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RESUMO

Souza, SJ. Efeito da ingestdo de chocolate e erva mate no perfil lipidico e
oxidativo de individuos com HIV/AIDS em uso de terapia antirretroviral.
[Dissertacdo de Mestrado]. Sdo Paulo: Faculdade de Saude Publica da Universidade
de Séo Paulo; 2013.

Introducdo: Atualmente observa-se aumento das complicacdes cardiovasculares,
como alteragdes no perfil lipidico e oxidativo, em individuos com HIV/AIDS, devido
a propria infeccdo, bem como aos diferentes componentes da terapia antirretroviral
(TARV). Vérios estudos, em outras populacdes, mostram que os flavondides
presentes no cacau (Theobroma cacao) e erva mate (llex paraguariensis) podem
melhorar a funcdo cardiovascular devido as suas propriedades antioxidantes e
hipolipemiantes. Objetivo: Avaliar o efeito da ingestdo de chocolate e erva mate no
perfil lipidico e oxidativo de individuos com HIV/AIDS em TARV. Metodologia:
Ensaio clinico do tipo cross-over, aleatorizado, cego e controlado com placebo
envolvendo 89 voluntérios, de 28-59 anos de idade, em tratamento regular com
TARYV por, no minimo, seis meses e com carga viral <500 copias/mL. Os voluntarios
consumiram 65¢g de chocolate em barra (chocolate preto contendo 36g de cacau e
placebo) e 3g de cha (erva mate sollvel e placebo) por 15 dias cada, seguido por 15
dias de washout entre cada periodo de suplementacdo. Foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: perfil demografico e socio-econémico, variaveis antropométricas,
imunoldgicas, pratica de atividade fisica, perfil lipidico (colesterol total, LDL-c,
HDL-c, ndo HDL-c, triacilglicerois e indices de Castelli I e Il), e oxidacdo lipidica
(LDL eletronegativa e substancias reativas ao acido tiobarbitdrico-TBARS). As
analises estatisticas do cross-over foram realizadas através de andlises de variancia
(ANOVA) utilizando o procedimento pkcross no software Stata versdo 11.0. Também
se realizou teste t de Student pareado entre os parametros no baseline e apds consumo
dos suplementos de interesse (chocolate preto e erva mate). Considerou-se
significante p<0,05. Resultados: Os pacientes eram na maioria do sexo masculino
(62,9%), com média de idade de 44,6 (x7,1) anos. Observou-se média de 13,2 (+4,8)
anos de diagnostico de HIV/AIDS, com 10,6 (+5,1) anos de uso de TARV. Nao
houve diferenca significativa comparando as médias das variaveis do perfil lipidico e
oxidativo entre as diferentes suplementacGes (chocolate preto, erva mate e placebos)
por ANOVA. Entretanto, na comparacdo entre as variaveis no baseline e apds
consumo de chocolate preto, pelo teste t de Student pareado, observou-se aumento de
colesterol total (p=0,005), HDL-c (p=0,019) e LDL-c (p=0,002). Conclusao: Este é 0
primeiro estudo clinico que avaliou o efeito da ingestdo de chocolate (cacau) e cha
mate (erva mate) no perfil lipidico e oxidativo de individuos com HIV/AIDS em
TARV. No presente estudo, 0 consumo tanto do cacau quanto da erva mate por 15
dias cada, ndo foi suficiente para melhorar o perfil lipidico e oxidativo destes
individuos, apesar do aumento de HDL-c observado ap6s o consumo do chocolate
preto. Tal resultado neste grupo de individuos pode ser devido ao seu metabolismo
diferenciado, o qual sofre alteracGes ndo apenas pela propria infeccdo, mas também
pela TARV, a quantidade e biodisponibilidade dos flavondides nos suplementos e ao
tempo de intervencao.

Descritores: Perfil lipidico, Oxidacdo, HIV/AIDS, Terapia Antirretroviral,
Chocolate, Erva Mate.



ABSTRACT

Souza, SJ. Effect of chocolate and yerba mate consumption on lipid and oxidative
profile of individuals with HIV/AIDS on antiretroviral therapy. [Dissertation]. So
Paulo (BR): Faculdade de Saude Pablica da Universidade de Sao Paulo; 2013.

Introduction: Nowadays there is an increase of cardiovascular complications, such
as changes on the lipid and oxidative profile of individuals with HIV/AIDS due to
the infection itself, as well as to the different components of the antiretroviral therapy
(ART). Several studies in other populations, show that flavonoids in cocoa
(Theobroma cacao) and yerba mate (llex paraguariensis) may improve
cardiovascular function due to its antioxidant and lipid lowering. Objective: To
evaluate the effect of chocolate intake and yerba mate on the lipid and oxidative
profile of individuals with HIV/AIDS on ART. Methodology: Randomized, placebo-
controlled, blinded cross-over trial involving 89 volunteers ages 28-59 years, in ART
for at least six months and with viral load <500 copies/mL. The volunteers consumed
659 chocolate bar (36g dark chocolate containing cocoa or placebo) and 3g of tea
(yerba mate soluble and placebo) for 15 days each, followed by 15 days washout
period before the subsequent treatment. The following characteristics were
evaluated: demographic and socio-economic, anthropometric, immunologic, physical
activity, lipid profile (total cholesterol, LDL-c, HDL-c, non-HDL-c, triglycerides and
Castelli I and 11 indices), and lipid oxidation profile (electronegative LDL and
thiobarbituric acid reactive substances- TBARS). Statistical analyzes were performed
by the cross-over analysis of variance (ANOVA) using the procedure pkcross in
Stata version 11.0. The paired Student’s t-test was also utilized. A p value <0.05 was
considered significant. Results: Patients were mostly male (62.92%) with a mean age
of 44.6 (£ 7.1) years. The mean time of HIV/AIDS diagnosis was 13.2 (+ 4.8) years,
with 10.6 (x 5.1) years of ART. There was no statistically significant difference
comparing the lipid profile and lipid oxidation profile of the individuals under the
different supplementations (dark chocolate, yerba mate, and placebo) by ANOVA.
However, comparing the variables in the baseline period and after consumption of
dark chocolate by the paired Student’s t-test, there were increases in total cholesterol
(p=0.005), HDL-c (p=0.019) and LDL-c (p=0.002). Conclusion: This is the first
clinical study that evaluated the effect of chocolate (cocoa) and mate tea (yerba mate)
consumption on lipid and oxidative profile of individuals with HIV/AIDS on ART.
In the present study, daily consumption of neither cocoa nor yerba mate for 15 days
was sufficient to improve lipid and oxidative profile of these individuals, despite the
increase in HDL-c observed after consumption of dark chocolate. Such an outcome
in this group of individuals can be distinguished due to its metabolism, which is
altered not only by the infection itself, but also by the ART, the amount and
bioavailability of flavonoids in supplements and timing of intervention.

Keywords: Lipid profile, Oxidation, HIV/AIDS, Antiretroviral Therapy, Chocolate,
Yerba Mate.
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1. INTRODUCAO

1.1INFECCAO PELO HIV E A AIDS

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) é a expressao clinica do
estdgio mais avancado da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV).
Trata-se de uma doenca que acomete o sistema imunoldgico, deixando o organismo
mais vulneravel a diversas comorbidades (MS, 2013a).

O HIV é um retrovirus pertencente a familia Retroviridae, género Lentivirus e
constitui-se de particula icosaédrica, envelopado, apresentando em sua superficie
uma membrana lipidica proveniente da membrana celular do hospedeiro e duas
principais glicoproteinas virais (GPs), a gpl120 e gp4l (SABINO et al., 2009;
FANALES-BELASIO et al., 2010).

Através de suas GPs de superficie, o HIV adere a célula hospedeira e introduz
seu material genético no citoplasma da célula, em seguida, ocorre o processo de
transcricdo reversa, formacdo de fita dupla de DNA pro-viral a partir de uma das
fitas de RNA viral. O DNA proé-viral é transportado para o nucleo da célula
hospedeira e integrado ao seu material genético pela enzima integrase. A transcricao
do RNA genémico viral e dos RNAs mensageiros que codificam as proteinas virais é
realizada pela RNA polimerase 1l. Os RNAs mensageiros codificam as poliproteinas
virais produzidas no reticulo endoplasmatico rugoso ou em ribossomos. As
poliproteinas e as cadeias de RNA genémicos organizam-se em particulas virais
imaturas. Durante ou imediatamente apos a liberacdo da membrana plasmatica da
célula hospedeira, o virus sofre maturacdo por clivagem das poliproteinas virais pela
enzima viral protease, tornando-se infectante (MARQUES e MASUR, 2009;
FANALES-BELASIO et al., 2010).

O HIV pode infectar diversas células, as quais se tornam veiculos de
transmissdo do virus. Estas células infectadas podem transferir o HIV para células do
sistema imune, principalmente células dendriticas foliculares, macrofagos e
linfécitos T CD4+, bem como células de revestimento vaginal ou mucosa anorretal
(FANALES-BELASIO et al., 2010).
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A transmissdo viral ocorre pela exposi¢do do individuo sadio ao sangue ou
secrecBes contaminadas através de: relacdo sexual, infeccdo materno-infantil
(transmisséo vertical), transfusdo de sangue, uso de drogas injetaveis, transplantes e
outros procedimentos hospitalares ou por acidente. Todos os individuos portadores
do HIV podem transmitir a infeccdo, mas pacientes sintoméaticos com maior carga
plasmética de HIV apresentam maior transmissibilidade (RIBEIRO et al., 2009).

A infeccdo aguda por HIV se desenvolve em 40 a 90% dos pacientes com
periodo de incubacdo de trés a seis semanas. Ocorre alta viremia (>10° copias/mL) e
queda transitéria da contagem de linfocitos T CD4+ no sangue periférico. Nesta fase
ocorre 0 surgimento dos primeiros sinais e sintomas da doenca, sendo 0s mais
comuns: febre, poliadenomegalia, faringite, exantema e mialgia. Com as novas
metodologias diagnosticas, pode-se diagnosticar a infeccdo por HIV apos trés
semanas do contato. O diagnodstico pode ser mais precoce utilizando-se técnicas
moleculares para deteccdo do RNA do HIV. No entanto, o diagnostico definitivo é
soroldgico, sendo necessario aguardar de trés a quatro semanas para a realizacdo do
teste (MARQUES e MASUR, 2009; SANTOS e LI, 2012; MS, 2013b).

A infeccdo aguda é seguida por um periodo de laténcia clinica, o qual esta
associado a queda dos niveis de viremia do HIV e a maioria dos pacientes ndo
apresenta sintomas (MARQUES e MASUR, 2009; MS, 2013b).

Na fase sintomatica ocorre alta reducdo dos linfécitos T CD4+. Na auséncia
de tratamento, a duracdo média da soroconversdo até o desenvolvimento da AIDS é
de 10 anos, periodo marcado pela lenta queda dos linfécitos T CD4+ (com
concentracdes menores que 200 células/mL) e presenca de infec¢Bes oportunistas por
bactérias, virus, fungos, parasitas e tumores, devido a disfuncdo grave do sistema
imune (MARQUES e MASUR, 2009; FANALES-BELASIO et al., 2010; MS,
2013b).

1.2EPIDEMILOGIA DO HIV/AIDS

Os primeiros casos da AIDS foram descritos em homens homossexuais nos
Estados Unidos, no inicio dos anos 80. Em seguida foi relatada a descricdo da

sindrome em hemofilicos, hemotransfundidos, usuarios de drogas, criangas nascidas
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de mdes infectadas e parceiros sexuais de individuos infectados (RIBEIRO et al.,
2009).

Atualmente, de acordo com o relatério anual do Programa Conjunto das
Nacdes Unidas sobre HIV/AIDS, existem no mundo aproximadamente 34 milhGes de
individuos infectados com HIV e em 2011 foram infectados cerca de 2,5 milhdes de
pessoas, sendo que, o continente Africano é a regido mais atingida pela epidemia
(UNAIDS, 2012).

No Brasil, de 1980 a junho de 2012 foram notificados 656.701 casos de
AIDS. Segundo critérios da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o Brasil tem
uma epidemia estavel. A taxa de incidéncia oscila em torno de 20,2 casos de AIDS
por 100 mil habitantes. A faixa etaria em que a AIDS é mais incidente, em ambos 0s
sexos, é de 25 a 49 anos de idade. Atualmente, a doenca ainda é predominante no
sexo masculino, mas essa diferenca vem diminuindo ao longo dos anos, chegando
em 2011 a 1,7 casos em homens para 1 em mulheres. E importante ressaltar que o
maior nimero de casos acumulados esta concentrado na regido Sudeste (56%) (MS,
2013c).

O estado de Séo Paulo compreende 33,5% do total de notificacGes do pais
desde 1980, sendo que em 2012 este Estado representou aproximadamente 22% dos
casos notificados no pais (MS, 2013d). O municipio de Sdo Paulo é o que apresenta o
maior nimero absoluto de casos de AIDS, devido a sua densidade populacional e
suas demais caracteristicas de grande centro urbano (SANTOS et al., 2002). Desde o
inicio da epidemia da AIDS nos anos 1980 até hoje, muito tem sido feito para
proporcionar melhor qualidade de vida aos portadores do HIV (MS, 2013d).

1.3 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL

Em 1986 o Ministério da Saude criou o Programa Nacional de DST/AIDS e
em 1987 passou a disponibilizar a zidovudina (AZT) em monoterapia. Em 1996
verificou-se que a associacdo de drogas com diferentes mecanismos de ac¢ao conferia
maior poténcia ao tratamento antirretroviral, sendo chamada terapia antirretroviral
altamente potente ou Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART). Atualmente, o

esquema preferencial de tratamento antirretroviral combina trés medicamentos
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antirretrovirais: dois inibidores de transcriptase reversa andlogos de nucleosideos
(ITRN) associados a um inibidor de transcriptase reversa ndo analogo de
nucleosideos (ITRNN) ou a um inibidor de protease (IP). (LOMAR e DIAMENT,
2009; MS, 2013e).

O objetivo da terapia antirretroviral (TARV) é diminuir a morbidade e
mortalidade consequentes a infeccdo pelo HIV. A supressdo da replicagdo viral leva
a recuperacdo ou preservacdo da funcdo imune e, com isso, a diminuicdo da
frequéncia de infeccBes e neoplasias oportunistas (MS, 2013e).

O inicio da terapia é recomendado para individuos sintomaéticos,
independentemente da contagem de linfocitos T CD4+; para aqueles assintomaticos
com contagem de linfécitos T CD4+ menor ou igual a 500 célulassmm?® e para
gestantes, independente da presenca de sintomas e da contagem de linfécitos T CD4+
(MS, 2013e).

A TARV também deve ser considerada para pacientes com contagem de
CD4+ maior que 500 células/mm?, na presenca das seguintes condicdes: coinfecgéo
pelo virus da hepatite B (em pacientes com indicacdo de tratamento para hepatite B);
doencga cardiovascular estabelecida ou com risco elevado (acima de 20%, segundo
escore de Framingham) (WILSON et al., 1998); neoplasias ndo definidoras de AIDS
com indicacdo de quimioterapia ou radioterapia.

Recomenda-se monitorizacdo frequente para definir possivel inicio mais
precoce da terapia nas seguintes situac@es: coinfeccdo pelo virus da hepatite C e
carga viral acima de 100.000 copias/mL (MS, 2013e).

Atualmente existem seis classes de medicamentos antirretrovirais, conforme

descrito no Quadro 1.
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Quadro 1. Drogas antirretrovirais de acordo com classe terapéutica.
IP ITRN ITRNN Inibidor de Inibidor de Inibidor da
Fusao CCRS5 (inibidor integrase
de entrada)
Atazanavir Abacavir Efavirenz Enfuvirtida | Maraviroque Raltegravir
(ATV) (ABC) (EFV) (T-20) (MVC) (RAL)
Darunavir Didanosina Etravirina
(DRV) (dd1) (ETR)
Fosamprenavir | Emtricitabina | Nevirapina
(FPV) (FTC) (NVP)
Indinavir Estavudina
(IDV) (d4T)
Lopinavir Lamivudina
(LPV) (3TC)
Nelfinavir Tenofovir
(NFV) (TDF)
Ritonavir Zidovudina
(RTV) (AZT)
Saquinavir
(SQV)
Tipranavir
(TPV)

Legendas: IP= Inibidores de protease; ITRN = inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleosideos; ITRNN= inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos.
Fonte: SOUZA et al. 2013.

Os locais de acdo dos medicamentos antirretrovirais (LOMAR e DIAMENT,

2009; MS, 2013f) podem ser observados na Figura 1 e estdo descritos abaixo:

e |P - atuam na enzima viral protease, inibindo a maturagéo viral, tornando-o

incapaz de infectar outra célula;

e ITRN - inibem a transcricdo reversa do RNA viral para DNA, de forma

competitiva com os nucleosideos celulares;

e ITRNN- inibem enzima transcriptase reversa de forma ndo competitiva,
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impedindo, também, a transcri¢do do RNA viral para DNA pro-viral;

e Inibidores de fusdo - atuam se ligando a molécula gp4l do virus e, desta
forma, inibindo a fusdo da particula viral & célula do hospedeiro;

e Inibidores de entrada - atuam inibindo a entrada do virus nas células do
hospedeiro, bloqueando a ligagédo do HIV com o receptor quimioquina CCR5
também necessario a entrada do virus para o interior da célula;

e Inibidores da integrase - bloqueia a atividade da enzima integrase,
responsavel pela insercdo do DNA do HIV ao DNA humano. Assim, inibe a

replicacdo do virus e sua capacidade de infectar novas células.

Figura 1. Ciclo replicativo do HIV e locais de agdo dos medicamentos

antirretrovirais.

Inibidores da
transcriptase
reversa

y b Al act., : Inibidores da
./"/}? /‘ & . Célula A
':Q </ g infectada Protease o
s 3 DNA | Nascentede 1. -L
: )L fomaa novosHIV Sl
3 R — 7 e . g
cD4s NAdo HY— eriptase %, RNAdoHV (o = 5%
reversa ‘e Proteas :‘? ‘J" R,
Inibidores de T e VRIS ’:’:\‘
entradalfusio - ° 5 ~\"’\z\*\} e Jlf}'v': 4., s
7 5 ( ~e 3 X
y \ N
/ il . 2 T 0-Vir A o
/" niblafresda” = SN 00 N e
R toteinas do .-

HIV

Adaptado do website: www.paxtonprovitera.com/research/pics/hivcycle2.jpg

1.4 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL E ALTERACOES LIPIDICAS

Antes do inicio da terapia antirretroviral, varios estudos ja mostravam
alteracOes lipidicas em pacientes com HIV/AIDS devido a propria infeccdo
(GRUNFELD et al., 1989; DRONDA, 2004). Pacientes soropositivos para HIV sem
tratamento antirretroviral, quando comparados com controles ndo infectados por
HIV, apresentam concentracOes séricas mais elevadas de triacilglicerois (TG), além

de reducdo de colesterol total (CT), lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e
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lipoproteina de alta densidade (HDL-c) (GRUNFELD et al., 1989; NGUEMAIM et
al., 2010; FOURIE et al., 2010).

A concentracdo sérica diminuida de HDL-c pode ser utilizada como marcador
de atividade inflamatdria crénica (LLIBRE et al., 2006). Em estudo de coorte
realizado na Espanha, pacientes infectados por HIV sem tratamento apresentavam
reducdo do HDL-c, especialmente se ja tivessem feito uso de terapia antirretroviral
(BERNAL et al., 2008). Entretanto, mesmo pacientes em uso de terapia
antirretroviral com adequada supressdo viral e reconstituicdo imune ainda
apresentam diminuicdo de HDL-c, sugerindo que a atividade inflamatdria ndo é
completamente controlada (LLIBRE et al., 2006).

Com a introducdo da terapia antirretroviral houve uma melhora substancial do
prognostico dos pacientes com HIV/AIDS observando-se diminui¢do da morbidade e
mortalidade por doengas oportunistas e consequente melhora da qualidade de vida.
(MEHTA e REYLLY, 2005; BOCCARA, 2008).

No entanto, evidéncias associam a terapia antirretroviral a sindrome
lipodistréfica, constituida por diversas caracteristicas: resisténcia periférica a
insulina, dislipidemia, redistribui¢do da gordura corporal com presenca de obesidade
visceral ¢ acumulo de gordura cervical (“buffalo hump”) (BOCCARA, 2008;
TROLL, 2011).

Estudos recentes tém demonstrado a frequéncia crescente de complicacfes
cardiovasculares associadas com maior risco de mortalidade em individuos com
HIV/AIDS, devido & propria infeccdo, bem como aos diferentes componentes da
terapia (BOCCARA, 2008; BAKER et al. 2009).

A dislipidemia associada a terapia antirretroviral se caracteriza por aumento
das concentracdes séricas de CT, TG, LDL-c, lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL), diminuicdo do HDL-c e aumento da apolipoproteina B (apo B) constituindo
perfil lipidico aterogénico (DUCOBU e PAYEN, 2000; DRONDA, 2004,SOUZA et
al., 2013).

A prevaléncia de dislipidemia e de outros fatores de risco para doencas
cardiovasculares (DCVs) é significativa em individuos com infec¢do por HIV/AIDS
em terapia antirretroviral, variando de 20 a 80%, dependendo do desenho de estudo e
da populacéo investigada (TROLL, 2011).
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Inicialmente, essas alteracdes lipidicas foram descritas em pacientes em uso
de esquemas antirretrovirais incluindo drogas IP. Posteriormente, foram observadas
em pacientes que utilizavam esquemas compostos de ITRN e de ITRNN (ELIAS-
CALLES e CALERO, 2010).

Os IP, ITRN e ITRNN sdo as drogas mais associadas as alteracbes no
metabolismo lipidico e resisténcia a insulina (ZOU e BERGLUND, 2007;
MALLEWA et al., 2009), mas os medicamentos que compdem cada classe também
apresentam efeitos metabdlicos distintos (GRINSPOON e CARR, 2005; WARE et
al., 2009; SOUZA et al., 2013).

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO E INFECCAO PELO HIV

A infeccdo pelo HIV leva a ativacdo do sistema imunol6gico, 0 que induz
estresse oxidativo (EO) local e sisttmico (COACCIOLI et al., 2010).

EO é o termo geralmente usado para descrever o desbhalanco entre oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes, com associagdo a ruptura do circuito redox e
ou dano molecular e com participacdo das espécies reativas de oxigénio (EROS)
(JONES, 2006).

Proteinas do HIV, como a proteina transregulatéria (TAT), induzem ao
aumento das EROS em pacientes infectados, incluindo o pro-oxidante H,O,
(LACHGAR et al. 1999; PYO et al., 2008), através da geracdo mitocondrial de
anion superdxido que pode, por sua vez, ativar o fator de transcrigdo nuclear NF-.B e
induzir a expresséo e replicacdo do HIV (ALLARD et al. 1998; MANDAS et al.,
2009). Além disso, a infeccdo pelo HIV pode, indiretamente, inibir a sintese de
glutationa, que € a principal antioxidante endégena (MANDAS et al., 2009).

O aumento da producdo das EROS também pode ser influenciado pela terapia
antirretroviral, a qual contribui para o desequilibrio oxidativo por mecanismos ainda
ndo esclarecidos (MANDAS et al., 2009).

Individuos infectados pelo HIV apresentam concentragdes aumentadas de
hidroperéxidos e malondialdeido (MDA) quando comparados aos individuos
soronegativos, indicando maior perdxidacgdo lipidica mediada pelas EROS (FAVIER
etal., 1994; URSO e CLARKSON, 2003).
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As EROS podem induzir a producdo de citocinas pro-inflamatdrias, incluindo
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), levando a geragdo de mais EROS. Além
disso, o EO tem a habilidade de induzir a apoptose e pode, hipoteticamente,
promover a apoptose das células T CD4+ (GIL et al., 2005). Concomitante a isso,
alguns estudos tém confirmado que individuos infectados pelo HIV apresentam baixa
concentracdo de antioxidantes (AUKRUST et al., 2003; STEHBENS, 2004; PRICE
et al, 2005; GIL et al., 2010).

O EO também pode gerar danos ao DNA, as proteinas e também tem
implicagOes na patogénese de varias doengas em humanos, que incluem: doenca de
Alzheimer, diabetes, hipercolesterolemia, sindrome hepatorrenal, entre outras, além
de estar envolvido no processo normal de envelhecimento (HULGAN et al., 2003).
No sistema cardiovascular, o EO contribui para o inicio e a progressdo da
hipertensdo, aterosclerose, hipertrofia cardiaca e infarto do miocéardio (ABRESCIA e
GOLINO, 2005).

O aumento das EROS induz a oxidacdo das particulas de LDL-c, levando a
formacdo de sub-fracdes eletronegativas, denominadas LDL eletronegativa [LDL(-)]
ou LDL minimamente oxidada, a qual vem sendo considerada como um biomarcador
de oxidacédo e inflamacdo devido suas propriedades citotoxicas, pré-inflamatdrias e
pro-aterogénicas. (SANCHEZ-QUESADA et al, 2004; DAMASCENO et al, 2006;
OLIVEIRA et al, 2006; MELLO et al., 2011).

Em contrapartida, o0 aumento da HDL-c e de sua principal proteina de
superficie, a apolipoproteina Al (apo A) é fator importante para diminui¢cdo de DCVs
em individuos com HIV/AIDS, pois a primeira apresenta propriedades
antiinflamatdrias, antitrombdticas e antioxidantes (FLORENTIN et al, 2008) e a
segunda esta relacionada de forma negativa ao risco cardiovascular (PARISH et
al.,2009). Ja as altas concentracfes plasmaticas de apo B estdo relacionadas
positivamente com o risco cardiovascular, pois trata-se da principal proteina de
superficie da LDL-c (PARISH et al.,2009).
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1.6 CACAU

O cacau é derivado da semente da Theobroma cacao, &rvore nativa da
Ameérica do Sul. Historicamente, os povos Olmec, Maya e Azteca consideravam que
0 cacau possuia grandes propriedades medicinais. Ja foram documentadas vérias
aplicacbes desse vegetal, incluindo tratamento ou prevencdo de infecgdes,
inflamacdes, palpitacGes cardiacas e angina (DILLINGER et al, 2000).

O termo cacau também é usado para referir-se ao componente nao gorduroso
do liquor extraido do fruto cacau, enquanto que o chocolate representa a combinagéo
de cacau, manteiga de cacau, aglcar e outros ingredientes em forma de alimento
s6lido (COOPER et al., 2008).

O cacau e o chocolate sdo ricos em polifendis e sdo Unicos nos tipos de
flavonoides existentes, particularmente em flavan-3 ols ou flavondis, como formas
monomeéricas (-) — epicatequina e (+) — catequinas e as formas oligoméricas, como as
procianidinas. Dentre os flavondides do cacau/chocolate a epicatequina é a de maior
destaque, pois representa quase 60% do total de catequinas (MURSU et al., 2004).

Vaérios estudos em humanos tém relatado que os flavonoides do cacau podem
melhorar o perfil lipidico e outros marcadores cardiovasculares (OSAKABE et al.
2001; MURSU et al., 2004; JIA et al. 2010). Tais beneficios podem ser atribuidos a
propriedades antioxidantes dos flavondides, com provavel diminuicdo do EO nos
tecidos (OSAKABE et al. 2001; MURSU et al., 2004; JIA et al. 2010). No entanto,
alguns estudos ndo observaram melhorias com o uso deste suplemento no perfil
lipidico de individuos saudaveis, hipercolesterolémicos ou hipertensos (ENGLER e
ENGLER, 2004; BABA et al. 2007; GRASSI et al. 2008; SHIINA et al. 2009).
Estas divergéncias de resultados em relacdo aos potenciais beneficios do cacau
mostram a necessidade da realizacdo de estudos clinicos controlados, do tipo cross-
over, para a determinacdo do efeito dos flavonodides do cacau sobre o perfil lipidico
(RIMBACH et al. 2009), em diferentes populacdes .
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1.7 ERVA MATE

A llex paraguariensis (erva mate) é originaria da América do Sul e o Brasil é
um dos trés maiores produtores mundiais. A erva mate ¢ utilizada na preparacdo de
varios tipos de bebidas, como o “chimarrdo”, “tereré” e chas, sendo que na regiao
Sudeste do Brasil é comum a utilizacdo da erva torrada para o preparo de cha mate
(FILIP et al., 2001; BASTOS et al., 2007a).

As bebidas a base de erva mate contém diversos compostos bioativos naturais
(Tabela 1), que tém sido destacados por oferecerem beneficios cardiovasculares,
acao hipolipemiante e prevencdo da oxidacdo da LDL-c (CHANDRA e MEIJIA,
2004; BRAVO et al., 2007; HECK e MEJIA, 2007; SILVA et al., 2008; COELHO et
al., 2010).

Entre os fitoquimicos ativos no extrato da erva mate, os dois maiores sdo 0s
polifendis (&cidos fendlicos) e as xantinas (cafeina e teobromina). Os principais
acidos fendlicos sdo os &cidos clorogénicos, como acido 5-cafeoilquinico (5-CQA),
acido caféico, acido 3,4-dicafeoilquinicos, acido 3,5-dicafeoilquinicos, acido 4,5-
dicafeoilquinicos e flavonodides (canferol, quercetina e rutina) (FILIP et al., 2001;
BASTOS et al., 2007b; HECK e MEJIA, 2007).

Tabela 1. Efeitos benéficos dos compostos bioativos da erva mate.

Compostos Beneficios

Xantinas Vasodilatador e estimulante do sistema nervoso central
Acidos fendlicos Atividade antioxidante

Saponinas Atividade de reducéo do colesterol e antioxidante
Flavondides Atividade antioxidante e vasodilatador

Adaptado de: HECK e MEJIA, 2007.

Em sua maioria, as pesquisas com consumo de cha fazem referéncia ao cha
verde ou preto proveniente da Camellia sinensis. Estudos com erva mate sdo
recentes, datam de meados da década de 90 (GUGLIUCCI, 1996) e a maioria
apresenta resultados in vitro e em animais, havendo poucos estudos em humanos
(MATSUMOTO et al., 2009).
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Estudos envolvendo humanos mostraram efeitos benéficos dos compostos
bioativos da erva mate sobre o perfil lipidico e oxidativo de individuos
dislipidémicos e saudaveis (SILVA et al., 2008; MATSUMOTO et al., 2009; de
MORAIS et al., 2009), ndo sendo encontrados estudos que avaliem o efeito deste

tipo de cha em individuos com HIV/AIDS.

2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a alta prevaléncia de alteracdes lipidicas em individuos com
HIV/AIDS em uso de terapia antirretroviral, o elevado risco cardiovascular dessa
populacédo e os relatos benéficos do uso de cacau e erva mate em outras populages,
faz-se pertinente a conducdo de um ensaio clinico, aleatorizado, cego e controlado
com placebo que avalie o efeito do uso desses suplementos no perfil lipidico e
oxidativo da populagdo em questdo. Os resultados poderdo contribuir para a
formulacdo de estratégias de intervencdo nao farmacoldgicas mais eficientes, bem
como fornecerdo subsidios para a formulacdo de politicas e programas publicos de

salde.

3. HIPOTESE

A intervencdo com cacau e erva mate em individuos com HIV/AIDS em
terapia antirretroviral pode melhorar o perfil lipidico (CT, HDL-c, ndo-HDL-c, LDL-
c, triacilglicerdis, indices de Castelli I e Il, apolipoproteinas Al e B) e o perfil
oxidativo (LDL eletronegativa e substancias reativas ao acido tiobarbiturico-

TBARS) e consequentemente modificar o risco cardiovascular.

4. OBJETIVO

Avaliar o efeito da ingestdo de chocolate e erva mate no perfil lipidico e
oxidativo de individuos com HIV/AIDS em terapia antirretroviral.
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5. CASUISTICA E METODOS

O projeto em questdo foi um subprojeto pertencente a um projeto maior
intitulado “Efeito da ingestdo de chocolate e chd mate no endotélio de individuos
com HIV/AIDS: ensaio clinico randomizado, cego, controlado por placebo”, 0 qual
envolveu uma equipe de pesquisadores (protocolos Fundacdo de Amparo a Pesquisa
do Estado de Sdo Paulo - FAPESP Auxilio Regular a Pesquisa: 2009/52250-5 e
Bolsa Mestrado 2011/05446-1). Este estudo clinico possui registro no Nederlands
Trial Register (NTR) com o n° 3176.

5.1 LOCAL E POPULACAO DE ESTUDO

O estudo foi desenvolvido de mar¢o de 2011 até junho de 2012 no Servico de
Atendimento ao Paciente HIV/AIDS “Casa da AIDS” (SEAP), Divisdo de Moléstias
Infecciosas e Parasitarias do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
(FMUSP). E entre junho de 2012 até abril de 2013 a coleta dos dados teve
continuidade no Instituto de Infectologia “Emilio Ribas” da Secretaria Estadual de

Saude do Estado de Séo Paulo.

5.1.1 Critérios de Inclusdo da Populagédo

Pacientes cadastrados no SEAP e no Instituto de Infectologia “Emilio Ribas”,
com diagndstico de HIV/AIDS, em tratamento regular com terapia antirretroviral por
no minimo seis meses, com carga viral < 500 copias/mL, de ambos 0s sexos e na

faixa etaria de 19 a 59 anos.

5.1.2 Critérios de Exclusao da Populacao

Foram excluidos os pacientes que apresentavam pelo menos um dos critérios:

historico de infarto agudo do miocéardio ou acidente vascular cerebral; arritmia
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cardiaca; doenca de Chagas; insuficiéncia cardiaca; em uso de medicamento
hipolipemiante, peso superior a 150kg; diabetes mellitus; em uso de medicamento
anti-hipertensivo; doenca renal (creatinina > 2,0mg/dL); doenca intestinal grave que
impossibilite 0 uso da dieta; hipotireoidismo (TSH > 6,0Ul/mL); insuficiéncia
hepatica; neoplasia maligna; infecgdo oportunista ativa; gravidez; alcoolismo
cronico; dieta vegetariana; individuos participando de outra pesquisa, e intoleréncia

aos suplementos ou a qualquer um dos seus componentes.

5.2 DESENHO DO ESTUDO

Ensaio clinico do tipo cross-over, aleatorizado, cego para as coletas de dados
e anélises.

O delineamento do tipo cross-over € comumente utilizado em experimentos
clinicos envolvendo individuos com doencas crénicas, com o objetivo de avaliar o
efeito entre diferentes tratamentos. Os individuos formam grupos que recebem
tratamentos distintos, como a administracdo de alguma substéncia ativa (como um
medicamento ou um suplemento, por exemplo) ou placebo (tratamento sem a
substancia ativa de interesse). Apos receberem o primeiro tratamento, 0s grupos
passam por periodo de washout em que ndo é administrado qualquer tratamento e
espera-se que, durante este periodo, o efeito da substancia ativa consumida
anteriormente desapareca. Em seguida, os grupos trocam de tratamento, ou seja,
guem recebeu a substancia ativa passa a receber o placebo e vice-versa. Com a
utilizacdo do periodo de washout pode-se evitar o efeito acumulativo entre os
tratamentos, denominado carryover (SENN, 2002).

Neste presente ensaio clinico, os participantes foram aleatorizados para que
todos passassem pelos quatro tratamentos: dois com intervencao e dois com placebo.

A pesquisa foi divulgada pelos médicos infectologistas, por banner e cartazes
afixados no ambulatdrio, bem como pela entrega de folders explicativos.

Os individuos foram convidados a participar da pesquisa na sala de espera
gue antecipa as consultas de rotina ou na retirada de medicamentos, devendo
manifestar voluntariamente o interesse em sua participacéo.

Os individuos que demonstraram interesse na participacdo do estudo foram
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questionados com relagdo aos critérios de inclusdo e exclusdo por meio de check list,
sendo as informacBes posteriormente confirmadas em prontudrio médico. Apds a
confirmacdo da elegibilidade, foi agendada uma data, de acordo com a
disponibilidade do voluntario, para a primeira tomada de dados (baseline). Os
individuos que ndo preencheram os requisitos de incluséo para a pesquisa, receberam
explicacdes detalhadas sobre os motivos de excluséo.

Caso o individuo se recusasse a participar, era convidado a responder um
questionario de recusa (Apéndice 1), onde foi indicado o motivo de sua néo
disponibilidade em participar do estudo.

A Figura 2 apresenta o fluxograma do recrutamento dos pacientes.

36



Figura 2. Fluxograma do recrutamento.

Foram abordados 1032 individuos usuarios do
Ambulatério (Casa da AIDS/Emilio Ribas)

/ N\

Apés aplicagio

consulta aos prontuarios, 592
mdividuos foram excluidos

docheck list e 267 mdividuos se recusaram a
participar dapesquisa

47 mdividuos
faltaram ao baseline

173 individuos foram considerados
elegiveis e assinaram o Termo de
Consentimento Livre E sclarecido

N

126 individuos compareceram ao baseline

21 individuos
faltaram ao 1° retorno

A

105 individuos compareceram ao 1° retorno (15 dias)

6 ndividuos faltaram
ao 2°retorno

Sindividuos foram excluidos por
apresentarem carga viral >500 cépiasimL e
1 foi excluido por mudanga de TARV

93 individuos compareceram ao 2° retorno (45 dias)

3 mdividuos faltaram
ao 3°retorno

R

lmdividuo apresentou carga
viral > 500 céprasimL

89 individuos compareceram ac 3° retorno (75 dias)

79 individuos compareceram ac 4° retorno (105 dias)

Total: 89 individuos

/ N\

todas as fases.

10 mdividuos foram incluidos na
79 individuos completaram ﬁ amostra, pois finalizaram ao menos 2
fases (6 mdividuos concluiram as?2
fases de chocolate e 4 individuos
concluiram as 2 fases do cha)
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5.3 INTERVENCAO

Para intervencdo, foram fornecidas barras de chocolates de 65g com 36g de
cacau (OSAKABE et al.,, 2001; GRASSI et al., 2008) e 3g de mate solavel
(BASTOS et al., 2007a; MATSUMOTO et al., 2009) para serem consumidos durante
15 dias cada. Como placebos foram utilizados barras com aproximadamente 659 de
chocolate branco e 3g de pd soltvel similar & bebida a base de mate (pé a base de
maltodextrina, corante comestivel de caramelo e aroma artificial de péssego).

O periodo de intervencdo foi de 60 dias, dividido em quatro fases de 15 dias
cada uma, correspondendo as quatro possibilidades de suplementacdo. Cada término
de fase foi sucedido por periodo de washout de 15 dias antes do inicio da proxima
intervencdo, totalizando aproximadamente 105 dias de duracdo da pesquisa.

A aleatorizacéo foi realizada por meio de tabela de nimeros aleatérios gerada
no programa Microsoft Excel®. Com intuito de garantir o sigilo de alocacdo e evitar
vieses de seguimento, os pesquisadores envolvidos com a coleta de dados e analise
estatistica ndo tiveram acesso a informacdao sobre o suplemento (intervencdo ou
placebo) utilizado em cada um dos grupos.

Por tratar-se de pesquisa de seguimento, com a finalidade de reduzir a
possivel perda de dados, optou-se por aleatorizar a intervencdo apenas no baseline.
Assim, no momento do baseline, os voluntarios elegiveis foram aleatorizados
assegurando o recebimento de uma das quatro sequéncias de suplementacao:
sequéncia A = 1,4,3,2; sequéncia B= 2,3,4,1; sequéncia C = 3,2,1,4; sequéncia D=
4,1,2,3. Sendo: 1 = Chocolate Preto; 2= Placebo de Erva Mate; 3= Erva Mate; 4=
Placebo de Chocolate.

O Apéndice 2 apresenta o impresso entregue aos participantes para auxilia-los
no controle da intervencdo. No impresso continha a data e horario de retorno ao
ambulatorio, a explicacdo de como deveria ser consumido o suplemento, incluindo
um pequeno calendario que deveria ser assinalado pelo participante a cada dia de
ingestdo do suplemento.

A adesdo a suplementacdo foi monitorada por contato telefénico, e-mail e
questionarios a cada retorno, e ao final da pesquisa. Os pacientes tinham disponiveis

um numero de telefone fixo, um numero de telefone celular e um enderecgo de e-mail
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criado exclusivamente para comunicacdo direta dos participantes com 0s
pesquisadores visando diminuir eventuais duvidas. A Figura 3 apresenta o
fluxograma de intervencdo, indicando todas as fases da suplementacdo e coleta de
dados.

Os pacientes foram orientados a manter dieta habitual, mas evitando o
consumo de qualquer outro tipo de chocolate e cha durante todo o periodo do estudo.
Ao final da pesquisa (fase pos 105 dias de intervencdo), os pacientes receberam 0s
resultados parciais individuais por escrito e posteriormente serdo contatados para
receber os resultados finais do estudo.

Na ocorréncia de intolerdncia aos suplementos, problemas de saude ou
introducdo de hipolipemiantes ou antihipertensivos durante qualquer fase da
intervencdo, o0s pesquisadores analisavam individualmente os casos e, quando
necessario, os voluntarios eram informados sobre a impossibilidade da sua

continuidade na pesquisa.
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Figura 3. Fluxograma da intervencao.

Recrutamento

Pacientes elegiveis

Variaveis demograficas e socio-economicas , bioquimicas,
antropométricas e de atividade fisica (baseline)
|

A- Chocolate B- Placebo chocolate C-Cha D- Placebo cha

Variaveis bioquimicas e antrop ométricas
Washout 15 dias

B- Chocolate A-Placebo chocolate D- Cha C- Placebo cha

Variaveis bioquimicas e antropomeétricas
Washout 15 dias

C- Chocolate D- Placebo chocolate A-Cha B- Placebo cha

Variaveis bioquimicas e antropomeétricas
Washout 15 dias

D- Chocolate C- Placebo chocolate B- Cha A-Placebo cha

Variaveis bioquimicas, antropomeétricas e resultados parciais
individuais

5.4 SUPLEMENTOS

5.4.1 Chocolate

Foram fornecidas barras de chocolates de 65g com 36g de cacau, contendo
de 2148 a 2864mg de polifendis por porcdo (OSAKABE et al., 2001; GRASSI et al.,
2008). Como placebo do chocolate, inicialmente seria utilizado o chocolate branco
colorido com corante caramelo em pd, para obtencdo de produto com aparéncia
similar & de chocolate rico em polifendis. Contudo, optou-se por aceitar a coloracdo

branca natural do placebo, uma vez que nao foi possivel a homogeneizacdo adequada
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do corante caramelo. Desta forma, foram elaborados tabletes de chocolate branco de
aproximadamente 65g com 0g de cacau.

Tanto o chocolate preto quanto o placebo de chocolate foram formulados no
Instituto de Tecnologia de Alimentos de Campinas (ITAL/SP) e produzidos pelos
proprios pesquisadores (mestrandas e colaboradores) na unidade experimental da
empresa JAF Inox®, Sistemas Integrados do Cacau ao Chocolate na Cidade de Sao
Roque/SP, seguindo as Boas Praticas de Fabricacdo e Manipulacdo de Alimentos.

Para evitar a diferenciacdo dos suplementos, chocolate preto e placebo foram
acondicionados em embalagens idénticas de BOPP metalizado.

O chocolate preto e seu placebo apresentam composicdo nutricional

semelhante (Tabela 2).

Tabela 2. Composigéo nutricional do chocolate preto e placebo.

Suplementos Energia Carboidratos Proteinas  Lipidios Ac.Graxos Fibras
(kcal)  (9) (9) (9) Saturados (9) (9)

Chocolate Preto 330 28 4 22 14 6

Placebo 345 30 4 22 14 7

Nota: Calculo baseado no valor nutricional dos ingredientes. Referéncia: Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos (TACO).

Como tentativa de evitar o ganho de peso, os pacientes foram orientados a

consumirem o chocolate em substitui¢do ao lanche, ou como sobremesa.

54.2 Cha

A intervencdo com cha foi feita utilizando-se erva mate solivel comercial
adicionado de maltodextrina e aroma artificial de péssego, sendo fornecido
aproximadamente 3g deste cha, o qual continha aproximadamente 28mg/g de 5-
CQA, 15mg/g de cafeina, 79mg/g de outros fendlicos e 107mg/g de fendlicos totais
(BASTOS et al., 2007a; MATSUMOTO et al., 2009).

O placebo do chd mate foi constituido de aproximadamente 3g de ché a

base de maltodextrina, corante comestivel de caramelo e aroma artificial de péssego,
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uma vez que o aroma artificial de mate n&o foi encontrado no mercado e a utilizagéo
de aroma natural ndo é possivel devido ao contetdo de fenois que poderia interferir
nos resultados da pesquisa. Em ambas as formulacGes de cha (intervencéo e placebo)
foram adicionadas de sorbato de potassio para conservacao.

Ambos os chas foram formulados no Laboratorio de Bromatologia da FSP/USP
e foram confeccionados pelos proprios pesquisadores, a partir da pesagem dos
ingredientes em balanca analitica e homogeneizacdo em graal com pistilo. Em
seguida, os chas foram porcionados utilizando-se medidas caseiras padronizadas e
embalados em sachés de BOPP metalizados. Todas as embalagens utilizadas foram
idénticas para cha intervencao e placebo.

Os pacientes foram orientados a diluir o cha em aproximadamente 200 mL de
agua, adocar a gosto e consumir no horario mais conveniente, e ndo poderiam ingeri-

lo juntamente com medicamentos, para evitar possivel interacdo droga-nutriente.

5.4.3 Analise dos Compostos Bioativos no Chocolate e Cha mate

5.4.3.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos foram previamente extraidos do chocolate e do cha
mate empregando-se micro extracdo em fase solida. A separacdo, identificacdo e
quantificacdo dos compostos fendlicos isolados do cha mate e do chocolate foram
analisadas por High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) em fase reversa
ou fase normal, utilizando-se equipamento de cromatografia liquida Shimadzu®,
equipado com uma bomba quaternaria LC 10AT VP, injetor automatico e detector de
arranjo de diodos SPD M10AVP. A quantificagdo dos compostos fenolicos (&cidos
fendlicos, flavondides e procianidinas) foi feita por padronizacéo externa, utilizando-
se padrdes com grau de pureza >95% da marca Sigma-Aldrich® (Alemanha). A
identificacdo foi realizada por meio da comparacdo do tempo de retengdo e do
espectro de absorgdo dos acidos fenolicos com o padrdo. Os procedimentos estdo
descritos em NATSUME et al. (2000) e BASTOS et al.(2005). Todas as analises

foram feitas em duplicatas.
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5.4.3.2 Metilxantinas

Os métodos para extracdo, identificacdo e quantificagdo das metilxantinas
(cafeina e teobromina) foi o descrito por MAZZAFERA (1997) e BASTOS et al
(2005) em que extratos aquosos foram analisados por HPLC em coluna de fase
reversa e detector de arranjo de diodos. A quantificacdo foi feita por padronizacéo
externa, utilizando-se uma curva de 5 pontos e a identificacdo, pela comparagdo do
tempo de retencédo e do espectro de absorcédo relativamente ao padréo de cafeina e de
teobromina marca Sigma Aldrich® (Alemanha), ambos com grau de pureza >95%.

Todas as analises foram feitas em duplicatas.

5.5 COLETA DE DADOS

Todos os dados coletados foram armazenados eletronicamente utilizando o
software EpiData fornecido pelo Laboratério de Estudos Populacionais (LEP) da
FSP/USP e, posteriormente transferidos para o programa Microsoft Excel®. Todos

os dados digitalizados foram duplamente conferidos.

5.5.1 Pré-teste

No periodo de outubro/2010 a margo/2011 foi realizado pré-teste do projeto
principal com 19 individuos, em que foram testados os instrumentos utilizados para
coleta de dados (questionario socio-econbémico, andlises antropométricas e
laboratoriais, entre outros) e a aceitabilidade dos suplementos alimentares e placebos

que seriam utilizados na pesquisa.

5.5.2 Avaliacdo do Perfil Demografico e Socio-econémico

No baseline foi aplicado questionario demografico e socio-econémico e por

meio dos prontuarios foram acessados os dados relacionados a salde (tempo de
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infecgdo pelo HIV, presenca de comorbidade e medicamentos utilizados). A adeséo a
terapia antirretroviral foi avaliada no baseline, 15, 45, 75 e 105 dias de intervencao.
Nesses momentos, 0s pacientes foram questionados sobre o consumo dos
antirretrovirais durante os trés dias anteriores a entrevista segundo metodologia de
NEMES et al. (2004).

5.5.3 Avaliacdo do Estado Nutricional

Para avaliacdo do estado nutricional dos individuos foram aferidos peso (kg) e
altura (cm) para determinacdo do Indice de Massa Corporal (IMC) kg/m?,
circunferéncia da cintura (CC) em cm e dados da composicdo corporal (porcentagem
de gordura e massa muscular em kg).

O peso e a composicdo corporal, bem como a determinagédo do IMC foram
realizados com o aparelho Segmental Composition Analyser, tetrapolar, modelo MC
180 MA, da marca TANITA® (Tokyo, Japan), capacidade de 270kg. Os participantes
foram orientados a retirarem calcados e meias e ficarem com roupas leves.

A altura foi determinada por meio de estadiometro da marca “Microtoise”
com capacidade de 80 a 220cm; precisdo + 2mm em 220cm e resolugdo em
milimetros. Para esta medida, o individuo deve estar ereto com os pés descalcos e
pernas paralelas, peso distribuido em ambos os pés, bracos relaxados ao lado do
corpo e palmas das méos voltadas para o corpo. A face posterior do individuo deve
estar voltada para a superficie vertical do estadidmetro. Os calcanhares, as
panturrilhas, os gluteos, as escapulas e a regido do occipital sdo posicionados na
superficie do estadidmetro ou parede. A cabeca do individuo é posicionada no plano
de Frankfurt (margem inferior da abertura do orbital e a margem superior do meatus
auditivo externo estdo em uma mesma linha horizontal). Quando ndo era possivel
encostar os cinco pontos (calcanhares, panturrilhas, nadegas, escapulas e parte
posterior do occipital) na superficie posterior do estadidmetro foram posicionados ao
menos trés deles e a cabega no plano de Frankfurt (LOHMAN et al., 1988).

Foi calculado o IMC obedecendo aos critérios preconizados pela OMS (2000)

conforme descrito no Quadro 2.
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Quadro 2. Valores de referéncia para indice de massa corporal (IMC).

IMC (Kg/m?) Classificacdo
<185 Baixo Peso
18,5 |-25 Eutrofia
25 |-30 Excesso de Peso
30 |-35 Obesidade grau |
35 40 Obesidade grau Il
> 40 Obesidade grau Il

Fonte: Organizacdo Mundial da Satde — OMS (2000).

A medida da CC em cm foi realizada com fita métrica inextensivel no ponto
médio entre a Gltima costela e a crista iliaca, com o individuo ereto, com 0s bracgos
relaxados ao lado do corpo, pés juntos e abdémen relaxado. A medicao foi realizada
ao final da expira¢do normal (LOHMAN et al.,1988).

Os valores de referéncia para CC foram classificados segundo a definicdo de
obesidade abdominal estabelecida pela International Diabetes Federation (IDF,
2006), onde se apresenta cortes para cada grupo étnico e sexo. Os valores de

referéncia estdo descritos no Quadro 3.

Quadro 3. Valores de referéncia de circunferéncia da cintura (CC) para

classificacéo de obesidade abdominal.

Critérios Obesidade Abdominal (cm)
Homens brancos de origem
europeia e negros > 94

Mulheres brancas de origem
europeia e negras >80
Fonte: International Diabetes Federation (IDF, 2006).

Em relacdo a classificacdo da porcentagem de gordura, foram considerados
normais 0s seguintes valores: de 15-25% para homens adultos e de 20-30% para
mulheres adultas (ARMATRUDA e LINEMEYER, 2001)

Todos pesquisadores do estudo foram treinados para avaliagdo das varidveis
antropométricas no Laboratorio de Avaliacdo Nutricional de Populagdes (LANPOP)
da Faculdade de Salude Publica da USP (FSP/USP). Todas as medidas foram

coletadas em duplicata, sendo utilizado o valor médio entre as medidas.
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5.5.4 Avaliacéo da Prética de Atividade Fisica

A prética de atividade fisica foi avaliada no baseline com o objetivo de
caracterizar o perfil de atividade fisica dos individuos participantes do estudo. Esta
avaliacdo foi realizada de acordo com o Questionario Internacional de Atividade
Fisica (IPAQ) — versdo curta 8.0, desenvolvido pela OMS e adaptado e validado para
a populacdo brasileira (MATSUDO et al., 2001; HALLAL et al., 2003; IPAQ, 2013;
OMS, 2013). Os individuos foram orientados a manterem o mesmo estilo de vida
durante todo o periodo do seguimento para evitar possiveis alteracdes nas variaveis de
interesse e manutengédo do delineamento cross-over.

A classificacdo da pratica de atividade fisica estd descrita no Quadro 4.
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Quadro 4. Classificacdo da Pratica de Atividade Fisica.

Classificacao

Descricéo

Sedentario

Irregularmente ativo

Ativo

Muito ativo

Individuo gque néo realiza atividade fisica alguma por
pelo menos 10 minutos durante a semana.

Individuo realiza atividade fisica, mas ndo cumpre as
recomendacdes de frequéncia ou duracdo.

Individuo que realiza atividades vigorosas por >3
dias/semana durante >20minutos/sessdo; ou
Individuo que realiza atividades moderadas ou
caminhada por >5  dias/semana  durante
>30minutos/sessdo; ou

Individuo que soma >150minutos/semana em
5dias/semana entre as varias atividades.

Individuo que realiza atividades vigorosas por >5
dias/semana durante 30minutos/sesséo; ou

Individuo que realiza atividades vigorosas por >3
dias/semana durante 20minutos/sessdo, e realiza
atividades moderadas ou caminhada  por
>5dias/semana por >30minutos/semana.

Fonte: International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) , 2013.

5.5.5 Colheita Sanguinea

Foram realizados cinco momentos de colheita de sangue, ou seja, no baseline

e a cada periodo pos intervencdo. Para todas as colheitas sanguineas, 0s pacientes

obedeceram 12 horas de jejum.

As amostras sanguineas foram realizadas por pungéo venosa periférica, em um

total de aproximadamente 20mL, por paciente, pelo sistema vacutainer. O sangue foi

colhido em tubos com EDTA (acido etileno diamino-tetra-acético 1,0 mg/mL) (BD —

Brasil), e seco. Este procedimento de colheita foi realizado por profissional

habilitado, seguindo padrGes pré-estabelecidos de seguranca, com utilizacdo de

material descartavel, o que praticamente eliminou qualquer risco maior.
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Apo6s a colheita, a extracdo de soro e de plasma foi realizada pela
centrifugacdo do sangue a 3000 rpm, por 15 minutos, a temperatura ambiente.

Os residuos bioldgicos do experimento foram descartados seguindo Normas
de Seguranca Laboratorial (OMS, 2004).

5.5.6 Andlise Laboratorial

A partir do sangue obtido foram realizadas as seguintes andlises citoldgicas,
moleculares e bioquimicas:

= Contagem de linfdcitos T (CD4+ e CD8+) no sangue total;

= Quantificacdo de Acido Nucléico - carga viral do HIV no plasma;

= Colesterol total e fragbes (HDL-c, LDL-c e calculados ndo-HDL-c e indices
de Castelli I e I1) no soro;

= Triacilglicerdis no soro;

= Apo A e apo B no soro;

= LDL eletronegativa [LDL (-)] no plasma;

= Determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) no
plasma.

As andlises imunoldgicas e de CT, HDL-c, LDL-c, TG, apo A e apo B foram
realizadas no Laborat6rio Central do Hospital das Clinicas da Universidade de Séo
Paulo. Ja as andlises de LDL eletronegativa e TBARS foram realizadas no laboratério
de Nutricdo Humana da Faculdade de Saude Publica da Universidade de S&o Paulo
(FSP/USP).

5.5.6.1 Analise Imunologica e Virologica

A contagem das subpopulacées de linfocitos T (CD4+ e CD8+) foi realizada
através de analises qualitativas e quantitativas com o auxilio do citdmetro de fluxo
FACSCalibur ap6s marcacdo dessas células com anticorpos monoclonais
fluorescentes especificos. Para a carga plasmatica do HIV-1 (carga viral), foi

utilizado o método bDNA 3.0 (branched DNA 3.0 Versant), um procedimento para a
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quantificacdo direta do RNA do virus HIV, que amplifica o sinal emitido por sondas
de acido nucléico que hibridizam a regido do gene da polimerase viral, usando o
System 340 dDNA Analyzer Bayer®.

5.5.6.2 Determinacéo de Lipidios Plasmaticos

a) Determinacdo de colesterol total e triacilglicerois.

As andlises de CT e TG foram realizadas de forma automatizada obedecendo
ao método enzimatico-colorimétrico, utilizando “Kits” bioquimicos da marca
Roche®.

b) HDL-c

As analises referentes & HDL-c foram realizadas de forma automatizada
obedecendo ao método enzimatico-colorimétrico, utilizando “Kits” bioquimicos da
marca Roche®. A dosagem de HDL-c foi realizada mediante a separacdo, por
precipitacdo seletiva, das demais lipoproteinas e no sobrenadante, separado por
centrifugacdo, onde as HDL se encontram.

c) Determinacdo do colesterol ndo associado a HDL (ndo-HDL-c)

Os valores de ndo-HDL-c foram calculados pela subtracdo do HDL-c pelo CT
plasmatico.

d) LDL-c

Para encontrar os valores de LDL-c utilizou-se calculo baseado na equacéo de
FRIEDEWALD (1972)*.

* LDL-c = CT-(HDL-c + TG/5)

Aplicou-se a férmula quando a concentracdo de TG foi menor que 400mg/dL.
Para os voluntarios que apresentaram TG maior que 400mg/dL, os valores de LDL-c
foram obtidos de forma direta, utilizando “Kits” bioquimicos da marca Roche®.

e) Determinacéo dos indices de Castelli I e I

O indice de Castelli | foi determinado como a razdo entre 0 CT e o HDL-c e 0

de Castelli 11 como a razdo entre LDL-c e HDL-c (CASTELLI et al., 1983).
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f) Apolipoproteinas Al e B—apo A e apo B

As concentracOes de apo A e apo B foram determinadas no soro por

nefelometria com o aparelho Array 360 Beckman.

5.5.6.3 Classificacdo dos Lipidicos Plasmaticos

Para classificacdo dos lipidicos plasmaticos utilizou-se as recomendagfes do
National Cholesterol Education Program (NCEP ATP Ill, 2002) (Quadro 5).

Quadro 5. Valores de referéncia de lipidios plasmaticos.

Lipidios Valores (mg/dL) Classificacdo
<200 Desejavel
Colesterol Total 200]- 240 Limite alto
>240 Alto
<100 Otimo
Proximo/
100 130 abaixo de 6timo
LDL-c 130}- 160 Limite alto
160}- 190 Alto
>190 Muito Alto
<40 Baixo
HDL-c 40]- 60 Adequado
>60 Alto
<150 Normal
. 150} 200 Limite alto
Triacilglicerois
200}- 500 Alto
>500 Muito Alto

Fonte: NCEP ATP I11, 2002.

5.5.6.4 Deteccdo da LDL (-)

Separou-se 1mL do plasma sanguineo, o qual foi colocado em tubos com

aliquotas contendo os seguintes inibidores de proteases: aprotinina (10,0 pg / mL),

benzamidina (10,0 uM), e fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF, 5,0 uM), além do
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antioxidante 2,6-di-tert-butil-p-hidroxitolueno (BHT; 100,0 uM) e armazenados a
temperatura de -30°C por um periodo de até 30 dias no laboratdrio de Micronutrientes
da FSP/USP e depois transferidos para ultrafreezer onde foram armazenados a -80°C
até a realizacao das analises.

A LDL(-) foi detectada através de ELISA (Enzime Linked ImmunoSorbent
Assay) sanduiche, ou seja, ensaio imunoenzimético do tipo sanduiche, seguindo
protocolo padronizado por FAULIN et al. (2008). A sensibilizacdo das placas
(Costar®, modelo 3690, Corning, USA) foi feita com Anticorpo Monoclonal Anti-
LDL(-) (MAb-1A3) (0,5 pg/mL, 50,0 pL/poco), diluido em tampdo Carbonato-
Bicarbonato, (0,25 M, pH 9,6), sendo as placas incubadas overnight a 4°C. Apds esse
periodo, os sitios livres foram blogueados com leite desnatado (Molico, Nestlé, Séo
Paulo, Brasil), diluido a 2% em tampdo Fosfato Salina 0,01mol/L (PBS-Tween
(0,01%) - pH 7,4) e incubados a 37°C por 90 min. Em seguida, as placas foram
lavadas trés vezes com PBS-Tween (0,05%). Foi adicionado 50,0 pL/pogo de plasma
diluido 1:1000 em tampdo PBS-Tween (0,01%) leite 1%, sendo a placa incubada por
90 min a 37°C. Apos essa etapa, a placa foi lavada, conforme descrito anteriormente,
e foi adicionado 50,0 pL/poco de anticorpo monoclonal anti-LDL(-) biotinilado
(MADb-2C7) (0,5 pg/mL, 50,0 pL/pogo). As placas foram incubadas a 37°C por 1
horas, em seguida, foram lavadas conforme descrito acima. Apos essa etapa, foram
adicionados 50,0 pL/poco de estreptoavidina-peroxidase(1:100.000) diluida em PBS-
Tween (0,01%) leite 1%. As placas foram incubadas por 1 hora, a 37°C, novamente
lavadas, conforme descrito anteriormente. A reacdo de cor foi desenvolvida através
da adicdo de substrato composto por OPD, tampéo citrato-fosfato (0,1 M, pH 4,2) e
H202 (30%). As placas foram incubadas por 10 minutos a 37°C. A reacédo foi
bloqueada com 50uL/pogo de H2SO4 (2,0 M) e a absorbancia monitorada em 490
nm. Os resultados foram expressos a partir da media das absorbancias das amostras
menos o background e, posteriormente, aplicados a curva padrdo e multiplicados pela
respectiva diluicdo, sendo os resultados expressos em U/L, com 1 unidade
representando 1,0g/L de apo B oxidada.

Todas as analises foram realizadas em duplicata e todos os reagentes foram
Sigma® Chemical (St. Louis,MO,USA).
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5.5.6.5 Determinacdo de TBARS

A concentragdo de TBARS foi mensurada para indicar a ocorréncia de
peroxidacdo lipidica no plasma. A 1 mL de solugéo de acido tiobarbitdrico (0,046M),
acido tricloroacético (0,92M) e acido cloridrico (0,25M) foi adicionado o plasma
(50ul) sendo posteriormente aquecido em banho-maria (100°C) por 30 minutos.
Apos este procedimento as amostras foram submetidas a centrifugacéo refrigerada
Sigma® 318-K (rotacdo de 8000 x g, a 4°C por 15 minutos). A absorbancia de 200ul
do sobrenadante foi lida em espectrofotometro Shimadzu UV 1650 PC com
comprimento de onda de 535 nm. A quantificacdo foi realizada através de curva
padrdo de 1,1,3,3 tetraetoxiprapano (TEP) com 96% de pureza, intervalo de
concentracdo de 0,2 a 4 pumol/L (ANTOLOVICH et al. 2002; CIRICO e OMAYE
2006 e MURSU et al. 2005). Os valores foram expressos em pmol de TBARS/L de

plasma. Todas as analises foram realizadas em duplicata.

5.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram digitados em planilhas do Microsoft Excel® para o adequado
armazenamento das informacd@es. Inicialmente foi realizada estatistica descritiva do
padrdo de distribuicdo de cada variavel, com distribuicdo de frequéncias para
variaveis qualitativas e por média, desvio padrdo, valores minimos e maximos para
variaveis quantitativas.

Para analise do cross-over foi realizada utilizando anélise de variancia
(ANOVA) para avaliar as diferencas de respostas intra-individual entre os
tratamentos (erva mate/chocolate preto e placebos) em relagdo as variaveis de
desfecho do perfil lipidico (CT, HDL-c, ndo-HDL-c, LDL-c, triacilglicerois, indices
de Castelli I e Il, apolipoproteinas Al e B) e do perfil oxidativo (LDL eletronegativa e
TBARS). Tais anélises foram realizadas através do procedimento pkcross no software
Stata versdo 11.0, admitindo-se que ndo houve efeito acumulativo entre os
tratamentos (carryover). Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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Em relacdo as comparagdes incluindo o baseline, optou-se por realizar teste t
de Student pareado.

5.7 CONSIDERACOES ETICAS

Conforme mencionado anteriormente, este projeto fez parte de um projeto
maior intitulado “Efeito da ingestdo de chocolate e chd mate no endotélio de
individuos com HIV/AIDS: ensaio clinico randomizado, cego, controlado por
placebo”, o qual foi aprovado pelo Comité de Etica da FSP/USP (protocolo n° 2018)
(Anexo 1) e pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq)
da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da FM/USP (protocolo n° 0753/10)
(Anexo 2).

Os pacientes foram informados que os suplementos seriam doados e que a
participacdo era gratuita e voluntaria, e a recusa em participar ou desisténcia, em
qualquer momento, ndo afetaria a rotina do atendimento na Casa da AIDS e no
Instituto de Infectologia Emilio Ribas. Foi assegurada confidencialidade dos dados e
garantia de receberem retorno sobre os resultados da pesquisa e andlises clinicas em
reunides apos o periodo da intervencdo. As duvidas que surgiram foram esclarecidas
durante todo o tempo da pesquisa e, os voluntarios que aceitaram participar assinaram
0 Termo de Consentimento Livre Esclarecido — TCLE (Anexo 3) seguindo as normas
do Conselho Nacional de Salide no que se refere a Etica em pesquisas com Seres
Humanos (CNS - BRASIL, 1996). No referente a ética ambiental, os residuos
quimicos produzidos foram acondicionados de forma adequada e encaminhados a
empresa especializada AMBICAMP. Os residuos bioldgicos foram acondicionados
em sacos de lixo proprios para material infectante, em lixeiras especificas disponiveis
no Laboratdrio de Micronutrientes da FSP/USP, sendo que este material foi entregue
ao Centro de Saude Escola Geraldo Paula Souza (Av. Dr. Arnaldo n° 925 — Cerqueira
César — SP. CEP: 01255 000), localizado junto as dependéncias da FSP/USP, para
posterior recolhimento pela empresa LOGA, contratada pela Limpurb para retirada de
lixo hospitalar do local. A forma de descarte e acondicionamento dos residuos
obedeceu as boas praticas laboratoriais (OMS, 2004).
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6. RESULTADOS

Conforme apresentado na Figura 2 foram convidados a participar da pesquisa
um total de 1032 individuos cadastrados nos ambulatorios (Casa da AIDS e Instituto
de Infectologia “Emilio Ribas”). Destes, 267 (179 homens e 88 mulheres) se
recusaram a participar, respondendo um questionério de recusa. Os motivos de
recusa estdo descritos no Gréafico 1, no qual observa-se que “falta de tempo” foi o

motivo mais relatado pelos individuos.

Gréfico 1. Distribuicdo de adultos com HIVV/AIDS em terapia antirretroviral,

segundo motivos de recusa em participar da pesquisa (n=267). Sdo Paulo, 2013.

B Falta de tempo

B Sem interesse

mNao gosta de chocolate
B Nao gosta de cha

mNao gosta de chocolate
e cha

Ap6s o preenchimento do check list e confirmacdo das informacdes nos
prontuarios, 592 individuos (386 homens e 206 mulheres) foram excluidos devido
aos seguintes motivos descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Distribuicdo de adultos com HIV/AIDS em terapia antirretroviral que ndo

foram incluidos na pesquisa, segundo motivos de exclusdo. Sao Paulo, 2013.

Motivos de exclusao n %
Uso de hipolipemiantes 126 21,3
Mais de um motivo 124 20,9
Outros motivos* 60 10,1
DM 55 9,3
Tempo de TARV < 6 meses 42 7,1
Idade (< 19 ou > 59 anos) 35 5,9
Moradia distante 33 5,6
Uso de antihipertensivos 33 5,6
Nao HIV 26 4,4
Intolerancia aos suplementos 26 4,4
Doencas hepéticas** 22 3,7
Doencas cardiovasculares*** 10 1,7
Total 592 100,0

Notas: DM, Diabetes mellitus; HIV, virus da imunodeficiéncia humana; TARV,
terapia antirretroviral.

*Qutros motivos: doenca de Chagas, Céanceres, doencas oportunistas, gestacdo,
vegetarianismo, pancreatite, diagnostico de HIVV/AIDS nao confirmado.

** Doencas hepaticas: Hepatite B, Hepatite C, Cirrose e Insuficiéncia hepatica.

*** Doencas cardiovasculares: arritmia cardiaca, infarto agudo do miocérdio e
acidente vascular cerebral.

Observou-se que o motivo de exclusdo mais encontrado foi o uso de
hipolipemiantes (21,3%), além do grande nimero de individuos (20,9%) excluidos
por mais de um motivo.

Apobs a confirmacdo das informacgBes obtidas no check list por meio de
consultas aos prontuarios, 173 individuos foram considerados elegiveis para
iniciarem a pesquisa e assinaram o TCLE. No entanto, apenas 89 individuos foram
incluidos na amostra deste estudo, sendo que destes, 79 concluiram integralmente as
4 fases de suplementacéo e 10 finalizaram ao menos 2 fases [6 individuos concluiram
as 2 fases de chocolate (chocolate preto/placebo) e 4 individuos concluiram as 2
fases do cha (erva mate/placebo)], perfazendo o total de 85 e 83 individuos que

completaram as 2 fases de chocolate e cha, respectivamente (Figura 2).
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6.1 CARACTERIZACAO DOS INDIVIDUOS DO ENSAIO CLINICO

6.1.1 Fatores Demograficos e Socio-econd6micos

Dos individuos incluidos na pesquisa, a maioria era do sexo masculino (62,9%)
com idade média de 44,6 (x7,1) anos, variando de 28 a 59 anos. Quanto a etnia/raca,
aproximadamente 46,1% auto-referiram serem da cor branca (caucasianos).
Praticamente metade dos individuos da amostra era solteira ou morava sozinha e era
natural de Sdo Paulo (48,3%), 65,2% concluiram o ensino medio e 33,8%
completaram o ensino superior. Mais da metade dos individuos relataram néo ter
filhos (56,2%) e aproximadamente 74,2% referiram ter alguma ocupagéo, sendo que
a renda per capita média foi de R$1574,4 variando de R$120,00 a R$8.000,00
(Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicdo, médias e desvios- padrdo (DP) de adultos com HIV/AIDS
em terapia antirretroviral incluidos na pesquisa, segundo caracteristicas demogréaficas

e socio-econdmicas (n=89). Sao Paulo, 2013.

Média Vvalor  Valor

. o
Variaveis " & (DP) minimo maximo
Sexo

Masculino 56 62,9

Feminino 33 37,1
Faixa etaria

19129 1 1,1 44,6 (7,1) 28,0 59,0

3039 21 23,6

40|49 43 48,3

50|59 24 27,0
Etnia/Raca

Branca 41 46,1

Preta 15 16,8

Parda 31 34,8

Oriental 2 2,2

(Continua)
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Tabela 4. Distribuicdo, médias e desvios- padrdo (DP) de adultos com HIV/AIDS
em terapia antirretroviral incluidos na pesquisa, segundo caracteristicas demogréaficas
e socio-econdmicas (n=89). Sao Paulo, 2013.

(Continuacéo)

Valor Valor

Variaveis n % Media (DP) . L
minimo maximo
Estado Civil
Solteiro/mora sozinho 43 48,3
Casado/mora com companheiro 30 33,7
Separado/Divorciado 11 12,4
Vilvo 5 5,6
Naturalidade
Sé&o Paulo 43 48,3
Sudeste (outros estados) 10 11,2
Sul 13 14,6
Norte 1 1,1
Nordeste 21 23,6
Distrito Federal 1 11
Escolaridade (anos)
<8 1 11
811 58 65,2
>12 30 33,8
Filhos
Sim 39 43,8
Né&o 50 56,2
Ocupacao
Sim 66 74,2
Né&o 20 22,5
Aposentado 3 34
1574,4
Renda per capita* (1534,03) 120,00  8000,00
<1 27 30,3
1]-2 26 29,2
2|-3 18 20,2
34 4 4,5
4-5 5 5,6
>5 8 9,0
Nao referido 1 1,1

Nota: * Referéncia salario minimo Brasil R$ 678,00 (Ministério do Trabalho e Renda, 2013).
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6.1.2 Uso de drogas licitas e ilicitas

Em relacdo ao habito de fumar, verificou-se que a maioria ndo era fumante

(62,9%) e 15,7% eram ex-fumantes. Quanto ao consumo habitual de bebida

alcoolica, 52,3% referiram este habito e a maioria relatou ndo ser usuario de drogas

ilicitas (87,6%) (Tabela 5).

Tabela 5. Distribuicao de adultos com HIV/AIDS em terapia antirretroviral, segundo

uso de drogas licitas e ilicitas (n=89). Sao Paulo. 2013.

Variaveis n %
Tabagismo
Sim 19 21,3
Nao 56 62,9
Ex 14 15,7
Consumo de bebida alcodlica
Sim 46 52,3
Nao 40 45,4
Ex 2 2,3
Uso de drogas ilicitas*
Sim 11 12,4
Nao 78 87,6

Nota: * maconha, cocaina, ecstasy.

6.1.3 Histdrico familiar de doencas.

A Tabela 6 apresenta a descricdo do histérico familiar (pai e mae) de

comorbidades relacionadas a doencgas cardiovasculares. Nesta tabela pode-se

observar que os relatos das comorbidades mais comuns relativas aos pais dos

individuos da pesquisa foram: dislipidemia, hipertenséo arterial e diabetes.
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Tabela 6. Distribuicdo, médias e devio-padrdo (DP) de adultos com HIV/AIDS em

terapia antirretroviral, segundo o histdrico familiar (pai e mae) (n=89). So Paulo,

2013.
Histdrico familiar Mée Pai
Obesidade n (%) n (%)
Sim 16 (17,9) 7(7,9)
Né&o 72 (80,9) 69 (77,5)
Né&o sabe 1(1,1) 13 (14,6)
DM
Sim 24 (27,0) 18 (20,2)
Né&o 60 (67,4) 51 (57,3)
Né&o sabe 5 (5,6) 20 (22,5)
Dislipidemia
Sim 26 (29,2) 16 (18,0)
Né&o 41 (46,1) 42 (47,2)
Né&o sabe 22 (24,7) 31 (34,8)
Hipertensao Arterial
Sim 40 (44,9) 31 (34,8)
Né&o 36 (40,4) 28 (31,4)
Né&o sabe 13 (14,6) 30 (33,7)
Trombose
Sim 6 (6,7) 1(1,1)
Né&o 76 (85,4) 64 (71,9)
Né&o sabe 7(7,9) 24 (26,9)
AVC/IAM Idade do evento Idade do evento
Sim 20 (22,5) < 65 anos (n=14) 20 (22,5) < 55 anos (n=5)
Né&o 66 (74,1) 50 (56,2)
Né&o sabe 3(3,4) 19 (21,3)
Outras doengas*
Sim 26 (29,2) 23 (25,8)
Né&o 63 (70,8) 65 (73,0)
Na&o sabe (—) 1(1,1)

Nota: AVC, acidente vascular cerebral; DM, Diabetes mellitus; IAM, infarto agudo do miocéardio.
* Hipotireoidismo, Doencas Respiratérias, Cancer.
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6.1.4 Historia Clinica.

Em relacéo a histdria clinica dos individuos participantes da pesquisa, 32,6%
apresentavam outras comorbidades clinicas além da infeccdo pelo HIV. Porém,
47,2% faziam uso de outros medicamentos além da TARV, como antiulcerosos,
antidepressivos, antibidticos e antifungicos. O tempo de infeccdo pelo HIV foi, em
média, de 13,2 (+4,8) anos, com inicio da terapia, em média, de 10,6 (+ 5,1) anos e
tempo médio de terapia atual de 3,4 (x2,7) anos. Em relacdo a adesdo a terapia,
88,6% dos individuos relataram ter ingerido de acordo com o prescrito 0s
comprimidos antirretrovirais nos ultimos 3 dias anteriores a data da entrevista
(Tabela 7).

Em relacdo ao uso de IP, ITRN e ITRNN, classes de TARV mais associadas as
alteracdes no metabolismo lipidico, observou-se na Tabela 7 que, 48,3%, 100,0% e

56,2% faziam uso das drogas presentes nestas classes, respectivamente.
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Tabela 7. Distribuicdo, médias e desvios-padrdo (DP) de adultos com HIV/AIDS
em terapia antirretroviral, segundo as varidveis de histdria clinica (n=89). Sdo Paulo,
2013.

Variaveis n % Média (DP) Valor  Valor
minimo maxXimo

Comorbidades Clinicas

Sim 29 32,6

Né&o 60 67,4
Uso de outros medicamentos (além da TARV)

Sim 42 47,2

Né&o 47 52,8
Tempo de Diagnostico do HIV (anos) 13,2 (4,8) 1,0 24,0
Tempo de inicio da TARV (anos) 10,6 (5,1) 1,0 18,0
Tempo de uso da TARYV atual (anos) 3,4 (2,7) 0,0 15,0
Adesdo a TARV

Sim 78 88,6

Né&o 10 11,4
Uso de IP

Sim 43 48,3

Né&o 46 51,7
Uso de ITRN

Sim 89  100,0

Né&o 0 0,0
Uso de ITRNN

Sim 50 56,2

Né&o 39 43,8

Notas: TARV, terapia antirretroviral; IP, Inibidores de protease; ITRN, inibidores da transcriptase
reversa analogos de nucleosideos; ITRNN, inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de
nucleosideos.

Em relagdo aos tipos de drogas utilizadas pelos individuos incluidos neste
estudo de acordo com as classes terapéuticas, observa-se na Tabela 8 que, entre 0s
que faziam uso de IP, cerca de metade fazia uso da combinacdo Lopinavir/Ritonavir
(43,8%). Verificou-se que todos os individuos faziam uso de Lamivudina, seguido
por 67,4% em uso de Tenofovir, drogas da classe ITRN. E, em relacdo as drogas da
classe ITRNN, 52,8% faziam uso de Efavirenz. Os outros tipos de drogas

encontrados foram Enfuvirtida e Raltegravir.
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Tabela 8. Distribuicdo de adultos com HIV/AIDS em terapia antirretroviral,

segundo as drogas antirretrovirais utilizadas (n=89). S&o Paulo, 2013.

Medicamentos da TARV n %
IP

Atazanavir 10 11,2

Lopinavir/Ritonavir 39 43,8

Darunavir 8 9,0
ITRN

Didanosina 2 2,2

Lamivudina 89 100,0

Tenofovir 60 67,4

Zidovudina 31 34,8
ITRNN

Efavirenz 47 52,8

Nevirapina 3 34
Inibidor de Fuséo

Enfuvirtida 2 2,2
Inibidor da Integrase

Raltegravir 6 6,7

Nota: TARV, terapia antirretroviral; IP, Inibidores de protease; ITRN, inibidores da
transcriptase reversa analogos de nucleosideos; ITRNN, inibidores da transcriptase
reversa ndo analogos de nucleosideos.

Em relacdo aos esquemas de TARV, ou seja, as combinacdes de classes
terapéuticas, pouco mais que a metade dos individuos (52,0%) faziam uso da
combinacdo ITRN + ITRNN.
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Grafico 2. Distribuicdo de adultos com HIV/AIDS em terapia antirretroviral,

segundo tipo de esquema antirretroviral atual (n=89). S&o Paulo, 2013.

B [TRN +IP
B ITRN+ ITRNN
B ITRN + ITRNN + IP

m Outras classes

Nota: IP, Inibidores de protease; ITRN, inibidores da transcriptase reversa analogos de
nucleosideos; ITRNN, inibidores da transcriptase reversa ndo analogos de nucleosideos.
Outras classes: combinagdes entre IP, ITRN, ITRNN e outras classes (inibidor de fusdo e
inibidor da integrase).

6.1.5 Avaliagédo Nutricional

Observa-se no Gréafico 3 a classificacdo do estado nutricional dos individuos de
acordo com o IMC. Em relacdo a este parametro, 58,0% dos individuos foram

considerados eutroficos e 29,0% apresentaram excesso de peso.
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Grafico 3. Distribuicdo de adultos com HIV/AIDS em terapia antirretroviral,
segundo classificacdo do IMC (kg/m?) (n=89). S&o Paulo, 2013.

3% gy

H Baixo Peso (<18,5)

= Eutrofia (18,5]-25)

" Excesso de Peso (25,0-30)

B Obesidade Graul ( 30,0-35)

58%

Fonte: OMS (2000).

Em relacdo a classificacdo da CC, observa-se no Gréfico 4 que 39,0% dos

individuos apresentaram obesidade abdominal.

Gréfico 4. Distribuicdo de adultos com HIV/AIDS em terapia antirretroviral,
segundo classifica¢do da circunferéncia da cintura (CC) em cm (n=89). S&o Paulo,
2013.

B Normal

B Obesidade abdominal
(homens =94 cm;
mulheres> 80 cm)

Fonte: International Diabetes Federation (IDF, 2006).
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A Tabela 9 apresenta todas as varidveis antropométricas avaliadas no
baseline. A média de peso foi 68,0 (+ 11,9) kg, de altura foi 169,2 (£8,3) cm e do
IMC foi 23,7(%3,8)kg/m® Na classificacio da CC segundo sexo, é importante

observar que apesar da maioria se encontrar dentro da faixa de normalidade (61,0%),

cerca de 69,0% das mulheres e 24,1% dos homens apresentaram obesidade

abdominal. A analise da composicdo corporal mostrou como esperado, a maior

média de percentual de gordura nas mulheres (45,0%), e a maior quantidade de

massa muscular nos homens (56,6 +6,1 kg).

Tabela 9. Distribuicdo, médias e desvios-padrdo (DP) de adultos com HIV/AIDS

em terapia antirretroviral, segundo as variaveis antropométricas (n=89). Séo Paulo,

2013.
Variaveis n % Meédia (DP) \{a!or \{al_or
minimo ~ maximo
Peso (kg) 68,0 (11,9) 38,3 97,3
Altura (cm) 169,2 (8,3) 1445 184,9
Iindice de Massa Corporal (kg/m?)* 23,7 (3,8) 13,8 34,5
Circunferéncia da Cintura (cm)** 86,6 (9,6) 64,2 109,4
Mulheres 85,5 (10,3) 64,2 107,0
<80 (Normal) 11 34,4
>80 (Obesidade abdominal) 22 68,7
Homens 87,2 (9,2) 67,2 109,4
<94 (Normal) 43 79,6
> 94 (Obesidade abdominal) 13 241
Gordura Corporal (%)*** 19,8 (8,6) 3,0 41,8
Mulheres 26,5 (7,9) 13,7 41,8
<20 7 21,2
20|-/30 (Normal) 11 33,3
>30 15 45,4
Homens 16,0 (6,3) 3,0 28,1
<15 24 42,9
15-|25 (Normal) 27 48,2
>25 5 8,9
Massa Muscular (kg) 51,3 (8,9) 31,1 69,4
Mulheres 33 37,1 42,3 (4,6) 31,1 53,5
Homens 56 62,9 56,6 (6,1) 39,8 69,4

Fonte: *OMS (2000); ** IDF (2006);*** ARMATRUDA e LINEMEYER (2001).
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6.1.6 Avaliacdo da Atividade Fisica

Apos a avaliagdo da pratica de atividade fisica pelo IPAQ — verséo curta 8.0,
observou-se que a maioria dos individuos (68,5%) foi classificada como ativa

fisicamente (Tabela 10).

Tabela 10. Distribuicdo de adultos com HIV/AIDS em terapia antirretroviral,

segundo classificacdo da pratica de atividade fisica (n=89). Séo Paulo, 2013.

Variaveis n %
Sedentarios 4 45
Irregularmente ativos 20 22,5
Ativos 61 68,5
Muito ativos 4 45

6.1.7 Caracterizacdo do Perfil Imunolégico e Viroldgico

Foram incluidos neste estudo individuos que apresentavam carga viral <500
copias/mL no baseline e ao longo do seguimento. A metodologia de bDNA apenas
consegue detectar viremias acima de 50 copias de RNA do HIV-1 por mililitro. A
maioria absoluta dos pacientes (97,6%) apresentava carga viral indetectavel no
baseline e apenas dois pacientes (2,3%) apresentaram deteccdo de baixa viremia
(carga viral 50-500 copias/mL) que é chamada de “blibs” e ndo esta associada a
faléncia do tratamento (IBRAHIM et al., 2012). As medias de linfocitos T CD4+ e
CD8+ foram 6053 (+279,9) célulassmm® e 8259 (+21,9) células/mm?,
respectivamente (Tabela 11).
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Tabela 11. Distribuicdo, médias e desvios-padrdo (DP) de adultos com HIV/AIDS
em terapia antirretroviral, segundo as variaveis do perfil imunolégico no baseline
(n=89). Sao Paulo, 2013.

Variaveis Média (DP) ~ Valor  Valor
minimo maximo

Linfécitos T CD4+ (cél/mm®)  605,3 (279,9) 1440 13140
Linfécitos T CD8+ (cél/mm®) 8259 (349,2) 2340  1950,0

6.2 CARACTERIZACAO DOS INDIVIDUOS DO ENSAIO CLIiNICO DE
ACORDO COM A ADESAO AOS SUPLEMENTOS E AS VARIAVEIS
ANTROPOMETRICAS

6.2.1 Adesao aos Suplementos

A Tabela 12 apresenta o padréo de distribuicdo da adesdo dos individuos a
cada suplemento. Para classificacdo da adesdo a intervencdo em estudos clinicos, a
literatura internacional considera como boa ¢ baixa adesdo o consumo de >80% e
<80% dos suplementos, respectivamente (GRANGER et al., 2005; NUNES et al.,
2009; NACHEGA et al., 2012). Observou-se no presente estudo que, em geral, a
média de adesdo foi proxima a 15 barras/sachés, pois a maioria dos individuos
consumiu de 80-100% dos suplementos oferecidos, sendo que apenas seis individuos
consumiram menos que 80% dos suplementos e apds a realizagdo dos testes
estatisticos (ANOVA e teste t de Student pareado) verificou-se que a inclusdo destes
seis individuos na amostra ndo alterou os resultados observados.

Os individuos relataram maior dificuldade no consumo de chocolate placebo,
alegando sabor muito adocicado e maior aceitacdo no consumo de cha placebo. Por
outro lado, alguns participantes referiram sabor muito amargo para o chocolate e erva
mate.

Apenas 24% dos individuos relataram efeitos adversos no consumo dos

suplementos. Em relacdo aos chocolates foram: enjoos, aumento da frequéncia ou
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ressecamento intestinal, aumento da saciedade e aumento da oleosidade da pele. Em
relagdo aos chés: aumento da frequéncia ou ressecamento intestinal e aumento de
apetite. No entanto, os individuos tiveram dificuldade em associar esses sintomas ao
uso dos suplementos, considerando-se que diversos outros fatores poderiam
ocasionar tais sintomas. Além disso, ndo foi necessaria a exclusdo de nenhum

participante em decorréncia destas observagoes.

Tabela 12. Distribuicdo, médias e desvios-padrdo (DP) da adesdo aos suplementos
(barras/sachés) dos adultos com HIV/AIDS em terapia antirretroviral. Sdo Paulo,
2013.

Suplemento n % Média (DP)
14,63 (1,1)
Chocolate Preto n 100,00
10 80-97
4 <80
14,62 (1,1)
Chocolate Placebo 69 100,00
15 80-97
1 <80
14,71 (0,9)
Erva Mate 70 100,00
12 80-97
1 <80
14,77 (0,6)
Cha Placebo 70 100,00
13 80-93

Notas: Chocolate Preto e Chocolate Placebo n=85; Erva Mate e Cha Placebo n=83.

6.2.2 Variaveis Antropométricas

Na Tabela 13, com o intuito de mostrar se houve modificagGes nas variaveis
antropomeétricas ao longo do seguimento, apresentou-se as médias destas variaveis
nas diferentes suplementacdes. Observou-se que ndo houve alteracdes significativas

do estado nutricional ao longo do seguimento do estudo.
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Tabela 13. Varidveis antropométricas no baseline e nas diferentes suplementacdes em adultos com HIV/AIDS em terapia antirretroviral.
Séo Paulo, 2013.

Variaveis Baseline Chocolate Chocolate Erva Mate  Cha Placebo Pk

(DP)* Preto (DP)*  Placebo (DP)* (DP)* (DP)*
Peso (kg) 68,0 (11,9) 68,2 (11,5) 68,2 (11,7) 67,7 (11,9) 67,4 (11,7) 0,68
IMC (kg/m?) 23,7 (3,8) 23,7 (3,7) 23,7 (3,7) 23,6 (3,7) 235(3,7) 0,95
CC (cm) 86,6 (9,6) 86,8 (9,4) 86,3 (9,3) 86,2 (9,6) 86,1(9,5) 0,51
Gordura Corporal (%) 19,8 (8,6) 19,3 (8,6) 19,2 (8,6) 19,7 (8,7) 20,3 (11,00 0,69
Massa Muscular (kg) 51,3 (8,9) 51,8 (8,5) 51,8 (8,7) 50,8 (10,3) 50,7 (9,0) 0,87

Notas: CC, circunferéncia da cintura; DP, desvios padrdo; IMC, indice de massa corporal.
* Baseline n=89; Chocolate Preto e Chocolate Placebo n=85; Erva Mate e Chéa Placebo n=83.
**Comparacdo das médias (ANOVA) entre todas as suplementaces.
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6.3 CARACTERIZACAO DOS INDIVIDUOS DO ENSAIO CLINICO DE
ACORDO COM AS VARIAVEIS DE DESFECHO (PERFIL LIPIDICO E
OXIDATIVO)

A Tabela 14 apresenta algumas varidveis que compéem o perfil lipidico no
baseline de acordo com a classificacdo do NCEP ATP I11 (2002).

Observou-se que, dos individuos incluidos neste estudo, 55,1% apresentaram
concentracdes adequadas de CT, sendo que 10,1% tiveram concentracfes
aumentadas. Em relacdo as fracbes lipidicas, 27,0% e 39,3% apresentaram
concentragcbes normais e proximas dos valores de referéncia de LDL-c,
respectivamente. Ainda em relagdo ao LDL-c, 4,5% e 2,2%, respectivamente,
estavam com concentracfes aumentadas e muito aumentadas desta fracdo. Em
relacdo ao HDL-c, 55,1% e 25,8% estavam com valores normais e abaixo do normal,
respectivamente. Acima de metade dos individuos (57,3%) e 25,8% apresentavam
valores normais e no limite da normalidade em relacdo ao TG, respectivamente;
15,7% valores aumentados e 1,1% valores muito aumentados.

Os individuos que apresentaram concentracdes alteradas das variaveis do
perfil lipidico (valores acima da normalidade) foram mantidos no estudo, pois ndo

fizeram uso de hipolipemiantes na ocasido do baseline e ao longo do seguimento.
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Tabela 14. Distribuicdo, médias e desvios-padrdo (DP) de adultos com HIV/AIDS

em terapia antirretroviral, segundo as variaveis do perfil lipidico no baseline (n=89).

Sao Paulo, 2013.

Valor Valor
Variaveis n % Média (DP) minimo maximo
CT (mg/dL) 195,8 (36,3) 125,0 313,0
<200 Desejavel 49 55,1
200[- 240 Limite alto 31 34,8
>240 Alto 9 10,1
LDL-c (mg/dL) 117,7 (33,7) 24,0 285,0
<100 Otimo 24 27,0
100[-130 Préximo/abaixo de 6timo 35 39,3
130}-160 Limite alto 24 27,0
160[-190 Alto 4 4,5
>190 Muito Alto 2 2,2
HDL-c (mg/dL) 49,7 (15,3) 6,0 96,0
<40 Baixo 23 25,8
40[-60 Adequado 49 55,1
>60 Alto 17 19,1
TG (mg/dL) 145,6 (76,9) 40,0 559,0
<150 Normal 51 57,3
150/-200 Limite alto 23 25,8
200}-500 Alto 14 15,7
>500 Muito Alto 1 1,1

Fonte: NCEP ATP Ill, 2002. Nota: CT, colesterol total; LDL-c, lipoproteina de baixa densidade;

HDL-c, lipoproteina de alta densidade; TG, triacilglicerdis.

A Tabela 15 apresenta as médias das variaveis de desfecho dos individuos

que completaram todas as fases de suplementacdo (n=79). Observou-se que nao

houve diferenca significativa nas comparacgdes entre todas as suplementacdes, Erva

Mate versus Chocolate Preto e Chocolate Placebo versus Cha Placebo. Tais

comparacBes somente poderiam ser realizadas com os individuos que completaram

todas as fases de suplementacéo, pois desta forma mantém-se o delineamento do tipo

cross-over, em que observamos medidas dos mesmos individuos em cada fase de

intervencao.
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Tabela 15. Variaveis do perfil lipidico e oxidativo no baseline e nas diferentes suplementagdes em adultos com HIV/AIDS em terapia

antirretroviral [individuos que completaram todas as 4 fases (n=79)]. Sdo Paulo, 2013.

Baseline

Chocolate

Chocolate

Erva Mate

Cha Placebo

variaveis n (DP) Preto (DP) Placebo (DP) (DP) (DP) Pt P® P’
Apo A (mg/dL) 79  142,0(29,2) 79 144,4(245) 79 1451 (26,3) 78¢ 143,2(26,8) 77¢ 1399(251) 046 0,76 0,98
Apo B (mg/dL) 79 941(26,1) 79 932(24,7) 79 96,0(22,9) 78¢ 93,8(21,7) 77¢ 919(22,7) 0,88 0,92 0,86
CT (mg/dL) 79 192,3(34,2) 79 198,1(37,9) 79 197,8(353) 79 197,7(37,4) 79 191,7(383) 0,94 099 0,78
HDL-c (mg/dL) 79  498(144) 79 521(146) 79 50,7(142) 79 504 (144) 79 495(140) 074 0,92 0,99
LDL-C (mg/dL) 79  114,7(286) 79 120,0(356) 79 120,4(32,00 79 1179(32,7) 79 1148(32,7) 0,80 094 0,55
N&o HDL-c 79 1426(325) 79 146,1(36,0) 79 147,2(32,7) 79 146,8(36,8) 79 142,3(36,3) 0,96 0,99 0,78
Castelli | 79 41(1,1) 79 402310 79 4111 79 416(1,2) 79  41(11) 0,84 0,98 0,99
Castelli Il 79 2509 79 2509 79 2508 79 25009 79 25(0,9) 0,80 085 0,84
TG (mg/dL) 79 1433(76,9) 79 1350(59,1) 79 139,1(753) 79 1441(61,3) 79 141,4(746) 049 032 0,61
LDL (-) (U/L) 74¢  88(137) 79 91(140) 79 93(145 79 91(13,00 79 85(135) 0,96 0,99 0,99
TBARS (umol/L) 746 116(44) 79 12154 79 12249 79 11945 79 115(51) 0,82 093 0,77

Notas: Apo A, apolipoproteina Al; apo B, apolipoproteina B; CT, colesterol total; DP, desvios padrao; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; LDL-c, lipoproteina de

baixa densidade; LDL (-), lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; TBARS, substancias reativas ao acido tiobarbitdrico; TG, triacilglicerois.
Comparacéo das médias (ANOVA): * entre todas as suplementacdes, ? Erva Mate versus Chocolate Preto, *Chocolate Placebo versus Cha Placebo.

+ n menor devido a hemolise ou quantidade insuficiente de plasma.
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Para as comparac@es dos individuos nas fases Erva Mate versus Cha Placebo,
Chocolate Preto versus Chocolate Placebo, baseline versus Chocolate Preto e
baseline versus Erva Mate, optou-se por incluir os individuos que completaram ao
menos 2 fases de suplementacdo (n=10), sendo n=6 para as fases de chocolate e n=4
para as fases com ché (vide Figura 2). Desta forma, o nimero total da amostra foi de
89 individuos, sendo que o ndmero de individuos que completaram as 2 fases de
chocolate e cha foi igual a 85 e 83, respectivamente, conforme mencionado
anteriormente.

Observou-se na Tabela 16 que nd&o houve diferenga significativa nas
comparagOes entre os suplementos de interesse (Chocolate Preto/Erva Mate) e
placebos, por ANOVA. Entretanto, nas comparacGes entre 0s suplementos de
interesse em relacdo ao baseline, observou-se que ap6s o consumo do Chocolate
Preto, houve aumento significativo de CT (p=0,005), HDL-c (p=0,019) e LDL-c
(p=0,002).
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Tabela 16. Variaveis do perfil lipidico e oxidativo no baseline e nas diferentes suplementagdes em adultos com HIV/AIDS em terapia

antirretroviral [individuos que completaram todas as 4 fases (n=79) + individuos que completaram ao menos 2 fases (n=10)]. Sao Paulo,

2013.
. Baseline Chocolate Chocolate Erva Mate Cha Placebo
Variavels  n (DP) Preto (DP) Placebo (DP) (DP) (DP) Pt P® P? Pf
Apo A (mg/dL) 89 141,1(31,6) 85 143,2(27,4) 84¢ 1439(29,1) 82¢ 142,8(26,5) 8l 140,8(252) 023 03 0,31 084
Apo B (mg/dL) 89 96,0(29,00 85 955(32,2) 84 97,6 (28,3) 82¢ 945(21,7) 8le 924(22,3) 096 0,77 0,37 0,38
CT (mg/dL) 89 1958(36,3) 85 200,5(419) 85 199,3(37,9) 83 1979(37,00 83 193,2(38,2) 0,96 0,99 *0,005 0,09
HDL-c (mg/dL) 89 49,7(153) 85 51,6 (15,00 85 50,5 (15,0) 83 50,1(14,1) 83 49,7 (14,00 0,73 0,66 *0,019 0,69
LDL-C (mg/dL) 89 117,7(33,7) 85 122,8(43,1) 85 121,7(37,5) 83 119,1(32,5 83 116,0(32,5) 0,88 0,86 *0,002 0,10
N&o HDL-c 89 146,1(37,6) 85 148,9(43,3) 85  148,8(38,6) 83 1478(36,4) 83 1435(359) 0,98 0,92 0,051 0,08
Castelli | 89 4,6 (5,2) 85 4,5 (4,7) 85 4,5 (3,6) 83 4,2 (1,1) 83 4,1(1,1) 0,78 05 0,15 0,19
Castelli Il 89 3,0 (4,9 85 2,9 (4,5) 85 2,8 (3,4) 83 2,5(0,9) 83 2,5(0,9) 0,78 0,48 0,46 0,73
TG (mg/dL) 89 1456(76,9) 85 1353(60,4) 85 1415 (78,5) 83 143,5(60,2) 83 141,3(72,9) 057 065 0,18 0,93
LDL (-) (UL) 82¢ 8,6 (13,3) 85 8,8 (13,6) 85 9,1(14,2) 83 8,9 (12,7) 83 8,4(13,3) 095 094 0,20 0,30
TBARS (umoliL) 82¢ 12,3 (4,9) 85 12,6 (5,5) 85 12,6 (5,0) 82¢ 12,2 (4,6) 83 118(5,2) 091 068 054 0,93

Notas: Apo A, apolipoproteina Al; apo B, apolipoproteina B; CT, colesterol total; DP, desvios padrao; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; LDL-c, lipoproteina de
baixa densidade; LDL (-), lipoproteina de baixa densidade eletronegativa; TBARS, substancias reativas ao acido tiobarbitdrico; TG, triacilglicerois.
Comparagéo das médias (ANOVA): * Erva Mate versus Ché Placebo, 2 Chocolate Preto versus Chocolate Placebo.

Teste t de Student pareado: * baseline versus Chocolate Preto, * baseline versus Erva Mate.
*p monocaudal a esquerda <0,025.

¢ n menor devido a hemolise ou quantidade insuficiente de plasma.
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7. DISCUSSAO

7.1. PERFIL LIPIDICO E OXIDATIVO DOS INDIVIDUOS

O metabolismo lipidico e oxidativo dos individuos com HIV/AIDS em
TARYV sofre diversas alteraces devido a propria infecgdo pelo virus e por efeitos da
terapia, havendo maior risco cardiovascular associado a dislipidemia aterogénica e
EO (MANDAS et al., 2009; SOUZA et al., 2013).

No presente estudo para caracterizar o perfil lipidico e oxidativo destes
individuos foram avaliadas as seguintes variaveis: perfil lipidico - CT, HDL-c, ndo-
HDL-c, LDL-c, TG, indices de Castelli | e 1l, apo A e apo B e o perfil oxidativo -
LDL (-) e TBARS.

Em relagdo as modificagbes lipidicas observadas em pacientes com
HIV/AIDS em TARV, SOUZA et al. (2013), verificaram em estudo de revisao
(Anexo 4) que os regimes terapéuticos da TARV provocam alteragfes distintas no
metabolismo lipidico. Os IP sdo comumente associados a ocorréncia de infarto agudo
do miocéardio, hipercolesterolemia, elevacdo do LDL-c, reducdo de HDL-c e
hipertrigliceridemia, particularmente no caso do Indinavir e do Lopinavir. O uso do
IP Atazanavir foi associado a menores alteracoes do perfil lipidico.

Pacientes em uso de ITRNN podem apresentar hipertrigliceridemia, além da
hipercolesterolemia. No entanto, particularmente a Nevirapina foi associada a
concentragdes elevadas de HDL-c, fator protetor do risco cardiovascular (SOUZA et
al., 2013).

Alguns ITRN, como Estavudina, Didanosina e Zidovudina, sdo potenciais
indutores de alteragdes lipidicas, especialmente lipoatrofia e hipertrigliceridemia.
Entretanto, os esquemas contendo Tenofovir foram associados a um melhor perfil
metabolico (SOUZA et al., 2013). O efeito de regimes contendo Tenofovir pode
indicar uma agédo hipolipemiante desse ITRN, diferindo de outras drogas da mesma
classe de antirretrovirais (FREDRICKSON 1993; FRIIS-M@LLER et al., 2007; LU
etal., 2011; SOUZA et al., 2013).

Corroborando com estes autores, no presente estudo observou-se que 0sS

individuos faziam uso, em sua maioria, dos medicamentos antirretrovirais
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Lamivudina e Tenofovir da classe ITRN, os quais sdo associados a menores
alteraces do metabolismo lipidico (FRIIS-M@LLER et al., 2007; LU et al., 2011;
SOUZA et al., 2013). Tais observacbes podem justificar o perfil lipidico encontrado
no baseline dos individuos deste estudo, que na grande maioria se encontrava dentro
da normalidade, com base na classificagdo da NCEP ATP I11 (2002).

Padrdo diferente ocorreu quando se observou os efeitos do tratamento sobre o
dano oxidativo. O uso de alguns ITRN, como a Zidovudina, utilizado por
aproximadamente 35% dos pacientes, pode contribuir para aumento do EO (CARON
et al., 2007) que pode estar associado a presenca de citocinas inflamatorias, como o
TNF-a e IL-6, as quais parecem provocar ativacdo endotelial e plaquetéria,
peroxidacdo lipidica e producdo de EROS (GRUNFELD et al., 1991; DUCOBU e
PAYEN, 2000).

Os ITRN podem induzir toxicidade mitocondrial, que parece estar associada
aos marcadores de EO (CARON et al., 2007). Os medicamentos desta classe podem
diminuir a lipogénese e diferenciacdo de adipdcitos no tecido subcutaneo, sendo uma
das possiveis causas da toxicidade mitocondrial, inibindo a DNA polimerase y
mitocondrial e esgotando o DNA mitocondrial (LLIBRE et al., 2006;
TUNGSIRIPAT et al., 2010). As mitocondrias sdo sitios susceptiveis ao EO devido a
capacidade de gerar EROS (LEWIS et al., 2003).

O aumento das EROS induz modifica¢fes oxidativas nas particulas de LDL-c
que levam a formacdo de LDL (-) ou LDL minimamente oxidada, que vem sendo
considerada como biomarcador de peroxidacdo lipidica precoce, pois induz
aterogénese por diversas atividades bioldgicas, incluindo citotoxidade e estimulo de
varios componentes do sistema imune (como macréfagos, interleucinas, TNF-a)
(BAO et al., 2010), que contribuem para alteracdo no endotélio vascular, aumentando
o risco cardiovascular (CHEN et al., 2007; PEDROSA et al., 2010).

A LDL (-) se encontra aumentada em individuos com hipercolesterolemia
familiar, hipertrigliceridemia (SANCHEZ-QUESADA et al., 2002; SANCHEZ-
QUESADA et al., 2003; BENITEZ et al., 2003; BENITEZ et al., 2004), Diabetes
mellitus (SANCHEZ-QUESADA et al., 2005; BENITEZ et al., 2007) , doenca
coronaria (TOMASIK et al., 2003; OLIVEIRA et al, 2006), dentre outras condi¢fes

clinicas associadas a maior risco cardiovascular.
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Em individuos em hemodidlise, por exemplo, LOBO et al. (2013) observaram
concentragfes aumentadas de LDL (-) em comparacdo a individuos saudaveis, com
valores detectados por ELISA de 0,12-0,18 U/L e 0,08-0,10 U/L (p<0,04),
respectivamente. Em estudo envolvendo individuos dislipidémicos, eutréficos e com
excesso de peso em uso de estatinas, BOTELHO et al. (2012) observaram altos
valores de oxidagédo da LDL (19,61+ 10,24 U/L) utilizando a mesma metodologia de
ELISA sanduiche do presente estudo.

Infelizmente ndo existem estudos na literatura internacional avaliando LDL
(-) em individuos com HIV/AIDS, e por esse motivo ndo foi possivel comparar o0s
nossos resultados com outros estudos envolvendo essa populagdo. Além disso, ndo
existem valores de referéncia deste biomarcador para populacédo saudavel.

Desta forma, comparando com estudos envolvendo outras patologias, pode-se
afirmar que os individuos com HIV/AIDS em TARV do presente estudo
apresentaram concentracbes muito aumentadas deste biomarcador de peroxidacéo
lipidica, pois no baseline e ao longo do seguimento da intervencédo, os valores de
LDL (-) ficaram proximos a 8,0 U/L.

Em relagdo ao aspecto de oxidagdo da LDL em individuos com HIV/AIDS,
verificou-se na literatura que, aparentemente, apenas o estudo de DUONG et al.
(2006) avaliou esta tematica. No entanto, esses pesquisadores avaliaram o estagio
mais avancado de oxidacdo da LDL, o que mostra, como ja& mencionado, que o
presente estudo no Brasil foi o primeiro a apresentar o perfil de peroxidacao lipidica
precoce destes individuos, com o biomarcador LDL (-).

DUONG et al. (2006), em estudo que envolveu 44 individuos infectados pelo
HIV em uso de TARV, sendo 22 com lipodistrofia, investigaram as concentracoes de
LDL oxidada na presenga ou auséncia de lipodistrofia versus controle sem HIV. Os
autores relataram que os individuos com HIV em TARYV apresentaram concentragdes
de LDL oxidada significativamente maiores quando comparados com controle ndo
HIV (0,8+0,3mg/dL e 0,6+0,12mg/dL, p=0,007), sendo que, 0 tempo de exposi¢do
ao Efavirenz, da classe ITRNN, e ao IP Ritonavir foi associado a maiores
concentracdes deste marcador de oxidagdo lipidica. Tais drogas antirretrovirais

também foram utilizadas por praticamente metade dos individuos do presente estudo.
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GIL et al. (2010) também verificaram o EO em individuos com HIV em
relagdo ao tempo de uso de TARV. Foram incluidos no estudo 84 individuos, sendo
que 28 ndo se encontravam em uso de TARV e 56 foram alocados em dois grupos
com diferentes combinagdes de TARV: grupo I -
Zidovudina+Lamivudina+Indinavir; grupo Il — Estavudina+Lamivudina+Nevirapina.
Neste estudo, a peroxidacdo lipidica foi avaliada através da dosagem de MDA e
outros marcadores. Os autores observaram que ap0s seis meses do inicio da TARV
as concentracfes de MDA aumentaram significativamente de 7,61+1,81 nmol no
baseline para 9,95+1,75 nmol (p < 0,001).

O presente estudo se assemelha ao de GIL et al. (2010) pois também se
observou valores aumentados de peroxidacdo lipidica e tempo de uso da TARV e
terapia atual > 6 meses. No entanto, o método utilizado para avaliacdo de
peroxidacgdo lipidica foi TBARS. Nesta anélise, 0 MDA, um dos principais produtos
formados no processo oxidativo, reage com &cido tiobarbitarico (TBA), para formar
um pigmento cor de rosa (TBARS) (ANTOLOVICH et al.,2002). Este método de
avaliacdo do MDA ainda é comumente utilizado mesmo ndo tendo alta
especificidade, pois outras substancias que ocorrem em materiais bioldgicos também
reagem com o TBA (LIMA e ABDALLA, 2001).

Nos estudos de VASSIMON et al. (2010) e NGONDI et al. (2006), o
monitoramento da peroxidacdo lipidica também foi realizado pela dosagem do
marcador TBARS, semelhante ao presente estudo.

VASSIMON et al. (2010) compararam trés grupos de homens: HIV com
lipodistrofia (n=10), HIV sem lipodistrofia (n=22) e controle ndo HIV (n=12). A
contagem de linfocitos T CD4+ dos dois grupos com HIV com e sem lipodistrofia foi
551,0 + 300,0 cels/mm® e 454,0 + 186,0 cels/mm? (p>0,05), respectivamente; apenas
cinco individuos apresentaram valores de carga viral maiores que 50 copias/mm?, o
tempo de diagndstico e uso da TARV era semelhante em ambos 0s grupos, sendo que
a maioria fazia uso da combinagdo ITRN + ITRNN. Os autores observaram 0s
seguintes valores de TBARS: HIV com lipodistrofia = 5,5+ 2,6 pumol/L; HIV sem
lipodistrofia = 6,0+ 4,0 umol/L e controle ndo HIV = 7,7+8,0 umol/L, mas sem
diferenca significativa entre os grupos, ao contrario do que era esperado pelos
autores. Entretanto, NGONDI et al. (2006) verificaram dosagens de TBARS
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semelhantes ao estudo de VASSIMON et al. (2010), em relacdo ao uso de TARV,
mas com diferencgas significativas. NGONDI et al. (2006) para verificar o efeito da
TARV e de diferentes combinacdes desta terapia em individuos com HIV/AIDS,
realizaram estudo comparando 3 grupos: HIV negativo (n=90), pré-TARV (n=65) e
TARV (n=85). Eles observaram os seguintes valores de TBARS para estes grupos,
respectivamente: 1,3 £0,12umol/L; 4,2 +0,77umol/L e 6,28 +1,3umol/L (p<0,0001).
Ja nas comparacdes das diferentes combinagdes de TARV, o grupo que fazia uso de
Estavudina+Lamivudina+Nevirapina apresentou maiores concentracfes de TBARS
(7,2 £2,58umol/L, p<0,01).

O presente estudo observou dosagens de TBARS relativamente maiores do
que os detectados por VASSIMON et al. (2010) e NGONDI et al. (2006), valores
préximos a 12,0umol de TBARS/L no baseline e ao longo da intervencdo, o que
aparentemente, mostra a presenca de peroxidacgdo lipidica aumentada em individuos
com HIV/AIDS em TARV.

Semelhante ao biomarcador LDL (-), também n&o foi encontrado na literatura

internacional valor de referéncia de TBARS para populacdo saudavel.

7.2. EFEITO DA INGESTAO DE CHOCOLATE E ERVA MATE NO PERFIL

LIPIDICO E OXIDATIVO DOS INDIVIDUOS

Este é o primeiro ensaio clinico que buscou avaliar o efeito da ingestdo de
chocolate e erva mate no perfil lipidico e oxidativo de individuos com HIV/AIDS em
TARV.

Estes alimentos séo ricos em polifendis, os quais tém sido foco de diversos
estudos por suas caracteristicas hipolipemiantes e antioxidantes, podendo diminuir o
risco cardiovascular de diferentes populagdes (OSAKABE et al. 2001; MURSU et
al., 2004; SILVA et al., 2008; MATSUMOTO et al., 2009; de MORAIS et al.,
2009; JIA et al. 2010).

Observou-se que houve boa adesdo aos suplementos por parte dos individuos
participantes deste estudo, com médias de adesdo proximas a 15 barras ou sachés.

Este perfil pode ser justificado pelo tempo de escolaridade destes individuos, em que,
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a maioria concluiu o ensino médio, facilitando a compreensao sobre a importancia do
consumo dos suplementos. Além disso, os individuos deste estudo, por serem
portadores de uma doenca crbnica, necessitam de acompanhamento frequente no
ambulatorio (Casa da AIDS ou Instituto de Infectologia Emilio Ribas), para o
tratamento médico com infectologista e demais profissionais de saude e também
retiradas de medicamentos. Desta forma existe certa “dependéncia”, por parte dos
individuos participantes aos locais onde foi realizado o projeto de intervencdo. Esta
“dependéncia” promove vinculo entre os pacientes ¢ os profissionais de saude, bem
como com os membros da equipe de pesquisa, 0 que pode ter facilitado a relacdo de
confianca e interesse dos individuos em consumir os suplementos, promovendo boa
adesdo ao estudo.

Entretanto, mesmo com a boa adesdo a suplementacdo, o consumo de
chocolate preto e erva mate durante 15 dias cada, ndo foi suficiente para alterar o
perfil lipidico e oxidativo, marcadores de risco cardiovascular, conforme observado
nas comparacfes por ANOVA. No entanto, apos a realizacdo de teste t de Student
pareado para comparar o0 baseline com os tratamentos de interesse observou-se que,
apo6s o consumo do Chocolate Preto, houve aumento significativo de CT (p=0,005),
HDL-c (p=0,019) e LDL-c (p=0,002). Tais alteragbes serdo posteriormente
discutidas.

Os individuos foram orientados a manter o mesmo estilo de vida em relacdo a
atividade fisica e dieta habitual durante todo o seguimento, além de ndo consumir
outro tipo de chocolate ou cha. Estas recomendagdes foram preconizadas para nao
haver interferéncias nas variaveis de desfecho e manutencdo do delineamento cross-
over. Recomendacgdes semelhantes foram observadas em outros estudos de
intervencdo com chocolate ou erva mate (BABA et al.,2007; de MORAIS et al.,
2009). Sendo assim, devido a tais orientacdes, observou-se, como ja esperado, que
ndo houve alteracdo do estado nutricional dos individuos ao longo do presente
estudo, levando também em consideracdo o curto periodo de intervencdo (15 dias
para cada alimento). Entretanto, em relacdo ao chocolate e placebo de chocolate, os
quais sdo ricos em lipidios e energia, é importante ressaltar que o consumo diario
pode causar aumento de peso quando ingerido por longo prazo (MURSU et al.,
2004).
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7.2.1 Chocolate Preto

Neste estudo ndo se observaram alteracBes significativas nas variaveis do
perfil lipidico e oxidativo nas comparagdes por ANOVA entre chocolate preto e
placebo de chocolate.

Em relacdo a quantidade de chocolate preto, contetudo de polifendis e tempo
de consumo, Vérios estudos apresentaram semelhangas com o presente ensaio clinico,
em que os individuos consumiram uma barra de 65g/dia, contendo de 2148 a
2864mg de polifendis por porcdo, durante 15 dias. Na maioria dos estudos foram
observadas poucas alteracdes significantes nos parametros do perfil lipidico e
oxidativo dos individuos investigados.

Em individuos saudaveis, OSAKABE et al. (2001) realizaram estudo clinico
para avaliar o efeito do consumo de derivados de cacau no perfil lipidico. As
quantidades dos suplementos alimentares, de polifendis e o tempo de administracao
foram semelhantes aos utilizados no presente estudo, sendo 36g de cacau em pdé/dia
por duas semanas. Os autores observaram aumento da resisténcia da LDL-c a
oxidacdo, mas ndo encontraram alteracbes significativas nos demais lipidios
plasmaticos (OSAKABE et al., 2001).

SHIINA et al. (2009) em estudo randomizado, cego conduzido por duas
semanas em 39 homens saudaveis com média de idade de 29,7+3,9 anos, que
consumiram diariamente 45g de chocolate rico em polifendis (550mg/dia, com
200kcal) versus controle (chocolate branco com 0 polifendis), nao verificaram
diferencas significativas no perfil lipidico (concentracdes de CT, LDL-c, HDL-c e
TG).

Investigando individuos hipertensos, GRASSI et al. (2008) realizaram estudo
clinico também com chocolate rico em fendis (100g de chocolate com 1008mg de
fenois totais) consumido durante 15 dias e observaram diminuicdo das concentracfes
de LDL-c, mas sem alteracdes significativas nas concentracfes de HDL-c e TG.

Ainda em relagédo ao consumo do chocolate preto, JIA et al. (2010) realizaram
meta-analise com oito estudos clinicos aleatorizados envolvendo 215 sujeitos com
fatores de risco para doenca cardiovascular que passaram por intervencdo com

chocolate preto. Os autores referiram que o consumo por até 6 semanas deste tipo de
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chocolate foi significativamente associado com reducdo nas concentrag@es séricas de
LDL-c quando comparado ao grupo placebo, mas néo teve efeito no CT e HDL-c. Os
autores justificaram estas divergéncias de resultados devido aos oito estudos serem
heterogéneos, ou seja, populacbes e condicbes clinicas distintas, como diabéticos,
hipertensos, esportistas, saudaveis e outros.

Tais divergéncias de resultados também foram relatadas na recente revisdo de
OSAKABE (2013) que mostrou varios estudos clinicos, randomizados e controlados
que também investigaram os efeitos do chocolate ou produtos com cacau,
especialmente o chocolate preto, nos fatores de risco da sindrome metabdlica, como
hipertensdo, disfungdo endotelial, intolerancia a glicose e dislipidemia.

FAROUQUE et al. (2006) em estudo clinico, randomizado, duplo-cego e
controlado com placebo, envolvendo 40 individuos (30 homens) com doenca
cardiovascular prévia e idade média de 61+8 anos, que consumiram durante seis
semanas chocolate contendo 444mg/dia de polifendis, também ndo observaram
melhorias significativas nas concentracdes de CT, LDL-c, HDL-c e TG.

Semelhante aos nossos resultados, mas utilizando menor quantidade de
polifendis, NOGUEIRA et al. (2012) em estudo envolvendo 20 individuos
hipertensos e com excesso de peso (10 homens e 10 mulheres) com idade média de
44 anos que consumiram durante quatro semanas 50g/dia de chocolate 70% cacau
contendo 2135mg de polifendis, ndo observaram alterac6es significativas no perfil
lipidico e na LDL-c oxidada. Os individuos deste estudo apresentaram médias de
concentracOes lipidicas no baseline dentro da faixa de normalidade de acordo com
NCEP ATP (2001), o que pode explicar a auséncia de melhoria do perfil lipidico. Tal
explicacdo também pode ser aplicada ao presente estudo, onde os individuos com
HIV/AIDS em TARV também apresentaram, em geral, concentracfes lipidicas
normais.

Entretanto, apos a realizacdo do teste t de Student pareado entre baseline e
chocolate preto, verificou-se aumento significativo de CT (p=0,005), HDL-c
(p=0,019) e LDL-c (p=0,002).

Este aumento nas concentracdes de CT e LDL-c pode estar relacionado a
quantidade de acidos graxos saturados presentes no chocolate utilizado (14g/barra)

que, associado a dieta, pode ter contribuido para aumento dos conteudos alimentares
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de &cidos graxos saturados, além do recomendado, influenciando as concentracGes
lipidicas plasmaticas (SPOSITO et al., 2007; SANTOS et al., 2013). O chocolate
frequentemente foi associado ao efeito hipercolesterolémico devido esta grande
quantidade de acidos graxos saturados. No entanto, a presenca do &cido graxo
estedrico, que representa aproximadamente 30% dos A&cidos graxos saturados
presentes no chocolate, parece promover efeito considerado neutro em relagcdo ao CT
e LDL-c e efeito positivo sobre a HDL-c (MENSINK et al., 2003, MURSU et al.,
2004).

No entanto, este efeito neutro do chocolate em relacdo ao CT e LDL-c ainda
ndo é um consenso e o chocolate foi classificado com grau de recomendagdo Il e
nivel de evidéncia C pela | Diretriz sobre o consumo de Gorduras e Saude
Cardiovascular da Sociedade Brasileira de Cardiologia (SANTOS et al., 2013).

Mesmo assim, € interessante ressaltar que, apesar do aumento das
concentragfes de CT e LDL-c apds o consumo de chocolate preto, suas médias
ficaram na faixa limitrofe de acordo com a classificacdo do NCEP ATP Il (2002) e
também foi observado aumento nas concentracfes de HDL-c.

Em relacdo ao aumento de HDL-c, sabe-se que esta particula apresenta
propriedades anti-aterogénicas, promovendo protecdo cardiovascular (FLORENTIN
et al, 2008) e portanto, este aumento observado deve ser considerado importante.

Estudos anteriores também mostraram aumento de HDL-c apds o consumo de
derivados de cacau. Com quantidades dos suplementos alimentares e tempo de
administracdo semelhantes aos utilizados no presente estudo, MURSU et al. (2004)
realizaram ensaio clinico com individuos saudaveis oferecendo 75g de chocolate
preto (274mg de polifendis) ou chocolate preto enriquecido com polifendis (418mg
de polifendis) por 3 semanas. Os autores verificaram diminui¢do de LDL-c e também
detectaram aumento das concentra¢des de HDL-c (11% e 14% para chocolate preto e
chocolate preto enriquecido com polifenadis, respectivamente).

Apesar do oferecimento de chocolate preto (em pd ou barra) rico em
polifendis por periodos de tempo maiores, BABA et al. (2007), em estudo clinico
envolvendo  homens  japoneses  eutroficos,  normocolesterolémicos e

hipercolesterolémicos que consumiram 269 de cacau em po rico em polifendis por 12
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semanas, observaram aumento significativo de HDL-c (23,4%), mas nédo detectaram
melhorias nas concentragdes de LDL-c, TG e LDL oxidada.

Estes achados em relacdo a HDL-c podem ser associados aos componentes do
chocolate, como os é&cidos graxos e polifendis (flavan-3-ols, flavonols). Tais
componentes do chocolate podem promover o aumento da HDL-c por mecanismos
ainda ndo esclarecidos (MENSINK et al., 2003, MURSU et al., 2004).

Desta forma, varios estudos de intervencdo com chocolate preto ou derivados
de cacau, ricos em polifendis, mostraram resultados benéficos do consumo destes
suplementos mesmo que em poucos parametros do perfil lipidico e oxidativo de
populagdes clinicamente distintas. Mas, em geral, os resultados sdo controversos, o
que corroboram com os desfechos obtidos no presente ensaio clinico.

Além disso, a maioria dos estudos que encontraram resultados benéficos
envolveram individuos com prévia alteracdo cardiovascular, como hipertensos e
hipercolesterolémicos, diferente das condigBes clinicas dos individuos com
HIV/AIDS em TARV do presente estudo, os quais, em geral, eram eutroficos, ativos

e com concentracg6es lipidicas plasmaticas dentro da normalidade.

7.2.2 Erva Mate

Para este ensaio clinico foi utilizado aproximadamente 3g de cha mate
elaborado com erva mate soltivel comercial adicionado de maltodextrina e aroma
artificial de péssego para serem diluidos em aproximadamente 200mL de &gua
quente ou fria. Em relagdo a quantidade de fenolicos, este cha continha 28mg/g de 5-
CQA, 15mg/g de cafeina, 79mg/g de outros fendlicos e 107mg/g de fendlicos totais
(BASTOS et al., 2007a; MATSUMOTO et al., 2009).

Comparando os resultados do presente estudo com os dados de estudo in vivo
de MOSIMANN et al. (2006), o qual envolveu 32 ratos divididos em 4 grupos
(controle, mate-controle, hipercolesterolémicos e hipercolesterolémicos-mate),
verificou-se que mesmo com quantidade e tempo maior de administracdo de cha
mate (2 meses de tratamento com 400mL de extrato de mate/ dia), ndo houve

alteracdo do perfil lipidico ou do colesterol hepatico do grupo controle ou
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hipercolesterolémicos. No entanto, houve diminuicdo da &rea aterosclerdtica no
grupo hipercolesterolémico-mate, mas sem alteracdo das concentracfes de TBARS.
Tais resultados se assemelham aos dados observados no presente ensaio clinico em
humanos, em que ndo se constatou mudancas no perfil lipidico e nas concentracdes
de TBARS.

Em humanos, BOAVENTURA et al. (2012) realizaram estudo clinico
randomizado com 74 individuos com dislipidemia, os quais foram separados em 3
grupos: cha mate, intervencdo dietética e cha mate com intervencdo dietética. Nos 2
grupos que receberam cha mate, o consumo foi de 1L/dia com coletas e avaliacGes
apos 20, 40, 60 e 90 dias. Em relacdo ao perfil lipidico, apenas os participantes do
grupo com cha mate apresentaram reducdo significativa na fracdo LDL-c apds 90
dias de intervencdo e os demais grupos ndo mostraram diferencas significativas nas
concentragdes de CT, HDL-c, ndo-HDL-c e TG.

De MORAIS et al. (2009) com o objetivo de verificar o efeito do consumo de
erva mate nos parametros lipidicos de humanos, realizaram estudo clinico
randomizado, cego e controlado com 102 individuos (44 homens e 74 mulheres)
alocados em 3 grupos: normocolesterolémicos (n=15, eutroficos), dislipidémicos
(n=57, com excesso de peso) e hipercolesterolémicos em uso de estatinas (n=30, com
excesso de peso), com idade média variando de 42 a 55 anos de idade. Estes
individuos consumiram 330mL, 3 vezes/dia de chd mate por 40 dias. Observou-se
diminuicdo  significativa das  concentracbes de LDL-c no  grupo
normocolesterolémico, mas ndo houve alteracdo das concentraces de CT, HDL-c,
ndo HDL-c, TG, apo B ou apo B/apo A. Ainda neste estudo, comparando com o
baseline, a ingestdo de erva mate por 20 e 40 dias diminuiu a LDL-c, ndo-HDL-c,
apo B e aumentou a HDL-c no grupo dislipidémico. Em todos os grupos ndo foram
observadas alteracdes significativas nas concentracdes de TG. Em relagdo ao grupo
hipercolesterolémico em uso de estatinas, verificou-se efeito adicional de diminuicéo
de LDL-c de 10% e 13,1% apdés 20 e 40 dias do consumo da erva mate,
respectivamente, e aumento da HDL-c apds 40 dias (de MORAIS et al.,2009).

Também em humanos, MATSUMOTO et al. (2009), em estudo com 15
mulheres saudaveis [idade média 25+3 anos, eutrdficas e com perfil lipidico normal

no baseline], orientadas a consumirem 5g de cha mate instantaneo diluido em 500mL

85



de &gua, uma vez por dia, durante 7 dias, verificaram apds a administracdo aguda
(apos 1 hora da ingestdo) e cronica de cha mate ( apds 7 dias de ingestdo) reducdo da
peroxidacdo lipidica (diminuicdo das concentragcdes de TBARS), bem como reducéo
da ingestdo energética.

Em relacdo ao marcador de oxidacdo LDL (-), aparentemente existe na
literatura apenas um estudo de intervencdo com fendlicos e efeito sobre a LDL (-).
Este estudo avaliou o efeito do consumo de café, um alimento rico no fendlico &cido
clorogénico, semelhante a erva mate, sobre o perfil oxidativo de 10 individuos
saudaveis. No tempo zero (0), os valores de LDL (-) foram 4,7+ 2,4% do total da
LDL e apds 30 e 60 minutos depois do consumo do café [1 copo de café (200mL)],
os valores foram 4,6+ 2,8% e 4,5+ 2,8%, respectivamente. Ou seja, 0S autores
também ndo observaram alteracdo no marcador oxidativo LDL (-) (NATELLA et al.,
2007).

Os estudos em animais e humanos envolvendo o consumo de chd mate
utilizaram quantidades maiores desta bebida (de 400mL a 1L/dia) e tempo de
consumo variando de 7 a 90 dias (MOSIMANN et al., 2006; MATSUMOTO et al.,
2009; BOAVENTURA et al., 2012).

Para este presente ensaio clinico, optou-se por oferecer menor quantidade
desta bebida (aproximadamente 200mL.), devido a possivel dificuldade de adesdo ao
seguimento, considerando que os individuos foram orientados a consumir 4
diferentes suplementos durante 15 dias cada, intercalados por 15 dias de washout.

Com base nos resultados da literatura conclui-se que o consumo da erva mate
aparentemente é benéfico em alguns parametros lipidicos e oxidativos de individuos
saudaveis e dislipidémicos. Mas no presente estudo, ndo se verificou resultados
benéficos, 0 que pode ser explicado pelas diferencas entre as populacfes, as
condicdes clinicas dos individuos, a quantidade de cha mate consumida e o tempo de

consumo desta bebida.
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7.2.3 Biodisponibilidade dos Polifendis no Chocolate Preto e Erva Mate

O termo “biodisponibilidade”, em relagdo aos alimentos, é definido como a
propor¢do de um nutriente ou substancia do alimento que é digerida, absorvida e
metabolizada, sendo frequentemente denominada biodisponibilidade relativa
(D’ARCHIVIO et al., 2007).

Alguns polifendis somente s&o encontrados no chocolate preto e em
derivados do cacau, como flavan-3 ols ou flavondis, nas formas monomeéricas (-) —
epicatequina e (+) — catequinas e nas formas oligoméricas, como as procianidinas
(MURSU et al., 2004).

Em relacdo a erva mate, os principais &cidos fenolicos sdo os acidos
clorogénicos, como o 5-CQA, éacido caféico, acido 3,4-dicafeoilquinicos, &cido 3,5-
dicafeoilquinicos, acido 4,5-dicafeoilquinicos e flavondides (canferol, quercetina e
rutina) (FILIP et al., 2001; BASTOS et al., 2007b; HECK e MEJIA, 2007).

Outro fator importante que pode interferir na acdo dos suplementos utilizados
neste estudo é a biodisponibilidade destes polifendis.

Pesquisas sobre a absorcdo e biodisponibilidade de polifendis ainda sdo
escassas, principalmente devido as limitagdes de métodos analiticos devidamente
validados. A maioria destes compostos esta presente nos alimentos na forma de
ésteres, glicosideos ou polimeros que ndo sdo possiveis de serem absorvidos na sua
forma nativa (SCALBERT et al., 2005).

Muitos fatores podem alterar a biodisponibilidade de compostos bioativos,
como os polifendis nos alimentos, como a complexidade da matrix alimenticia, a
forma quimica do composto de interesse, estrutura e quantidade de outros compostos
ingeridos concomitantemente (fatores exogenos), o tempo de trénsito intestinal,
esvaziamento gastrico, metabolismo do composto, composicdo da microbiota
intestinal, a variabilidade individual, dentre outros fatores (SHOLZ e
WILLIAMSON, 2007; CROZIER et al., 2009; OLIVEIRA e BASTOS, 2011).

Ap0ds a ingestdo, os compostos fendlicos sdo conjugados no intestino delgado
e mais tarde no figado. Aparecem no plasma de 1 as 7h apds sua ingestdo,
geralmente conjugados com &cido glucurdnico ou como compostos sulfatados e
metilados (NARDINI et al., 2002; MANACH et al., 2004; SCALBERT et al., 2005).
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Em relacdo ao cacau, os flavonoides, como as catequinas, constituem os
compostos fenolicos sobre os quais existem maiores informacgdes na literatura sobre a
absorcéo e metabolismo (SHOLZ e WILLIAMSON, 2007; CROZIER et al., 2009).
Entretanto, ainda ndo existe consenso sobre a estabilidade géastrica destes polifendis.
SPENCER et al. (2000) mostraram que no ambiente acido do estdmago, as
procianidinas sao hidrolizadas a misturas de monémeros e dimeros de epicatequinas.
Entretanto, RIOS et al. (2002) observaram que durante o transito gastrico, as
procianidinas atingiram o intestino delgado intactas, disponiveis para absor¢cdo ou
metabolismo.

Alguns dos possiveis efeitos das procianidinas na saude podem ser associados
a formacdo de metabdlitos pela microbiota. Esta hipdtese condiz com os achados de
GONTHIER et al. (2003) que mostraram que ndo detectaram proantocianidinas com
alto peso molecular no plasma e urina, enquanto que os mondmeros e acidos
aromaticos produzidos durante o metabolismo pela microbiota intestinal foram
detectados.

Ja em relacdo aos acidos clorogénicos, polifendis presentes em grande
quantidade na erva mate, estudos em animais indicam que a absor¢cdo do 5-CQA
inicia-se no estbmago, onde uma pequena parcela é absorvida intacta (KONISHI et
al., 2006, LAFAY et al., 2006). Por outro lado, outros trabalhos ndo conseguiram
detectar acidos clorogénicos no plasma ou urina ap6s o consumo de fendlicos
isolados ou alimentos ricos nestes compostos (AZUMA et al., 2000, NARDINI et
al., 2002).

Ainda em relagdo aos acidos clorogénicos, a microbiota do colon exerce um
papel essencial no metabolismo destes polifendis e de compostos fendlicos em geral.
Apos a clivagem da ligagdo éster, os acidos livres podem seguir por duas vias: 1)
absorcdo pela mucosa intestinal e passagem para a corrente sanguinea ou 2)
permanéncia no colon e metabolizacdo adicional pela microbiota (WILLIAMSON e
MANACH, 2005).

Os mecanismos de a¢do dos compostos fenolicos em geral ainda ndo estéo
elucidados. Para isto, além da identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos forma-
dos, € importante identificar os tecidos alvo em que os metabolitos se depositam

(CROZIER et al.,, 2009). Dados sobre concentragdes teciduais de compostos
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fendlicos sdo escassos e, no caso de &cidos clorogénicos, como o0 5-CQA,
inexistentes até o0 momento (OLIVEIRA e BASTOS, 2011).

Desta forma, ainda ndo existe um consenso sobre a biodisponibilidade
relativa dos polifendis em geral, ou seja, a porcentagem da quantidade ingerida que
efetivamente é absorvida e metabolizada, principalmente pela falta de dados
consistentes sobre seus metabolitos (OLIVEIRA e BASTOS, 2011; ANDUJAR et
al., 2012; OSAKABE, 2013).

Estes dados controversos sobre a biodisponibilidade dos polifenois do cacau
e da erva mate e os seus diversos interferentes podem explicar os resultados obtidos
neste presente estudo em relacdo aos efeitos sobre o perfil lipidico e oxidativo dos
individuos com HIV/AIDS em TARV.
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8. CONCLUSAO

Este é o primeiro estudo clinico da literatura internacional que avaliou o efeito
da ingestéo de chocolate (cacau) e cha mate (erva mate) no perfil lipidico e oxidativo
de individuos com HIV/AIDS em TARV. O consumo destes suplementos por 15 dias
cada, ndo foi suficiente para melhorar o perfil lipidico e oxidativo destes individuos e,
apesar do aumento de CT e LDL-c ap6s o consumo de chocolate preto, também se
verificou o aumento de HDL-c, fator de protecao cardiovascular.

Os resultados observados no estudo podem ser devido ao: 1) metabolismo
diferenciado dos individuos com HIV/AIDS em TARV, o0s quais apresentam
alteracdes metabdlicas devido a prépria infeccdo e também pelo uso da terapia; 2)
tempo de intervencdo e quantidade de suplementos oferecidos; 3) concentracdo de
polifendis nos suplementos, que pode ndo ter sido suficiente para gerar alteracdes
importantes nas variaveis de desfecho.

Além disso, ainda ndo existe um consenso na literatura sobre a
biodisponibilidade dos polifendis presentes nos suplementos administrados, e de

outros fatores que podem alterar esta agdo metabdlica.
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APENDICE 1. Questionario de recusa

1. Mome

2. ldentificacdo do paciente

3. Sexo 1. Masculino O 2. Feminino O
4 Data de nascimento _ /[
8. ldade _ _

6. Escolaridade EF 10 EMA1O0 SP1O

EF20 EM20 SP20 PGO
7. Tempo de diagndstico
3. Tempo de tratamento _

_anos

_anos

9. Motivo da recusa
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APENDICE 2 . Modelos de esquema para controle da intervengéo
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ANEXO 1. Carta de aprovacédo da pesquisa no Comité de ética da FSP/ USP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — COEP/FSP

Universidade de S&o Paulo
Faculdade de Salde Publica

OF.COEP/328/09

17 de novembro de 2009.

Prezado(a) Pesquisador(a) e Orientador(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Salde Publica da Universidade de
S50 Paulo - COEP/FSP, analisou em sua 9.2/09 Sessdo Ordindria realizada em
13/11/2009, de acordo com a Resolugéo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Saude - CNS
e suas compiementares o protocoio de pesquisa n.°© 2618, intituiado “"EFEITO ‘DA
INGESTAO DE CHOCOLATE E CHA MATE NO ENDOTELIO DE INDIVIDUOS COM
HIV/AIDS: ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO, CEGO, CONTROLADO POR PLACEBO’,
4rea tematica GRUPO III, sob responsabilidade do(a) pesquisador(a) Liania Alves Luzia e
orientacdo do(a) professor(a) Patricia Helen de Carvalho Rondo, e considera o protocolo
de pesquisa acima intitulado APROVADO. '

Cabe lembrar que conforme Resolugdo CN /196/96, sdo deveres do (a) pesquisador

(a): 1. Comunicar, de imediato, qualquer alteracdo no projeto e aguardar manifestagdo
deste CEP (Comité de Etica em Pesquisa), para dar continuidade & pesquisa; 2. Manter sob
sua guarda e em local seguro, pelo prazo de 5 (cinco) anos, os dados da pesquisa, contendo
fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP, no caso eventual
auditoria; 3. Comunicar, formalmente a este Comité, quando do encerramento deste
projeto; 4. Elaborar e apresentar relatérios parciais e final; 5. Justificar, perante o CEP,
interrupgdo do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

Atenciosamente,

Professor Titular
Coord: dor do Comité de Etica em Pesquisa — COEP

Ilm.2 Sr.2

Prof.2 Dr.2 Patricia Helen de Carvalho Rondo
Departamento de Nutricdo

Faculdade de Satide Publica - USP

Av. Dr. Arnaldo, 715 — Assessoria Académica - CEP: 01246-904 — S&o Paulo — SP
Telefones: (55-11) 3061-7779 /7742 e-mail: coep@fsp.usp.br site www.fsp.usp.br
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ANEXO 2 . Carta de aprovacao da pesquisa no Comité de ética da FM/USP

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesa da Direteria Clinica do Hospite! daos Clinicos Ada Faculdade de Medicing
da Universidade de SGo Paulo, em sesséo de 02/02/2011, APROVOU o Protocolo
de Pesquisa n° 0753/10, intitulado: "EFEITO DA INGESTAO DE CHOCOLATE E CHA
MATE NO ENDOTELIO DE INDIVIDUOS COM HIV/AIDS: ENSAIO CLINICO
RANDOMIZADO, CEGO, CONTROLADO POR PLACEBO" apresentado pelo
Departamento de MOLESTIAS INFECCIOSAS E PARASITARIAS, inclusive o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Saude n° 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsdvel: Aluisio Segurado
Pesquisador (a) Executante: Liania Alves Luzia
CAPPesq, 03 de Fevereiro de 2011

ey s Lod il
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Coordenador
Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 225, 5°
andar - CEP 05403 010 - Sao Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492
e-mail: cappesq@hcnet.usp.br
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ANEXO 3. Termo de Consentimento livre esclarecido

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. DADOS DE IDENTIFICAGAO

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO : ...ooviiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeee, SEXO: Mo F o

DATA NASCIMENTO: ........ o, l.....

ENDEREQCO ..ooiiiiiiiiiiieeee e NO e
APTO: e

BAIRRO: CIDADE

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Efeito da ingestdo de chocolate e
chd mate no endotélio de individuos com HIV/AIDS: ensaio clinico randomizado,
cego, controlado por placebo”.

2. PESQUISADOR : Dr. Aluisio Augusto Cotrim Segurado

CARGO/FUNCAOQ: Coordenador Cientifico da Casa da AIDS/USP INSCRICAO
CONSELHO REGIONAL N° 39.767

UNIDADE DO HCFMUSP: CASA DA AIDS/USP

3. AVALIAGCAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO O
RISCO BAIXO O RISCO MAIOR O

4. DURACAO DA PESQUISA: 105 dias de intervencao.

1 — Essas informagfes estdo sendo fornecidas para sua participagdo voluntaria
neste estudo, que tem por objetivo avaliar o impacto da ingestao de chocolate e chi

mate nas paredes dos vasos sanguineos de pacientes com HIV/AIDS.
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2 — Os participantes do estudo serdo suplementados com aproximadamente 65 g de
chocolate em barra ou placebo de chocolate e com 3g de cha soltvel ou placebo de
cha soluvel. A suplementacéo sera diaria com duragéo de 60 dias em quatro fases
de 15 dias e monitorada por contato pessoal, telefénico entre os pesquisadores e 0s
participantes e a cada periodo parcial e ao final ser4 controlada por meio de
respostas a questionarios e coletas de sangue para exames laboratoriais.

3 — Estou ciente que devo seguir a suplementacdo prescrita pelos pesquisadores:
consumo diério de 1 barra de chocolate ou 3g de cha durante 60 dias, conforme
explicado anteriormente. Concordo em permitir a coleta de 20 mL de sangue
venoso, antes do inicio da intervengédo e 15, 45, 75 e 105 dias ap0s o inicio da
suplementacdo. Responderei a um questionario fornecendo dados referentes a
minha doenca e minhas condi¢bes socio-econdmicas; terei meu peso, altura e
dados corporais medidos. Serei submetido a exame arterial realizado por aparelho
semelhante ao utilizado para medir a presséo que ndo causara dor, no maximo um
pequeno desconforto causado pelo ajuste da bracadeira. Por Gltimo autorizo
consulta ao meu prontuario para obtencdo de informacdes referentes a exames e
medicamentos utilizados.

4 - Também foi esclarecido que a pesquisa envolve um risco minimo, sendo este
provavelmente relacionado com a puncao venosa (uma agulha sera introduzida em
meu braco e sera retirada uma pequena quantidade de sangue para analise), que
podera resultar em mancha roxa no local.

5 — Estou ciente que essa pesquisa sera importante para avaliar se, a intervencao
com os suplementos usados, é benéfica para pacientes com HIV/AIDS em terapia
com antirretrovirais e para futura aplicacdo dos resultados obtidos. Pode ndo haver
beneficio direto para mim, mas no final do estudo podera ser concluido beneficio do
uso dos suplementos para pacientes nas mesmas condi¢oes.

6 — Terei acesso, a qualquer momento, as informagdes sobre procedimentos, riscos
e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive poderei esclarecer qualquer tipo de
davida. A minha participacao sera voluntaria e a desisténcia néo trara qualquer tipo

de prejuizo para a continuidade da assisténcia que venho recebendo neste servico.

Os principais investigadores sao: Dr. Aluisio Augusto Cotrim Segurado; Dra.
Patricia Helen de Carvalho Rond6 e Dra. Liania Alves Luzia que sera a
pesquisadora que aplicard os questionarios e fard monitoria da suplementacao,
durante o periodo da pesquisa eles poderdo ser encontrados no endereco: Rua Frei
Caneca n° 557, Telefone(s) (11) 3120 5290 e (11) 3061 7868. Se vocé tiver alguma
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consideracdo ou duvida sobre a pesquisa podera entrar em contato com eles. Se
ainda restar alguma ddvida vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16,
17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br
8 — Vocé poderd retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na

Instituicao;

9 — Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum

paciente;

10 — Apébs a conclusao do estudo os pesquisadores divulgardo os resultados a

todos os participantes;

11 - Despesas e compensagfes: vocé ndo terd nenhuma despesa pessoal
adicional por participar do estudo, incluindo exames e consultas, tendo em vista que

havera distribuicdo de auxilio transporte para seu deslocamento até o servico;

12 — Em caso de dano pessoal, comprovadamente causado pelos procedimentos
ou tratamentos propostos neste estudo, vocé tera direito a tratamento médico na

Instituicao;

13 — Os pesquisadores se comprometem a utilizar os dados e o material coletado

somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informac¢des que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo o estudo: “Efeito da ingestao de chocolate e
cha mate no endotélio de individuos com HIV/AIDS: ensaio clinico randomizado,

cego, controlado por placebo”.

Eu discuti com o Dr. Aluisio Augusto Cotrim Segurado ou com as Dras Liania
Alves Luzia e Patricia Helen de Carvalho Rondé sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo,
os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que

minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
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tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que

eu possa ter adquirido, ou ho meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante
Data / /
legal

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo  Data / /

Qualquer davida entrar em contato com uma das pesquisadoras executantes:
(11) 7143-9816 ou (11) 3061-7868

Ambulatério Frei Caneca: (11) 3120-5290/Ramal: 214

nutricionistas.usp@gmail.com

Nutricionistas: Andrea Mariana Nunes da Costa Teixeira
Patricia de Moraes Pontilho

Suelen Jorge de Souza
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This study reviewed the lipid profile of human immunodeficiency vires‘acguired immunao-
deficiency syndrome (HIVIAIDS) patients in relation to use of antinetroviral therapy (ART),
and its different classes of drsgs. A total of 190 articles published in peer-reviewed journals
were retrieved from PubMed and LILACS datsbases; B8 of them met the selecton crte-
ria and were included in the review Patients with HIVAAIDS without ART pressnted an
inrease of trhiglpcerides and decreases of total cholestermnl, kow density lipoprotein (LDL-0),
and high density ipoprotein (HDL-c) levels. Distinct ART regimens appear bo promaote diffes-
ent alterations in lipid metabolism. Protease inhibitors, particularly indinasir and lopinavir,
were commaonly asscciated with hyperchalesterolemiz, high LDL-c, low HDL-c, and hyper-
triglyceridemia. The protease inhibitor ataranavir is apparently assodated with a more
stavudine, and mSdovadine) induced Lipoatrophy and hypertrighycendemia, whereas aba-
cawir inoeassd the sk of cardiovascular diseases ewen in the absence of apparent Lipid
disorders, and tenofovir resulted in lower levels of cholesteral and trighycesides. Although
nan-muclepside reverse-transcriptase inhibitors predisposed to hypertrighyceridemia and
hypercholesterolemia, nevimpine was particularly assodated with high HDL-c levels, a
protective factor agminst cardiovascular diseases. Therefore, the infection itself, different
dasses of dmgs, and some drugs from the same class of ART appear to exert disbinct
alterations in Bpid metabolism.

& 2013 Elsevier Editora Ltda. All rights ressrved.

Perfil lipidico de padentes infectados pelo HIV am relaco & terapia
antirretroviral: uma revisio

RESUMOD

Pzlovros-cheve
Virus da lmunodeficiénca Humana

Este estudo faz uma revisSc sohre o perfil Bpidico de padentes com viros da imuonodes-
cdénca humanafsindrome da imunodeficénca adguirida (HIVIAIDS) em relacio ao uso da
terapia antimmetroviral (TARV), = suas diferentes dasses de firmacos. Um total de 190 artigos

% Btudy conducted at Faculdade de Sadide Piblia da Universidade de 550 Paulo, 330 Paalo, SF, Brasil.

* Comrespording author. Nutrition Department, School of Public Health, University of 330 Paulo, Avenida D Arnaldo, 715, Cergueira César,
530 Faulo, 5F, D1246-004, Braxil.
E-mail: phorondo@uspbe (PH.C. Rond&).
044 - ser front matter © 2013 Elsevier Editora Lida. All ights neserved.
hittpeifd dod org 10 1016 ram b 2012.11 003
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Sindrome da Imuoncdeficiénda publicados em revistas indexadas foram selecionadoes das bases de dados PubMed = LILACE;
EE deles presncheram os crténos de seleg@o e foram incluides nesta revis3o. Padentes
cam HIV/AIDS sem uso de TAEV apressntaram sumento de triglicérides & dimimsigio
dos nivels de colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) = lipoproteina de
alta densidade (HOL-c). Distintos regimes de TARY promoveram diferentes alberagbes no
metabolisme lipidica. Inibidores de protease, paricularments indinavir & lopinavir, foram
camumente assorizdos com hipercolestemolemia, sumento de LDL-c, diminnigSo de HDL-c
= hipertrighceridemiz. O inibidor de protease atazanavis aparent=mente estd associado &
de nucl=osideos (didanosina, estavodina = zidovuding), induriram lipoatrofia & hiper-
trighiceridemda, snquanta o abacavir aumentou © Hisco cardicvascular mesmo na susénda
de aparentes distirbios Bpidicos, & o t=nofiovir resultos em menares niveis de colesteral =
trighicérides. Embora o infbidores da transcriptase reversa ndo andlogos de neclecsideos
possam predispor a hipertrighiceridermia e hipercolesterolemiz, a neviraping, particalar-
mente, foi assodada o maiores niveis de HDL-c, um fator de protecio contra doe=ngas
cardiovasculares. Portantn, & propria infecciio, diferentes classes de frmacos = alguns
Firmacos da mesma classe de TARV podem exercer distintas alteragbes no metabolismo

Terapia antimretroviral
Terapia antimetroviral de alta

Tistinidemi

limid

© 2013 Elsevier Editora Ltda Todos os direitos reservados.

Intreducton

Patients with human immunodeficiency vins (HIV) acquired
immunodeficiency syndrome (AIDS) frequently presant alter-
ations in lipid metsholism due to infection with HIV itsslf,
inchuding elevated serum concentrations of trighycendes and
low levels of total cholesterel ! The introduction of antiretrs-
viral therapy [(ART) in the mid-1990s led to substzmtial
improvement in the prognosis of HIWADS patients, with a
reduction in morbidity and mortality due to opportunistic dis-
eases and consequent improvement of the patent’s quality of
lifa37?

However, there is evidence that ART is associated with
lipadystrophy syndrome, & disturbance of hpid metabolEm
characterized by insulin resistence, dyslipidemia, and fat
mabdistribution, uswally presanting =s visceral abdominal ohe-
sity and cerviczsl fat pad scoumulation (buffalo hump),>5"#
metabolic bone disease (psteopeniz andfor osteoporosis), and
lactic acidosis 551012

ART-a=sociated dyslipidemia is characterized by elevated
samum concentrations of total cholesterol, trighycerides, low
density Bpoprotein (LDL-c), wery low-density lipoprotein
(VLDY, and apolipoprotein B fapoE), and low levels of
high density Bpoprotein (HOL-c), constituting an atheno-
genic lipid profile. 134 This lipid changes ooours within three
mﬂmufi:ﬂﬁaﬁngmﬂﬂamﬂterai:mrirm
months. 15

The prevalence of dyslipidemiz and other risk factors for
cardiovascular disemse is signifimnt in HIV/AIDS patients
receiving AFRT, ranging from 20% to B0% depending on
the study design and population investigated.® These fpid
alterations were first described in patients whoused antiretro-
viral regimens containing protesse inhibitors, but also were
later chserved in patients who received regimens consisting
of nucleoside reverse-transcriptase inhibitors (MATT) and non-
mucleoside reverse-transcriptase inhibitors (NMRETT). &5

In view of the high prevalence of dyshipidemia and the
increzsed 1=k for cardiovascular disesses among patients

with HTWAIDS, which = 3 matter of concemn for public health,
the present review aimed to describe the lipid profile of HOV-
inferted patients in relation to wse of ART, and its different
clzsses of drgs.

Methods

The PubMed (US Mational Library of Medidne, Mational Insti-
tutes of Health) and LILACS (Literatura Latine-Americana e do
Caribe) databases were searched without restrictions on pub-
lication year or stady design until August 2011, The keywords
“HIV" [MESH] OR “Acquired Immunodeficiency Syndromea®
|MESH] AND “Dyslipidemias™ [MESH] were used for search in
the PubMed database, and 169 articles were retrieved. The
LILACS datsbase was searched using “HIV and Dislipidemia®,
and 21 artides were retrieved. Thus, 180 articles were first
salerted, but one article appeared in both datshasss; therefore,
‘184 articles ware selectad for this review.

All studies investigating the assodation between Lpid
alterations in HIWAIDS patients with or without treatment
were identified and included in the review. Case report articles
(12 artides from PubMed), artices related to lipid-lowering
drugs (8 artidles from PubMed), artidles whose full text could
not be accessed (35 aricdes from PubMed =nd fwe from
LLACS), and artickes not foousing on lipid altemtions in
HIV/AIDS patients (29 artices from PubMed =nd nine from
LILACS) were excluded. 75 artickes weare thus salected from the
PubMied database and six articles from the LILACS database.
In sddition, seven studies were identified in the references
of these articles and retrieved for relevance, considering that
the articles were wseful to describe the possible metabolic
mechznisms to explain the lipid alterations of the patients.
Therefore, a total of 88 articles ware included in the review
(Fig- 1.

All the B3 articles were discussed n this review.
Tables 1 and 3 presented the mesulis of the original articles
(n=51) included in this search, excluding previowsly published

TEVIEWE.
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Fig. 1 - Research design.

Besults and discussion
HIV/AIDS and lipid alterations

Lipid alterations in patients with HIWAIDS caused by the
infection itself had been reported before the implementation
of ART.}12 In this respect, serum iriglyceride concentrations
were higher and the levels of total cholesterol, LDL-c &nd
HD-¢ were lower in HIV-saropositive patients receiving no
ART when compared to uninfected controls %*5? These alter-
ations were detectad in patents infected with differant HIV-1
subtypes. 1

Low serum concentrations of HDL-c can be used as a
marker of chronic inflammatory activity. ™ In a cohort study
conducted in Spain, untreated HIV-infected patients pre-
sented low HDL - levels, especially if they had alresdy received
antitetroviral therapy in the past™ However, HDL-C levels
were found to be low evenin patients receiving ART presenting
adequate viral suppression and immune reconstitution, a
finding that suggests that inflammatory activity was not com-
plately contralled *

Tahle 1 summarizes the results of the original studies (n- )
that zssessed the lipid profile of HIV/AIDS patients without
AFRT.

Possible metabolic mechanisms

Factors that conftribute to dyslipidemiz in HIV infection
are altered cytokine profile, decreased Lpid clesrance, and
increased hepatic synthesis of vLDLD

Cytokines such as tumor necrosis factor alpha (THF-a)
and imterleukin-& ([L-5) sppear to promote Gpid peroxidation,
tesides endothelial and platelet activation, and the produc-
tion of reactive oxygen species. 14

An inoease in serum triglyceride concentrations is
ohsarved in HIV-infected patients as the disease progresses,
particularly in the presence of cpportunistic infections, possi-
by due to 2n inmesse in the levels of inflammatory oytokines
(THF- «, nterleukins, and interferon alpha [FH- <] and
steroid hormones M2 The lower the CD4+ T lymphocyte
count in peripheral blpod, the higher the concentrations of
trighycerides and the lower the levels of total cholestem] and
LOL-c L In comtrast, low concentrations of HOL-c are found
in HIV-infected patients, regardless of the CDd+ T lymphooyte
count 35

HIV/AIDS, ART, and lipid alterations

Changes in lipid metsholism associated with ART use hawve
been commaonly eported in all age groups of HIV-infectad
patients. >

In relation to the metabolic side effects of ART, children ara
more vulnersble than adults because of their stetus as growing
organisms and their longer exposurs o ARTS

Cross-sectional smdiss with Hv-infected children and
sdolescents receiving ART heve shown high frequency
of dyslipidemia, lipodystrophy 8 retinol, and b-carotens
deficiencies” and, thersfore, high risk for cardiovascular
diseases ™ In g multicenter study, HIV-infected children
with symptoms of fat redistribution presented adiponectin
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Table 1 - Studies assessing the lipid profle of patients with HIVWAIDS without ART.

Raferenoa Ehady design and treatment Lipid profle alterations
duration
Fouria at al Sub-study from PURE - HIV+ wersus HIV-: JHDL-c [1.23 wersus 1.7 mmol’L); JLOL-c (26 versus
{@010pE HIW- (0 = 300) versus HIV-— 2Emmal’l $TC (1.29 versus 1.15 mmalfl), $CRF (3.31 versus 213mg'L); $1L-6 (4.7
[m =300k 12 years wersus 3.72 pe'L)
- HIV-1 subtypa C was assocated with dyslipidamia
Crunfald et al AIDE o =45); HIV4 (without - AIDE: $1FH-n {p=0.001 comparad to controls); with detoctable levals in 24%
{13312 AIDIS; = 15); HIV— of AIDS patients
{contrals; n-17) - HIvs: thress of 13 had datectabla IFH-o
- AIDE and HIV.: significant oorralation batwoen IFN-n and TG (R =044, p= 000
IFN-o modulated lipid matabolism, and was probably responsibla for the
hypertrigiycaridemia found in AIDS patiants
crunfuld atal AIDS [0 =33) HIV4 [O=8g - AIDS versus controls: 4TC and prevalence of hypartrighycoridemis (S0
(1zE5) HIW— (contrals; o= 17) [P 0002 and pe0UMIS, respectivaly)

mmww Emmnpm E-I:I:IL-c.lujmhrmtyEpcpmm IFM-a, interferon-alpha; O, interloukin; LOL-c, low dansity

decressa, associated with insulin resistance, incremse of
triglyrerides and reduction of HOL-c. ™

Pregqnancy already is 3 condition that is characterized by
important metsbolic changes. The use of ART during preg-
nancy is sssodated with several comcemns, which inclode
potential teratogenicity, riek for the exposed and uninfacted
newhom, possible reduced efficacy of antiretroviral regimens
in this particular condition, and safety considerations for the
nludieréilﬂudingputmﬁa]lyilmmed r=k of specific adwerse
EVETILE.

HIv-infected clder adults have 3 slower immunolegical
respanse to ART and 3 higher risk for cardiovasoular diseases,
considering the factors: aging, HIV infection, and ART.” A mul-
ticenter cross-sectional study invelving 179 elderly individuals
indicated that 54% had dyslipidemia, 73% had cardiovascular
diseases, and 58% had Bpodystrophy. 3

Six classes of antiretroviral drogs =re currently svailahle
(Table 3.
frequently associated with lipodystrophy and alterstions in
lipid metsbolism ©4* purthermore, the drugs of sach cle=s
exart distinct metebolic effects 2

Table 3 summarizes the results of the criginal sthudies
(=48] that assessed the Bpid profle of HIV/ATDS patients with
ART.

Proteasze inhibitors

Elevated plasma lipid concentrations were observed in 70%
to BO% of patients who received ART contmining pro-
teass inhibitors. This class of antiretroviral drogs has been
associated with the development of peripheral lipodys-
trophy, central adiposity, breast hypertrophy, =nd insuolin
resistance ST

Patients who use protease inhibitors for & long period of
time frequently present hypertriglyceridemia, elevated con-
cantrations of LDL-c, reduced HOL-c levels, and socumulation
of apolipoprotein E and apolipoprotein CII (apoCT). 5606807
However, the reduction of HIV-1 viral load has been assodated
with an increase of serum HOL-c.%

In the first exploratory studies, variows protease inhibitors
ated with different degrees of hyperlipidamiz 7.8 Howewer,
some authors found that dyslipidemic patients using pro-
tezse inhibitors who switched to atszansvir-containing
regimens showed improvement of ipid parameters, while the
immumnalogical and virsdogical efficacy of the regimen was
maintained 43537981

In a multicentes, prospective, observational study of 23437
HM-infected patients conducted by the Data Collection on
Adwverss Bvents of Anti-HIV Drogs (DAD) Study Group (2007), an
association was initially obsarved betwesn the use of protease

Table 2 - Antiretroviral drugs by class.”

m HETI HHETI FI OCRS antagonist Integrasa inhibitor
Ataranar (ATV) Abacawir (ABC) Efawirenz [EFY] Enfavirtida Maraviroe Raltogravir (RAL)
Darunavir [DFEV] Didanosing (ddr) Elraviring (ETE) (T-20) [T

Fosamprenawar [FPV) Emiricitzhing {FTC) MaviTaping (NVE)

Indinavir {I0V) Stavuding (d4T)

WaolEnawir (HFV) Tenobvir [TIF]

Ritonavir (ETW) Zidowuding [AZT)

Saquinavir (5QV]

Tipranavir [TFV)

Pl, proteasa inhibdtors; NETL nucleoside rewerse-transcriptase inhdhitors; NNETL, non-oudsosids reverse-trarscriptase inhibitors; FI, fusion

inkibitor.

* Guidelines for tha uss of antiretroviral agents in HIV. 1-infctad adults and adolesmnts T

116



Table 3 - Studies assessing the lipid profle of patients with HIV/AIDS receiving ART.

Referonce Typa of ART Study design and troatmant durstion Lipid profils altorations
Podzamezar et al HVF versus ATZRTV, both Frospective study (n=555) basaling evaluation - KVWF pramated 4 TC, $HDL-c, 4L0L-c, and $apoAl, but not of apoB; ATZr was
o™ combined with TDF + FTC up bo 48 weals associated with ¢ TIC; MW wersus ATZ « TOHDOL-C ratio and « apoBfapoA mbo;
(ARTEN Etady) - Low Framingham scare in the two groups
Macinnes et al MVT versus EFV Intervantion shady: MVC (0 =360} versus EFV - For patients with TC and LDL-c balow the NCEF traatment thresholds at the baginning
et {n=351). both combined with AZT/3TC of tha study (TC 35% = 11% in tha EFV group versus LOL-c 29% = B% in tha MVC group)
for 95 weals: |p = 0LOOE)
- For patiants exreading the WCEF threshalds: TC: 83% = 50K (p=0.008); LOL-C BE%. =
S5% (p =003} HOL-c 43% = 527% (p=0.002) (valuas refoming to an incraase for patiants
with HDL-c « 40mgfdLy
Luat zl {2o1mpe Two MET] +ATV L=day Frospective chsarvationa] study (n=55): - ATV ragimen was well tolerzted and resultad in significant improvemant of
ar ATV Lxfday 48 woaks ipddami
Cranaatal Comparison batwaan METI Cohort study (n=2,257) patiants with at laast - TDF/3TC ar TDR'FTC associated with | lipid levals (TC, TG, HOL-c, LOL-c and
oL pairs usad in tha first ART two months of ART nan-HDL-cf ddifITC associatod with 4 LOL-c d&T/STC with 4TC; ddU84T with ¢ HDLc
Adowoloat al HHRTI Cross-sectional study (n=130): 12 manths. - KMET] contRining NVF promoted 4 HDL-c and stabilizztion of TC and TG
ooy
Battistind at al. ART Cross-sectional study with childron and - Lipodystrophy: 53.3%
ooy adolesconts |n=30) madian duration with AFT: - Dyskpidamia (AIDS versus controlsy 6% wersus 235 (p=00004)
28.4 months - $ Frequency of dyslipidarmia, lipodystrophy, and retinol and b-carotena daficiencies,
‘bt it was not possitla to damonstrate a cormelation of thesa findings with lipid
peroxidation
Randell st al TDFR'STC + FEWETY wersus Intervantion shady (n=27): Z=/day - 4 6.5% TC with FFV and 10.9% with LFV. Similar changes in pids and Epoprotein
(oo™ TDR'STC + LAWETY Fharmacokinetics was avaluatad up subfractions in the groups with 4 TG, 4VLOL, chylomicrons and $LDL-c. Ko significant
o bwo woaks altarztion in HOL-c and | small-HDL-c
Palios ot al HAART versus untroatad Cross-sectional study (n=40) - Fatients on HAART prasented 4 TC compared to control
o™
Hpguemarm et al. ART Case-control study [HIVs jn=177) and HIV— HIV+ versus HIV- subjects:
o1y (n=173)] - CD4 = 50calleul- | TC and JLOL-c {p<0.000T); $TC (p-0001); = TCHDL-c matio
(p=0.01); > HOL-C/LOL-€ Tatio {p =003
- CD4 50-199 culls/pl - | TC {p < 0.001) and $TC (p-0.001)
- OO 300- 0 cullsfpl - §TC (p= 0003 > TCHDLC (pe0.0003); > HOL-o/LOL-c rakio
(p-0.04)
- CD4 »FE0culla’pl - » TLHDL-c ratic {pe0.0001) > HOL-ofLOL ¢ ratio (p < 0.001)
- HIV4: = HDL-c irrespectiva of the 004 call count.
Tangsiripat at al. ART with TOF Doubla-blind, placsbo-controlled crossover study  TDF wersus placgboc
el (=17} 12 waaks - } nan-HOL-c, } LOL-c and §TC
Wernar at al HAART Cross-sectional study with children - Lipid shnormakity: 28.3%;
{20y and adolesconts [n=43): threa months - Body shapa changer 13.9%
Bunupuradzh Doubla-boosted FI n=50 12 wocks (HNV-infctad childran who had - TC and HOL-c $significantly over tima, wheraas TG and LDL-c did not
et al. [Zoogpst combination, SV and failed on rovarse transcriptasa inhibitors) -Body shapa changes: Approximataly 50%
PV
Calza gt al First HAART: ABC/ITC + Clinical Trial [ABC/STC [n=43); TOF/FTC - ABC/STC + ATV/ATW: higher CD4
jaooey™ ATV/ETV versus TDFFTC + [n=47}-48 woaks - Both groups: | TG Similar TC and LDL-c
ATVIRTV

06T
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- Table 3 (Continued)

Refermnce Typa of ART Study design and treatmant durstion Lipid profile altorations
Carosiatal ABC/ITC + FRVIRTV Intarvantion stady (o= 214} follow-up for 34 - Ko significant altarstion in non-HOL-c valuas in either group
[l {1400 mg'100mg), 1x=/day and 48 wadks
wersus ABCIITC + FEVIRTV
{700 Mg 100 mg), 2 day
Kim etal (205)*  Diffarant HAART megimens Singla canter, mirospactive cohort stady - T2.4% had TC» 180mgdl, 53.4% had TC» 200mgfdl
{n=178) HIV-1 infactad childron with EAART - For TC» 300, the multivarishla anabysis showed 4 risk with METUVNMRTI (HR: 155, 95%
versss HIV-1 infacted children without CI: 1.34-2.15) and NETLFI (HA- 3.45, 35°% CI- 2.65-4.51] whan compared to controls
madications jcontrols])
Sarmi ek al. ART (80K HAART and 30% Cross-sertiona] study with childran - Lipodystrophy- 53.3%
(0G| with FI) and adolesconts (o= 30} madian durstion - Dyskpidamia: 60
with ART =254 months - Childran cn HAART with FI- > % of mixed Epodystrophy
Teoetal (009)*  Comparison of pakionts an Cross-sartional study fni=57) - Prevalanics of hypandholesterolomia, bypartriglyceridamia, znd low HDL-c lavals:
HAART with and without 17.3%, 50U, and 17.3%, respectvely
lipodystroplny - Patiants with lipodystrophy: + TG and | HDL-C
Miotha ot al HAART Multicontor cross-soctional study with - Dyshipidarmia: H4%
(o™ H-1-infected population aged 70 years or mors -Cardiovascular discasa: 2%
n=179) Lipodystaphy: 2%
Willizms at =l ART Frospoctive cisarvational study {n-&4335): - =% hyparcholostorclamiz
(oEy patients received ART for 2 mean of cight years - Patients recefwing BTV or MNETI (sspecially EFV) presantsd 4 TC and TG
Estrada and TOF+FTC+DEVIRTY wersus Intarvantion stady: 48 weeks (ARTEMIS] - Similar virological and immunological response. DEV/ETY was asscciated with a
Fustar (2008 TOF+FTC4LPWRTV } frequency of adverse Gpid affacs
Calra ek al FPURTV versus LEVWRTV. Obserational shady (n=87): 18 manths - LPWETW: § TG
{zooey*
Farhi at al HAART Cross-sortional study fn=235) - 77.5% prowalence of dyskpidamia
Anarmworanich First HAART: two METI + Intarvantion shady (0= 277} 24 wesks - $ TC, § TG, $LOL-c, and tHDL-C
wtal. (2008F2 SOWRTV
Pupulin atzl HAART [EBY with FI) Cross-sartional study fni=60): usa of HAART - $ TC (22K}, $ HOL-C (83%), and § LDL-c [3%) suggesting an affact of HIV infoction
{E00e) {mean: five yoars) and not of HAART. 21% of pationts with hypertrighyceridamia
Domingo at al Onsat of ART with two NETI+  Eabospective cobort (WACH]) (n= 15500 - Ussa of LFWRTV was associated with higher risk of sarly hypseririghycaridemia
{00y EFE ar tea NETI 4+ LPWETV ovaluation at zero to thres; thres to si; six o 17;
12-18 and »18 months
Barnal et al ART (KMETI and FI) Cross-sectional fn= 215): two months - Frevalenos of low HOL-c 45%
[
Colafighi sk al AT Obsermational shady (o= 137 follow-up - AFT: | TC, JHOL-C, jnon-HOL-c, and TG Marked reduction in patisnts with high
{200Ey= for at laast ons month bassling TC and TG valuas. Decraass of cardiovascular risk
Kosalaraksz etal.  Douhbla hoostod FI, SOW o= 50 #=-wuaks (children who hawve Gilad - $ madian TC and TG [+ 35 mghdL; + 37 mgfdl, respectivaly, p <0.001)
(zo0e)™ and LPWfr MMATVMETI- based regimans)
Tassiopoulos ART Frospective cobort study (Pediatric AIDE Climical - 15% of children had byparchol esterolemia at antry
atal. (2o08]"* Trials Croup 213C) {n=12,177 parinatally - + 13% davelopad hyparcholesterolomia during follow-up for an inddance Tate

HMNV-infactad childran froa of
bypercholesterclemiz at enbryj six years

of 3 4 casos par 100 parson-years (35% O1: 3.0-3.9)

- Aftar adjustmant for age, boosted Fl usa (HE: 13.5, 95% O 6.73-286), nonboosted FI
usa (HR: £.65, 95% CI: 4.15-17.9), and KNATT usa (HR: 133, 55% O 1L04-1.71) wara
associated with $ risk of hyparcholesterolemia, and » wiral load was protecthe §= 50000
BErsUS =< 400 copies’mil; HA: 0U53, 55%. CI: 0.33-0.50)
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- Table 3 (Continued)

Referonce Typa of ART Study design and troatmant durstion Lipid profils altorations
Aarpibul et al. HAART [sithar NVF or EFY, 0 =30 [Children]: 144 wesks: -Cemtrz] lipohypertrophy: 45%; peripharal lipoatrophy: 20%: and combined type: 34%
together with 3TC and d4T) -Hypertrighycaridemia: 17%; hyperchaolestarolamia: 11%
were prospectively followed -Loer HOL-c dacreasad from 34% at baseline to 17% at week 144 (p < 0.01)
LEbra et al Raplamamant of d4T Frospective multicenter study (n=873¢ - }TC, JLOL-c and [TG. Fatients with hyperlipidamia prasented markad reduction
[l e with TOF 12 months in LOL-c and TG Tha greatast raduction in TG wes ohserved in patients with sovars
Fypertighycaridemsa
(00 wersus AZT+ITCHNFY vermes -TCMEFM+M¢&TMIF
AAT3TCHHFV - Ko change in HOL-c with any treatmant:
Castro-Sansames HAART Cross-sectional study (n=211) - #4% byperlipidemia; 20% hyperchaolestaralamia; 37% hypertrighyoeridarmiz;
et al. (2005 14% hypertrighpoeridamia + hyparchalasterolamia; MRTI: mone fraquent lipid altarstions
DaLluca etal Onsat of ART: Frospective chsarvationa] cohort: - ART regimens contzining EFY or LPY with similar efficacy and tolerability
(OO two MATT + EFY wersus bwo 2 MATI + EFV (n=481); 2 NETI + LPV/t [n=153) - LPV was associated with highar rates of bypartrighyceridemia
HETI + LFWT
Flaridiz et al. Fland d4Tusa Obsorvational study with HIV-infactad pregnant - 4 maan Hpid values progressively and significantly during pregnancy: 141.6mg'dL
(006} woman o= 248] for TC (p = 0.00), 60.8mg'dL for TC (p < 0.001}, 137 mgfdL for HOL-C (p « 0.007),
and 17 2mg/dL for LOL-c {p = 0.001)
- Waman with FI versus without FI jat 2ll trimestarsy = mean TG
- d4T: dyslipidemic affact at first timastar only
Varkauskdena Hrv-infacted children with Multiconter stady [o=130}: Decambar 2000 - 32 children with fat redistribution syndroma: 14 with atrophic lipodystrophy and 12
wtal. (2006 ART fin tha majority of to April 2002 with hypartrophic ipodystrophy
children, teatmant was - $ TG and | HOL-c in atrophic Epodystophy verses no Bpodystrophy
= four years) - HIV-infocted childen with symptoms of fat mdistributon: Jadiponectin, assocdatad
with dyslipidemiz
Janes atal First HAART wsing differont Frospective longitadinal stady (n=1,654) - d4T and Pl associated with bypercholesterolemniz
jao0s)= Tegimens: two AT + - TDF+3TC+EFV (28 patisnts) without §TC
ang MNETI
wersus teo NETI + ona FI
wersus teo NETT + two FT
Keisaratal Two MATI + ona FI changing Evaluation aftar 22 weaks: ABC [n=57) or FI - ABC: | TC, JLDL-c, and § TG Mo differance in HOL-c
jaoos) o twen MRTI + ABC versus [n=53)
maintenanca two NETT +
ane FI
Vigand ot al. Patignts receiving HAART Frospective evaluztion (n=2= 48-waaks; - Group 1- significant | in cholesteral {p < 0.05), } HOL-c ratio (p < 0.01), and TG (p«
{5y contzining ITC, d4T and a Hinfactad childran) 0.05) was obsarved 24 and 48 woaks aftar tha switch of HAART
Pl ware randomized to -Group I unchanged lipids in 24 weeks priar to tha switch of HAART and a significent
swikch FI to EFV and d4T improvemant on cholestero] {p < 0L0S), HOL-c ratio (p < 00T, and TG {p < 0.05) wans
o TOF at bassling (Croup 1) obsarved 74 woeks aftar the switch of HAART
or &t weak 24 (Group 7
Lucasatal HAART Cohort study (n=444): fiva years - Aftor four yaars, 35% of tha patiants with viral suppression developed diabetes:
ey and hyparlipidamaia
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- Table 3 (Continued)

Referonoa Type of ART Study design and treatmant dustion Lipid profile altorations
Christaff et al ART Croms-sectional study (n=42; 37 of whom had - $IFM-a in lipodystrophy-positive werses lipodystrophy-negative and contmols
[riaivh g symptoms of Epodystrophy) - $IFH-o: positive correlation with §TC, $7TG, $¥L0L, + apoB and »apoB/apoAl mtio
calli et al. Two MRTIs Follow-up for three months (n =333) - % hypartrigiypceridamia
(o) - 10.5%: hyparchaolasterolamia
Fauvel et al Pl with two MRTIs (most Follow-up for three months {n =60 mala) - Carriars of tha -455C variant 30% lowar levels: of HOL-c than non-camiens. TG
[railog fraquanthy: 1DV with daT aocording bo the mumber of variant alleles
and 3TC) - Apo C-10 polymorphisms: genstic pradisposition to davelop dyslipidamia undar F1
therapy
Rakotcambinina HAART with FI Cohort {n= 175): 24 months - Lipoatrophy: TG
stal. (2000 - Muackoside analog risk Factor for lipoatrophy
Thidbaut ot al HAMET [FI wersus other Frospective oohort (n=3925) 75 months - 70 exparianced bypartrighymeridamia; 4.7 cases par 100 parson years [C=3.2 £5.3)
[l g HAART combinations) - Beseline T Jawel and being ovarwsight wars risk factors of bypertrighyoenidarma,
togathar with advancod HIV dissese. The contribution of HAART was not damonstrated
Vargis ek al. ART with FT Frospective study (n =56 ane yaar - {TG = 250mg/dL): 57%
[ - Adharenoa » B0 to & Fl versus adherence « 807G $L0L-c [79%); sovams TG
[»EomgidL) 21w
- = Wiral load was asmocated with » HOL-c keval
Carr sk al ART with Pl versus ART With FT {n = 115} follow-up mean 71 months - Lipodystrophy: 23% of F1 recipients and #% of teetment-nalve patants {p=0.0001)
(15 without FI Mavar traated with FI {n=45 22 with follow-up) - « Body fat- indapandently assnciatad with longer duration of I tharapy and
= bodyweight bafore therapy, and mome sovers Epodystrophy was asodated with $TC
and {C-peptida {pravious [p<0.03] and carrant [p < 0}, and less peripheral
and greator cemiral fat [p=0.005 and 0.05; respactivaly])
- Hyparipidamia: 74% of treatad patients versus 22% of nalve patients (p-0.001)
Schmidtat al. Fl-treatad patients versus Frospective study (n="58) - 575 Hyparlipidemia
{15y contral group - Pl-treated patients verses contml group: LOL-c=145 mg'dL frange: 53-3774 mg'dL) versus

UE mgidl {ranga: 22-188mg'dL; p 000 VLDL = 5 mgfdl (5-253 mg'dL) versus
18mpdl jrenge: 3-24mgidL; p-.001)

- » Frequency of the apalipoprotein E2 allds and E4 allsle byparlipidemic subjocts
- Patiats with tra b e inE T

- Lincd b B - L

ABC, abamvir; AFY, amprenavir; ART, antiratrowimal tharapy; ATV, ataranavin AFT, ridovudine; 95% CI, 55% confidence interval; DRV, dansnavir; ddi, didanosing; 44T, stavading; EFY, afavinn: ETR,
etmviring FEV, fmamprenavir; FTC, amiricitabine; HAMART, highly active antiretroviral therapy; HE, hazard ratio; HOL-c, high density ipoprotain IOV, indinaviril, intarlaulin; IFM4-a, intarfaron alpha;
LOL-c, low density Epoprotein; LFV, lopinawir; LFV/T, lopinavir with a booster of ritonswin; MVC, maraviroc; WCEF, Mational Cholesterol Education Frogram; NV, nelfinayir; NNETL non-nuclosida raversa
transcriptase nhibitor; MATI, nuclkeoside revarss-transcriptasa ichibitor; VP, nevirapine: FI, proteesa inchibitor; BTV, ritonawir; S0V, saquinawvir; TC, total cholesterol; TDF, tanafoyis; TG, trighyoerides;
THF-a, tamor necrosis factor alpha; TP, Spranevir; 3TC, lamhuding
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inhibitors and an inreased risk of myocardial infarcton. How-
ever, this risk was slightly lower after adjustment for lipid
concentrations = In a subsequent investigation by the DAD
Study Group, the best model to predict the risk of myooar-
dial infarction derived from a datasst of 22,625 HIV-infected
patients without 2 history of cardicvasoular dissase should
inchodie age, pender, systolic blood pressure, smoking status,
family history of cardiovescular disemses, disgnosis of dis-
betes, total cholestene], HDL-r, ime of indinavir and lopinawvir
exposure, and corrent use of sbacavir®

The Pediatric AIDS Clinkcal Trials Group 219C was the first
large prospective cohort study to examine the effect of pro-
tease inhibitors and other antiretroviral medications on the
incidence of hypercholesterolemia among HIV-infected chil-
dren and sdolescents. This group indicated that the use of
protease inhibitors leads to & marked incresss i total choles-
terol lavels

Kim et al, in 2 retrospective cohort study invelving HIV-
1 infected children with highly active antiretroviral therapy
[HAART) versus HIV-1 infected children without HAART found
that those using the NMETEprotesse inhibitors-regimen pre-
sented significantly higher total cholesteral levels than MHTI
and NETINNETLY

For childen who have failled on meverse tanscoip-
tase inhibitors-based regimens, double boosted protease
inhibitors, saguinavir, lopinavir, and ritonavir epresents &an
option for sacond line trestment. However, the drogs signifi-
cantly increased the median levels of sarum cholesterol and
trighycerides after 43 weeks * Bumipuradah etal., in the sama
population, showed that, after 12 weels, total cholesterol amd
HDM-cincremsed significantly, wheress triglycerides and LDL-c
did mot 41

In =n chservational study with HIV-infected pregnant
women, there were differences in lipid values at each
trimester by protesse inhibitors and stavedine use. HIV-
positive pregnant women using protesse inhibitors presented
8 progressive increasa in trighycerides and cholesterol values
from the first to the third trimester. ©

HNucleoside reverze-tronscriptase inhibitors
Anftiretroviral treatment regimens contzining METIs hawe
also been associated with alterations in body fat deposition,
particularly lipeatrophy, similar to the alterations chserved
with protease inhibitor-containing regimens. In addition,
metabolic alterations, particularly changes in serum triglyc-
eride concentrations, are chserved &=

However, the slterations in lipid metabolism ane less avi-
dent in patients using & combination of tenofovir + lambmdines
compared to those using zidowudine + lamivudine, stavadins +
lamivudine, or didanosine + lamivodine, with the observation
of lower serum concentrations of LOL-c, total cholestera], and
trighycerides in the former, 3.4

The effect of regimens containing tenofovir indicates a
lipid-lowering action of this METT and differs from that of
other drugs from the same class of antiretroviral dnsgs, 74053
Replacement of METTS swch as stevmadine with tenofovir might
be a useful strategy to Improve the lipid profile of patients
with dyslipidemia, particularly mghyceride levels, with a con-
sequent reduction of cardiovascular risk.* For HIV-infectad
childran, switching stavudine to tenofiovir is virelogically and

zafe and provides = significant improvement
in lipid profile &

In contrast, the use of the NRTIs abacavir and didanosine
was found o be an indepsndent risk factor for myocar-
dial infarction in the DAD Smdy ™ subsequently, the sama
group found that current uss of shacavir was an independent
risk factor for myocardial infarction shaove the measurable
mietabolic effects of the drog, ©

Floridiz et al. showed that stevodine was assocsted with
dyslipidemic effect in HIV-infected pragnant women in the
first trimeaster only

Non-nudenside reverse-transoriptase inhibitors

ART regimens containing nevirapine are associated with a bet-
ter lipid profile, mainly becsuse they provide higher serum
concentrations of HOL-c &% pamgl et al observed that an
undetectable viral load and NMETI regimens contzining nev-
rapine protected against low levels of HDL-c.?Y

The lipid profile of patients with AIDS and a previous
history of severs immunodepression who achisved immune
reconstitution with ART has been showm to vary socording to
the antiretroviral regimen used. Patients teated with protesse
inhibitors (booster dose of ritonavir) or efavirenz presented
a significant increase of total cholesterol and trighyceride
concentrations, whereas an incease of serum HOL-C levels
was observed in those receiving nevirapine % However, for
HIV-infected children, Vigand etal. demonstrated that switch-
ing the protease inhibitor o efavirenz improved the lipid
profle &2

Aurpibul et 5l showed that, in HIV-infected children who
began HAART (sither nevirapine or efavirenz, together with
lamivudine and stavudine), low HDL-¢ decreased from S4% at
baseline to 12% st wesak 144 (p < 0.00); dyslipidemia oocurmred
only in 11% to 12% of children %

Passible metaholic mechanisms
Protezse inhibitors are known to inhibit hpogenesis and
adipocyte differentiation and to stimulate lipolysis of subou-
t=neous fat NETIS, in turm, can also reduce Epogenesis and
adipocyte differentiation in subcutaneous tissue and might be
one of the possible canses of mitochondrial boxicity, inhibiting
mitochondrial DMA polymerass v, which leads to the deple-
tion of mitochondrial DMA. In addition, antiretroviral drgs
have been shown to increase central visceral fat and the lev-
els of fatty acds in bloed, with a further increase of fatty acids
oxidation 54

Apparently, HIWAIDS patients receiving ART who develop
lipodystrophy have higher semum concentrations of inflamma-
tory cytokines (IL-6and THF-a). In addition, evidence indicates
a relationship betwesn an increase of IFN- « and elevations of
serum concentrations of total cholesterol, trighyoerides, VLDL,
apodl, and apolfapoAl ™ In this respect, proteass inhibitors
appear to bind to L. receptor-related protein (LRF), reducing
the cleavage of fatty scids from croulating trighycerides by the
LEP-lipoprotein lipase complex on vascular endothelium, snd
impaiting the uptake of remnant hepatic chylomicrons snd
VLDL."E Moreover, protease inhibitors may directly stimu-
late hepatic mighyceride synthesis through up-requlation of
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mENA production in hepatic cells for key enzymes involved in
the trighyceride bicsynthetic pathway, leading to the hepatic
accumulztion of triglyceride-rich lipoparticles ™

Thess drugs may also modify lipoprotein metabolism by
interfering with the expression of inflammastory cytokine
genes and oxidative stress-related genes® The expression
of genes in adipocytes and hepatocytes is modulzted by pro-
tezse inhibitors throogh sterol reguistory element-binding
proteins (SRERPS), cytoplasmic retinpic-add binding protein
type 1 (CRABRP-1), percodsome proliferator activated receptors
({FPARS), and apoCl, events that contribute to the develop-
ment of atherogenic dyslipidemia?

Carr et 5] have proposed that the pathogenesis of lipodys-
trophy syndrome is based upon the stuctural similarty
between the catalytic region of HIV-1 protezse and CRAEP-
1 and LRF, probably establishing = high affinity among these
alements. '

Protease inhibitor-induced peripheral lipodystophy is a
result of impaired CRABP1-mediated cis-3-retinoic scd stim-
ulztion of retinoid X receptor: PPAR-y and of the capacity of
protesse inhibitors to inhibit cytochrome P450 34, resulting
in reduced differentiation and increased apoptosis of periph-
eral adipocytes. Hyperlipidemia & exacerbated by inhibition
of LRF, leading to central cbesity, breast fat deposition in the
presence of estrogen, insulin resistance, and diabetes mallites
type 27¢

Bastard et al. found that protease inhibitors induce sltered
differentiation stams of peripheral adipocytes by sltering
SREBP1 humction in vivo, because this abnormal adipocyte
differentistion is associsted with greatly reduced SEERPIC

iom, B

Mevertheless, the mechanisms that promote lipid alter-
ations in HIVFAIDS patients are still not completely under-
stood, and may be potentiated by penetic and envirenmental
factors, as well & by medications 23

Conclusions

HIV-infected patients without ART presented lipid alter-
ations =ssocizted with the infection iself, characterized
by a decrease of total cholesterol, LOL-c, amd HDL-c,
and by an incresse of triglyceride lewels. In contrast,
ART regimens promoted distinct alterstions in the Lpid
metabolism of these patients. Protease inhibitors, partioo-
larly indinawir and lopinavir, were commonly assocated with
hypercholestemolemia, hyperinghyceridemia, elevated LOL-c,
and reduced HDL-c. Fewer Lipid alterations were observed
with use of the protesse inhibitor stazanavir. Some METIS
(didanosine, stevudine, and zidowuding) more frequently
induced lipid alterations, particalarly lipoatrophy and hyper-
trighyeeridamis. However, tenofowir-containing METI regimens
resulted in & better metsholic profile. Patients using NNETIS
developed hypertrighpeeridemia and hypercholestermlemia.
The NMRETI nevirapine was particularly associated with ele-
vated concentrations of HDL-c. Therefore, the infertion itsalf,
the different classes of drogs, and some drogs from the
same class of ART appear to exert distinct alterations in Hpid
metahalism.
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