordura saturada, colesterol, proteina animal e mais altos de gordura
polinsaturada, carboidratos, fibras, magnésio, boro, folato e antioxidantes.
Todos esses nutrientes influenciam nos fatores de risco de doencas
cardiovasculares como hipertensdo arterial, diabetes mellitus, obesidade e
dislipidemias. Niveis plasmaticos de colesterol total, colesterol de lipoproteina
de baixa densidade (LDL), de lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) e
triglicérides em individuos vegetarianos sdo menores, em varios estudos,
quando comparados a individuos onivoros. O metabolismo de quilomicrons
(Qm) e dos seus produtos de degradacdo pela lipase lipoprotéica, os
remanescentes, lipoproteinas que transportam os lipides da dieta na circulacéo
sanguinea, n&o foi avaliado até o momento e esta relacionado a aterosclerose.
O objetivo deste estudo foi avaliar a cinética plasmatica de quilomicrons
artificiais marcados com triglicérides (TG-2H) e éster de colesterol (EC-'*C) e
aspectos qualitativos da HDL, em 18 individuos ovolacto-vegetarianos
(excluem da alimentacao carne, frango e peixe), 21 individuos veganos (néao
consomem nenhum alimento de origem animal), ha pelo menos 5 anos e 29
individuos onivoros (consomem alimentos de origem animal), todos
normolipidémicos, ndo diabéticos e sem uso de medicamentos hipolipemiantes.
Apo6s a injecao endovenosa dos Qm artificias, foram colhidas amostras de
sangue em tempos pré-estabelecidos durante 60 minutos. A radioatividade em
cada uma das amostras foi medida para o calculo da taxa fracional de remocao
(TFR) dos lipides radioativos, através de analise compartimental. Foram
realizadas as determinacdes bioquimicas nesses individuos e calculada a
atividade da lipase lipoprotéica p6s-heparina, em ensaio in vitro. Verificou-se
também a transferéncia de lipides de uma nanoemulsédo lipidica para a
lipoproteina de alta densidade (HDL) e o diametro dessa lipoproteina. A
remocao plasmatica dos remanescentes de quilomicrons avaliada pela taxa

fracional de remocéao do éster de colesterol da emulsao, foi maior nos veganos



(p<0,05) e ovolacto-vegetarianos (p<0,05) comparando-se aos onivoros,
enquanto que o processo de lipdlise dos quilomicrons, avaliado pela taxa
fracional de remocao dos triglicérides da emulséo e pela medida da atividade
da lipase lipoprotéica in vitro foi similar nos trés grupos avaliados. N&o foram
encontradas diferencas significativas nas concentracées plasmaticas de HDL-
C, VLDL e triglicérides entre os grupos estudados .No grupo vegano, as
concentragdes plasmaticas de LDL-C e glicose foram menores quando
comparadas apenas ao grupo dos onivoros (p<0,05, p<0,01; respectivamente).
Ja em relagdo ao colesterol total, os individuos veganos apresentaram
menores niveis quando comparados tanto aos ovolacto-vegetarianos (p<0,05)
como aos onivoros (p<0,01). Nao observou-se diferenca na transferéncia de
lipides da nanoemulsdo para a HDL e no tamanho da HDL entre os trés
grupos. Os resultados do presente estudo sugerem que a dieta vegana e
ovolacto-vegetariana aceleram a remocao dos remanescentes de quilomicrons,
lipoproteinas aterogénicas, o que pode estar relacionado, aos efeitos benéficos

dessa dieta em relacao a doencas em relacido ao processo aterosclerético.

Descritores: Lipideos, lipoproteinas, quilomicrons, remanescentes de
quilimicrons, dieta vegetariana e aterosclerose



ABSTRACT

Vinagre JCM. Effects of vegetarian diets on chylomicron metabolism and
high density lipoprotein qualitative aspects (HDL). 2010. Thesis (Doctoral) —
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Vegetarian diets provide less caloric content, low levels of saturated fats,
cholesterol and animal protein while providing at the same time providing high
levels of polyunsaturated fats, carbohydrates, fibers, magnesium, borium, folate
and antioxidants. All these nutrients have an influence upon the cardiovascular
diseases such as hypertension, diabetes mellitus, obesity and dyslipidemias.
Studies have shown that total cholesterol plasmatic levels, low density
lipoprotein (LDL), very low density lipoprotein (VLDL) and triglycerides in
vegetarian individuals are lower when compared to omnivores individuals.
Chylomicron metabolism (Qm) and its lipoprotein lipase degradation products,
the remnants, lipoproteins that transport dietary lipids in the blood has not yet
been evaluated, although it is related to atherosclerosis. This study evaluated
the plasmatic kinetics of artificial chylomicrons marked with triglycerides (°H-
TG) and cholesterol esters (*C-CE), as well as the qualitative aspects of HDL
in 13 ovolacto-vegetarians (no ingestion of meat, chicken or fish), 10 vegan
individuals (no ingestion of any food of animal origin) for more than 5 years and
14 omnivores individuals (ingestion of animal origin foods). All participants were
normolipidemic, non diabetic and using no hypolipemiants medication. After an
intravenous injection containing artificial Qms, blood samples were collected
during 60 minutes at predetermined times. The radioactivity of each sample was
measured and the fractional clearance rate (FCR) calculated for the radioactive
lipids using compartmental analysis. Biochemical determinations were
undertaken in order to calculate the post-heparin lipoprotein lipase activity in
vitro. Also evaluated were the lipid transfer of the lipid nanoemulsion to the HDL
and the diameter of the HDL particles. The plasma removal of the chylomicron
remnants evaluated by the fractional clearance rate of the cholesteryl ester of
the emulsion was greater in the vegan (p<0,05) and ovolacto-vegetarian
(p<0,05) groups when compared to the omnivore group. The lipolysis of the
chylomicron evaluated by the fractional clearance rate of the emulsion
triglycerides and by the in vitro lipoprotein lipase activity assay was similar in



the three studied groups. There were no differences in the plasma
concentrations of HDL-C, VLDL-C and triglycerides between the three groups.
The plasma concentrations of LDL-C and glucose of the vegan group were
lower than omnivore group (p<0.05 and p<0.01, respectively). In regards to total
cholesterol, vegans present lower levels when compared to both ovolacto-
vegetarians (p<0.05) and omnivores (p<0.01). No difference was found in the
transfer of nanoemulsion lipids to HDL or in the size of the HDL of all three
groups. These results suggest that the vegetarian diet can improve the
metabolism of chylomicron remnants, atherogenic lipoproteins, which can be

related to the beneficial effects of this diet upon the atherosclerosis process.

Descriptors: Lipids, lipoproteins, chylomicrons, chylomicron remnants, diet,
vegetarian and atherosclerosis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Dieta vegetariana

Individuos vegetarianos sdo aqueles que se abstém do consumo de
qualgb5er tipo de carne animal, inclusive peixes e frutos-do-mar ou produtos
que contenham esses alimentos. a dieta vegetariana é apropriada para
todos os estagios do ciclo da vida, incluindo gravidez, lactacdo, infancia e
adolescéncia (MESSINA et al., 2001; HEBBELINCK et al., 2001; MANGELS,
2001). De acordo com a American Dietetlc Association (ADA) (CRAIG e
MANGELS, 2009), as dietas vegetarianas, apropriadamente planejadas, sao
saudaveis e adequadas em termos nutricionais, trazendo beneficios para a
prevencgao e para o tratamento de determinadas doencas.

Existe uma grande heterogenicidade entre os individuos vegetarianos,
no que diz respeito aos habitos resultantes da mudanca alimentar
(MESSINA et al., 1996). As trés principais dietas vegetarianas mais
conhecidas e com maior nimero de adeptos sao: a dieta ovolacto-
vegetariana, baseada em graos, vegetais, frutas, legumes, sementes,
oleaginosas, laticinios e ovos. A dieta lacto-vegetariana exclui ovo bem

como carne, peixe e frango. A dieta vegana ou vegetariana estrita é



semelhante ao padrdo da ovolacto-vegetariana, exceto pela exclusao
adicional de ovos, laticinios e outros produtos de origem animal (CRAIG e
MANGELS, 2009).

As razdes para a adocdo da dieta vegetariana incluem fatores
racionais e emocionais. Entre elas, a principal razdo é a saude, pois existe
um forte consenso que a dieta vegetariana é mais saudavel do que as dietas
que incluem alimentos de origem animal. Existem ainda outros motivos para
adesao da dieta vegetariana como a ética e direitos dos animais, reducao da
destruicdo do meio ambiente, pois a criacdo industrial de animais traz
profundos impactos ambientais e a fome, ja que para cada quilograma de
carne produzida sao necessarios cinco de graos. A religido € uma outra
razdo, embora os motivos que levam uma instituicdo religiosa a recomendar
esse regime alimentar baseiam-se em questdes de salde ou na crenca de
que matar & estritamente errado. A maioria das pessoas que adotam esse
regime alimentar baseia sua escolha num estilo de vida mais saudavel
(MELINA et al., 1998; SABETE, 2003 ).

O interesse e a adesdao ao vegetarianismo tém sido crescentes
(JOHNSTON, 2003; CRAIG e MANGELS, 2009). De acordo com uma
pesquisa nacional realizada nos Estados Unidos (EUA) em 2005, cerca de
3% de criancas e adolescentes com idade entre 8 e 18 anos sao
vegetarianos e 1% sao veganos (STAHLER, 2005). Outra pesquisa realizada
em 2006 mostrou que aproximadamente 2,3% da populacdo adulta
americana (4,9 milhdes de pessoas) seguem uma dieta vegetariana e 1,4%

sao veganos (STAHLER, 2006).



Durante os dltimos 20 anos, estudos epidemiolégicos tém
documentado importantes e significativos beneficios do vegetarianismo e
outras dietas baseadas em alimentos vegetais, reduzindo o risco para muitas
doencas crbnicas nao- transmissiveis (HU et al.,2000; STAMPFER et al.,
2000; LIU et al., 2001; KEY et al., 2009), como também para o risco de
mortalidade total (SABETE J, 2003).

Enquanto a ingestdo de carne tem sido relacionada ao aumento do
risco de uma gama de doencas cronicas nao-transmissiveis como doenca
isquémica do coracdo e alguns tipos de cancer, o abundante consumo de
alimentos essenciais da dieta vegetariana, como frutas e hortalicas,
leguminosas, alimentos n&o-refinados e nozes, tem sido consistentemente
associado a um menor risco de contracdo dessas doencas e em alguns
casos, a um aumento da expectativa de vida (KEY et al., 1999). Varios
estudos tém demonstrado uma diminuicdo no risco de doencas
cardiovasculares entre individuos vegetarianos (HU et al., 2003; BARNARD
et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2007; CHEN et al., 2008; CRAIG e MANGELS,
2009, FRASER, 2009). Além dos efeitos benéficos na incidéncia de doenca
arterial coronariana (DAC) e na progressdo da aterosclerose coronaria
(ARNTZENIUS et al., 1985; KEY et al., 1999, DAVEY et al., 2003), dados da
literatura mostram beneficios da dieta vegetariana na prevencédo e
tratamento de doencas digestivas (BURKITT et al., 1972; GEAR et al., 1977;
BARKER et al., 1986), metabolicas (ELLIS et al., 1972; SNOWDON et al.,

1985; TONSTAD et al.,, 2009), renais (ROBERTSON et al., 1979;



BARSOTTI, 1991; MALHOTRA, 1993) e infecciosas (ACHA e SZYFRES,

1989; BERNSTEIN et al., 2007).

A dieta vegetariana difere da dieta onivora em aspectos que vao além
da simples supressdo de produtos carneos. Os vegetarianos fazem um
consumo elevado de vegetais, frutas, cereais, legumes e nozes, além de sua
dieta conter menor contelddo cal6rico, menor quantidade de gordura
saturada e, relativamente, maior quantidade de gordura poliinsaturada,
carboidratos, fibras, magnésio, boro, folato, e antioxidantes como vitamina C
e E, carotendides, flavondides e outros fitoquimicos (JANELLE e BARR,
1995; JACOB e BURRI, 1996; MESSINA e MESSINA, 1996; KEY et al.,
1999; CRAIG e MANGELS, 2009). Todos esses nutrientes influenciam e
contribuem para uma diminuicdo dos fatores de risco de doencas
cardiovasculares (DCV) em individuos vegetarianos, como hipertensao
arterial (APPLEBY et al., 2002; ACOSTA et al., 1998; TEIXEIRA et al.,
2007), resisténcia a insulina (BARNARD, 2005), diabete mellitus
(SNOWDON et al., 1985; BARNARD et al.,, 2006; CRAIG e MANGELS,
2009; TONSTAD et al, 2009), obesidade (APPLEBY et al., 1999;
BRAITHWAITE et al., 2003; VANG et al., 2008; CRAIG e MANGELS, 2009)
e dislipidemia (DE BIASE et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2007). Individuos que
seguem uma dieta vegana, comparado com as outras dietas vegetarianas
(ovolactovegetariana e lacto-vegetariana) tendem a consumir menos gordura

saturada e colesterol e mais fibras (CRAIG, 2009).



1.2 Metabolismo de lipides e dieta vegetariana

Dentre os fatores de risco de doencas cardiovasculares, o
metabolismo de lipides plasmaticos apresenta um papel central. Varios
estudos que avaliaram o perfil lipidico em inidviduos vegetarianos tém
demonstrado menores concentracdes plasmaticas de colesterol total (KEY et
al., 1999; RESNICOW et al., 1991; DE BIASE et al., 2007; TEIXEIRA et al.,
2007). Em relacao aos niveis plasmaticos de triglicérides (TG) alguns
trabalhos mostram uma diminuicdo (FAMODU et al., 1998; LU et al., 2000,
DE BIASE et al., 2007), e outros nao encontraram diferencas significativas
(LIN et al., 2001; CHELCHOWSKA et al., 2003).

Em relacdo as lipoproteinas plasmaticas, individuos vegetarianos
possuem niveis plasmaticos menores de colesterol de lipoproteina de baixa
densidade (LDL-C) (SACKS et al., 1975; MELBY et al., 1994; LI et al., 1999;
CHELCHOWSKA et al., 2003; RICHTER et al., 2004; WALDMMAN et al.,
2005; CHEN et al., 2008). Em relacado ao colesterol de lipoproteina de alta
densidade (HDL-C), os resultados dos estudos sdo controversos, sendo que
alguns estudos mostram uma diminuicdo (SACKS et al., 1975; MESSINA e
MESSINA, 1996; RICHTER et al., 2004) e outros ndo encontraram
alteragbes em seus niveis (KORPELA et al., 1999; LU et al.,, 2000;
CHELCHOWSKA et al., 2003; CHEN et al., 2008). Além disso, estudos de

intervencéao dietética mostraram que individuos onivoros, submetidos a dieta



vegetariana apresentaram alteracées benéficas no perfil lipidico (COOPER
et al., 1982; LITHELL, 1985; KNUTSEN e HOGGANVIK, 1988; LING, 1992,

MAHON AK, et al., 2007).

Em diversos estudos que avaliam a influéncia de patologias,
intervencdo medicamentosa, dietética, etc, no metabolismo lipidico, as
avaliacOes lipidicas sao realizadas no jejum, através da simples
determinacao da concentracdo dos lipides plasmaticos. Desta maneira, a
avaliacdo do metabolismo dos quilomicrons (Qm), lipoproteinas que
transportam os lipides da dieta na circulagdo sanguinea, tem sido
negligenciada e ndo existem dados na literatura mostrando essa avaliagao
em individuos vegetarianos. Entretanto, varios trabalhos tém demonstrado o
papel aterogénico dos quilomicrons, lipoproteinas responsaveis pelo
transporte, na circulacdo sanguinea, dos lipides provenientes da dieta

(MARANHAO et al., 1996, MEYER et al., 1996, WEINTRAUB et al., 1996).

1.3 Metabolismo da Lipoproteina de Alta Densidade (HDL)

A HDL também é uma lipoproteina que desempenha importante papel
no transporte endégeno de lipides, no plasma. E constituida por 45 a 55%

de proteinas, 26 a 32% de fosfolipides, 15 a 20% de colesterol esterificado,



3 a 5% de colesterol livre € 2 a 7% de triglicérides (GOTTO et al., 1983) .
Corresponde a um grupo heterogéneo de particulas e apresenta uma meia-
vida de 5 a 6 dias, a mais longa de todas as lipoproteinas (BACHORIK, et
al., 1999; KWITEROVICH et al., 2000). A HDL é sintetizada principalmente
no figado, inicialmente em forma discoide, com alto conteddo de colesterol
livre e também composta de fosfolipides e apos, principalmente apo A-l e
apo E. Dependendo do seu conteldo lipidico, da quantidade de proteinas e,
consequentemente, do seu tamanho, a HDL pode ser dividida em quatro
subclasses: HDL4. HDL,, HDL3; HDL4. Sendo que as populag¢des de HDL; e
HDL; estao presentes em maior concentracdo no plasma (EISENBERG,
1984). Outras espécies de apoliproteinas sdo encontradas nessa particula
incluindo, apoAll, apo AlV, apo Cl e apo ClIl (DUCHATEAU et al., 1997). As
diferencas no tamanho da particula de HDL sao atribuidas principalmente ao
namero de apoproteinas encontradas na sua superficie e a quantidade de
éster de colesterol presente no seu interior (BARTER, 2004).

As particulas de HDLs captam o excesso de colesterol livre das
células dos tecidos periféricos e da superficie das lipoproteinas ricas em
triglicérides, sendo convertidas a particulas menores, as HDL3;. A apo A-l
presente na lipoproteina € um cofator de ativacao da Lecitina Colesterol Acil
Transferase (LCAT), uma enzima sintetizada e secretada principalmente no
figado, presente na circulagdo e que se liga a superficie das lipoproteinas,
inclusive da HDL, a qual esterifica o colesterol livre da HDLz em uma
particula maior, a HDL,.(ECKADSTEIN et al., 2001). A HDL. realiza trocas

de ésteres de colesterol e triglicerideos, com as demais lipoproteinas, os



quilomicrons, a lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), a lipoproteina
de densidade intermediaria (IDL) e a LDL, em um processo mediado pela
proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP), uma glicoproteina
hidrofébica, produzida pelo figado e que esta presente no plasma em
associagdo com as lipoproteinas (LEWIS et al., 2006). O colesterol
esterificado é transferido, por meio da CETP, da HDL,, para as demais
lipoproteinas ricas em triglicerideos. A extensdo da transferéncia depende
da concentracdo de cada componente lipidico na lipoproteina doadora
(GLOMSET et al., 1970; MARCEL et al.,, 1980; EISEMBERG, 1984). A
interacdo da HDL3; com as células da parede arterial nesse processo de
retirada do colesterol livre € mediada por um receptor especifico, de
superficie celular, com especificidade para a apo A-l. A HDL rica em
colesterol esterificado é captada pelo figado através de receptores celulares
especificos que reconhecem a apo E (receptores B/E).

O efeito anti-aterogénico da HDL se da, sobretudo devido a sua
propriedade de transportar lipideos, principalmente ésteres de colesterol,
dos tecidos periféricos para o figado e para os tecidos que produzem
hormbnios esterbides, onde o colesterol é utilizado para a sintese de
lipoproteinas, sais biliares, vitamina D e hormdnios, efeito conhecido como
transporte reverso do colesterol (TRC) (ECKARDSTEIN et al., 2001). O
transporte de colesterol dos tecidos periféricos pra o figado € uma das mais
importantes fungbes HDL. Nesse transporte reverso € envolvida uma
variedade de tecidos e moléculas que impedem que o colesterol se acumule

nas células. Sendo bastante complexo, esse transporte envolve, a nivel
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celular, enzimas que hidrolizam a ligacdo éster do colesterol e o sistema
“ATP-binding cassete transporter A1” (ABCA1), que possibilitam a captacao
do colesterol livre, pela HDL (YANCEY et al., 2003). No compartimento
plasmatico, ha o envolvimento das proteinas de transferéncia, da LCAT, e
finalmente, dos receptores celulares de lipoproteinas no figado.

A HDL também desempenha a importante funcdo de doar
apolipoproteinas para as lipoproteinas ricas em triglicérides, necessarias ao
metabolismo das mesmas. Além da importante funcao no transporte reverso
do colesterol, a HDL também estd envolvida com protecdo da funcao
endotelial e mecanismos de protecdo contra processos oxidativos de

lipoproteinas.

1.4 Metabolismo de Quilomicrons

Apbs a absorcao das gorduras no intestino, os quilomicrons sao
secretados na linfa mesentérica, com didmetro variando de 75 a 1200 nm. O
namero, tamanho e composicao dos quilomicrons dependem do aporte e da
natureza dos lipides absorvidos, sendo que geralmente durante o pico de
absorcao de lipides, ocorre a formacao de particulas de maior tamanho. Os

quilomicrons sao constituidos por 80 a 95% de triglicérides, 2 a 4% de
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colesterol esterificado (CE), 3 a 6% de fosfolipides (FL), 1 a 3% de colesterol
livre (CL) e 1 a 2% de proteinas (REDGRAVE, 1983).

Apbs a secrecao nos capilares linfaticos intestinais, os quilomicrons
interagem com outras lipoproteinas presentes na linfa, principalmente a
HDL, de quem recebe apolipoproteinas (apos) C e E e doa apo A-l e apo A-
IV, além de perder fosfolipides. Os quilomicrons possuem
predominantemente as apos A-l, C-1, C-ll e C-lll e quantidades menores de
apos E, A-IV e B-48.

Através do ducto toracico, os quilomicrons atingem a circulagao
sistémica, onde passam por um processo de intensa catabolizacao.
Continuam ocorrendo colisdes entre os quilomicrons e outras lipoproteinas,
principalmente a lipoproteina de alta densidade (HDL), com consequentes
trocas de elementos de superficie (PATSCH, 1998).

O processo de catabolismo dos quilomicrons se inicia com uma
enzima sintetizada nas células endoteliais, a lipase lipoprotéica (LLP). Os
quilomicrons possuem em sua superficie uma apolipoproteina, a apo Cll que
€ um cofator de ativacao da LLP. Uma vez ativada, essa enzima inicia o
processo de hidrélise dos triglicérides dos quilomicrons (BLANCHETTE-
MACKIE, 1973; HUSSAIN et al., 2005). As particulas resultantes do
processo de lipélise apresentam um diametro menor (40 a 60 nm) e sao
denominadas remanescentes de quilomicrons (Qm-r) (WINDLER et al.,
1988).

Durante o catabolismo dos quilomicrons, ocorrem trocas de

componentes lipidicos com outras lipoproteinas, principalmente triglicérides
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dos quilomicrons para as HDLs e de colesterol esterificado das HDLs para
os quilomicrons, através da proteina de transferéncia de ésteres de
colesterol (CETP). O colesterol esterificado pode ser transferido, através da
CETP, das HDL, para as lipoproteinas ricas em triglicérides e para as LDL
(GLOMSET, 1970).

Os remanescentes de quilomicrons, formados a partir do catabolismo
dos quilomicrons pela acdo da LLP, apresentam um conteddo menor de
triglicérides em cerca de 85%. Os remanescentes transportam para o figado
o colesterol plasmatico de origem da dieta, que pode ser utilizado na sintese
de membranas celulares, na sintese de outras lipoproteinas de origem
hepatica ou ainda ser excretado na bile, na forma de acidos biliares

(BROWN et al., 1981).

Apés a captacao do remanescente pelas células hepaticas através da
apo E, o colesterol derivado do catabolismo dessas particulas pode suprimir
a expressao de receptores de LDL e desta maneira, influenciar nas
concentracbes plasmaticas de LDL-C (BROWN et al, 1986). O
remanescente é capaz de inibir a sintese hepatica de colesterol, reduzindo,
desta maneira os niveis de colesterol enddégeno secretado no plasma

(NERVI et al., 1975).
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1.5 Lipase Lipoprotéica

A LLP apresenta um papel muito importante no metabolismo de
lipoproteinas ricas em triglicérides, sendo a principal enzima responsavel
pela hidrélise de moléculas de triglicérides presentes nessas lipoproteinas.
Alguns autores tém sugerido que a captacao hepatica de lipoproteinas pode
ser mediada pela LLP; portanto essa enzima pode ter um importante papel
no metabolismo dos quilomicrons, ndo somente pela sua atividade lipolitica,
mas também pelas propriedades estruturais (BEISEGIEL et al., 1991,
OTAROD et al., 2004; BISHOP JR et al., 2008).

A LLP é uma glicoproteina sintetizada e secretada por células
parenquimatosas de varios tecidos extra-hepaticos, principalmente musculo
e tecido adiposo (QUINN et al., 1982) e transportada para as células
endoteliais na superficie dos vasos (WANG & ECKEL, 2009).

O receptor de LLP é uma substancia “heparin like" (QUINN et al.,
1982). Existe uma grande afinidade de ligacdo da heparina as lipases e por
esse motivo as enzimas aderidas a superficie endotelial sdo rapidamente
liberadas na circulagdo sanguinea pela heparina. A heparina causa a
liberacdo da LLP na circulacdo sanguinea, através de alteracées na ligacao
eletrostéatica entre a enzima e seu receptor. A injegdo de heparina no homem
pode aumentar a atividade da LLP cerca de 1.000 vezes, com um aumento

de 10 vezes na massa da enzima, na circulacdo sanguinea. A atividade da
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LLP pré-heparina é 0,3 - 1 miliunidades/ml. Apés uma refeicdo rica em
gordura, a atividade aumenta para 2 - 3 miliunidades/ml e apds a injecao de
heparina, para 150 - 300 miliunidades/ml. A massa de LLP circulante varia
de 8 a 25 ng/ml, aumentando para 0,1 - 2,0 mg/ml no plasma pés-heparina
(BEISEGIEL et al., 1991).

A atividade da LLP pode também regular os niveis plasmaticos do
HDL-C. Além de sua acado enzimatica, a LLP pode facilitar a remocéao
plasmatica dos remanescentes de quilomicrons, aumentando a ligacao
dessas lipoproteinas com a proteina relacionada ao receptor de LDL (LRP),
receptores envolvidos na captacdo das mesmas, sendo que a ligacao pode
estar reduzida em células com deficiéncia de sulfato de heparana (SH)

(BEISEGIEL et al., 1991; BISHOP et al., 2008).

1.6 Metabolismo de Quilomicrons e Aterosclerose

No inicio da década de 70, estudos ja demonstravam que o colesterol
e a gordura provenientes da dieta, principalmente a gordura saturada, eram
fatores aterogénicos. Entretanto, atribuia-se o seu papel no processo
aterosclerotico a alteragdes nas concentragdes plasmaticas de colesterol.

O fato dos quilomicrons serem as lipoproteinas responsaveis pelo

transporte do colesterol da dieta na circulacdo sanguinea e da primeira
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etapa de sua degradacdo ocorrer em contato com o endotélio vascular,
levou Zilversmith a avaliar a possibilidade dos quilomicrons serem por si
préprios, aterogénicos (ZILVERSMITH et al., 1979).

Tem sido demonstrado o papel aterogénico dos quilomicrons e seus
remanescentes (MARANHAO et al, 1996; MEYER et al., 1996;
WEINTRAUB et al., 1996; SPOSITO et al., 2004, LEKHAL et al., 2008) e sua
relacdo com o desenvolvimento (PATSCH et al.,, 1992; KOLOVOU et al.,
2005) e com a progressao de doenca arterial coronariana (KARPE et al.,
1994). A duracdo e a magnitude da lipemia pds-prandial em pacientes
hipertrigliceridémicos € muito maior que em individuos normolipidémicos,
sugerindo que a exposicdo prolongada do endotélio vascular aos
quilomicrons e seus remanescentes pode ter um papel importante na
incidéncia aumentada de doenca arterial coronariana nesses pacientes
(RASSIN et al., 1992). Tanto o processo de lipdlise de quilomicrons, como a
captacdo hepatica dos remanescentes podem estar envolvidos com a
aterogénese.

O acumulo de remanescentes de quilomicrons na circulacao sistémica
pode ser causado principalmente por deficiéncia de receptores especificos
na superficie das células hepaticas ou por deficiéncia funcional da apo E,
presente na superficie dessas lipoproteinas. O maior tempo de permanéncia
dos remanescentes na circulacdo sanguinea pode levar a deposicdo de
colesterol na parede arterial, 0 que pode colaborar com o0 processo

aterogénico (MAMO e WHEELER, 1994; PROCTOR e MAMO, 1996).
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Tanto os quilomicrons e seus remanescentes por si préprios como
também o0s processos metabdlicos envolvidos no metabolismo dos

remanescentes podem estar relacionados com a aterogénese.

Nesse sentido, os remanescentes sao captados por macrofagos e
induzem acumulo de colesterol nessas células o que leva a formacao de
células espumosas a um grau comparavel ao da LDL oxidada (FLOREN e
CHAIT, 1981; VAN LENTEN et al., 1985; ELLSWORTH et al., 1987; KOO et
al. 1988; ELLSWORTH et al., 1990; FUJIOCA et al., 1998; YU e MAMO,
2000; ELSEGOOD et al., 2001; NAPOLITANO et al., 2001; YU e COOPER,
2001; BATT et al., 2004; BOTHAM et al., 2005). Os remanescentes também
podem causar injuria endotelial por inducao de apoptose (KUGIYAMA et al.,
1998; KAWASAKI et al., 2000), prejudicar a vasodilatacdo endotélio
dependente e inibir a atividade da éxido nitrico sintase (eNOS) e a producéao
de 6xido nitrico. Além disso, os remanescentes também podem aumentar a
expressao de moléculas de adesao e provavelmente estao envolvidos com a
inibicdo da atividade da telomerase, com a senescéncia de células
progenitoras endoteliais (DOI et al., 2000), com estimulo da proliferacéo de
células musculares lisas (KAWAKAMI et al., 2001) e com o aumento da

agregacao plaquetaria (SANIABADI et al.,1997).
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1.7 Metodologias para Avaliacao do Metabolismo de Quilomicrons

A avaliagdo do metabolismo de lipoproteinas normalmente é realizada
através da determinagédo de seu conteudo lipidico e/ou protéico. Entretanto,
diversos fatores tém dificultado o estudo do metabolismo de quilomicrons e
seus remanescentes no homem. A remocao plasmatica de quilomicrons é
um processo complexo, afetado por varios fatores, que ocorre em um
espaco de tempo muito pequeno. Esse fato torna dificil o estudo desse
circuito metabdlico.

Outro fator que dificulta a avaliacdo da cinética de quilomicrons é a
natureza da particula produzida, cujo tamanho e composicao variam de
acordo com a quantidade de material inicial, com a presenca de albumina e
com a disponibilidade de outras lipoproteinas para troca de componentes
(HUSSAIN et al., 1996).

Os estudos de remocdo dos quilomicrons da circulagdo sanguinea
tém sido realizados através de varios métodos:

1- Avaliacdo da cinética plasmatica de triglicérides apods a ingestdo de
gordura (SCHNEEMAN et al., 1993), o teste de tolerancia. O teste
consiste na ingestdo de uma dieta rica em gordura, seguida de coletas
de amostras de sangue em tempos pré-determinados, para

determinacao das concentracdes plasmaticas de triglicérides.
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2- Avaliacao da cinética plasmatica do retinil palmitato ap6s a ingestao de
gordura suplementada com vitamina A (COHN et al., 1993).

3- Avaliacao da cinética plasmatica de lipides marcados com radiois6topos
ingeridos com a gordura (DUBOIS et al., 1996). Permite a diferenciacao
entre quilomicrons e seus remanescentes, porém, apresenta a variavel
do periodo gasto para a absorcao da gordura ingerida.

4- Avaliacao da cinética plasmatica de quilomicrons aut6logos colhidos
apos a ingestao de gordura enriquecida com retinil palmitato e injetados
endovenosamente (BERR, KERN, 1984).

Na década de 80, foram descritas emulsdes lipidicas artificiais com
composigao lipidica e densidade semelhantes ao quilomicron natural. Essas
emulsdes sao destituidas de proteinas, porém quando injetadas na
circulacdo sanguinea, adquirem as diversas apos, através de colisbes com
outras lipoproteinas, com consequentes trocas de componentes de
superficie (MARANHAO et al., 1984). Estudos realizados em ratos
mostraram que quando injetada endovenosamente, as emulsdes
apresentam comportamento metabdlico similar ao quilomicron natural
(HIRATA et al., 1987). Outra demonstragao da similaridade do metabolismo
das emulsdes artificiais e dos quilomicrons naturais foi mostrada em
humanos, através da observacdo da cinética plasmatica mais lenta das
emulsdes artificiais apds uma refeicdo rica em gordura, o que sugere que
ocorra uma competicdo das emulsdes com o0s quilomicrons naturais
(MARANHAO et al., 1996). Essa metodologia apresenta a vantagem de

ultrapassar as etapas de absorcao e formacao de quilomicrons no intestino.
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Além disso, o teste é de facil aplicacdo e possibilita acompanhar o

metabolismo de quilomicrons, através da utilizacao de isétopos radioativos.

Através da avaliagdo da remocéao plasmatica das emulsdes artificiais,
podem ser avaliados os efeitos de regimes dietéticos e diversas drogas em
diversos aspectos dindmicos no circuito metabdlico dos quilomicrons. O
modelo de emulsdes artificiais, como estratégia para avaliacdo do
metabolismo das lipoproteinas pds-prandiais, tem sido utilizado em diversas
condicdes patolégicas como doenca arterial coronariana (MARANHAO et al.,
1996; SPOSITO et al., 2002; CHACRA et al., 2004), lipus eritematoso
sistémico (BORBA et al., 2000), hipertensao arterial maligna (BERNARDES-
SILVA et al., 1995), transplante cardiaco (VINAGRE et al., 2000), entre
outros.

Ja se encontra estabelecido que a dieta vegetariana exerce efeitos
benéficos nas concentracoes de lipides plasmaticos. Entretanto, as
determinacées de lipides plasmaticos realizados até o momento em
individuos vegetarianos foram efetuadas em jejum, ficando negligenciada a
avaliacao do metabolismo das lipoproteinas pds-prandiais, os quilomicrons e
seus remanescentes. Visto serem o0s quilomicrons, lipoproteinas
aterogénicas e estarem presentes na circulacao grande parte do dia, é de
grande interesse o conhecimento da influéncia de dietas no metabolismo
dessas lipoproteinas, como os efeitos da dieta vegetariana. O tipo e a
quantidade de gordura na dieta, assim como o0 metabolismo das

lipoproteinas ricas em triglicérides (quilomicrons e VLDL), podem influenciar
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os niveis plasmaticos de HDL-C. Neste sentido, os resultados da literatura
sdo controversos, mostrando diminuicdo ou nenhuma alteragdo nas
concentracdes dessa lipoproteina. Os efeitos da dieta vegetariana em
aspectos qualitativos da HDL n&o foram investigados e podem ser de grande

importancia em sua funcao anti-aterogénica.

Neste trabalho, foram estudados os efeitos da dieta vegetariana no
metabolismo intravascular dos quilomicrons, através da utilizacdo de
emulsdes lipidicas artificiais com conteddo lipidico e comportamento
metabdlico similares aos das lipoproteinas naturais as quais permitem um
maior conhecimento de aspectos metabdlicos dos quilomicrons. Além disso,
foi calculado o didmetro da HDL e através de nanoemulsdes artificiais ricas
em colesterol (LDE), foi realizado estudo de transferéncia de lipides para a

HDL.



OBJETIVOS




22

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O presente estudo teve como objetivo, avaliar o metabolismo de

quilomicrons em individuos adeptos a dieta vegetariana e aspectos

qualitativos da HDL.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos da dieta vegetariana:
e Na cinética plasmatica de quilomicrons: processo lipolitico dos

quilomicrons e remocgao plasmatica dos remanescentes de

quilomicrons

¢ Na atividade da lipase lipoprotéica



Nas concentracdes dos lipides e lipoproteinas plasmaticas
Na transferéncia de lipides da nanoemulsdo da LDE para a HDL

No diametro da HDL
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3. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

Foram avaliados 68 individuos:

1. 18 ovolacto-vegetarianos (OLV) — aqueles que tem uma alimentagéo
baseada em graos, vegetais, frutas, legumes, sementes,
oleaginosas, leite, ovos e derivados, mas com restrigdo do consumo
de qualquer tipo de carne e produtos derivados.

2. 21 veganos (V) — aqueles que nao consomem nenhum tipo de
alimento de origem animal, excluindo, dessa maneira, carne e
também o leite, ovos e derivados.

3. 29 onivoros (ON) — aqueles que consomem qualquer alimento de
origem vegetal e animal.

O numero de participantes do estudo foi baseado em trabalhos
anteriores, que utilizaram a mesma metodologia para avaliagdo do
metabolismo de quilomicrons (HOSNI et al., 2007; CESAR et al., 2006; DE
MARCHI et al., 2006). Todos os participantes eram voluntarios saudaveis e
estavam praticando a dieta (ovolacto- vegetariana, vegana ou onivora), por
pelo menos 5 anos prévios ao inicio do estudo. Os individuos vegetarianos

foram recrutados através da divulgacdo do estudo, no site
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www.alimentacaosemcarne.com.br. Os interessados em participar entravam
em contato para marcar uma primeira visita. Nesse primeiro dia, 0s
individuos respondiam a um questionario sobre habitos de vida, alimentacao,
e atividade fisica (Anexo 1). Através desse questionario, os participantes
foram selecionados e subdivididos nos grupos para participarem da
pesquisa. No dia da realizacdo dos testes, os individuos respondiam a uma
recordatério alimentar, incluindo dois dias da semana e um dia do final de
semana. Através deste recordatério foi calculada, pelo software profissional
Diet Win Andlise Nutricional, a ingestdo de energia e macronutrientes de
todos os participantes.
Os participantes foram pareados por sexo, idade e indice de massa
corporea (IMC).
Critérios de incluséo:
e Ser adepto a dieta vegetariana, vegana ou ovolacto-
vegetariana
e |dade entre 20 de acordo com a recomendacao do ATP Ill e 55
anos
e indice de Massa Corpérea (IMC) entre 18,4Kg/cm? e

24,9Kg/cm?

Critérios de exclusédo — presencga de:

e Dislipidemias - Critérios do National Cholesterol Education Program —

Adult Treatment Panel (NCEP-ATP-III):

1. Hipercolesterolemia: > 200 mg/dL
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2. Hipertrigliceridemia: > 150 md/dL
3. HDL-C baixo: < 40 mg/dL para homens

< 50 mg/dL para mulheres

Diabetes Mellitus — Critério do Expert Committe on Diagnosis of

Diabetes Mellitus: glicemia em jejum > 126 mg/dL

e Doenca aterosclerotica

e Fumantes

e Obesidade, em funcdo do IMC: Critério recomendado pelo NCEP-
ATP-III: IMC > 30 kg/cm?

e Insuficiéncia renal

e Insuficiéncia hepatica

e Hipertensao arterial

e Hipotireodismo

e Uso de medicamentos como corticéides, diuréticos,
betabloqueadores, progestagenos, anabolicos esterodides,
imunossupressores € hipolipemiantes.

e |dade inferior a 20 anos e superior a 55 anos.

e Gestacdo, confirmada por teste de gravidez, no dia dos estudos

cinéticos.

e Praticante de atividade fisica intensa (mais que 4 vezes por semana)

Os participantes foram orientados detalhadamente sobre os objetivos
do estudo, assim como todos os procedimentos envolvidos no protocolo de

pesquisa. Apbs todos os esclarecimentos, assinaram um termo de
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consentimento prévio (Anexo 2), antes do questionario alimentar e da

realizacdo dos testes no laboratorio.

3.2 Material

Os lipides, colesterol, oleato de colesterol, trioleina e fosfolipides
foram obtidos da Sigma Chemical Co (St. Louis, USA). Os lipides marcados
radioisotopicamente, glycerol trif9,10(n)*H]oleate e cholesteryl [1-'*CJoleate
foram obtidos da Amersham International (UK). A silica gel 60 H e sistema
solvente constituido de hexano: éter etilico: acido acético (70: 30: 1, v/v)
(Merck S.A Industrias Quimicas, Rio de Janeiro, Brasil) foi utilizada para
verificar a pureza dos lipides, através de cromatografia em camada delgada
(0,05 mm de espessura).

O tolueno, triton-X, POPOP e PPO, utilizados no preparo da solugcéao
cintiladora, o cloroférmio e o metanol utilizados no método de extragao de
lipides foram obtidos da Merck S.A Industrias Quimicas (Rio de Janeiro,
Brasil).

A heparina sodica (Liquemine,) utilizada como anticoagulante nas
amostras de sangue colhidas dos participantes do estudo e nos ensaios de

medida de atividade lipolitica, sera obtida da Roche (Brasil).
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3.3 Métodos

3.3.1 Preparo da Emulsao de Quilomicrons Artificiais

As emulsdes de quilomicrons artificiais foram preparadas conforme
descrito anteriormente (MARANHAO et al., 1984). Os lipides frios foram
dissolvidos em cloroféormio: metanol, 2:1 e pipetados em frascos de
cintilacdo (2% colesterol, 6% oleato de colesterol, 23% lecitina e 69%
trioleina), juntamente com os lipides radioativos oleato de colesterol-'*C e
trioleina-H. As misturas passaram por um processo de secagem sob fluxo
de nitrogénio e foram mantidas durante 12 horas em dessecador a vacuo
para completa evaporacdo dos solventes organicos residuais. Foram
acrescentadas as misturas secas, 6,0 ml de solucdo de NaCl, densidade
1,101 g/mL, pH 7,0.

As emulsdes foram preparadas através de irradiacao ultrassénica das
misturas lipidicas em meio aquoso salino, utilizando-se um disrruptor de
células, Branson Cell Disruptor (Branson Ultrasonics Corp, mod B 450),
equipado com ponta de titineo com 1 cm de didmetro, com uma poténcia de
70-80 watts, durante 30 minutos, sob fluxo de nitrogénio em uma

temperatura de 50 a 55 °C. As emulsdes obtidas foram submetidas a duas
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etapas de ultracentrifugacdo em gradiente descontinuo de densidade,
utilizando-se rotor TH 641e ultracentrifuga Sorvall (modelo OTD Comb,
Wilmington, EUA), para purificacdo, ou seja, obtencdo de particulas
homogéneas, com a densidade e o tamanho desejados. Na primeira etapa,
foram acrescentadas ao volume das emulsdes obtidas por irradiacao
ultrassénica, solucdes salinas com densidades 1,065 g/mL, 1,020 g/mL e
1,006 g/mL, nesta ordem. As emulsdes foram ultracentrifugadas a 12.000
rotagbes por minuto, a 22 °C durante 15 minutos. Ao término da
ultracentrifugacéo, foram desprezados 0,5 mL do sobrenadante e o restante
do volume foi submetido a segunda etapa de purificacdo, através de
ultracentrifugacao a 36.000 rotagdes por minuto, a 22 °C, durante 25
minutos. As emulsdes utilizadas no presente estudo foram entdo obtidas
através da aspiracdo de 3,0 mL do sobrenadante e imediatamente
esterilizadas através de passagem em filtros com porosidade de 0,22 um de
diametro (Millipore, Sao Paulo) e armazenadas em frascos estéreis.

Toda a vidraria utilizada no preparo das emulsdes foi submetida a um
processo de despirogenizacao através de vapor seco, 180 °C, durante 2
horas e esterilizacdo em vapor Uumido, 120 °C, durante 30 minutos. Os
materiais plasticos foram esterilizados através de exposicdo a luz ultra-
violeta de onda curta, as quais possuem um componente com comprimento
de onda de 253,7 nandmetros, durante 12 horas. Todo o procedimento de
preparo das emulsdes foi realizado em sala isolada, em capela de fluxo
laminar vertical. Aliquotas das emulsées artificiais foram submetidas a teste

de esterilidade e pirogenicidade.
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3.3.2 Preparo da Nanoemulsao Artificial Semelhante a LDL (LDE)

A nanoemulsdo LDE foi marcada com oleato de colesterol-'*C,
trioleina-*H, colesterol-*H e fosfolipides-'*C, para o estudo de transferéncia
de lipides para a HDL. Segundo a técnica descrita por Ginsburg et al. (1982)
e modificada por Maranhdo et al. (1993), utilizamos o seguinte
procedimento: em um frasco, foram pipetados 40 mg de fosfatidilcolina, 20
de oleato de colesterol e 1 mg de trioleina e 0,5 mg de colesterol (Sigma-
Chemical Co — St Louis, EUA), a partir de estoques preparados em
cloroférmio/metanol (2:1) (Merck-Darmstadt, Alemanha). Foram adicionados
oleato de colesterol-'*C, trioleina, fosfolipides-'*C e °*H -colesterol
(Amersham Internacional — Reino Unido). Depois disso, a mistura foi
submetida a um processo de secagem sob fluxo de nitrogénio, em banho-
maria 37°C e mantida em dessecador a vacuo, por 16 horas, 4°C, para
remocao dos solventes residuais. A mistura de lipides ressuspendida em
tampao tris-HCI foi emulsificada por irradiagao ultrassénica de 125 W de
poténcia, durante 3 horas, sob uma atmosfera de nitrogénio, com uma
variagdo da temperatura de 51 a 55 °C. Em seguida, a nanoemulsao foi
purificada através de duas etapas de ultracentrifugacdo e esterilizada

através de passagem em filtro Millipore, 0,22 um de diametro.
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3.3.3 Estudos Cinéticos com a Emulsao de Quilomicrons Artificiais

Os participantes chegavam ao laboratério apds as 8 horas, em jejum
de 12 horas. Apds a coleta das amostras de sangue para as determinacoes
bioquimicas (concentracdoes plasmaticas de colesterol total, LDL-C, HDL-C,
VLDL-C e triglicérides), avaliacdo da transferéncia de lipides da
nanoemulsdo LDE para a HDL e medida do diametro da HDL, dava-se inicio
aos estudos cinéticos da emulsao de quilomicrons artificiais. Utilizando-se a
mesma veia, foi injetado cerca de 100 uL de emulsao, contendo 148 kBq
(4uci) de *H-trioleina e 74 kBqg (2uCi) de '*C-oleato de colesterol. Apds a
injecdo, através de outra pungdo venosa, foram colhidas amostras de
sangue (6,0 mL) em tubos de ensaio contendo 50 uL de heparina sédica, em
intervalos de tempo pré-estabelecidos (2, 4, 6, 10, 15, 20, 30, 45 e 60
minutos), mantendo-se a cateterizacdo venosa com soro fisiol6gico 0,9%. As
amostras de sangue foram centrifugadas a 2.700 rpm, durante 10 minutos,
em centrifuga Sorvall (modelo RT7, Wilmington, EUA), para obtencao de
plasma. Aliquotas de 1,0 mL de plasma foram pipetadas em frascos de
cintilagdo. Foram acrescentados a esses frascos, 7,0 mL de solugcéo
cintiladora PPO/POPOP/tritonX-100/tolueno (5g: 0,5g: 333 mL:/ 667 mL)
para a determinacao da radioatividade presente nas amostras, utilizando-se

um contador Beta (Packard, modelo 1660 TR, EUA). As contagens obtidas
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foram utilizadas para o calculo das curvas de decaimento plasmatico e dos

parametros cinéticos dos componentes lipidicos radioativos da emulsao.

3.3.4 Auséncia de Risco Relacionada aos Estudos Cinéticos

A dose radioldgica injetada foi avaliada de acordo com as normas da
"International Commission on Radiological Protection” (ICRP) (SOWBY,
1984). O parametro "Annual Limit for Intake" (ALl) de radionuclideo é
definido como a quantidade de radioisétopo que induz a uma dose
equivalente de 50 mSv. Para componentes organicos marcados com '“C ou
3H, os valores de ALl sdo 9 x 107 e 3 x 10° Bq, respectivamente. No presente
estudo, a dose injetada de '*C sera de 22,2 x 10* Bq, o que equivale a: (22,2
x 10* Bg/ 9 x 10" Bg) x 50mSv = 0,1233msV. Para o °H, a dose injetada
sera de 44,4 x 10* Bqg, portanto a dose equivalente: (44,4 x 10* Bq / 3 x 10°

Bq) x 50 mSv = 0,0075 mSv.

A dose equivalente incorporada no corpo inteiro em consequéncia da
exposicao aos lipides radioativos foi estimada em 0,04 mSv, conforme
avaliado pelo método MIRD - Medical Internal Radiological Dosimetry

(SMITH, 1977). Em conformidade com as normas de protecao radiologica
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(Comissao Nacional de Energia Nuclear, 1988), este valor € muito inferior ao
maximo permitido, 50 mSv.

Os dados descritos para ratos pesando 0,4 kg foram ajustados para
seres humanos, estimando-se um peso médio de 70 kg, utilizando-se um
fator de corre¢cdo com a equacao seguinte:

KHomen = kRato x (70kg/ 0,4kg) ™.

O valor exponencial X representa uma escala de variacoes
interespécies da farmacocinética, levando em consideragdo o tempo
biolégico de cada espécie, que varia de 0,65 a 0,95. Considerando o valor
de X=0,86, estima para os seres humanos um nivel plasmatico total de 204
mg/dL e uma excregao diaria de colesterol de 1250 mg/dia (BOXENBAUM,
RONFELD,1983).

Esse valor esta dentro da média descrita em avaliacées laboratoriais
desses parametros em seres humanos (MARANHAO, QUINTAO, 1983).

O método acima descrito permite estimar que os participantes deste
estudo receberam por dose injetada de '“C-oleato de colesterol, 0,26 mGy
no intestino grosso inferior, 0,5 MGy no intestino grosso superior, 0,18 mGy
na pele, 0,13 mGy na superficie dos ossos e 0,13 mGy no figado. A dose
recebida pelos pulmdes, coragdo, ovarios ou testiculo & desprezivel. Em
conformidade com as normas de protecao radiolégica (Comissao Nacional
de Energia Nuclear, 1988), este valor € muito inferior ao maximo permitido. A
dose de radiacao induzida pela inje¢cao dos radioisétopos € menor que a

obtida com a maioria dos procedimentos radiol6gicos, sendo cerca de 10
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vezes menor que a dose induzida por uma radiografia de cranio (ALTMAN,

1974).

3.3.5 Analise dos Dados Cinéticos

As cinéticas dos triglicérides e do éster de colesterol radioativos
fornecem informacgdes distintas. A remogédo plasmatica dos triglicérides da
emulsao reflete o processo de lipdlise dos quilomicrons artificiais, enquanto
que remocao do éster de colesterol reflete a remocao do remanescente pelo
figado.

As contagens de radioatividade obtidas nas amostras de plasma dos
pacientes nos tempos avaliados durante 60 minutos, foram utilizadas para a
determinacdo das curvas de decaimento plasmatico e calculo dos
parametros cinéticos dos componentes lipidicos radioativos da
nanoemulsdo, por meio de analise compartimental, com a utilizagcdo de um
programa computacional desenvolvido para analise de cinética de
nanoemulsdes por Mesquita, C.H., do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, programa AnaComp
versao 4.1 (MESQUITA, 1994).

No modelo utilizado (figura 1), a cinética da nanoemulsao foi avaliada
por avaliacdes isoladas das remocbes plasmaticas de seus componentes

lipidicos radioativos, pelo fato dos mesmos apresentarem cinéticas
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diferentes. Assim como no metabolismo dos quilomicrons naturais, os
triglicérides da nanoemulsdo sao hidrolisados durante o metabolismo,
enquanto que o oleato de colesterol permanece no interior da particula até a

captacao da mesma pelo figado.

4C-CE

k1,0

k1,2

k2,0

Figura 1 - Modelo compartimental adotado para andlise para de cinética

plasmatica dos quilomicrons artificiais (MESQUITA, 1994)

A curva de remogao plasmatica do '*C-colesterol esterificado (*C-CE)
reflete a cinética do colesterol esterificado e apresenta um perfil
biexponencial com um rapido decaimento inicial seguido de outro mais lento.
Esse perfil levou a adocdo de um modelo com dois compartimentos que
representam o colesterol esterificado dos quilomicrons artificiais no espaco
intravascular, tal como foi injetado (compartimento 1) ou na particula
remanescente, resultante do processo de lipdlise (compartimento 2).

A curva de remocdo plasmatica dos °H-triglicérides (*H-TG)

representa a cinética das moléculas de triglicérides. Embora essa curva
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apresente as mesmas caracteristicas da curva de remocao do *C-CE, o seu
decaimento é mais rapido devido & acdo da LLP. A cinética do *H-TG ¢é
representada por trés compartimentos: os triglicérides na particula, tal como
foi injetada na circulacdo sanguinea (compartimento 3), as particulas
remanescentes (compartimento 4) e os acidos graxos livres, derivados da
hidrélise dos triglicérides (compartimento 5).

A partir desse modelo e com base no método dos minimos quadrados
nao linear, foram calculadas as taxas fracionais de transferéncia (k) dos
lipides marcados entre os compartimentos ou para o espaco extravascular.

Os compartimentos e as taxas fracionais de transferéncia (k) do

modelo adotado neste estudo sao definidos como:

3.3.6. Analise da cinética do éster de colesterol marcado com '*C (EC-

14C):

- 0 compartimento n° 1 representa a emulsdo marcada com EC-'*C,
introduzida no espaco intravascular;
- 0o k1,0 representa a fragdo da emulsdo que € retirada do

compartimento plasmatico por meio de via ndo especifica;
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- 0 k1,2 representa a fracdo da emulsado que sofre a acédo da LLP,
perdendo triglicérides e se transformando em uma particula menor, o
remanescente de quilomicron, o qual é representado pelo compartimento n°
2;

- 0 compartimento n° 2 representa o remanescente de quilomicron,
resultante da acao lipolitica;

- 0 k2,0 representa a fragdo de remanescente de quilomicron que é
removida do compartimento plasmatico, por meio de captacao

principalmente hepatica.

3.3.7. Analise da cinética dos triglicérides marcados com *H (TG-*H):

- 0 compartimento n° 3 representa a emulsdo marcada com °H-TG,
injetada na circulagdo sanguinea;

- 0 k3,0 representa a fracdo da emulsdo que é removida do
compartimento plasmatico por meio de via ndo especifica;

- 0 k3,4 representa a fracdo da emulsdo que sofre a acao da LLP,
perde triglicérides se transforma no remanescente de quilomicron;

- 0 compartimento n°® 4 representa o remanescente de quilomicron;
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- 0 k3,5 representa a fracdo de acidos graxos livres formada a partir
da hidrélise dos triglicérides, pela acao da LLP sobre os quilomicrons;

- 0 k4,5 representa a fracdo de acidos graxos livres formada a partir
da hidrélise dos triglicérides, pela acao da LLP sobre os quilomicrons;

- 0 k4,0 representa a fracdo de remanescente captada principalmente
pelo figado.

- 0 k5,0 representa o0 desaparecimento dos acidos graxos livres do
compartimento extravascular.

Para representar a remocao das particulas foram utilizados os
parametros denominados taxas fracionais de remocdo (TFR), em min™', dos
lipides marcados, calculados pela média ponderada das respectivas taxas

fracionais de transferéncia (k).

3.3.8 Atividade da Lipase Lipoprotéica (LLP)

Para a avaliacdo da atividade da LLP, foram utilizadas como substrato
emulsdes lipidicas artificiais obtidas conforme descrito anteriormente,
marcadas apenas com °H-trioleina. A avaliacdo foi realizada 15 minutos
apos a ultima coleta dos estudos cinéticos, quando foi colhida uma amostra
de sangue para avaliar a radioatividade residual no plasma, a qual, quando

constatada, foi subtraida dos resultados.
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Os pacientes receberam uma injecao endovenosa de heparina sédica
(100 U/kg) e apds 10 minutos foram colhidas amostras de sangue (20 ml)
em tubos contendo heparina (50ul) (GIANINNI et al., 1970; SULTAN et al.,
1990; VINAGRE et al.,2000). As amostras foram imediatamente colocadas
em banho de gelo e centrifugadas em centrifuga refrigerada Sorvall (modelo
RT7, Wilmington, EUA), a 2.700 rpm, 4°C, durante 10 minutos.

Para a determinagédo da atividade lipolitica total, aliquotas de 500 ul
de plasma dos participantes foram incubadas com 25 ul das emulsbes de
quilomicrons artificiais, em Banho-Maria a 37°C, sob agitacdo, em tempos
pré-estabelecidos (5, 15, 30, 45, 60, 120 e 180 minutos). Apds cada tempo,
as amostras foram retiradas do Banho-Maria, colocadas imediatamente em
banho de gelo e submetidas a extracdo de lipides pelo método de Folch,
com cloroférmio:metanol:agua destilada (5mL: 2,5 mL:2,5mL). Apds 12
horas a 4°C, os infranadantes das amostras foram aspirados, secos sob
fluxo de nitrogénio, ressuspendidos com 300 uL de cloroférmio:metanol (2:1)
e aplicados em placas de cromatografia em camada delgada que continham
silica gel 60 H como fase estacionaria.

Apébs a aplicacao, as placas foram colocadas em sistema solvente,
constituido de n-hexano/éter etilico/acido acético glacial (70 ml: 30 ml: 1,0
ml), para separagao das fragdes lipidicas. Sera determinada a radioatividade
presente na fracdo correspondente aos triglicérides, em solucao cintiladora
descrita anteriormente, utilizando-se um contador Beta (Packard modelo
1660 TR, EUA). Através das contagens obtidas, foram calculadas as

percentagens de triglicérides ainda restantes na emulsao em cada tempo de
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incubacgao estudado. Foram tracadas as curvas de hidrélise dos triglicérides

radioativos da emulsdo e calculadas as areas sob as curvas (ASC).

3.3.9 Determinacdes Bioquimicas

A determinacédo dos niveis plasmaticos de triglicérides foi realizada
através de método enzimatico (Merck S.A. Industrias Quimicas, Rio de
Janeiro, Brasil).

O colesterol total foi determinado por método colorimétrico enzimatico
(Chod-Pap, Merck S.A. Industrias Quimicas, Rio de Janeiro, Brasil). O
colesterol de HDL foi determinado pelo mesmo método utilizado para o
colesterol total, ap6s precipitacdo quimica das lipoproteinas que contém
apolipoproteina B, utilizando-se reagente precipitante constituido por cloreto
de magnésio e acido fosfotungstico. O valor do colesterol de LDL foi obtido
pela diferenca entre o colesterol total e a somatéria do colesterol de HDL e
colesterol de VLDL. O colesterol de VLDL foi calculado através da divisdo
dos niveis plasmaticos de triglicérides por 5.

Colesterol de LDL= [colesterol total - (HDL-C + VLDL-C)]

Colesterol de VLDL-= triglicérides/5
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3.3.10 Avaliacao da “Transferéncia de Lipides da Nanoemulsao LDE

para a HDL”

A transferéncia de lipides da LDE para a HDL foi avaliada conforme
descrito anteriormente (LO PRETE et al.,, 2009; PUK et al., 2009). Uma
aliquota de 200 pL de plasma dos participantes foi incubada com 50 pL da
nanoemulsdo LDE marcada com os lipides radioativos (oleato de colesterol-
14C, trioleina-®H, colesterol-*H e fosfolipides-'*C), a 37°C, sob agitacéo,
durante 1 hora. Apds esse procedimento, foram adicionados 250 uL de
reagente precipitante (0,2% Dextran/0,3 mol/L MgCl,) seguida de agitacao
por 30 segundos e centrifugacdo por 10 minutos, a 3000 rotacbes por
minuto. O infranadante, contendo a nanoemulsao LDE e as lipoproteinas
plasmaticas que contém apo B, VLDL e LDL foi desprezado. O
sobrenadante, contendo a HDL, foi submetido a contagem da radioatividade
presente, que corresponde a transferéncia dos lipides radioativos da LDE
para a HDL do individuo. Foi calculada a percentagem de transferéncia de
cada um dos lipides radioativos, considerando como 100%, a radioatividade
total utilizada na incubacgéo. A quantificacao dos lipides transferidos da LDE
para a HDL plasmatica foi expressa como percentegem (%) em relacéo a

radioatividade total incubada.
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3.3.11 Determinacao do Diametro da HDL

O tamanho da HDL foi mensurado por espalhamento de luz (light
scattering) utilizando o equipamento Laser Light Scattering (ZetaPALMS,
Brookhaven Instr. Corp.) (LIMA, MARANHAQ, 2004).

Foram adicionados 500 pL polietilenoglicol 8000 (PEG) a 40% (p/v) a
uma aliquota de 500 uL de plasma, separada de amostra de sangue colhida
com EDTA. Apéds agitacao por 30 segundos, a mistura foi centrifugada por
10 minutos, 3000 rpm. Foram retirados 500 pL do sobrenadante, ao qual
foram adicionados 1500 pLde solugdo salina 1:10 (v/v) e em seguida
passaram em filtro Millipore 0,22 um de didmetro. O didmetro das particulas
(nm) em solugao foi mensurado pela luz espalhada, coletada em um angulo

de 90 e expressos pelo resultado médio obtido em 5 corridas.

3.3.12 Analise Estatistica

Inicialmente  todas as variaveis foram  analisadas
descritivamente. Para as varidveis quantitativas esta analise foi feita através

da observacdo dos valores minimos e maximos, e do calculo de médias,
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desvios-padrao e mediana. Para as variaveis qualitativas calculou-se
freqUéncias absolutas e relativas.

Para a comparacao de médias dos trés grupos foi utilizada a
Anadlise de Variancia a um fator (ANOVA) (ROSNER, 1986), com as
comparagfes multiplas realizadas através do teste de Bonferroni. Quando a
suposicao de normalidade foi rejeitada foi utilizado o teste nao-paramétrico
de Kruskal-Wallis (ROSNER, 1986) com as comparagdes multiplas
realizadas através do teste de Dunn.

Para se testar a homogeneidade entre as proporcdes foi
utilizado o teste qui-quadrado (ROSNER, 1986).

Para o estudo de correlacdes foi utilizado o coeficiente de
correlacao de Pearson (ROSNER, 1986)

O nivel de significancia utilizado para os testes foi de 5%.
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4.0 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinicas dos grupos estudados

Como observado na Tabela 1, os grupos vegano, ovolacto-vegetariano

e onivoro foram pareados por idade, sexo e indice de massa corpérea.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas dos grupos vegano, ovolacto-vegetariano
e onivoro

Parametros Vegano Ovolacto-vegetariano  Onivoros

(n=21) (n=18) (n=29)
Sexo(M/F) 11/10 8/10 17/12
Idade (anos) 3510 357 3719
IMC (Kg/m?) 22,7122 23+1,6 23,5+1,2
AF moderada (%) 52 66 45

Dados expressos em média + desvio padrdo. Abreviaturas: IMC=Indice de
massa corporea; AF= atividade fisica
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4.2 Estimativa de ingestao de energia e macronutrientes entre veganos,

ovolacto-vegetarianos e onivoros

Como observado na Tabela 2, individuos veganos consomem
diariamente uma menor quantidade de calorias totais quando comparado
aos ovolacto-vegetarianos (p<0,001) e onivoros (p<0,001). Entretanto, o
consumo de carboidratos foi maior pelos individuos veganos comparado aos
ovolacto-vegetarianos (p<0,05) e onivoros (p<0,05). Em relagédo ao consumo
de proteinas, gordura total, gordura saturada, fibras e colesterol, também
foram encontradas diferencas entre os grupos. Individuos veganos
consumiam uma menor quantidade quando comparado aos ovolacto-
vegetarianos (p=0,05; p<0,001; p<0,001; p<0,001; p<0,05: respectivamente)
e onivoros (p<0,001; p<0,001; p<0,001; p<0,001; p<0,05: respectivamente).
Quando realizada a comparacao entre esses dois grupos, o consumo foi
menor no grupo ovolacto-vegetariano de proteinas (p=0,02), gordura total
(p=0,01), gordura saturada (p<0,001), fibras (p<0,001) e colesterol (p<0,05)
do que em onivoros.

Em relagcdo a gordura poliinsaturada, individuos veganos consumiam
uma maior quantidade quando comparado aos ovolacto-vegetarianos
(p<0,001) e onivoros (p<0,001). J& o consumo de gordura monoinsaturada
foi maior no grupo ovolacto-vegetariano quando comparada ao grupo

vegano (p=0,01) e onivoro (p<0,001)
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Tabela 2 - Estimativa de ingestdo de energia e macronutrientes entre os
grupos estudados

Alimentos Vegano Ovolacto-vegetariano Onivoro
(n=21) (n=18) (n=29)
Calorias Totais (Kg/cal) 1495+113°%° 1900+69 1947+140
Carboidratos (g) 61,5+1,6% 54,2415 51,942,2
Proteinas (g) 14,3+3,6% 15+0,5¢ 15,6+0,9
Gordura Total (g) 24,9+1° 30,6+1,6' 32,4+2,6
Gordura Saturada (g) 4,7+0,4% 7,7+0,4° 12,3+1,0
Gordura poliinsaturada (g) 7,6+0,5% 5,7+0,6 5,6+0,9
Gordura monoinsaturada (Q) 12,5+0,9 13,9+1,1%¢ 12,4+1,6
Fibras (g) 58,4+1,8% 43,142 5° 23,9+3,2
Colesterol (mg) 51,2+4,4% 151,148,4¢ 2494236

Dados expressos em média + desvio padrao.

4p<0,05 quando comparado ao grupo ovolacto-vegetariano
®r<0,01 quando comparado ao grupo ovolacto-vegetariano
p<0,001quando comparado ao grupo ovolacto-vegetariano
p<0,05 quando comparado ao grupo onivoro.

p<0,001 quando comparado ao grupo onivoro.

'p<0,01 quando comparado ao grupo onivoro.

c
d
e
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4.3 Taxa fracional de remocéo do éster de colesterol (TFR-EC-'*C) e dos
triglicérides (TFR-TG-’H), taxa de lipdlise e atividade da lipase

lipoprotéica

Como observado na figura 2, a remocao plasmatica dos
remanescentes dos quilomicrons artificiais representada pela taxa fracional
de éster de colesterol (TFR-CE-'*C) est4 aumentada no grupo vegano

(p<0,05) e ovolacto-vegetariano (p<0,05) (TABELA 3).
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FIGURA 2. Curvas de remocgdo plasmatica do éster de colesterol-'*C dos

quilomicrons artificiais nos grupos vegano, ovolacto-vegetariano e onivoro.
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Ao comparar a TFR-TG-®H nos grupos estudados, vegano, ovolacto-
vegetariano e onivoro, nao foram constatadas diferengas significativas

(p=0,428) (FIGURA 3 e TABELA 3).
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FIGURA 3. Curvas de remocdo plasmatica dos triglicérides->H dos

quilomicrons artificiais nos grupos vegano, ovolacto-vegetariano e onivoro.

Em relacéo a atividade da lipase lipoprotéica e a taxa de lipdlise, nao

houve diferencga siginificativa entre os grupos estudados (TABELA 3).
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Tabela 3 - Taxa fracional de remocao do éster de colesterol (TFR-EC-'*C) e
dos triglicérides (TFR-TG->H), em min™ e atividade da lipase lipoprotéica (LLP)
nos grupos estudados

Parametros Vegano Ovolacto-vegetariano Onivoro
(n=21) (n=18) (n=28)
TFR-EC-""C 0,016+0,0122 0,017+0,0182 0,003+0,003
TFR-TG-*H 0,024+0,014 0,030+0,016 0,030+0,016
Lipolise 0,018+0,023 0,023+0,023 0,022+0,024
Atividade LLP 859812332 875513396 717811803

Dados expressos em média + desvio padrao.
4p<0,05 quando comparado ao grupo onivoro

4.4 Determinacgdes bioquimicas

Observa-se na Tabela 4, os valores das concentragcdes plasmaticas
dos lipideos e glicose dos grupos estudados.

Houve diferenca entre os niveis séricos de colesterol total do grupo
vegano, quando comparado ao grupo ovolacto-vegetariano (p<0,05) e ao
onivoro (p=0,005).

Com relagdo aos resultados das concentragcdes de LDL-C, houve
uma diferenca significativa apenas quando comparado 0 grupo vegano ao
grupo onivoro (p<0,05). O mesmo foi observado com as concentragdes

plasmaticas de glicose (p=0,01).
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Nao houve diferenga significativa nos niveis séricos de triglicérides
entre 0s grupos vegano, ovolacto-vegetariano e onivoro (p=0,229). O
mesmo ocorrendo com a HDL (p=0,388) e VLDL (p=0,122).

Tabela 4 - Concentracdes plasmaticas dos lipideos e glicose dos grupos
estudados

Parametros Vegano Ovolacto-vegetariano Onivoro
(n=21) (n=18) (n=29)
Colesterol (mg/dL)

Total 140+33% 167427 168227
LDL 83+32° 103+26 105+27
HDL 4119 42+8 45+12
VLDL 1518 2219 24+11

Triglicérides 82138 104127 88144
Glicose 70£17° 74+18 84+7

Dados expressos em média = desvio padrao. LDL= lipoproteina de baixa
densidade; HDL= lipoproteina de alta densidade; VLDL= lipoproteina de
densidade muito baixa densidade

4p<0,05 quando comparado ao grupo onivoro

IDp<0,01 quando comparado ao grupo onivoro

°p<0,05 quando comparado ao grupo ovolacto-vegetariano
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4.5 Taxa de transferéncia de éster de colesterol, colesterol livre,
triglicerideos e fosfolipideos da LDE para HDL e determinacao do

diametro da HDL.

Na Tabela 5 observa-se os valores das taxas de transferéncia de
éster de colesterol, colesterol livre, triglicerideos e fosfolipideos da LDE para
HDL e determinacao do diametro da HDL dos trés grupos estudados.

Ndo houve diferenca nas taxas de transferéncia do >H-éster de
colesterol (p=0,079), *C-colesterol livre (p=0,683), triglicerideos (p=0,473) e
fosfolipideos (p=0,689) entre os grupos estudados. O mesmo ocorreu com 0
tamanho das particulas de HDL, que foi semelhante entre veganos,
ovolacto-vegetarianos e onivoros (p=0,136).

Tabela 5 - Taxa de transferéncia (%) do éster de colesterol, colesterol livre,

triglicerideos e fosfolipideos da emulsao rica em colesterol (LDE) para a HDL
e didmetro das particulas de HDL (nm) nos grupos estudados

Taxas de transferéncia Vegano Ovolacto-vegetariano Onivoro
(n=10) (n=13) (n=14)
°H-éster de colesterol (%) 2,8+0,6 2,9+0,8 3,515
'“C-colesterol (%) 7,3+2,5 8,0+1,8 7,542,7
3H-triglicerideos (%) 4,442 4 4,53+0,56 3,6+2,1
'“C-fosfolipideos (%) 19,8+2,7 20,7+2,0 20,615,0
Tamanho HDL (nm) 9,3+1,5 9,9+1,5 9,3+1,4

Dados expressos em média + desvio padrdao. HDL= lipoproteina de alta
densidade
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4.6 Correlacdes entre taxa fracional de éster de colesterol (TFR-EC-'*C)
e o consumo de carboidratos, proteinas, gordura saturada, fibras e

colesterol

Como demonstrado na Tabela 6, a taxa fracional de éster de colesterol
se correlacionou positivamente com o consumo de fibras (r=0.360; p=0,021),
carboidratos (r=0,329; p=0,021) e proteinas (r=-0,328; p=0,036) e
inversamente com o consumo de gordura saturada (r= -0,320; p=0,042) e
colesterol (r=-0,324; p=0,039). Nao foram encontradas correlacdes entre o
consumo de calorias totais e dos demais nutrientes e a taxa fracional de

éster de colesterol.
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Tabela 6 - Correlacao entre a taxa fracional de éster de colesterol e o
consumo de calorias totais, carboidrato, proteina, gordura total, gordura
saturada, gordura poliinsaturada, gordura monoinsaturada, fibras e colesterol

Variaveis Taxa fracional de éster de colesterol
r Y
Calorias totais (Kg/cal) -0,189 0,238
Carboidratos (Q) 0,359 0,021
Proteinas (g) -0,328 0,036
Gordura Total (g) -0,295 0,061
Gordura Saturada (g) -0,324 0,039
Gordura Poliinsaturada (Q) 0,172 0,284
Gordura Monoinsaturada (Q) -0,085 0,599
Fibras (Q) 0,360 0,021
Colesterol (mQ) 0,320 0,042

Dados expressos como coeficiente de correlacéo (r) de Pearson
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Figura 4 - Correlacoes entre taxa fracional de éster de colesterol (TFR-
EC-'*C) e o consumo de carboidratos, proteinas, gordura saturada,
fibras e colesterol (continua)
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Figura 4 - Correlacoes entre taxa fracional de éster de colesterol (TFR-
EC-'*C) e o consumo de carboidratos, proteinas, gordura saturada,
fibras e colesterol (continua)
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Figura 4 - Correlacoes entre taxa fracional de éster de colesterol (TFR-
EC-'*C) e o consumo de carboidratos, proteinas, gordura saturada,
fibras e colesterol. (conclusao)
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, individuos veganos e ovolacto-vegetarianos
apresentaram remocgao mais rapida do éster de colesterol da emulsdo de
quilomicrons, quando comparados aos onivoros. Portanto, a dieta
vegetariana leva a mecanismos mais eficientes de remocédo dos
remanescentes resultantes da lipdlise dos quilomicrons que os individuos
onivoros.

A remocao deficiente de remanescentes ou o acumulo de triglicérides
pods-prandiais tem sido associada com risco aumentado de desenvolvimento
(GROOT et al., 1991; PATSCH et al.,, 1992; MARANHAO et al, 1996;
PROCTOR et al.,, 1996 e 2004; SPOSITO et al., 2004a; BANSAL et al.,
2007; NORDESTGAARD et al.,, 2010) e progressdao de doencga arterial
coronaria (DAC) (KARPE et al., 1994). Em varios estudos que utilizaram
diferentes marcadores de remanescentes como retinil palmitato
(WEINTRAUB et al., 1996 ) ou apo B48 (ROCHE et al., 1998a; MEKKI et al.,
2002; JACKSON et al., 2005), pacientes com DAC apresentaram acumulo
dos remanescentes marcados. Com a metodologia de emulsdes utilizada no
presente estudo, uma emulsdo semelhante aos quilomicrons com marcacao
radioativa do éster de colesterol e dos triglicérides é injetada em individuos
em jejum, para avaliar os processos metabdlicos dos quilomicrons na

circulacdo sanguinea (MARANHAO et al., 1996; VINAGRE et al., 2000;



61

CESAR et al., 2006). Em estudo realizado anteriormente com a emulsao
(MARANHAO et al., 1996), foi demonstrado que a remoc&o tanto do éster de
colesterol como dos triglicérides da emulsao estava deficiente em pacientes
com DAC, comparando-se com individuos sem a doenga.

Os remanescentes de quilomicrons podem contribuir com a
aterogénese por varios mecanismos (DOI et al., 2000; YU & MAMO, 2000;
ELSEGOOQOD et al., 2001; KAWAKAMI et al., 2001NAPOLITANO et al., 2001;
YU & COOPER, 2001; BATT et al., 2004; BOTHAM et al., 2005; SANIABADI
et al.,1997; KUGIYAMA et al., 1998; KAWASAKI et al., 2000)., sendo que
particulas semelhantes a remanescentes foram encontradas em placas
ateroscleroticas (PAL et al., 2003). Varios estudos tém demonstrado que a
composi¢ao dos &cidos graxos da dieta pode influenciar o metabolismo das
lipoproteinas pés-prandiais (GRUNDY, 1987; WEINTRAUB et al., 1988;
WOOLETT LA et al., 1992; ZAMPELAS et al., 1994; DIETSCHY DK, 1995;
ROCHE et al., 1998b; LAMBERT et al., 2000; LAMBERT et al., 2001). Dietas
ricas em acidos graxos poliinsaturados tendem a diminuir a resposta pos-
prandial comparadas as ricas em acidos graxos saturados (WEINTRAUB et
al., 1988; ZAMPELAS et al., 1994; ROCHE et al., 1998). A composi¢ao de
acidos graxos do remanescente de quilomicron constitui um importante fator
envolvido em sua captacao pelo figado (LAMBERT et al, 1995; LAMBERT et
al., 2000).

Conforme também observado no presente estudo, individuos veganos
e ovolacto-vegetarianos consomem menos gordura total, gordura saturada e

colesterol que individuos onivoros (BALL & BARLLET, 1999; DAVEY et al.,
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2003; CRAIG e MANGELS, 2009). Em nosso estudo, o consumo de gordura
monoinsaturada foi maior nos individuos ovolacto-vegetarianos comparados
com veganos e onivoros. Entretanto, veganos nao apresentaram maior
consumo de gordura monoinsaturada que onivoros, o que também foi
observado em outros estudos (KORNSTEINER et al.,, 2008). Conforme
observado em outros estudos (FOKEMMA et al., 2000; ROSELL et al.,
2005), o consumo de gordura poliinsaturada foi maior nos veganos
comparando-se com o0s onivoros. Em relacdo aos veganos e ovolacto-
vegetarianos, também foi observado um maior consumo de gordura
poliinsaturada em veganos (ROSELL et al., 2005), ao contrario do que foi
observado em outros estudos (TOOHEY et al., 1998; KORNSTEINER et al.,
2008), sendo que ndo houve diferengca entre ovolacto-vegetarianos e
onivoros, conforme também demonstrado anteriormente (KORNSTEINER et
al., 2008).

O aumento da remocao plasmatica de remanescentes, indicado pela
maior taxa de remocéao do éster de colesterol da emulsdo, nos dois grupos
de vegetarianos, no presente estudo, pode estar relacionado ao menor
consumo de gordura saturada. A gordura saturada diminui os receptores de
LDL, os quais estdo envolvidos com a captagao hepatica de remanescentes
(DAUMERIE et al., 1992; WOOLETT et al., 1992; SPADY et al., 1993;
DIETSCHY DK, 1995; LAMBERT et al., 2000). Portanto, o menor consumo
de gordura saturada pelos veganos e ovolacto-vegetarianos comparados
com 0s onivoros pode ter contribuido com o clearance acelerado dos

remanescentes observado nesse estudo. Além disso, analisando os trés
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grupos, nossos dados mostram uma correlacdo negativa entre a quantidade
de gordura saturada consumida e a remog¢ao de remanescentes.

Weintraub et al. (1988) mostraram reducao na lipemia pds-prandial
com o consumo de gordura poliinsaturada, quando comparada com gordura
saturada. A gordura poliinsaturada e a monoinsaturada também podem
ativar o receptor de LDL (GRUNDY, 1987; VENTURA et al., 1989; GRUNDY
e DENKE, 1990). Portanto, o aumento do consumo de gordura
poliinsaturada observado no grupo vegano e o aumento do consumo de
gordura monoinsaturada observado nos ovolacto-vegetarianos podem
também estar relacionados ao aumento da remocdo de remanescentes
nesses dois grupos.

O fato dos vegetarianos consumirem menos colesterol que os
onivoros (MESSINA e MESSINA, 1996; NAKAMOTO et al., 2008; CRAIG e
MANGELS, 2009), dado também observado em nosso estudo, tanto com os
veganos como com 0s ovolacto-vegetarianos, pode também ter influenciado
o metabolismo dos remanescentes. Ginsberg et al. (1994) nao observaram
diferencas do alto consumo de colesterol por 8 semanas, na lipemia pés-
prandial, avaliada apés dieta-teste e vitamina A. Usando o mesmo método
baseado em emulsdes artificiais, Maranhdo et al. (CESAR et al., 2006)
demonstraram que o alto consumo de colesterol, com a ingestdo de trés
ovos por dia, diminuiu a remocgao plasmatica dos remanescentes. Em nosso
estudo, o consumo de colesterol pelos ovolacto-vegetarianos e veganos
(150 e 50 mg por dia, respectivamente) foi significativamente menor que

pelos onivoros (250 mg por dia), o que pode ter contribuido com o aumento
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da remocdo dos remanescentes. Além disso, observou-se também uma
correlacdo negativa entre o consumo de colesterol e a remocdo dos
remanescentes. Nossos resultados sugerem que além de poder diminuir o
LDL-C, como também demonstrado nesse estudo e em diversos outros
(LICHTENSTEIN et al.,, 2006) o menor consumo de colesterol poderia
proteger contra aterosclerose, acelerando a remogao dos remanescentes.
Por outro lado, em nosso estudo, veganos e ovolacto-vegetarianos
consumiam maior quantidade de fibras, assim como em outros estudos
(JANELLE e BARR, 1995; MESSINA e MESSINA, 1996; BARR e
BROUGHTON, 2000 WALDMMAN et al., 2007; CRAIG, 2009), o que
também pode estar envolvido com a remocdo aumentada dos
remanescentes encontrada, em nosso estudo, nesses dois grupos. O
consumo de fibras foi correlacionado com a taxa fracional de remocao do
éster de colesterol da emulsao, indicando que quanto maior o consumo de
fibras, maior a remocéao dos remanescentes. Alguns estudos demonstraram
uma reducgao na trigliceridemia pés-prandial (CARA et al., 1992; LIA et al.,
1997) tanto com o alto consumo de fibras como com a adi¢cao de fibras em
refeicao-teste. Alguns estudos mostraram que a dieta vegetariana diminui a
insulina e aumenta a sensibilidade a insulina (HUNG et al.,2006, BURKE et
al., 2007) o que est4, pelo menos em parte, relacionado ao maior consumo
de fibras (ANDERSON et al.,1995), ja que as fibras podem aumentar a
captacao dos remanescentes, estimulando o LRP (LAATSCH et al., 2009),
receptor que também esta envolvido com a captacdo hepatica dos

remanescentes (YU et al., 2001).
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No presente estudo, os individuos veganos consumiam uma maior
quantidade de carboidratos que os ovolacto-vegetarianos e onivoros.
Observou-se uma correlagao positiva entre o consumo de carboidratos e a
remogao dos remanescentes. Entretanto, dados da literatura mostram que o
maior consumo de frutose, comum em vegetarianos, leva a um aumento da
lipemia pos-prandial enquanto que o maior consumo de glicose pode
aumentar ou nao ter efeito (COHEN e BERGER, 1990; JEPPESEN et al.,
1995).

Outro aspecto observado em nosso estudo, em relacdo a dieta dos
veganos foi o menor consumo de proteinas quando comparados aos
ovolacto-vegetarianos e onivoros. Quando analisados todos 0s grupos,
observou-se uma correlagdo positiva entre o consumo de proteinas e a
remocdo dos remanescentes, ou seja, quanto menor o consumo de
proteinas menor a remogao de remanescentes, 0 que vem de encontro com
os resultados de Mamo et al. (2005) que mostraram que uma dieta pobre em
proteina exacerba a lipemia pds-prandial. Portanto, no presente estudo, o
menor consumo de proteina pelos veganos nao deve ter influenciado no
aumento da remocao plasmatica dos remanescentes.

A remocao plasmatica dos triglicérides da emulsdo de quilomicrons
foi similar em individuos veganos, ovolacto-vegetarianos e onivoros,
indicando que o processo de lipdlise dos triglicérides dos quilomicrons na
parede vascular pela acdo da lipase lipoprotéica encontra-se igualmente
eficiente em vegetarianos e onivoros, o que foi confirmado pelo ensaio “in

vitro” da medida da atividade dessa enzima. Weintraub et al. (1988)
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observaram que o consumo de gordura poilinsaturada ndo mudou a
atividade da lipase lipoprotéica in vitro, comparando-se com a gordura
saturada. Entretanto, alguns estudos mostraram que a dieta poliinsaturada
aumenta o processo de lipdlise dos quilomicrons (SANDERS, 2003). Em
nosso estudo, apesar do maior consumo de gordura poliinsaturada por parte
dos veganos, nao encontramos diferenca comparando-se com onivoros. Isso
pode ser explicado pelas diferentes metodologias utilizadas, visto que nos
estudos de outros autores, a avaliacao da lipélise foi realizada por meio dos
préprios quilomicrons naturais dos participantes, enquanto que em nosso
estudo, utilizou-se um quilomicrons artificial. Nesse sentido, Weintraub et al.
(1988) demonstraram que os quilomicrons formados em individuos que
consomem maior quantidade de gordura poliinsaturada possuem maior
afinidade pela lipase lipoprotéica.

Em nosso estudo observou-se niveis mais baixos de LDL-C nos
individuos veganos do que nos onivoros e nos ovolacto-vegetarianos. Esses
dados estdo de acordo com os referidos na literatura (TOOHEY ML et
al.,1998, DE BIASE et al.,2007; CHEN et al., 2008; FRASER, 2009),
indicando que uma dieta mais rigida, do ponto de vista do conteudo de
gorduras de origem animal proporciona um efeito maior no LDL-C. Quanto
ao achado, em nosso trabalho, de niveis de LDL-C iguais em ovolacto-
vegetarianos e onivoros, trata-se de ponto controverso, confirmado em
alguns estudos (HARMAN et al., 1998), mas na maioria deles, houve
realmente niveis mais baixos de LDL-C nos vegetarianos, comparados aos

onivoros. E possivel que isto se deva ao fato da maioria desses trabalhos
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(WEST, HAYES, 1968; FRASER, 2009) incluirem conjuntamente
vegetarianos ovolacto-vegetarianos e veganos, diferentemente do nosso
protocolo experimental, onde o0s dois grupos foram analisados
separadamente. O consumo, pelos veganos, de uma proporcao claramente
muito menor de acidos graxos saturados é o fator determinante do LDL-C
menor neste grupo, pois o consumo de maior percentual de gordura
saturada inibe a expressdo dos receptores da LDL, fazendo com que haja
acumulo desta lipoproteina no plasma (GRUND e DENKE, 1990; MENSINK
e KATAN, 1992; HEGSTED et al., 1993; MENSINK, 1993).

Em nosso estudo, ndo encontramos diferencas nos niveis de
triglicérides entre os grupos estudados. Alguns estudos da literatura
apresentaram o mesmo achado (LIN et al.,, 2001; CHELCHOWSKA et
al.,2003), mas em outros trabalhos observou-se diminui¢do dos triglicérides
nos vegetarianos (LU et al., 2000; DE BIASE et al., 2007). Essas variagoes
reportadas na literatura provavelmente se devem a diferentes conteldos das
dietas em gordura poliinsaturada ou carboidratos (FAMODU et al., 1998).

Veganos, ovolacto-vegetarianos e onivoros nao diferiram quanto aos
niveis de HDL-C. Esses resultados confirmam os dados da literatura
(CHELCHOWSKA et al.,, 2003; CHEN et al, 2008), embora, em outros
estudos tenha havido diminuicdo do HDL-C nos vegetarianos (SACKS et
al.,1975; RICHTER et al., 2004), provavelmente pela alta ingestdo de
alimentos ricos em gordura poliinsaturada e baixa ingestdo de gordura
saturada (MENSINK e KATAN, 1990; HEGSTED,1993; CLARKE, 1997).

Também nao foram encontradas diferengcas em aspectos qualitativos da
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HDL avaliados no presente estudo, como o processo de transferéncia de
lipides para a HDL e o tamanho dessa lipoproteina, entre os trés grupos
estudados. A transferéncia de lipides € um aspecto importante no
metabolismo da HDL e nas principais funcbes dessa lipoproteina quais
sejam na esterificagdo do colesterol plasmatico e no transporte reverso do
colesterol (GLOMSET, 1968; LO PRETE, 2009). Em relacao ao tamanho da
particula da HDL, os resultados em trabalhos recentes sao controversos (LE
GOFF, 2004 e BARTER e RYE, 2006). De acordo com a literatura, o
tamanho da HDL esta relacionado principalmente ao conteiddo de éster de
colesterol presente no interior da particula (BARTER, 2006), o qual pode ser,
em parte, determinado pelo processo de transferéncia de éster de colesterol.
Em nosso estudo, ndo houve diferenga no tamanho da HDL entre os grupos
estudados, o que poderia ser explicado pelo fato de que a transferéncia de
éster de colesterol da nanoemulsao para a HDL também nao foi diferente.
Os dados do presente estudo mostram que a dieta vegetariana, tanto
vegana como ovolacto-vegetariana, aumenta a remocao plasmatica dos
remanescentes de quilomicrons, lipoproteinas aterogénicas. Além disso, a
dieta vegana também induz niveis mais baixos de LDL-C, importante fator de
risco lipidico de aterosclerose. Tendo em vista estas consideracées, as
dietas vegana e ovolacto-vegetariana parecem ser mais favoraveis do ponto
de vista de prevencdo de aterosclerose comparada a onivoros. Esses
resultados, provavelmente, estdo relacionados com os efeitos benéficos da

dieta vegetariana em relacao as doencas cardiovasculares.
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6. CONCLUSAO

Podemos concluir, com os resultados do presente estudo, que os
individuos que ndo consomem nenhum alimento de origem animal, os
veganos e aqueles que incluem alimentos de origem animal em sua dieta,
mas nao ingerem carne, 0s ovolacto-vegetarianos, removem 0s
remanescentes de quilomicrons mais rapidamente da circulagdo sanguinea,
comparando-se com aqueles que incluem carne na dieta, os onivoros.
Entretanto, o processo de lipdlise dos quilomicrons néo diferiu entre os trés
grupos estudados.

Além disso, a dieta vegana leva a niveis mais baixos do colesterol
total, comparando-se com ovolacto-vegetarianos e onivoros. Em relacdo ao
LDL-C, foi observado decréscimo no grupo dos veganos quando comparado
com os onivoros. Nao houve diferencas no VLDL-C, HDL-C e triglicérides
entre os grupos estudados.

A transferéncia de lipides foi similar nos trés grupos estudados, assim

como o tamanho da HDL.
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ANEXOS




ANEXO 1

QUESTIONARIO
DADOS GERAIS
1. Nome Completo:
2.Sexo: M F 3. Idade: 4. Data de nascimento:
5. Ocupacao:
6. Grau de instrucéo: 1° Grau 2" Grau 3" Grau
7. Endereco: 8. CEP:
9. Fone residencial: 10.Celular:
11. e-mail:

ESTILO DE VIDA

12. Vocé é:

a) Ovolacto-vegetariano (ndo consome nenhum tipo de carne por pelo
menos 5 anos)

b) Vegano (ndo consome nenhum tipo de alimento de origem animal) por
pelo menos 5 anos)

c) Onivoro (consome qualquer tipo de alimento de origem vegetal ou
animal)

13. Ha quanto tempo vocé é lacto-ovo-vegetariano ou semi-vegetariano?
a) De 5-10 anos

b) De 10-15 anos

c) Mais de 15 anos

d) de nascenca

14. Recebeu alguma orientacao alimentar durante sua modificacao?
a) Sim, nutricionista

b) Sim, médico

c) Sim, de outroprofisssional

d) Nao

15. Se vocé for semi-vegetariano ou onivoro, vocé consome:
a) Carne Vermelha
b) Frango
c) Peixe
d) Frango e Peixe
)

e) Todas



16. Faz ou ja fez uso de suplementos nutricionais?
a) Nunca

b) 3-4 vezes/ semana

c) 5-7 ou mais vezes

d) 2vezes ao dia

17. Atividade fisica

a) Nenhuma (sedentario)

b) Atividade moderada ( 2 a 3 vezes/semana)

c) Exercicio ativo (4 a 5 vezes/semana )

d) Exercicio intenso (esporte competitivo treinamento forte véarias
vezes/semana)

18.Consumo de tabaco

a) Nunca fumou

b) Fumante antigo (ndo fuma mais)

c) Fumante (1-9 cigarros/dia)

d) Fumante pesado (>10 cigarros/dia)

19. Consumo de bebidas alcéolicas
a) Nunca bebeu

b) 2 vezes/més

c) 1vez/més

d) 2 ou mais vezes/semana

20. Vocé tem algum familiar de primeiro grau (pais, irmaos) que sofre ou
sofreu de cardiopatia precoce (para homem <55anos e mulher <65 anos)?
a) Sim b) Nao

21. Vocé sofre de alguma doenca crénica? Assinale Sim ou Nao

- Cardiopatia (doenca do coracao) sim nao
- Hipertensao arterial (pressao alta) sim nao
- Diabete melito sim nao
- Dislipidemia (colesterol alto) sim nao
- Gota sim nao
- Hepatopatia (insuficiéncia hepatica crénica) sim nao
- Nefropatia (insuficiéncia renal cronica) sim nao
- OQOutra sim nao

Se for SIM, indique qual:

22. Faz uso de algum medicamento
a) Sim b) Nao
Se for SIM, indique qual:



Quantas porcoes desses alimentos vocé consome
semanalmente:
23. Soja e derivados:
24. Leguminosas (feijao, lentilha, grao de bico):
25. Oleaginosas(nozes, castanha do para, améndoa...):
26.  Alimentos integrais:
27.  Alimentos refinados (Arroz branco, pao branco, macarrdo branco,

etc.):
28. Frutas:
29. Ovo:

30. Leite e derivados:



Diario Alimentar — dia da semana

Refeicao Alimentos Quantidade

Desjejum

Colacao

Almoco

Lanche

Jantar

Ceia

Fracionamento diario:




Diario Alimentar — dia da semana

Refeicao Alimentos Quantidade

Desjejum

Colacao

Almoco

Lanche

Jantar

Ceia

Fracionamento diario:




Diario Alimentar — final de semana

Refeicao Alimentos Quantidade

Desjejum

Colacao

Almoco

Lanche

Jantar

Ceia

Fracionamento diario:




Anexo D

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugdes para preenchimento no verso)

I - DADOS DE IDENTIFICAQAO, DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE ..ottt eeeeanneens
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 : ....ooiiiiiiiieeeiieeeeee e SEXO: MO F[I
DATA NASCIMENTO: ........ [eoeaen. [o....

ENDEREGO ....ooiiiii e NO e APTO: oo
BAIRRO ... .o CIDADE:.....oo e
CEP:.oe, TELEFONE:DDD (........ R UURURRRRIN

2. RESPONSAVEL LEGAL ....oueeteeeeeeeeeee e snen s anan s
NATUREZA(grau de parentesco, tutor, curador efC.).........ccccuereriiiireeiniineie e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......cooioiieiieeeieeieeene SEXO: M0 F [

DATA NASCIMENTO.: .../ cccccu.

ENDEREGO: ..o N APTO: e,
BAIRRO: ..o CIDADE: ...
CEP:.eeiie, TELEFONE: DDD ( .eee.)eeiiieeaitieeeriieeesiee e eeee e seee e esneee e

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA Efeitos da dieta vegetariana no metabolismo de
quilomicrons e aspectos qualitativos da HDL

PESQUISADOR: Juliana Christiano de Matos Vinagre
CARGO/FUNGCAO: . Nutricionista INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° CRN 19124
UNIDADE DO HCFMUSP: ..... InCor — Laboratério de Metabolismo de Lipides

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO 0 RISCO MINIMO X RISCO MEDIO
U

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

4. DURAGAO DA PESQUISA : 4 anos




Il - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE
OU SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa ; 2. procedimentos que serao
utilizados e propdsitos, incluindo a identificacdo dos procedimentos que
sao experimentais; 3. desconfortos e riscos esperados; 4. beneficios que
poderdo ser obtidos; 5. procedimentos alternativos que possam ser
vantajosos para o individuo.

O colesterol “ruim” e a gordura da alimentacdo podem colaborar para
termos de doencas do coracdo. Se ficarem muito tempo no nosso sangue
podem formar placas de gordura nos vasos sanguineos. Essas placas
dificultam a chegada do oxigénio com o sangue no coracao ou no cérebro.
Quando isto acontece, a parte do coracao que fica sem receber oxigénio,
necrosa, acontecendo o infarto no miocardio. Se isso acontecer no cérebro,
ocorre o acidente vascular cerebral, ou como € conhecido, o derrame
cerebral. Além disso, “0 colesterol bom” tem que estar alto no sangue
exercendo direito suas funcdes de protecdo contra a formacéo das placas
de gordura.

Com este estudo queremos avaliar se a dieta vegetaiana traz beneficios no
metabolismo da gordura da alimentacao, do colesterol ruim e do colesterol
bom. Para isso, primeiramente vamos tirar uma amostra de 10ml de sangue
para varios exames relacionados com gordura no sangue. Depois na
mesma veia sera feita uma injecdo da mesma substancia parecida com a
gordura da dieta, numa quantidade tdo pequena, que n&o consegue ser
detectada no sangue. Por isso, ela possue uma pequena radioatividade,
para que possamos medir sua presenga no sangue. Essa radioatividade é
muito baixa, 10 vezes menr que de um raio-X de térax. Depois da injecao,
durante 1 hora, serdo tirada 8 amostras de sangue de 5 ml de sangue cada,
por uma veia que vamos deixar pega, para nao precisar picar todas as
vezes. Depois, pela mesma veia sera injetada uma quantidade muito
pequena de outra substancia, heparina (cerca de 70 pl) e colhida uma
amostra de sangue de 10 ml, para testar se a gordura no seu sangue esta
sendo quebrada normalmente. Para esses exames vocé ficard no
laboratério durante cerca de 1 hora e meia.

Irdo participar desse estudo, pessoas vegetarianas veganas (que nao
comem nenhum tipo de alimento de origem animal), lacto-ovo vegetarianas
(ndo comem carne) e nao vegetarianas e os resultados dos exames serao
comparados entre esse trés grupos. Vocé tera acesso a todos os
resultados, assim como as explicacdes sobre eles.



Quanto aos desconfortos relacionados a esse exames, existe o fato de vocé
ter que permanecer no laboratério durante o tempo citado acima para cada
exame e as picadas nas veias para as injecdes e coletas de sangue. Os
exames ndo causam nenhum desconforto ruim a saude e tem o importante
objetivo de mostrar se a dieta vegetariana tem efeitos benéficos em fatores
de risco muito importantes de doencas cardiovasculares, a gordura da
alimentacgao, “o colesterol ruim” e “o colesterol bom’

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA:

1. acesso, a qualquer tempo, as informacbes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais davidas.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da
assisténcia.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa.

5. viabilidade de indenizagdo por eventuais danos a saude decorrentes da
pesquisa.

V. INFORMAGOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES
ADVERSAS.

Prof Dr. Raul Cavalcante Maranha: InCor — Av. Dr. Eneas de Carvalho
Aguiar, 44 — Laboratério de Metabolismo de Lipides — 1° Subsolo/ Bloco 2 —
Tel: 3069-5108 / 3069-5574

Juliana Christiano de Matos Vinagre: Rua Dr. Augusto de Miranda, 1071
casa 5 — Pompéia — Sdo Paulo — SP — Tel: 25890496 / 71517372



vi. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo
de Pesquisa

Sao Paulo, de de 20

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)

INSTRUCOES PARA PREENCHIMENTO
(Resolucao Conselho Nacional de Satade 196, de 10 outubro 1996)

1. Este termo conterd o registro das informagdes que o pesquisador
fornecerd ao sujeito da pesquisa, em linguagem clara e accessivel,
evitando-se vocdbulos técnicos nao compativeis com o grau de
conhecimento do interlocutor.

2. A avaliagdo do grau de risco deve ser minuciosa, levando em conta
qualquer possibilidade de intervencdo e de dano a integridade fisica do
sujeito da pesquisa.

3. O formuldrio poderd ser preenchido em letra de forma legivel,
datilografia ou meios eletronicos.

4. Este termo devera ser elaborado em duas vias, ficando uma via em poder
do paciente ou seu representante legal e outra deverd ser juntada ao
prontudrio do paciente.

5. A via do Termo de Consentimento Pdés-Informacdo submetida a anélise
da Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -CAPPesq
devera ser idéntica aquela que serd fornecida ao sujeito da pesquisa.



