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RESUMO

PANSANI, M. C. Efeito da suplementacdo de cromo na resisténcia insulinica, na
dislipidemia, na inflamagcdo e no estresse oxidativo de pessoas HIV-positivo com
lipodistrofia. 2017. 92 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirédo Preto, 2017.

Introducgdo: Os antirretrovirais (ARV) levam ao desenvolvimento de alteragdes metabolica,
composta por dislipidemias, intolerancia a glicose, resisténcia insulinica, hipertensao e
lipodistrofia, associadas ao aumento do risco de doencas cardiovasculares. O cromo é um
mineral essencial envolvido no metabolismo dos carboidratos e lipideos. Ele esté relacionado
com a melhora da sensibilidade insulinica, das anormalidades metabdlicas e da composi¢ado
corporal. Objetivo: Avaliar o efeito da suplementacdo com cromo em pessoas HIV-positivo
com lipodistrofia em TARV em marcadores do metabolismo da glicose, do metabolismo dos
lipideos, de inflamacdo e de estresse oxidativo. Materiais e Métodos: Neste estudo de
intervencdo, duplo-cego, placebo foi avaliado 41 voluntarios HIV-positivo com lipodistrofia
em TARV. Os voluntérios foram randomizados em 2 grupos, 19 no grupo placebo e 22 no
grupo cromo. O grupo cromo recebeu 200ug/dia de cromo (Cr**) quelato 10% por 3 meses.
Antes e ap0s intervencdo, todos os voluntarios foram submetidos as avalia¢fes clinica,
nutricional e bioquimica. As varidveis analisadas foram: resisténcia insulinica, perfil lipidico,
composicdo corporal, marcadores de inflamacdo e de estresse oxidativo. Resultados: Os
participantes tinham idade (média + DP) de 47,09 + 8,15 anos. A composicdo corporal e 0s
marcadores de inflamagdo e estresse oxidativo ndo sofreram alteracBes apds intervencéo.
Glicemia, insulina, triglicerideos e o colesterol total e fragdes, também, ndo sofreram
alteracGes significativas apds 3 meses de suplementagdo com cromo. No entanto, 0s
participantes que apresentam LDL colesterol alterado (> 130mg/dL), a suplementagdo com
cromo foi capaz de reduzir 31,2 mg/dL (p = 0,049, de 176,6 (43,2) mg/dL para 145,4 (32,10)
mg/dL). Apesar de ndo significativo (p = 0,27, de 244,1 (47,1) mg/dL para 220,8 (32,5)
mg/dL), a média do colesterol total reduziu 23,8 mg/dL no grupo cromo com colesterol
alterado (CT > 200mg/dL). Conclusdo: A suplementacdo de cromo por 3 meses reduziu 0s
niveis de LDL colesterol nos voluntarios com hiperlipidemia. Esses resultados sugerem que 0
tratamento com cromo pode beneficiar individuos HIV-positivo com lipodistrofia, sobretudo,
agueles com LDL colesterol aumentado.

Palavras-chave: HIV. Lipodistrofia. Cromo. Resisténcia a insulina. Dislipidemias. Inflamagao.
Estresse Oxidativo.
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ABSTRACT

PANSANI, M. C. Effect of chromium supplementation on insulin resistance,
dyslipidemia, inflammation and oxidative stress of HIV-positive peoples with
lipodystrophy. 2017. 92 f. Thesis (Doctorate) — School of Medicine of Ribeirdo Preto,
University of S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Introduction: Antiretroviral therapy (HAART) leads to the development of metabolic
changes, including dyslipidemia, glucose intolerance, insulin resistance, hypertension and
lipodystrophy, associated with an increased risk of cardiovascular diseases. Chromium is an
essential mineral involved in the metabolism of carbohydrates and lipids. The role of
chromium is associated to the improvement of insulin sensitivity, metabolic abnormalities and
body composition. Objective: Evaluate the effect of chromium supplementation in HIV-
positive peoples with lipodystrophy on HAART in glucose metabolism, lipid metabolism,
inflammation and oxidative stress markers. Materials and Methods: The current study is a
randomized, double-blind, placebo-controlled trial, with subjects receiving 200 ug / day of
chromium (Cr**) chelate 10% or placebo for 3 months. Forty-one (n = 41) HIV-positive 41
HIV-positive volunteers with lipodystrophy on HAART were randomized into 02 groups,
placebo (n = 19) and Chromium (n = 22). Before and after intervention, all volunteers were
submitted to clinical, nutritional and biochemical evaluations. Analyzed variables: insulin
resistance, lipid profile, body composition, markers of inflammation and oxidative stress.
Results: The volunteers’ average age were 47.09 £ 8.15 (mean = SD) years. Body
composition, inflammatory and oxidative stress markers did not change by the intervention. In
addition, glycemia, insulin, triglycerides and total cholesterol and fractions did not change
after 3 months of chromium supplementation. Although, in subjects with altered LDL
cholesterol (> 130 mg/dL), chromium supplementation were able to reduce 31.2 mg/dL (P =
0.049, from 176.6 (43.2) mg/dL to 145, 4 (32.10) mg/dL). Even if not significant, mean total
cholesterol (p = 0.27, from 244.1 (47.1) mg/dL to 220.8 (32.5) mg/dL) decreased 23.8 mg/dL
Chromium group with altered cholesterol (TC > 200 mg/dL). Conclusion: Chromium
supplementation for 3 months reduced LDL cholesterol levels in subjects with
hyperlipidemia. These results suggest that chromium treatment may benefit HIV-positive

individuals with lipodystrophy, especially those with increased LDL cholesterol.

Keywords: HIV. Lipodystrophy. Chromium. Insulin Resistance. Dyslipidemias. Inflammation.

Oxidative Stress.
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1. INTRODUCAO

1.1. HIVe TARV

O HIV, sigla em inglés, representa o virus da imunodeficiéncia humana. Se ndo for
tratado, o HIV pode levar a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (UNITED STATES,
2016).

O HIV ataca o sistema imunoldgico, especificamente as células linfocitos T CD4", que
ajudam o sistema imunoldgico a combater infeccGes. E é alterando o DNA dessas células que
0 HIV faz copias de si mesmo. Depois de se multiplicar, rompe os linfocitos em busca de
outros para continuar a infecgdo. Se ndo for tratado, o HIV reduz o nimero de células CD4",
tornando as pessoas mais propensas a contrair infecgdes ou canceres relacionados a infecgéo.
Ao longo do tempo, o HIV pode destruir tantas dessas células que o corpo ndo pode combater
infeccOes e doencgas. Essas infecgdes oportunistas ou canceres se beneficiam de um sistema
imunoldgico muito fraco e da sinais da AIDS, o ultimo estagio da infeccdo pelo HIV. Quando
0 nimero de células CD4"* é menor que 200 células/mm?® e/ou comecar a desenvolver uma ou
mais infeccdes oportunistas pode ser diagnosticado com AIDS (UNITED STATES, 2016).

Atualmente ndo existe uma cura efetiva para o HIV, mas com tratamento adequado, o
HIV pode ser controlado. O medicamento usado para tratar o HIV é chamado terapia
antirretroviral (TARV) (UNITED STATES, 2016).

Os medicamentos antirretrovirais (ARV) surgiram na década de 1980, para impedir a
multiplicagdo do virus no organismo. Segundo dados de 2015, 455 mil pessoas estavam em
uso dos medicamentos para tratar a doencga. Atualmente, existem 22 medicamentos divididos
em cinco tipos:

1-Inibidores Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INTR): atuam na enzima
transcriptase reversa, incorporando-se & cadeia de DNA que o virus cria. Tornam essa cadeia
defeituosa, impedindo que o virus se reproduza.

2-Inibidores N&o Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INNTR): blogueiam
diretamente a acdo da enzima e a multiplicacdo do virus.

3-Inibidores de Protease (IP): atuam na enzima protease, bloqueando sua agdo e
impedindo a produc¢édo de novas copias de células infectadas com HIV.

4-Inibidores de Fusdo (IF): impedem a entrada do virus na célula e, por isso, ele ndo

pode se reproduzir.
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5-Inibidores da Integrase (l1): bloqueiam 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 (UNITED STATES, 2016).

A terapia inicial inclui combinagdes de trés ARV, sendo dois INTR associados a um
INNTR. Em situagdes em que o uso de INNTR esteja impossibilitado, deve-se proceder a sua
substituicdo por um IP. Observa-se que pessoas com reconstituicdo imune, em uso de TARV,
que mantem contagens de CD4" acima de 500 células/mm?® e carga viral indetectavel, atingem
expectativa de vida semelhante a da populagéo geral (BRASIL, 2013).

No final de 2015 havia aproximadamente 36,7 milhdes de pessoas vivendo com
HIV/AIDS (PVHA) no mundo inteiro. Destas, 1,8 milhGes eram criancgas (< 15 anos). Estima-
se que 2,1 milhdes de pessoas em todo 0 mundo se infectaram com HIV em 2015. Isso inclui
150 mil criancas (< 15 anos). A maioria destas criancas vive na Africa subsaariana e foi
infectada por suas mées HIV-positivo durante a gravidez, parto ou amamentacdo. A
estimativa no Brasil em 2015 foi de 830.000 (610.000 — 1.100.000) de pessoas vivendo com
HIV (PVH) (UNAIDS, 2016).

Em junho de 2016, no mundo, 18,2 milhdes de PVH tinham acesso a TARV. O Brasil
foi um dos primeiros paises, dentre os de baixa e média renda a fornecer tratamento gratuito
para pessoas que viviam com AIDS — em 1996 pelo Servico Unico de Saude (SUS). E em
2013 passou a oferecer tratamento a todas as pessoas PVH, independentemente de seu estado
imunoldgico (contagem de CD4") como tentativa para frear a epidemia de AIDS (UNAIDS,
2016).

A introducdo bem sucedida em 1995 da TARV, com uma combinacdo de potentes
agentes ARV, diminuiu substancialmente a mortalidade entre as PVH (FRIIS-M@JLLER et
al., 2003a; WALENSKY et al., 2006). Prevé-se que a sobrevida global para a maioria dos
pacientes atualmente diagnosticados e iniciando TARV seja cerca de 10 anos menor que a da
populacédo geral (ANTIRETROVIRAL THERAPY COHORT COLLABORATION., 2008).

Entretanto, as taxas de mortalidade em PVH ainda sdo mais altas do que na populagao
geral e a proporcdo de mortes por causas nao relacionadas ao HIV, incluindo doencas
cardiovasculares, estd aumentando (LOHSE et al., 2007; SACKOFF et al., 2006). A doenca
cardiovascular (DCV) é um problema de saude crescente que afeta as PVH (LO et al., 2010;
TRIANT et al., 2007). Foi relatado um aumento de aproximadamente 26% do risco de infarto
do miocéardio em PVH em TARV (FRIIS-M@LLER et al., 2003a).
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A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera que o HIV/AIDS e DCV estardo
entre as trés principais causas de mortalidade no mundo no ano de 2030 (MATHERS;
LONCAR, 2006).

Uma porcentagem importante (40% - 50%) de PVH sob TARV apresentam alteragoes
na distribuicdo de tecido adiposo (lipodistrofia) em associacdo com complicacfes metabdlicas
sistémicas (VILLARROYA; DOMINGO; GIRALT, 2010).

1.2. Lipodistrofia e altera¢es metabdlicas

Antes de 1996, a mortalidade associada a infeccao pelo HIV era superior a 20% ao ano.
Nos paises em que ha ampla disponibilizacdo de tratamento efetivo com ARV, essa taxa caiu
para menos de 2% ao ano no intervalo recorde de dez anos. Entretanto, esse aumento de
sobrevida decorrente do uso dos medicamentos ARV expos PVHA aos efeitos degenerativos
da doenca em outros &mbitos de sua saude (BRASIL, 2013).

A TARV mudou o perfil da doenga por HIV, da doenca terminal para as doencas
crénicas. Os ARV levam ao desenvolvimento de alteracdes metabdlica, composta por
dislipidemias, intolerancia a glicose, resisténcia insulinica, hipertensdo e alteragdo na
distribuicdo de gordura corporal (lipodistrofia), associadas ao aumento do risco de doencas
cardiovasculares (AGHDASSI et al., 2006; CARR et al., 1998a, 1998b, 1999; JASIK et al.,
2014; LO et al., 1998; MILLER et al., 1998; ROBERTS et al., 1999; SAFRIN; GRUNFELD,
1999; STEIN et al., 2013).

Em pessoas HIV-positivo houve aumento do risco relativo de infarto agudo do
miocérdio de 1,75 vezes em comparagdo com individuos soronegativos. O aumento dos niveis
séricos de colesterol total (CT) e de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e triglicerideos
(TG) foi observado em cerca de 70% dos PVH com lipodistrofia (CARR, 2003). A
prevaléncia de hipertensdo em PVH tem sido estimada em cerca de 20-25% antes da
introdugdo de TARV (AOUN; RAMOS, 2000; BARBARO, 2006).

A prevaléncia de resisténcia a insulina entre PVH ¢é alta, com estimativas de até 46% e
com 13% classificados como diabéticos com base em um teste oral de tolerancia a glicose
(DEJAM et al., 1999). No estudo Multicenter AIDS Cohort, Brown et al. (1999) encontraram
a prevaléncia de diabetes mellitus como sendo 14%, representando uma elevacdo quédrupla
em homens HIV-positivos, em comparacdo com homens soronegativos (BROWN et al.,
2005).
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Na populacdo em geral, o aumento da gordura central associada a complicagdes
metabdlicas, dislipidemia, tolerancia a glicose alterada, resisténcia a insulina e hipertenséo é
definida como a sindrome metabdlica. Os pacientes com lipodistrofia tém alteracdes
metabdlicas semelhantes as da sindrome metabdlica e apresentam maior risco de diabetes (DE
WIT et al., 2008; SAMARAS et al., 2007).

Diferentes grupos de drogas ARV, especialmente os IPs e os INTRs, mas também o
proprio  HIV é responsavel pelo desenvolvimento da lipodistrofia (BARBARO;
IACOBELLIS, 2009; BOCIAGA-JASIK et al., 2013). Eles causam alteragfes na funcdo
enddcrina do tecido adiposo, alteram a producédo de citocinas por macrofagos nos adipdcitos
infiltrados, aumentam a lipolise e ativam a liberacdo de &cidos graxos livres (AGL) na
circulacdo (BARBARO, 2007; COELHO; OLIVEIRA; FERNANDES, 2013).

A lipodistrofia em PVH geralmente ocorre ap0s, aproximadamente, 2 a 4 anos de
TARV e esta associada a terapia incluindo IPs ou INTRs. Caracteriza-se pela perda de
gordura subcuténea das extremidades superior e inferior e da face (lipoatrofia), com acimulo
de gordura aumentado no pescogo, anterior e posterior, e no tronco superior e na regido intra-
abdominal (lipohipertrofia) (CHEN; MISRA; GARG, 2002; GRINSPOON; CARR, 2005).
Cerca de 50% dos pacientes apresentam formas mistas, com perda de gordura dos membros e
acentuada expansao do tecido adiposo visceral (TAV) (MILLER et al., 2003).

Os INTRs sdo os principais responsaveis pela lipoatrofia periférica e os IPs pela
lipohipertrofia e complicacBes metabdlicas (Quadro 1). Por outro lado, a infeccdo prolongada
pelo HIV, provavelmente, também causa alteracbes nos depositos gordura. A lipoatrofia
periférica e a lipohipertrofia central resultam dos mesmos insultos (virus e drogas ARV), mas,
provavelmente, estdo relacionadas a diferentes respostas fisiologicas do tecido adiposo. A
lipoatrofia esta ligada a disfuncdo mitocondrial grave, estresse oxidativo e inflamacdo. Em
contraste, a lipohipertrofia pode estar relacionada a disfuncdo mitocondrial leve e a ativacéo
do cortisol promovida pela inflamagéo (CARON-DEBARLE et al., 2010).



Quadro 1- Medicamentos antirretrovirais e seus efeitos no tecido adiposo e no

metabolismo
Classe | Lipoatrofia | Lipohipertrofia | Dislipidemia | Resisténcia
Insulinica
INTR | +++ ++ ++ ++
INNTR | +/- +/- + +
IP +/- +++ +++ +++
IF ? ? 0 0
I ? ? 0 0
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Fonte: Adaptado de Caron-Debarle et al. (2010)

(+, ++, +++) gravidade; (0) sem efeito; (+/-) indefinido; (?) sem evidéncias

As alteracBes metabolicas associadas a lipodistrofia sdo responsaveis, ndo somente pelo
aumento dos riscos cardiovasculares e hepéaticos, mas também podem participar do
envelhecimento precoce (CARON-DEBARLE et al., 2010).

A ocorréncia de lipoatrofia grave juntamente com lipohipertrofia e anormalidades
metabolicas constituem uma complicacdo importante em PVH. Embora a lipoatrofia seja
agora menos prevalente, as alteracbes metabdlicas da lipohipertrofia e as doencas
cardiovasculares ou hepaticas precoces continuam a serem as principais preocupacfes de
salde (CARON-DEBARLE et al., 2010).

1.3. Inflamacéo e estresse oxidativo

As alteragdes metabodlicas em PVH estdo relacionadas com os efeitos colaterais da
TARV, mas também podem estar ligadas a natureza lipogénica e pré-inflamatéria ou
imunoestimuladora da infec¢do pelo HIV (BARBARO; IACOBELLIS, 2009; BOCIAGA-
JASIK et al., 2010; PARFIENIUK-KOWERDA et al., 2013; VOLBERDING; DEEKS,
2010).

A inflamacdo sistémica associada a infecgdo pelo HIV pode promover a migracdo de
monacitos através do endotélio vascular, levando a um aumento do nimero de macréfagos
ativados no tecido adiposo (CROWE et al., 2010). Embora os mondcitos sejam relativamente
resistentes a infeccdo por HIV, os macrofagos diferenciados séo altamente susceptiveis (NAIF
et al., 1998; RICH et al., 1992; SONZA et al., 1996). Esses macrofagos infectados por HIV

no tecido adiposo, por si s6, pode resultar em inflamacédo de baixo grau e levar a liberagédo de
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proteinas virais que afetam adipdcitos vizinhos e diminuir a diferenciagdo desses adipdcitos
(CARON-DEBARLE et al.,, 2010). Além disso, liberam citocinas pré-inflamatorias,
especialmente, a interleucina 6 (IL-6). A IL-6 diminui a atividade da lipoproteina lipase
(necessaria para 0 metabolismo dos triglicerideos circulantes) e aumenta a captacdo de
lipideos por macrdfagos, isso faz com que a IL-6 seja um dos principais marcadores
inflamatorios associados a aterosclerose (THAKORE et al., 2007; YUDKIN et al., 2000). A
inflamacdo no TAV pode ser uma consequéncia direta da infec¢do pelo HIV (inflamagéo e
proteinas virais) e da TARV e/ou uma resposta a lipotoxicidade provocada pelo excesso de
acidos graxos livres provenientes do tecido adiposo subcutdaneo (TAS) inflamado
(VILLARROYA; DOMINGO; GIRALT, 2010). A infeccdo pelo HIV associado a TARV
prejudica a diferenciacdo dos pré-adipdcitos, aumenta a lipélise, altera a liberacdo de citocinas
e adipocinas, recruta macrdfagos e leva apoptose de adipocitos, resultando na lipoatrofia do
TAS. Os resultados desse evento sdo aumento de acidos graxos livres, das citocinas pro-
inflamatorias e redugdo das adipocinas. Os 4&cidos graxos livres somados & gordura
proveniente da alimentacdo acumulam-se no TAV, conduzindo assim a obesidade visceral e
aos desequilibrios metabolicos associados (CARON-DEBARLE et al., 2010).

Os niveis plasmaticos de varias citocinas pro-inflamatorias estdo aumentados em PVH e
persistem durante a infecgdo, mesmo em pessoas com baixa viremia residual (carga viral <20
copias/mL) (KEDZIERSKA; CROWE, 2001; LAFEUILLADE et al., 1991; OSTROWSKI et
al., 2008; WEISS et al.,, 1989). Essa inflamagdo persistente em PVH os predispde ao
desenvolvimento de alteracdes metabolicas. O HIV afeta o metabolismo lipidico induzindo a
lipotoxicidade. A inflamagdo persistente e a lipotoxicidade, podem promover o
desenvolvimento de resisténcia a insulina, visto que, o aumento de acidos graxos dentro dos
tecidos (figado, musculo esquelético e coracdo), diminui a capacidade oxidativa mitocondrial
e ativam as cinases de estresse (toxicidade mitocondrial), alterando a sensibilidade insulinica
(VILLARROYA; DOMINGO; GIRALT, 2010). A incapacidade das mitocéndrias para
funcionar adequadamente provoca estresse oxidativo (GARDNER et al., 2014).

Assim, o efeito aditivo das alteracBes na gordura corporal observadas durante TARV,
com aumento da secrecdo de citocinas pelos adipdcitos viscerais e producdo elevada de
citocinas por infeccdo pode levar a alteragdes suficientes na sensibilidade a insulina para
produzir sintomas clinicos (MYNARCIK et al., 2000). Considerando que o fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) e outras citocinas como a IL-6 ativam a lipdlise em adipdcitos, assim
ocorre um ciclo patogénico vicioso envolvendo lipotoxicidade e ativacdo pré-inflamatdria
(CROWE et al., 2010).
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Além da inflamacdo persistente, o0 estresse oxidativo tem sido amplamente
documentado em PVH; uma vez que as infec¢fes virais promovem a ativacdo prolongada do
sistema imunoldgico, o que contribuiu para 0 aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (STEPHENSEN et al., 2005; ZHAO et al., 2000). O estresse oxidativo que
ocorre na doenga por HIV foi demonstrado por uma diminuicdo das principais moléculas
antioxidantes, a glutationa (GSH). Por outro lado, um aumento na concentracao plasmatica do
subproduto da peroxidacéo lipidica (malondialdeido - MDA) também foi detectado em PVH
(GIL et al., 2003). Esse aumento é consistente com o achado de outros estudos que mostraram
estresse oxidativo em PVH, evidenciado pela concentragdo de MDA (JAWOROWSKI,
CROWE, 1999; MULLER et al., 1996).

Pesquisas demonstram que as PVH e PVH em TARYV alteram gravemente as fontes de
EROs e as vias de regulacdo, criando um ambiente de estresse oxidativo (PORTER,;
SUTLIFF, 2012). Vérios estudos ligaram o uso da TARV como um contribuinte potencial
para aumentar as EROs (DEEKS, 2009). Além disso, o uso de TARV tem sido associado a
efeitos adversos que estdo relacionados a importantes alteracfes metabdlicas. Estudos in vitro
gue examinam IPs demonstram aumentos significativos no estresse oxidativo em células
endoteliais, adipocitos e macrofagos (BEN-ROMANO et al., 2006; CHEN et al., 2005;
LAGATHU et al., 2007; SHANKAR et al., 2005; VINCENT et al., 2004). Outros estudos
demonstram a geracdo de EROs mitocondrial-especifica em resposta a INTRs. Uma vez que
as mitocéndrias servem como o principal sitio intracelular de reducdo de oxigénio, tém o
maior potencial para a formacao de EROs e sdo altamente susceptiveis a toxicidade por elas
(PORTER; SUTLIFF, 2012).

Além dos efeitos independentes dos INTRs e dos IPs sobre os niveis de EROs, varios
estudos examinaram os efeitos combinados dos INTRs e IPs na regulacdo de EROs celular. A
exposicdo a combinacdo de medicamentos na TARV, tal como, de zidovudina (AZT = INTR)
e de indinavir (IDV = IP), aumentou a producdo de EROS em células endoteliais
microvasculares do cerebro humano, reduziu niveis intracelulares endoteliais de GSH e
aumentou de MDA (metabolito da peroxidacdo lipidica) (MANDA et al., 2011).

Ha evidéncias crescentes de que o desequilibrio oxidativo leva ao aumento do estresse
nas estruturas celulares e provoca mudancas nas vias moleculares que sustentam a patogénese
de vérias doencas humanas importantes, incluindo doencgas cardiacas, doencgas neurolégicas,
cancer e envelhecimento (DEEKS, 2009; PORTER; SUTLIFF, 2012). O desequilibrio
antioxidante, que é avaliado através da concentracdo plasmatica de malondialdeido (MDA) e

da capacidade antioxidante total (CAT) do plasma, é uma condicao que pode contribuir para o
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aumento da destruicio das células CD4" e mesmo para a progressio da doenga se o equilibrio
for favoravel a geracdo de pro-oxidantes (radicais livres) em PVH (HALLIWELL; CROSS,
1991; HILEMAN et al., 2016).

O estresse oxidativo desempenha um papel significativo no desenvolvimento da
aterosclerose e a infeccdo pelo HIV tem sido associada ao aumento do risco de doenga
cardiovascular. Fatores tradicionais de risco cardiovascular, TARV, inflamagéo cronica, e
ativacdo imunoldgica, especificamente ativacdo de mondcitos, contribuem para este risco
aumentado (LI et al., 2014). Além disso, o estresse oxidativo tem sido implicado no
desenvolvimento de lesBes ateroscleroticas precoces e os marcadores de estresse oxidativo sao
fatores de risco independentes para eventos de DCV na populacdo em geral (LI et al., 2014;
MASIA et al., 2017).

O estresse oxidativo foi associado a um risco maior de eventos graves ndo associados a
AIDS, incluindo mortes ndo relacionadas a AIDS. Este efeito é independente e aditivo aos
biomarcadores de inflamacdo, ativagdo de mondcitos e coagulagdo. Por outro lado, o
equilibrio na atividade das defesas antioxidantes, originadas ou ndo da dieta e enzimas
antioxidantes, protegem contra o0 estresse oxidativo e podem atrasar a progressdo da doenca
pelo HIV (STEPHENSEN et al., 2005, 2007).

Alguns micronutrientes desempenham papéis essenciais na manutencdo da funcédo
imunoldgica normal e podem proteger as células imunes do estresse oxidativo. Para todas as
PVH ¢ particularmente importante identificar alteracdes metabdlicas e deficiéncias e
determinar se a suplementacdo de nutrientes ira melhorar o resultado clinico (GIL et al.,
2003).

1.4. Terapia Nutricional

A estratégia de prevencdo as doencas cardiovasculares em PVHA é semelhante aquela
recomendada pela IV Diretriz Brasileira de Prevencédo de Aterosclerose. Deve-se estimular a
adoc¢do de um estilo de vida saudavel, incluindo alimentagdo equilibrada, pratica de atividade
fisica e reducédo do tabagismo (SPOSITO et al., 2007).
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1.5. Cromo

A suplementacdo de cromo melhorou a sensibilidade insulinica em PVH. O nivel de
melhora da sensibilidade insulinica foi comparavel com o que tem sido observado em pessoas
HIV-positivo tratadas com metformina (FEINER et al., 2008). Além desse efeito, a
potencializagdo da acdo da insulina estimula a absorc¢do de glicose e aminoacidos, o que pode
ter resultado no efeito anabolico e, consequentemente, aumento de massa magra e diminuicédo
de massa gorda (MARANGON; FERNANDES, 2005).

O cromo € um elemento traco essencial (necessidade didria menor que 100 mg) e é um
mineral essencial envolvido no metabolismo dos carboidratos e lipideos. Ele esta relacionado
com a melhora da sensibilidade insulinica, das anormalidades metabélicas (reducao nos niveis
de triglicerideos e insulina) e da composicdo corporal (reducdo da gordura corporal)
(AGHDASSI et al., 2010; ANDERSON, 1998; ANDERSON et al., 1997; ANDERSON;
BRYDEN; POLANSKY, 1997; FEINER et al., 2008).

A deficiéncia de alguns minerais tracos, tal como zinco, selénio, ferro, cobre e cromo
foi relacionada com a promocéo de aterosclerose e cromo, zinco e selénio com o aumento da
incidéncia de diabetes (WADA, 2004).

O cromo trivalente (Cr’*), forma estavel e biologicamente ativa, é considerado
importante para a fungdo normal da insulina (cofator da insulina) e da ligacdo da insulina aos
receptores na célula (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001). Estudos tém indicado que o Cr®*
tem um papel importante na manutencdo do nivel normal de glicose no sangue, reducédo do
colesterol do plasma e dos triglicerideos, inibicdo do estresse oxidativo e modulacdo das
citocinas inflamatorias (JAIN; RAINS; CROAD, 2007).

O mecanismo exato pelo qual Cr** participa nas funces da insulina ndo esta claramente
elucidado, mas as teorias vao desde a interacdo direta de Cr** com a insulina até um papel de
Cr** no aumento do nlimero de receptores de insulina, bem como o aumento da atividade da
tirosina quinase (CHEN et al., 2006; VINCENT, 1999).

Um dos mecanismos para explicar os efeitos do Cr** sobre a homeostase da glicose no
sangue é pela maior ativacdo dos receptores de insulina através da ligacdo do Cr** com a
biomolécula de baixo peso molecular de ligacdo do cromo (LMWCr), tambem chama de
cromodulina. A LMWCr é um oligopeptideo composto por cisteina, glutamato, aspartato e
glicina. Quando o cromo é absorvido no intestino, é transportado pela transferrina, que
transfere o cromo para 0 apo-LMWCr. E quando ha excesso de cromo, este é transportado

pela albumina. A medida que os niveis de insulina diminuem e a atividade do receptor
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diminui, a LMWCr é transportada da célula para o sangue e excretada na urina (LAMSON;
PLAZA, 2002).

Outro mecanismo para explicar a acdo do cromo no metabolismo da glicose e dos
lipideos deve-se a sua capacidade de amplificar o sistema de sinalizagdo intracelular,
promovendo um aumento na sensibilidade a insulina, através de reacfes de fosforilacdo-
desfosforilacdo (CARR et al., 1998b; LO et al., 1998). Nos musculos e no tecido adiposo, a
insulina estimula a remocdo da glicose da circulagdo regulando o trafico celular do
transportador de glicose GLUT4 (FULOP et al., 1987). O estimulo & agdo da insulina é
dependente do conteddo de cromo (4 ions de cromo) na cromodulina intracelular. A
cromodulina favorece a sensibilidade a insulina por estimular a atividade tirosina quinase do
receptor insulinico na membrana plasmatica. E a tirosina quinase, por sua vez, esta envolvida
na translocacdo da GLUT4 para a membrana plasmatica, que consequentemente aumenta a
captacdo de glicose para dentro da célula (HUMMEL; STANDL; SCHNELL, 2007;
YAMAMOTO; WADA; MANABE, 1989).

Algumas drogas ARV como os inibidores de proteases podem bloquear a capacidade de
transporte da GLUT4 e também aumentar a excrecdo de cromo urinario. A inibicdo da
GLUT4 ou deficiéncia de cromo por TARV pode contribuir para resisténcia insulinica e
resultar em alteracBes metabolicas, como aumento dos triglicerideos e colesterol total,
referidas por PVH em TARV (AGHDASSI et al., 2006; CARR et al., 1999; ROBERTS et al.,
1999). No estudo de Aghdassi et al. (2006), em que foram avaliados PVH com lipodistrofia
em TARV, foi observada maior excrecdo de cromo na urina de 24 horas. Além disso, PVH
com e sem TARV, apresentaram menores valores de cromo plasmaticos quando comparados
com individuos saudaveis.

Além da interacdo farmacoldgica, € comum em PVH a deficiéncia de micronutrientes
causada por ma alimentacdo, ma absorcéo, estado metabdlico alterado e perda de fluidos por
diarreia e vomitos (FORRESTER; SZTAM, 2011; INSTITUTE OF MEDICINE, 2001).
Somado aos fatores citados no pardgrafo anterior, determinar precisamente a ingestdo de
cromo na dieta é dificil porque a sua quantidade nos alimentos é muito pequena e pode ser
alterada durante o processamento de alimentos (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001).

Em 2001, a Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos estabeleceu uma
ingestdo adequada (Al) de Cr, com base em estimativa de médias de ingestdo, de 35 pg/dia
para 0s homens e 25 pg/dia para mulheres (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001).

Em estudos anteriores, a duracdo da suplementacdo avaliada (variou de 1 dia a 8 meses)
e a dose utilizada (variou de 100 a 3.000 pg por dia) variaram muito (CEFALU; HU, 2004).
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Embora dose de 1000pg de cromo na forma de picolinato de cromo tem sido escolhida,
é possivel que uma concentracdo menor de cromo, porém, mais biodisponivel, seja efetiva na
melhora da sensibilidade insulinica (CZECH; CORVERA, 1999; FEINER et al., 2008).

O cromo ingerido é absorvido no jejuno e ileo superior, transportado pela transferrina e
armazenado nos o0ssos, baco, figado, misculos esqueléticos e tecido adiposo. E eliminado
rapidamente (1-2 dias) do sangue e mais lentamente dos tecidos (2 semanas - musculos
esqueléticos e tecido adiposo) (AGHDASSI et al., 2006).

A absorcdo do cromo depende da forma quimica, solubilidade, estabilidade, dose,
duracdo do tratamento, iteracdo entre minerais e vitaminas, proteinas, drogas e outros fatores
nutricionais (KROL; KREJPCIO, 2011; MARANGON; FERNANDES, 2005). Existe
disponivel uma variedade de suplementos de cromo, por exemplo, na forma de sal de
picolinato ou de cloreto (formas inorganicas) e na forma de complexo com acido nicotinico e
aminoacidos (forma organica) (HUMMEL; STANDL; SCHNELL, 2007).

Os complexos de cromo organico proporcionam melhores resultados do que o cromo
inorganico, e as doses mais elevadas de Cr proporcionam resultados mais rapidos e melhores
nos niveis de glicose e lipidios. Em relacdo a biodisponibilidade, estd documentado que o
cloridrato de Cr (CrCls), nicotinato de Cr (CrNic) ou picolinato de Cr (CrPic), sdo absorvidos
em apenas 0,5-2,0% (LAMSON; PLAZA, 2002).

Os aminoacidos aumentam a absor¢do de cromo a partir do intestino. Verificou-se que
uma mistura de 20 aminoacidos quase duplicou a velocidade de absor¢cdo. Os aminoacidos
como histidina e acido glutdmico que formam complexos com cromo também mostraram
aumentar a absorcdo (LAMSON; PLAZA, 2002).

A absor¢do humana do cromo proveniente dos alimentos é estimada em cerca de 2-3% e
5-10% na levedura de cerveja. A absorcdo de Cr®* inorganico é aumentada pela presenca de
amido ou de &cido ascorbico. Em seres humanos, a absorcdo de Cr** na dieta esta
inversamente relacionada com a ingestdo dietética, variando de 0,5 a 2% (LAMSON;
PLAZA, 2002).

A faixa de normalidade do cromo no sangue € de 0,12 a 0,67 pug/L (ANDERSON et al.,
1996). Acredita-se que se a concentra¢do de cromo no soro for menor que o valor normal de
0,14-0,15 pg/L, pode ser indicativo de deficiéncia grave de cromo. No entanto, os estoques
teciduais de cromo néo refletem verdadeiramente o cromo do sangue; assim, a concentracao

sérica de cromo ndo é um bom indicador do estado desse mineral (LAMSON; PLAZA, 2002).
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O cromo é excretado principalmente na urina (80%) e fezes e em pequenas quantidades
no cabelo, suor e bile. As concentrac@es de cromo na urina, no cabelo e nos fluidos corporais
também nao refletem o verdadeiro estado de cromo do corpo (AGHDASSI et al., 2006).

N&o ha evidéncias de toxicidade de cromo por ingestdo excessiva ou suplementacéo,
tanto em roedores como em peixes e gatos. Até mesmo a suplementacdo intravenosa de
cromo, (250ug/dia) em criancas desnutridas, ndo mostrou toxicidade (GIBSON, 2005). O
Cr®*, forma encontrada nos alimentos e suplementos, é considerado um dos nutrientes menos
toxicos (KROL; KREJPCIO, 2010). No estudo piloto conduzido por Feiner et al. (2008), com
suplementacdo de 1000pg de picolinato de cromo em PVH, nenhum participante apresentou
efeitos colaterais (alteragdes da funcdo hepatica e renal; na carga viral e linfocitos CD4"), ou
dificuldades na ingestdo das doses de picolinato de cromo.

Apesar de mais de 50 anos de intensos estudos em animais e mais de 40 anos nos seres
humanos, ainda ndo foi completamente elucidado o papel do cromo no metabolismo da
glicose e dos lipideos e tem sido um assunto de consideravel debate. Uma extensa discussdo
sobre o papel do cromo no metabolismo da glicose e lipideos tem sido objeto de publicacdes
(CEFALU; HU, 2004; DI BONA et al., 2011; KROL; KREJPCIO, 2010; RHODES et al.,
2010; STANIEK; KREJPCIO, 2009).

1.6. Justificativa

Embora o mecanismo pelo qual o Cr** exerce os seus efeitos benéficos permaneca
pouco claro, numerosos estudos in vitro e in vivo indicaram que o Cr** desempenha um papel
importante na manutencdo do nivel normal de glicose no sangue, na reducdo do colesterol e
triglicerideos no plasma, na inibicdo do estresse oxidativo e na secrecdo de citocinas
inflamatorias (JAIN; RAINS; CROAD, 2007).

Os parametros anormais da glicose e dos lipidios, bem como a lipodistrofia, foram
relatados com a TARV (AGHDASSI et al., 2006; CARR et al., 1998b; MILLER et al., 1998;
NOLAN; JOHN; MALLAL, 2001). Essas anormalidades sdo semelhantes as relatadas em
pacientes com diabetes tipo 2 e deficiéncia de cromo que tiveram resisténcia a insulina no
ambito da sindrome metabdlica (AGHDASSI et al., 2006).

Devido a esta associa¢do decidimos investigar a suplementacdo de cromo em PVH com
lipodistrofia em TARV.
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1.7. Hipdtese

A suplementacdo com cromo em pacientes soropositivos para HIV com lipodistrofia em
TARV € capaz de atenuar a resisténcia insulinica e o estresse oxidativo, melhorar perfil

lipidico e reduzir citocinas pro-inflamatodrias.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacdo com cromo em pessoas HIV-positivo com

lipodistrofia em TARV em marcadores do metabolismo da glicose, do metabolismo dos

lipideos, de inflamacao e de estresse oxidativo.

2.2. Objetivos especificos

1) Verificar se suplementa¢do com cromo tem a capacidade de modificar:

v
v
v
v
v

Sensibilidade insulinica: HOMA-IR

Perfil lipidico: colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol e triglicerideos
Biomarcadores inflamatérios: TNFa, IL-6, IL-8 e MCP-1

Biomarcadores de estresse oxidativo: MDA e GSH

Composicéo corporal

2) Auvaliar a ingestdo alimentar: ingestdo caldrica, macronutrientes e cromo.

3) Quantificar a concentracdo de cromo sanguineo e urindrio.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Aspectos éticos

Em conformidade com os aspectos éticos, previamente ao seu inicio, o projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de S3o Paulo (HCFMRP/USP) (Processo HCRP n°
694.967/2014. Todos os voluntérios foram informados detalhadamente acerca dos objetivos e
procedimentos do estudo e sO participaram da pesquisa ap0s assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

3.2. Casuistica e recrutamento dos participantes

Um total de 70 voluntérios foi convidado a participar do presente estudo, dos quais 10
ndo iniciaram o protocolo, isto €, concordaram em participar, porém ndo compareceram no
primeiro dia da coleta, 19 desistiram durante o estudo e 41 voluntarios completaram o
protocolo (Figura 1).

O levantamento dos voluntarios portadores do virus HIV com lipodistrofia foi
concretizado por meio de acompanhamento semanal no Ambulatério de Nutrigdo em Doencas
Infecciosas (ANDI) na Unidade Especial de Tratamento para Doencas Infecciosas (UETDI)
do HCFMRP/USP, além de pesquisa eletrénica por meio do levantamento dos prontuarios

para identificacdo dos pacientes portadores desta doenca.
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70 voluntarios

(Homens)
| |
10 ndo iniciaram 19 desistiram 41 finalizaram
durante o

Figura 1- Sele¢do dos voluntarios HIV-positivos com lipodistrofia em

TARV.

A selecdo dos voluntarios ocorreu no periodo de outubro de 2014 a marco de 2016 e 0s

critérios de inclusdo e ndo inclusdo estdo descritos no Quadro 2.

Quadro 2- Critérios de inclusdo e ndo inclusdo para o recrutamento dos pacientes

Critérios de Inclusdo Critérios de Nao Inclusdo
a) Adultos soropositivo para a) Participantes com historia de tireoidectomia
HIV, em uso de TARV no prévia ou disfuncdo tireoidiana,
minimo de 6 meses, com b) Em uso de glicocorticéides no Gltimo ano,
lipodistrofia, células T c¢) Com sinais ou sintomas de infeccdes
CD4>200 células/mm?, oportunistas,
b) Ser do sexo masculino d) Disfuncdo hepética e/ou renal,
e) Em uso de insulina ou hipoglicemiante
f) Em uso de suplemento vitaminico e/ou
mineral
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3.3. Delineamento experimental

Trata-se de um estudo de intervencdo, prospectivo, randomizado, duplo cego e com
placebo realizado na UETDI do HCFMRP/USP. O protocolo de pesquisa foi realizado
durante um periodo de 3 meses. Antes e ap0s a intervencdo, todos os participantes foram
submetidos as avaliagdes: clinica, nutricional e bioguimica.

A coleta de dados foi realizada no periodo de marco de 2015 a marco de 2016. Para
estimativa do tamanho da amostra, estudos prévios foram revisados e também foi utilizada a
formula padrao sugerida para estudos clinicos que inclui o erro tipo I (o) de 0,05 e o tipo II
(B) de 0,20 (poder 80%). Os voluntarios foram randomizados entre os dois grupos: os
suplementados com placebo e os suplementados com cromo. A randomizacdo (distribuicdo
aleatoria) dos participantes foi realizada usando nimeros aleatérios gerados pelo computador.
Para os voluntarios do grupo placebo, foram fornecidas 90 capsulas contendo talco branco
neutro (Fagron®) e para o grupo cromo, foram fornecidas 90 capsulas com 200ug de cromo
(Cr*") quelato 10% (Cr** quelado com glicina vegetal - Pharmanostra®). As capsulas foram
manipuladas pela farmacia de manipulacdo Avena (Ribeirdo Preto, Sdo Paulo — Brasil),
indistinguiveis em cor, forma, tamanho e embalagem quando compradas entre ambos 0s

grupos. Os voluntarios foram orientados a tomar 1 capsula por dia durante 3 meses (Figura 2).

Avaliacdo de
elegibilidade
(n=70)
Randomizados N3o iniciaram o
(n=60) 1 | estudo (n=10)
1 |
Grupo Placebo Grupo Cromo
(n=30) (n=30)
Desistentes Desistentes
(n=11) (n=8)
L Avaliados L Avaliados
(n=19) (n=22)

Figura 2- Delineamento experimental
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No momento em que o voluntério aceitava participar do estudo, recebia as orientacoes,
os frascos para coleta de urina de 24 horas, o R3d para preenchimento em casa e 0 TCLE.
Apos esses procedimentos era agendado um dia no periodo matutino para coleta dos dados e
materiais.

Antes da intervencéo, em periodo matutino, o voluntario chegava ao hospital, em jejum
de 12 horas, para as aferi¢cbes de peso, estatura e circunferéncia abdominal, avaliagcdo da
composicdo corporal por bioimpedancia elétrica, coleta de sangue, afericdo de pressdo
arterial, entrega da amostra de urina de 24h e recebimento dos frascos contendo suplemento
de cromo ou placebo para 3 meses.

Passado 0s 3 meses de intervencdo, o participante retornava em jejum de 12 horas, em
um dia agendado, no periodo matutino, para refazer o protocolo de coleta: aferi¢cbes de peso,
estatura e circunferéncia abdominal, avaliacdo da composi¢do corporal por bioimpedancia
elétrica, coleta de sangue, afericdo de pressdo arterial, entrega da amostra de urina de 24h e do
R3d preenchido (Figura 3).

A cada 15 dias era feito contato com os participantes para saber sobre o andamento do

estudo e presenca de intercorréncias.

3 meses

Tempo zero: TCLE, frascos
para coleta de urina 24h e R3d =
para preenchimento

Dia 1: Jejum 12 horas Dia 90: Jejum 12 horas
Urina de 24h, R3d Urina de 24h, R3d
preenchido, peso, estatura, preenchido, peso, estatura,
CA, BIA, PA, coleta de CA, BIA, PA, coleta de
sangue , entrega das capsulas sangue

Figura 3- Procedimentos para coleta dos dados
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3.4. Protocolo de pesquisa

3.4.1. Dados pessoais

Os seguintes dados pessoais foram coletados, conforme Protocolo de Pesquisa e
aplicado no tempo zero: nome, data de nascimento, idade, profissdo, escolaridade, contatos
telefonicos, tabagismo, etilismo, uso de drogas ilicitas, descricdo de atividade fisica (AF), uso
de suplementos vitaminicos e/ou minerais, apetite, disfagia, nauseas/vomitos, evento
cardiovascular prévio, ingestdo hidrica e nimero de evacuacdes por dia.

As informacdes sobre medicamentos em uso, diagndsticos clinicos, tempo de infeccédo e
dados especificos da TARV foram confirmadas por meio de leitura de prontuarios médicos
assistida por médicos da equipe da UETDI do HCFMRP/USP.

3.4.2. Lipodistrofia, medidas antropométricas, avaliacdo da composi¢ao corporal e
afericdo da pressao arterial

O diagnostico da lipodistrofia,foi realizado, no tempo zero, por uma avaliagao subjetiva
a partir da concordancia entre a inspe¢éo visual do pesquisador e do paciente, utilizando o
questionario de Sutinen e Yki-Jarvinen (2007). O peso e estatura foram aferidos em jejum,
apos esvaziamento da bexiga, com o voluntario utilizando vestuario leve, descalco e seguindo
as recomendac6es de Gordon, Chumlea e Roche (1988). O peso foi aferido em balanga com
capacidade méaxima de 300kg e com a aproximacao de 100g (Filizola®, do tipo plataforma).
O IMC foi obtido pela relagéo peso (kg)/estatura® (m?), e classificado empregando os pontos
de corte da Organizacdo Mundial da Saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO),
1995). A circunferéncia da cintura (CC) foi aferida com fita métrica flexivel e inelastica com
precisdo de 0,1 cm. A medida foi realizada com os voluntarios em pé, com abdémen relaxado,
bracos estendidos e peso igualmente distribuido entre as pernas, com o0s pés proximos e
paralelos. A regido da cintura era desprovida de roupa. A medida foi realizada ao final da
expiracdo tomando-se o cuidado para ndo comprimir a pele, no ponto médio entre a ultima
costela e a crista iliaca. O ponto de corte utilizado foi de 94 cm, considerado risco aumentado
para desenvolver doencas relacionadas a obesidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION
(WHO), 2008).
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A composic¢do corporal foi avaliada por meio de andlise de bioimpedancia elétrica com
uso do aparelho tetrapolar de Unica frequéncia (50 kHz) da marca Biodynamics®, modelo 450
(Biodynamics Corp., Shoreline, Washington, Estados Unidos), com o voluntario na posicédo
reclinada, de acordo com as recomendacdes de Kyle et al. (2004). A estimativa de quantidade
de massa magra e da massa gorda foi obtida por meio da seguinte equacdo preditiva
desenvolvida por Kotler et al. (1996):

Egquacao de Kotler:

41,48

Massa Magra (kg) = 0.5[:2

0.35

x—— 1+ 0.42P+0.49
1.21

Massa Gorda (kg) = P- MM

Sendo Z a impedancia calculada por Z° = R™+Xc¢™ em que R = resisténcia e Xc = reactancia.
P= peso corporal: MM= massa muscular (kg)|

Figura 4. Equacdo de Kotler

A afericdo da pressdo arterial foi feita por um equipamento semiautomatico digital de
braco, modelo BP3ABOH da marca G-Tech e devidamente calibrado. Os voluntérios ficavam
na posicdo sentada, com as pernas descruzadas, pés apoiados no chdo, dorso recostado na
cadeira e relaxado, braco na altura do coracéo, livre de roupas, apoiado, com a palma da méo
voltada para cima e em repouso por pelo menos 5 minutos, conforme as recomendag6es da 72
Diretriz Brasileira de Hipertensdo Arterial (MALACHIAS et al., 2016). As medidas com

valores iguais ou superiores a 140/90 mmHg foram consideradas altas.

3.4.3. Avaliagdo bioquimica

A coleta de amostras de sangue foi realizada na Unidade de Pesquisa Clinica (UPC) do
HC/FMRP/USP ap6s jejum de 12 horas antes e ap0s a intervencdo. A separacdo do sangue
total para obtencdo do soro foi realizada na centrifuga Universal 320R Hettich® por 10
minutos, a 4°C e a 3500 rotagdes/minuto (rpm), logo apo6s a coleta (30 minutos), no
Laboratdrio de Nutrigdo e Metabolismo da FMRP/USP. A quantificagdo da glicemia de jejum
foi realizada logo ap06s a coleta. O restante das amostras foi armazenado em freezer a -80°C

até o momento das analises.
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A urina 24 horas foi coletada em frascos coletores com capacidade de 2 litros. Os
voluntarios foram orientados sobre os procedimentos de coleta e conservacdo adequada do
material. As amostras de urina foram armazenadas em freezer a -80°C até a realizacdo das

analises.

3.4.3.1. Hemograma, linfécitos T CD4 e carga viral.

As informacGes sobre o hemograma (hemoglobina e hematdcrito), linfocitos T CD4 e
carga viral foram obtidas nos prontuarios eletrénicos dos participantes. Considerou-se o

exame mais proximo da data (maximo de 3 meses) do protocolo de coleta dos dados.

3.4.3.2. Proteinas totais e albumina e creatinina urinaria.

Proteinas totais e aloumina foram quantificadas em amostras de soro, no Laboratorio de
Nutricdo e Metabolismo da FMRP/USP, pelo método colorimétrico pelos Kits Proteinas
Totais e Albumina, respectivamente, da marca Labtest® (Labtest Diagnostico S.A., Lagoa
Santa — Minas Gerais, Brasil) seguindo as recomendagdes do fabricante.

A quantificacdo da creatinina urinaria foi feita em amostra de urina 24 horas, degelada,
pelo método colorimétrico pelo Kit Creatinina da marca Labtest® seguindo as recomendagdes
do fabricante.

O equipamento utilizado para essas leituras foi espectrofotdmetro de microplacas Epoch
com capacidade de absorbancia entre 200-999nm (Bioteck Instruments, Inc. Winooski, VT,
USA).

3.4.3.3.  Perfil glicémico e lipidico.

A glicemia de jejum foi quantificada em amostras de soro no Laboratério de Nutricdo e
Metabolismo da FMRP/USP, no mesmo dia da coleta de sangue, pelo método enzimatico-
colorimétrico com o kit de analise Glicose Liquiform da marca Labtest®, seguindo as
recomendac0es do fabricante, e 0 equipamento utilizado para leitura foi espectrofotémetro de

microplacas Epoch com capacidade de absorbancia entre 200-999nm (Bioteck®).
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As amostras de soro foram mantidas em freezer -80° e degeladas para quantificacdo da
insulina, utilizando a plataforma Magpix (Luminex Corporation, Austin, TX, USA), seguindo
as recomendacOes do fabricante. A leitura das amostras foi feita no equipamento Magpix
System® (Luminex Corporation) e a andlise dos resultados foi realizada utilizando o
software Milliplex Analyst®. Essas dosagens foram realizadas no Laboratério de Imunologia
e Epigenética da FCFRP/USP.

A resisténcia insulinica foi determina por HOMA-IR (Homestatic Model Assessment -
Insulin Resistance), em que HOMA-IR = [glicemia de jejum (mmol/L) x insulinemia de jejum
(MU/mL)] + 22,5, de acordo com Matthews et al. (1985) e o ponto de corte utilizado foi igual
ou superior a 2,5.

Para avaliar o perfil lipidico foram quantificados: colesterol total, lipoproteina de alta
densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e triglicerideos (TG) no Laboratério
de Nutricdo e Metabolismo da FMRP/USP. O colesterol total e os triglicerideos foram
analisados em amostras de soro por sistema enzimatico-colorimétrico pelos Kits Colesterol
Liquiform e Triglicérides Liquiform, respectivamente, da marca Labtest® e o HDL-colesterol
por sistema de precipitacdo seletiva-colorimétrico pelo Kit Colesterol HDL da marca
Labtest®, seguindo as recomendacOes do fabricante. O equipamento utilizado para essas
leituras foi o espectrofotometro de microplacas Epoch com capacidade de absorbéncia entre
200-999nm (Bioteck®). A determinacdo do LDL-colesterol foi feita pela equacdo de
Friedewald (1972), em que LDL-C = CT - HDL-C - TG/5.

3.4.3.4. Funcao hepatica e renal

Essas dosagens foram feitas em amostras de soro no Laboratério de Nutricdo e
Metabolismo da FMRP/USP e foram seguidas as recomendacdes do fabricante.

Foram quantificadas, pelo método cinético de ponto fixo-colorimétrico, as enzimas
hepaticas TGO/AST e TGP/ALT para avaliacdo da funcdo hepatica, para essas quantificaces
foram utilizados os Kits Transaminase Oxalacética e Transaminase Piravica da marca
Labtest®.

Para avaliar a funcdo renal foram quantificadas uréia e creatinina sanguineas pelo
método enzimatico-colorimétrico e colorimétrico pelos Kits Uréia CE e Creatinina,

respectivamente, da marca Labtest®.
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O equipamento utilizado para essas leituras foi espectrofotometro de microplacas Epoch

com capacidade de absorbancia entre 200-999nm (Bioteck®).

3.4.3.5. Marcadores inflamatorios (TNFa, IL-6, IL-8, MCP-1) e marcadores de
estresse oxidativo (MDA e GSH)

As amostras de soro foram mantidas em freezer -80° e degeladas para quantificacdo das
citocinas TNFa, IL-6, IL-8, MCP-1 utilizando Kit multiplex, baseado em beads magnéticas,
na plataforma Magpix (Luminex Corporation, Austin, TX, USA), seguindo as recomendacdes
do fabricante. A leitura das amostras foi feita no equipamento Magpix System® (Luminex
Corporation) e a andlise dos resultados foi realizada utilizando o software Milliplex
Analyst®. Essas dosagens foram realizadas no Laboratério de Imunologia e Epigenética da
FCFRP/USP.

A quantificacdo dos marcadores de estresse oxidativo em amostras de soro foi realizada
no Laboratorio de Nutricdo e Metabolismo da FMRP/USP. Para dosagem de malondialdeido
(MDA) foi seguido o método proposto por Gérard-Monnier et al. (1998), com algumas
adaptacdes. Para a dosagem de MDA no soro foram utilizados 100ul de amostra. A este foram
adicionado 300ul de solugdo de 10mM de 1-metil-fenilindol em acetonitrila e metanol (2:1,
viv) e 75ul de HCL puro (37%). Logo apods, os eppendorfs foram agitados em vortex e
incubados em banho-maria a 45°C por 40 minutos. Apds o banho, foi feito o resfriamento das
amostras em gelo e em seguida os eppendorfs foram centrifugados a 4000rpm por 10 minutos.
Do sobrenadante foram feitas a leitura de absorbancia com comprimento de onda de 586nm.
A concentragio de MDA foi calculada comparando-a a uma curva de 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (TMP) hidrolisado.

Para dosagem da glutationa reduzida (GSH) a metodologia foi feita através do método
de Costa, Santos e Lima (2006). Para isso, foi colocado na placa 25uL de soro com 1mL de
Tris-EDTA (0.25mol/L Tris base, 0,20mol/L EDTA, pH 8.2). Depois adicionado 25uL de
DTNB (10mmol/L em metanol absoluto). Agitou por 15 minutos em temperatura ambiente e
procedeu a leitura. A concentragdo dos grupos sulfidrila foi calculada utilizando uma curva

padrdo de Glutationa reduzida.
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3.4.3.6. Avaliacdo do cromo (cromo plasmatico e urinério)

A determinacdo da concentracdo do mineral cromo plasmatico e urinario e foi realizada
no soro com um Espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado, equipado com
uma célula de reacdo dindmica (DRC-ICP-MS; ELAN DRCII, Perkin Elmer, Sciex, Norwalk,
CT, EUA), operando com argonio de alta pureza (99,999%, Praxaair, Brasil) que esta
instalado em sala limpa classe 1000 no Laboratério de Toxicologia e Essencialidade de

Metais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP.



Quadro 3- Resumo dos métodos e Kits das analises bioquimicas utilizadas

Parametros Bioquimicos Método Kits
Linfocitos T CD4 (células/mm?®) - -
Carga viral (cépias/mL) - -
Proteinas Totais (g/dL) Colorimétrico Labtest®
Albumina (g/dL) Colorimétrico Labtest®
Creatinina urinaria (mg/dL) Colorimétrico Labtest®
Glicemia (mg/dL) Enzimético - colorimétrico Labtest®
Insulina Luminex Milliplex®
Triglicerideos (mg/dL) Enzimatico - colorimétrico Labtest®
Colesterol Total (mg/dL) Enzimatico-colorimétrico Labtest®
HDL-colesterol (mg/dL) Precipitacdo seletiva - Labtest®

colorimétrico
AST/GOT e ALT/GPT (U/L) Cinético - colorimétrico Labtest®
Uréia sérica (mg/dL) Enzimaético - colorimétrico Labtest®
Creatinina sérica (mg/dL) Enzimatico - colorimétrico Labtest®
Citocinas Luminex Milliplex®
Estresse oxidativo Colorimétrico
Cromo DRC-ICP-MS

3.4.4. Avaliacao do consumo alimentar
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A avaliacdo do consumo alimentar foi realizada por meio do registro de 3 dias (R3d).

Foram aplicados 2 R3d, antes de iniciar a intervencdo e 3 dias antes do seu término. Os
participantes foram orientados a registrar todo tipo de alimentos e bebidas e suas, respectivas,
guantidades em medidas caseiras, durante 2 dias da semana, ndo consecutivos, e 1 dia do final
de semana. Essas informacdes foram conferidas presencialmente para melhorar a qualidade da
informagéo.

Para o célculo nutricional da ingestdo de energia e dos macronutrientes, foi utilizado o
software Nutrilife® versdo 9, atualizado com dados da Tabela Brasileira de Composi¢cdo dos
Alimentos — TACO (NEPA - NUCLEO DE ESTUDOS E PESQUISAS EM
ALIMENTACAO, 2011) e os alimentos ausentes foram completados com a Tabela
Americana da United States Department of Agriculture (USDA) (UNITED STATES, 1998).
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3.5. Analise estatistica

As variaveis foram descritas por meio de médias e desvio-padréo, e porcentagem. Para a
descricdo e comparagdo das carateristicas iniciais dos dois grupos foi utilizado o teste t de
Student para as variaveis continuas e o teste Chi-quadrado para as variaveis categoricas.

Na analise dos dados foi utilizado o método da Analise de Variancia (ANOVA) de
Mediadas Repetidas Modelo Misto. Para as varidveis que apresentaram alta variabilidade (o
critério foi Coeficiente de variagdo (CV), definido por DP/Média * 100, superior a 60%)
aplicamos a transformacéo logaritmica (Lg10).

Quando havia interacéo significativa, foi feita uma analise separada para cada grupo. Os
dados com distribuicdo normal foram apresentados em média e desvio padrdo e comparados
pelo teste t para amostras pareadas. As correlagdes foram avaliadas pelo teste de Spearman. O
nivel de significancia fixado para os testes foi de 0,05. Todas as anélises foram conduzidas
com o auxilio do software SPSS, versdo 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).



RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas dos participantes

Nesse estudo foram avaliados 41 voluntarios, sendo 19 do grupo placebo e 22 do grupo
cromo, com idade variando entre 26 a 56 anos (47,09 + 8,15) no grupo placebo e 29 a 61 anos
(46,10 £ 9,5) no grupo cromo.

As caracteristicas dos voluntarios de ambos os grupos, com relagdo a idade, contagem
de linfocitos T CD4, tempo de infecgdo pelo virus HIV, carga viral, presenca de tabagismo e
TARV durante o estudo estdo detalhadas na Tabela 1. Ambos os grupos apresentaram
caracteristicas semelhantes nas seguintes variaveis: idade, contagem de células T CD4> 200
células/mm?, carga viral indetectavel (<40 cépias/mL) e esquema terapéutico (combinagéo de
trés ARV).

Tabela 1- Caracteristicas iniciais dos voluntarios de acordo com os grupos de estudo®

Caracterfsticas Placebo (n =19)> Cromo (n=22)°  p-valor?
Idade (anos) 47,09 (8,2) 46,10 (9,5) 0,72
CD4 (células/mm®) 498,05 (200,3) 546,0 (260,1) 0,51
Tempo de infeccdo HIV (anos) 9,86 (7,7) 14,32 (7,7) 0,07
Carga viral (copias/mL) <40 <40 -
Fumantes (%) 4/19 (21,0) 10/22 (45,5) 0,19
2INTR + 1INNTR (%) 6/17 (35,3) 8/18 (44,4) 0,84
2INTR + 1PI (%) 11/17 (64,7) 10/18 (55,6) 0,84

*No inicio do estudo (antes da intervencdo). INTR = Inibidores Nucleosideos da Transcriptase
Reversa. INNTR = Inibidores N&do Nucleosideos da Transcriptase Reversa. IP = Inibidor de
Protease. Primeira linha de tratamento (2 INTR + 1INNTR) ou Segunda linha de tratamento (2
INTR + 1 IP).

2Valores s&o expressos como média (desvio-padréo) e porcentagem (%)

*Teste t de Student e teste Chi-quadrado foram utilizados para comparar os dois grupos no inicio
do estudo.
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4.2. Dados antropomeétricos, composic¢do corporal e concentracdo sérica e urinaria de

cromo

As caracteristicas antropométricas, de composicao corporal e concentracdo sérica e
urinéria de cromo dos grupos, antes e apds 3 meses de intervencdo, estdo dispostas na Tabela
2. Em relacdo as caracteristicas antropométricas e de composi¢do corporal, ndo foram
observadas diferencas significativas entre as médias do grupo Cromo e do grupo Placebo,
apo6s 3 meses de intervencdo, isto é, os resultados finais foram semelhantes aos resultados
iniciais.

Em relacdo as dosagens de cromo houve diferenca significativa, apenas na concentracao
de cromo urinario entre os tempos e essa diferenca é significativa para ambos os grupos. No

grupo placebo o cromo reduziu 0,33 g e no grupo cromo aumentou 0,39 ug.

Tabela 2- Caracteristicas antropomeétricas, composicdo corporal e concentracao sérica e urinaria de
cromo dos grupos Placebo (n= 19) e Cromo (n= 22)*

Caracteristicas Inicio® Apbs 3m? p-valor® p-valor*
Peso (kg)

Placebo 76,14 (13,3) 76,22 (15,4) 0,83

Cromo 76,13 (15,2) 76,42 (15,3)

IMC (kg/m?)

Placebo 26,20 (6,1) 26,24 (6,8) 0,87

Cromo 25,40 (4,1) 25,50 (4,0)

CC (cm)

Placebo 93,87 (13,6) 93,37 (14,1) 0,51

Cromo 93,70 (11,7) 93,80 (11,4)

Massa Magra (%)

Placebo 79,9 (5,3) 79,9 (4,8) 0,77

Cromo 79,7 (5,8) 79,9 (5,1)

Massa Gorda (%0)

Placebo 20,1 (5,8) 20,1 (5,3) 0,77

Cromo 20,1 (5,1) 20,3 (4,8)

Cromo sérico (ug/L)

Placebo (n=17) 0,217 (0,040) 0,209 (0,023) 0,49

Cromo (n=17) 0,207 (0,017) 0,207 (0,022)

Cromo urinério (ug/g

creatinina)

Placebo (n=17) 0,250 (0,105) 0,217 (0,074) 0,049 0,17
Cromo (n=17) 0,216 (0,089) 0,255 (0,105) 0,15

*No inicio do estudo (antes da intervencdo) e no final do estudo (3 meses ap6s intervencéo). IMC= Indice de
Massa Corporal. CC= circunferéncia da Cintura.

2\alores expressos como média (desvio-padrao).

*Teste ANOVA de Medidas Repetidas Modelo Misto para testar a eficicia da intervencéo.

*Teste t pareado para determinar em qual grupo a intervengao teve efeito.
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4.3. Mudancas metabolicas e clinicas

A Tabela 3 mostra as mudancas metabdlicas dos grupos, antes e apds 3 meses de
intervencéo.

Tanto no grupo Cromo, como no grupo Placebo a glicemia, os triglicerideos e o
colesterol total e fragbes (LDL-colesterol e HDL-colesterol) ndo sofreram alteracdes
significativas ap6s 3 meses de intervencdo. Apesar da reducdo do colesterol total (p = 0,40, de
225,4 (51,0) mg/dL para 212,1 (35,1) mg/dL) e do LDL-colesterol (p = 0,29, de 148,6 (48,5)
mg/dL para 130,9 (41,3) mg/dL) no grupo Cromo ndo terem sido significativas, elas foram
importantes, pois houve uma reducdo de 13,3 mg/dL do colesterol total e 17,7 mg/dL do
LDL-colesterol. Por outro lado, a insulina e 0 HOMA-IR sofreram uma reducéo de 2 pU/mL
(p =0,007, de 11,6 (15,2) pU/mL para 9,6 (15,1) pU/mL) e 0,3 pU/mL (p = 0,01, de 2,6 (3,7)
uU/mL para 2,3 (4,3) pU/mL), respectivamente, no grupo Placebo. Ja no grupo Cromo nao
foi observado mudancas no metabolismo glicémico. No entanto, os valores das médias de
HOMA-IR antes da intervencdo, ja eram considerados normais (HOMA-IR < 4,65), em
ambos 0s grupos. Apenas, seis participantes do grupo Placebo e cinco do grupo Cromo
apresentaram resisténcia insulinica (HOMA-IR > 2,5) no inicio do estudo. A figura 5
apresenta o boxplot da insulina e do HOMA-IR ilustrando o antes (TO) e depois da
intervencdo (T1) com o grupo Placebo e o grupo Cromo.

Quando os grupos foram categorizados para dislipidemias, isto ¢, CT > 200 mg/dL,
LDL-colesterol > 130 mg/dL, HDL-colesterol < 40 mg/dL ¢ TG > 150 mg/dL, no grupo
Cromo houve reducdo significativa na média do LDL-colesterol de 31,2 mg/dL (p = 0,049, de
176,6 (43,2) mg/dL para 145,4 (32,10) mg/dL). Apesar de ndo significativo (p = 0,27, de
2441 (47,1) mg/dL para 220,8 (32,5) mg/dL), a média do colesterol total reduziu 23,8 mg/dL.
J& o grupo Placebo néo sofreu alteracdes. A figura 6 apresenta o boxplot do LDL-colesterol e
do colesterol total, categorizados para dislipidemias, ilustrando o antes (TO) e o depois da
intervencdo (T1) no grupo Placebo e no grupo Cromo.

A Tabela 4 mostra a contagem de células CD4, carga viral, o hemograma (hemoglobina
e hematdcrito), proteinas totais e fracdes e a funcdo hepética (TGO e TGP) e renal (uréia e
creatinina séricas) e pressao arterial de ambos os grupos. Tanto no grupo Placebo, quanto no
grupo Cromo houve aumento significativo das médias da contagem de células CD4. A média
da albumina aumentou significativamente (p = 0,006; de 4,33 (0,40) g/dL para 4,77 (0,60)
g/dL) e a creatinina sérica que diminui significativamente (p = 0,04; de 1,00 (0,20) mg/dL
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para 0,95 (0,21) mg/dL, no grupo Cromo, quando comparadas ao longo do tempo. N&o houve
diferencas significativas entre as médias das demais caracteristicas, antes e apos a
intervencdo, em ambos 0s grupos. Todos os participantes mantiveram a funcdo hepatica e
renal normais até o final da intervencéo.

Ja em relacdo a pressdo arterial, houve aumento da média da pressdo arterial sistdlica
(aumento de 10,6 mmHg, de 119,8 (13,0) para 130,4 (17,9), p = 0,003) e diastdlica (aumento
de 6,2 mmHg, de 78,2 (8,8) para 84,4 (14,8), p = 0,02) no grupo Placebo.



Tabela 3- Mudangas metabolicas dos grupos Placebo (n= 19) e Cromo (n= 22)*
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Caracteristicas Inicio® Ap6s 3m* p-valor’  p-valor*
Glicemia (mg/dL)

Placebo 82,5 (10,5) 84,8 (10,4) 0,86

Cromo 84,0 (10,8) 87,1 (12,2)

Insulina (MU/mL)*

Placebo (n=18) 11,6 (15,2) [0,81 (0,53)] 9,6 (15,1) [0,62 (0,69)] 0,12 0,007
Cromo (n=18) 9,0 (5,9) [0,81 (0,42)] 8,4 (7,3) [0,74 (0,46)] 0,15
HOMA-IR*

Placebo (n=18) 2,6 (3,7) [0,13 (0,54)] 2,3 (4,3) [-0,04 (0,68)] 0,14 0,01
Cromo (n=18) 1,9 (1,3) [0,13 (0,44)] 1,8 (1,6) [0,07 (0,47)] 0,23
Triglicerideos (mg/dL)*

Placebo 233,2 (222,9) [2,26 (0,28)]  241,8 (246,3) [2,28 (0,26)] 0,87

Cromo 198,0 (136,8) [2,22 (0,24)] 226,9 (173,2) [2,25 (0,29)]

CT (mg/dL)

Placebo 237,1 (61,2) 236,5 (49,8) 0,40

Cromo 225,4 (51,0) 212,1 (35,1)

LDL—colesterol (mg/dL)

Placebo 152,6 (45,6) 151,2 (49,6) 0,29

Cromo 148,6 (48,5) 130,9 (41,3)

HDL—colesterol (mg/dL)

Placebo 37,9 (6,3) 36,9 (7,6) 0,85

Cromo 37,3 (12,4) 35,8 (11,4)

CT > 200mg/dL

Placebo (n=15) 254,6 (56,8) 251,8 (43,6) 0,27

Cromo (n=16) 2441 (47,1) 220,8 (32,5)

LDL-colesterol >

130mg/dL 168,7 (36,9) 163,7 (44,8) 0,17 0,71
Placebo (n=15) 176,6 (43,2) 145,4 (32,10) 0,049
Cromo (n=13)

HDL—colesterol < 40mg/dL

Placebo (n=14) 34,3 (4,6) 34,5 (6,8) 0,88

Cromo (n= 15) 29,9 (6,6) 29,7 (7,6)

Triglicerideos > 150mg/dL*

Placebo (n=10) 322,3 (260,9) [2,44 (0,25)]  315,5 (303,4) [2,41 (0,28)] 0,46

Cromo (n= 12) 262,6 (145,5) [2,24 (0,17)]

311, 0(181,4) [2,44 (0,24)]

No inicio do estudo (antes da intervencéo) e no final do estudo (3 meses ap6s intervencdo). HOMA-IR = Homestatic Model

Assessment - Insulin Resistance. CT = colesterol Total.
2\alores s&o expressos como média (desvio-padrao).

*Teste ANOVA de Medidas Repetidas Modelo Misto para testar a eficacia da intervencéo.
“Teste t pareado para determinar em qual grupo a intervencéo teve efeito.
*Valores apresentados em média (desvio-padréo) e logaritmo decimal [Lg10 (desvio padrao)], sendo o valor de p referente ao

Log10.
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Figura 5- Boxplot da Insulina e do HOMA ilustrando o antes (TO) e depois da intervencdo (T1) com Placebo (n=18) e
com Cromo (n = 18). *p <0,05.
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Tabela 4- Mudangas clinicas dos grupos Placebo (n= 19) e Cromo (n= 22)*

Caracteristicas Inicio® Ap6s 3m* p-valor’ p-valor®
CD4 (células/mm?®)

Placebo 546,0 (260,1) 629,6 (294,04) <0,001 0,02
Cromo 519,2 (178,3) 605,3 (270,5) 0,01
Carga viral (copias/mL)

Placebo <40 <40 NA NA
Cromo <40 <40

Hemoglobina (g/dL)

Placebo 14,8 (1,46) 14,9 (1,58) 0,37

Cromo 15,2 (1,16) 15,0 (0,94)

Hematécrito (%)

Placebo 43,6 (4,03) 43,8 (4,35) 0,65

Cromo 44,3 (3,97) 44,2 (3,20)

Proteinas Totais (g/dL)

Placebo 7,15 (1,44) 7,53 (1,35) 0,10 0,43
Cromo 7,04 (0,92) 7,61 (0,89) 0,09
Albumina (g/dL)

Placebo 4,43 (0,35) 4,67 (0,59) 0,002 0,13
Cromo 4,33 (0,40) 4,77 (0,60) 0,006
TGO (UI/L)

Placebo 27,0 (6,0) 27,8 (9,6) 0,33

Cromo 33,7 (20,4) 31, 8 (22,5)

TGP (UI/L)

Placebo 34,02 (22,1) 36,02 (24,0) 0,17 0,38
Cromo 34,05 (14,4) 31,10 (18,6) 0,29
Uréia sérica (mg/dL)

Placebo 33,8 (8,9) 31,8 (7,9) 0,20 0,29
Cromo 30,8 (9,3) 31,7 (7,8) 0,51
Creatinina sérica (mg/dL)

Placebo 1,12 (0,27) 1,14 (0,32) 0,03 0,35
Cromo 1,00 (0,20) 0,95 (0,21) 0,04
Creatinina urinaria (g/24h)

Placebo (n=18) 1,51 (0,37) 1,43 (0,35) 0,61

Cromo (n= 20) 1,47 (0,37) 1,46 (0,51)

PAS (mmHg)

Placebo 119,8 (13,0) 130,4 (17,9) 0,15 0,003
Cromo 118,4 (11,3) 1225 (16,1) 0,19
PAD (mmHg)

Placebo 78,2 (8,8) 84,4 (14,8) 0,07 0,02
Cromo 81,4 (9,4) 81,8 (10,1) 0,84

*No inicio do estudo (antes da intervencéo) e no final do estudo (3 meses ap6s intervencéo). TGO = Transaminase
Glutdmica Oxalacética. TGP = Transaminase Glutdmica Pirdvica. PAS= Pressdo Arterial Sistélica. PAD= Presséo
Arterial Diast6lica. NA = ndo se aplica.

%\alores s&0 expressos como média (desvio-padrao).

*Teste ANOVA de Medidas Repetidas Modelo Misto para testar se eficcia da intervencéo.

*Teste t pareado para determinar em qual grupo a intervengao teve efeito.
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4.4. Marcadores inflamatérios e de estresse oxidativo

Quanto aos marcadores inflamatorios (Tabela 5), observou-se, apenas, diferenca entre
as médias da citocina IL-8 antes e depois da intervencdo no grupo placebo, com reducgdo de
0,33 pg/mL (1,44 (0,61) para 1,11 (0,72), (p = 0,004)). J& as outras citocinas ndo
apresentaram alteragOes significativas. No grupo Cromo todos os marcadores ndo sofreram
mudancas ao longo do tempo.

A figura 7 apresenta o boxplot dos marcadores inflamatérios ilustrando o antes (T0) e
depois da intervencdo (T1) no grupo Placebo e no grupo Cromo.

Em relacdo aos marcadores de estresse oxidativo avaliados, houve reducédo do MDA (p
= 0,01) em ambos os grupos, porém essa reducdo aconteceu nos dois grupos (p=0,96). Ja a
GSH apresentou aumento tanto no grupo placebo (0,79 uM) quanto no grupo cromo (0,36 pMm),

porém somente no grupo placebo a reducéo foi significativa (p = 0,007).

Tabela 5- Perfil dos marcadores inflamatorios e do estresse oxidativo dos grupos Placebo (n=18) e Cromo

(n=18)*

Marcadores Inicio Apbs 3m? p-valor® p-valor*
TNFa (pg/mL)

Placebo 2,34 (1,39) 2,11 (1,23) 0,96

Cromo 3,11 (1,45) 2,86 (1,22)

IL-6 (pg/mL )*

Placebo 0,98 (0,68) [-0,09 (0.27)] 1,46 (2,25) [-0,04 (-0,04)] 0,98

Cromo 1,67 (1,88)[0,10 (0,31)] 2,60 (4,0) [0,15 (0,43)]

IL-8 (pg/mL)*

Placebo 1,44 (0,61) [0,120 (0,19)] 1,11 (0,72) [-0,005 (0,20)] 0,02 0,004
Cromo 2,88 (3,62) [0,226 (0,44)] 3,30 (4,70) [0,245 (0,46)] 0,70
MCP-1 (pg/mL)

Placebo 294,4 (143,4) 284,8 (123,7) 0,54

Cromo 311,7 (160,6) 319,1 (179,3)

MDA (uM)

Placebo 6,38 (2,86) 5,03 (2,08) 0,96

Cromo 6,86 (2,49) 5,56 (1,88)

GSH (M)

Placebo 6,74 (0,94) 7,53 (1,20) 0,01 0,007
Cromo 6,16 (1,60) 6,52 (0,76) 0,29

*No inicio do estudo (antes da intervencao) e no final do estudo (3 meses ap6s intervencéo). TNF alfa = fator de necrose
tumoral alfa. IL-6 = inteleucina 6. IL-8 = interleucina 8. MCP-1 = monocyte chemoattractant protein-1.

Valores sdo expressos como média (desvio-padrao).
*Teste ANOVA de Medidas Repetidas Modelo Misto para testar se a eficcia da intervencéo.
*Teste t pareado para determinar em qual grupo a intervencéo teve efeito.

*Valores apresentados em média (desvio-padrao) e logaritmo decimal [Lgl0 (desvio padrdo)], sendo o valor de p

referente ao Log10.
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4.5. Avaliacao da ingestédo alimentar

A avaliacdo da ingestdo alimentar, estimada pelo registro alimentar de 3 dias, ndo
mostrou diferenga estatistica da ingestdo caldrica e da distribuicdo do VCT entre os
macronutrientes, quando se comparou antes e apos a intervencdo ao longo dos 3 meses, em
ambos 0s grupos (Tabela 6).

Em relacdo a ingestdo de cromo nédo foi observada diferenca entre os grupos Placebo e
Cromo. Interessante observar que o calculo da quantidade de cromo ingerida pelos pacientes
foi dificultado devido & escassez de alimentos que apresentam a quantificacdo de cromo nas

tabelas de composicédo de alimentos.

Tabela 6- Andlise da composicéo nutricional da alimentac&o dos grupos Placebo (n= 13) e Cromo (n= 16)*

Caracteristicas Inicio® Apobs 3m? p-valor®  p-valor®
Energia (kcal/dia)

Placebo 2173,1 (500,8) 2061,4 (503,6) 0,66

Cromo 2083,3 (450,0) 2065,8 (466,7)

Carboidratos (g/dia)

Placebo 296,9 (86,3) 262,9 (63,2) 0,23

Cromo 284,7 (70,5) 285,3 (56,7)

Carboidratos (%VCT)

Placebo 53,2 (7,4) 52,3 (8,1) 0,93

Cromo 54,9 (4,3) 54,3 (5,6)

Proteinas (g/dia)

Placebo 127,5 (43,2) 113,0 (41,3) 0,12 0,18
Cromo 93,5 (17,1) 97,6 (29,4) 0,54
Proteinas (%0VCT)

Placebo 22,6 (5,8) 21,5 (4,5) 0,43

Cromo 18,6 (3,1) 19,1 (5,1)

Lipideo (g/dia)

Placebo 59,7 (16,8) 60,2 (21,3) 0,86

Cromo 62,2 (17,7) 64,3 (23,5)

Lipideo (% VCT)

Placebo 25,0 (5,6) 26,2 (5,4) 0,92

Cromo 26,5 (3,6) 27,4 (6,4)

Cromo (ug)*

Placebo 68,4 (47,0) [1,75 (0,34)] 80,1 (73,2) [1,67 (0,52)] 0,26

Cromo 72,5 (44,4) [1,75(0,47)] 86,2 (53,2) [1,84 (0,43)]

*No inicio do estudo (antes da intervencdo) e no final do estudo (depois de 3 meses de intervencdo). VCT = Valor
calérico Total

%\alores sdo expressos como média (desvio-padrao). p < 0,05.

*Teste ANOVA de Medidas Repetidas Modelo Misto para testar se a intervencéo teve efeito.

*Teste t pareado para determinar em qual grupo a intervencéo teve efeito.

*Valores apresentados em média (desvio-padrdo) e logaritmo decimal [Lgl10 (desvio padrdo)], sendo o valor de p
referente ao Log10.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou o efeito da suplementacdo de cromo em pessoas
soropositivas para o HIV em uso de TARV com lipodistrofia em marcadores do metabolismo
da glicose, dos lipideos e inflamatorio.

A melhoria da sensibilidade a insulina em resposta a suplementacdo de cromo em
individuos com resisténcia insulinica associada ao diabetes, envelhecimento e outras
condicBes tem sido relatada por varios estudos (ANDERSON, 1998, 2003; ANDERSON et
al., 1997), mas a sua utilizacdo em uma populacdo infectada pelo HIV ainda é pouco estudada
(FEINER et al., 2008).

A propria infeccdo pelo HIV tem um efeito significativo na inflamacéo expressa por
niveis elevados de TNF-a e IL-6. Observa-se que inflamac&o persistente em PVH predispde
ao desenvolvimento de alteracGes metabdlicas (CARON-DEBARLE et al., 2010; JASIK et
al., 2014). O aumento dos niveis sanguineos das citocinas pré-inflamatorias principalmente,
interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) e MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1)
aumentam a resisténcia a insulina e o risco de doenca cardiovascular (HUBER et al., 1999;
MULLER et al., 2002; ROTTER; NAGAEV; SMITH, 2003).

5.1. Mudangas metabolicas e clinicas

A capacidade do cromo de melhorar a sensibilidade a insulina, com poucos efeitos
colaterais aparentes, sugeriu um possivel papel para a suplementacdo de cromo em individuos
com resisténcia a insulina associada a infecgdo por HIV (STEIN et al., 2013).

Porém, no presente estudo, a suplementacdo de 5,7 vezes a recomendacdo de ingestdo
de cromo (200 pg/d) por 3 meses apesar de bem tolerada, néo foi suficiente para promover
um efeito significativo na resisténcia insulinica em individuos infectados por HIV com
lipodistrofia. Ndo houve mudancas, no periodo de 3 meses, nas variaveis que quantificaram o
metabolismo glicémico como: glicemia de jejum, insulina de jejum e HOMA-IR no grupo
suplementado com cromo.

Esses resultados se assemelham aos de Stein et al. (2013), que ndo encontraram efeito
significativo na resisténcia insulinica em individuos adultos, HIV positivos e com glicemia de

jejum normal, ap6s suplementacdo com 1000 pg/dia de picolinato de cromo por 2 meses.
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Gunton et al. (2005) também ndo encontraram alteracBes na tolerancia a glicose,
glicemia e insulina de jejum e HOMA-IR em um ensaio controlado randomizado por 3 meses
com 800 pg/dia de picolinato de cromo em 40 pacientes com intolerancia a glicose. No
estudo de Guimardes, Martins Silva Carvalho e Silva (2013), no qual foi realizada a
suplementagdo de 50 e 200 pg/dia de cromo, na forma de nicotinato de cromo por 3 meses,
também ndo houve alteracdo no controle glicémico ou aumento da sensibilidade a insulina.

Por outro lado, o estudo de Aghdassi et al. (2010) verificou uma reducéo significativa
na insulina de jejum e na resisténcia insulinica apds suplementacdo com 400ug/dia de
nicotinato de cromo por 4 meses. Nesse estudo foram avaliados individuos adultos HIV
positivos e que apresentavam pelo menos uma anormalidade metabdlica.

Essa diferenca na resposta a suplementacdo de cromo pode ser justificada devido as
diversas dosagens e formulacdes utilizadas nos estudos, tempo de suplementacao, duracédo da
doenca e o estado de salde dos individuos avaliados. O estudo de Anderson et al. (2001),
corrobora com essa hipdtese sugerindo que a discrepancia em resposta a suplementacao de
cromo pode ser dependente da formulagdo, além da duracdo do diabetes e estado de saude dos
individuos.

Outra possibilidade para a auséncia de alteragcdes no metabolismo glicémico se deve a
normalidade glicémica e insulinica dos participantes, pois os individuos avaliados néo
apresentaram resisténcia insulinica no inicio do estudo, visto que, na coleta de sangue inicial,
em média, todos os participantes apresentavam normalidade na glicemia (84,0 mg/dL) e
insulina de jejum (9,0 pUI/mL).

Um estudo que corrobora com essa afirmativa foi o de Wilson e Gondy (1995) no qual
em um grupo de individuos jovens (média de 35 anos), ndo obesos e saudaveis, ndo foram
observadas diferenca nas concentracdes de glicose, insulina e lipideos em jejum ap6s 3 meses
de suplementacdo com 220 pg/dia nicotinato de cromo, exceto, por uma pequena diminui¢ao
nos niveis de insulina de jejum em um subgrupo de individuos do grupo cromo que ja
apresentavam niveis elevados de insulina de jejum iniciais.

Interessante observar que em individuos saudaveis, sem diabetes a suplementacdo de
cromo apresentou efeito limitado ou até contraditério sobre o metabolismo da glicose e da
insulina (AMATO; MORALES; YEN, 2000; CEFALU; HU, 2004).

Os dados da revisdo sistematica de Althuis et al. (2002) ndo mostram nenhuma relacéo
entre a suplementagdo de cromo e as concentragfes de glicose ou insulina em individuos ndo

diabéticos, independente, da formulacdo ou da dose.
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Em outra revisdo sistematica de Balk et al. (2007) também ndo mostrou efeito
significativo do cromo no metabolismo lipidico e glicémico em individuos sem diabetes. A
suplementacdo de cromo melhorou significativamente, somente, a glicemia entre 0s pacientes
com diabetes.

A suplementacdo de cromo melhorou a tolerdncia a glicose em criangas desnutridas e
individuos de meia-idade com intolerancia moderada a glicose. Também demonstrou
melhorar a tolerancia a glicose prejudicada em pacientes com deficiéncia de cromo associada
a nutricdo parenteral total e em pacientes com deficiéncia de cromo induzida pela dieta. Estes
estudos indicam que individuos com tolerancia a glicose diminuida podem ser beneficiados
com suplementacdo de cromo, mas aqueles com tolerancia normal a glicose ndo (WILSON;
GONDY, 1995).

Muitos dos estudos que avaliaram o efeito da suplementacdo de cromo no metabolismo
da glicose e da insulina também avaliaram os efeitos desse tratamento nos lipideos séricos
(CEFALU; HU, 2004).

No presente estudo também foi avaliado o efeito da suplementacdo de cromo no
metabolismo lipidico, que foi quantificado pelo colesterol total, LDL-colesterol, HDL-
colesterol e triglicerideos. Foi possivel observar que o cromo quelato foi capaz de melhorar o
LDL colesterol, apenas, nos voluntarios com LDL colesterol acima do desejavel (LDL >
130mg/dL, reducdo de 17,7%) e também houve melhora clinica, porém, ndo significativa, do
colesterol total nos individuos com CT elevado (CT > 200g/dL (redu¢do de 9,5%)).

No estudo de Press et al. (1990) também foi encontrada uma reducéo significativa do
colesterol total (reducéo de 7%) e LDL colesterol (reducdo de 10%) com a suplementacdo de
200 pg de picolinato de cromo por 42 dias, em individuos com colesterol aumentado (220-
320 mg/dL).

Ja no estudo de Racek et al. (2006) os lipidos séricos de jejum (total, colesterol LDL e
HDL, triglicéridos e apolipoproteinas A-1 e B) permaneceram inalterados ap6s 3 meses de
suplementacdo com 400pug/dia de cromo na forma de levedura enriquecida, sem diferencas
significativas, quando se comparou 0 grupo cromo com o grupo placebo.

A reducdo nos niveis de colesterol total de 8,5% foi associada a uma diminuic¢do de
19% na incidéncia de doenca arterial coronariana (PRESS; GELLER; EVANS, 1990). As
recomendacgOes atuais do Programa Nacional de Educacdo sobre o Colesterol para pessoas
infectadas pelo HIV enfocam os niveis de LDL colesterol, como o principal alvo da terapia de
reducdo de lipidios (PALIOS; KADOGLOU; LAMPROPOULOS, 2012). Segundo NCEP
ATP 11l Guidelines (2002), o LDL colesterol acima de 100 mg/dL ja pode ser aterogénico.
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Ensaios clinicos recentes com estatinas indicam que uma diminuicdo de 1% no LDL
colesterol reduz o risco de doenca cardiovascular em cerca de 1%.

Os hipolipemiantes mais usados no tratamento da dislipidemia, como as estatinas, as
resinas e os fibratos, sdo capazes de reduzir o LDL colesterol em 18-55%, 15-30% e 5-20%,
respectivamente. Em alguns estudos com pacientes HIV tratados com hipolipemiantes foi
observado redugdo 19% do CT (pravastatina), 17% do CT e 19% do LDL (dieta e
pravastatina), 14% do CT (fenofibrato) e 37% do LDL (atorvastatina). Assim, a reducdo de
17,7% do LDL colesterol, observada no presente estudo, sugeriu um possivel papel para a
suplementacdo de cromo em individuos com LDL colesterol elevada associada & infeccéo por
HIV (NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM, 2001).

A associacdo de dislipidemia com os antirretrovirais e especialmente os inibidores de
protesase (IPs) foi bem estabelecida (FRIIS-M@LLER et al., 2003b). Os potenciais
mecanismos para a dislipidemia associada aos IPs incluem: a inibigdo da ativacao da proteina
1 de ligagdo do elemento de regulagdo do esterol (SREBP-1) no figado e/ou adipdcitos
juntamente com a degradacdo mediada pela protease da apolipoproteina B (LIANG et al.,
2001); aumento direto na formacdo de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDLS)
(PURNELL et al., 2000) e a reducdo da atividade da lipoproteina lipase; e mudancas na
mobilizacdo dos estoques de lipideos (RANGANATHAN; KERN, 2002). No entanto, 0s
distarbios lipidicos também podem ocorrer durante terapias que ndo incluem os IP (DUBE et
al., 2003; VAN LETH et al., 2004).

Os resultados de Jasik et al. (2014) confirmaram a observacédo de que a propria infeccéo
por HIV induz alteracBes no metabolismo lipidico, especialmente associados ao turnover de
acidos graxos, como aumento de &cidos graxos livres e triglicerideos (ativa a lipélise ou evita
deposicéo de acidos graxos livres (AGL) no tecido adiposo). Uma concentracdo aumentada de
AGL no soro esta relacionada a resisténcia insulinica, uma vez que os AGL foram propostos
para induzir a resisténcia a insulina do musculo esquelético (VOLBERDING; DEEKS, 2010).

O mecanismo pelo qual o cromo diminui o colesterol ainda ndo esta claro. Uma
hipdtese € que pode ocorrer por meios semelhantes aos da metformina (medicamento
antidiabético), por ativacdo da proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (5-
AMPK). Essa proteina atua na estimulacdo de vias metabdlicas que produzem ATP
(adenosina trifosfato), como a oxidagcdo de &cidos graxos, captacdo de glicose e glicolise
(OAKHILL; SCOTT; KEMP, 2009). A ativacdo da AMPK tem sido relacionada a supresséo

da expressdo da SREBP-, que pertence a uma familia fatores de transcricdo lipogénicos
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envolvidos na expressdo de mais de 30 genes dedicados a sintese e absor¢do de colesterol,
acidos graxos, triglicerideos e fosfolipidios (BROWN; GOLDSTEIN, 1997).

A inibicdo dos niveis circulantes de fatores inflamatorios (TNF e IL-6), devido a
ingestdo de cromo, pode ser outro motivo para os efeitos decrescentes nos niveis dos lipideos
sanguineos (JAIN; RAINS; CROAD, 2007). Visto que a inflamacdo persistente em pacientes
infectados pelo HIV predispGe ao desenvolvimento de alteragfes metabolicas, como ja foi
citado.

Nesse estudo a suplementagdo de cromo ndo reduziu fungdo imunolégica e nem
provocou efeito adverso na carga viral, hemograma e funcdo hepética e renal dos pacientes
HIV positivos com lipodistrofia, resultados semelhante ao estudo de Aghdassi et al. (2010).

No entanto, a pressao arterial, tanto sistélica quanto diastolica apresentou aumento
importante (10,6 mmHg e 6,2 mmHg, respectivamente) no grupo placebo, mas ainda se
manteve dentro na normalidade (menor que 140/90 mmHg); ja no grupo cromo se manteve ao
longo da intervencao.

Ha& muitos estudos que avaliaram os efeitos de varias formas de suplementacdo de
cromo. Esses estudos utilizaram uma variedade de formulacdes de cromo, doses variadas e
pacientes com tolerancia normal a glicose, diabetes ou diabetes gestacional. Alguns estudos
ndo mostraram beneficios, e outros estudos mostraram melhorias inconsistentes na glicose,
resisténcia a insulina e/ou lipideos (GUNTON et al., 2005).

A resisténcia a insulina e a intolerancia a glicose, assim como a dislipidemia, parecem
ter uma patogénese complexa e esta relacionada ao proprio HIV, a TARV, bem como
predisposicao genética. Por outro lado, essas alteragdes metabdlicas e sua intensidade tambem
dependem da duracdo da terapia (JASIK et al., 2014).

5.2. Marcadores inflamatorios e estresse oxidativo

A inflamacdo sistémica e a ativacdo imunoldgica sdo caracteristicas da infeccdo pelo
HIV e, mesmo apds o tratamento com antirretroviral, ainda persiste algum grau baixo de
inflamacdo. Esta inflamagdo de baixo grau pode contribuir para 0 aumento da incidéncia de
eventos cardiovasculares e tromboembodlicos em pacientes HIV em tratamento (RONSHOLT
etal., 2013).

As citocinas, particularmente TNF-a e I1L-6, sdo frequentemente elevados em pacientes
HIV (MYNARCIK et al., 2000). Além disso, comorbidades associadas ao HIV, tais como
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infeccdo por hepatite C também contribuem de forma independente para niveis elevados de
TNFa (HRUZ, 2006).

Jasik et al. (2014) observaram que pacientes HIV em TARV apresentavam niveis mais
elevados de IL-6 quando comparados com os controles, o que indica indugdo persistente de
inflamag&o apesar da TARV eficaz. Por outro lado, esses mesmos pacientes mostraram uma
diminuicdo continua dos niveis séricos de TNF-a e IL-6 de acordo com a duragédo da terapia,
os pacientes tratados com TARV ha& mais de 2 anos tiveram concentracdes mais baixas de
ambas as citocinas.

Num modelo de cultura de células, o nicotinato de cromo foi capaz de diminuir a
secre¢do de IL-6, IL-8 e MCP-1 por mondcitos (JAIN; RAINS; CROAD, 2007). Jain et al.
(2012) num estudo posterior, randomizado, duplo-cego, placebo com pacientes com diabetes
tipo 2 observaram reducdo dos niveis de TNFa (5,9 para 4,7 pg/mL, p < 0,01) apos
suplementacdo de 400 ug de cromo, na forma de dinicocisteinato de cromo, por 3 meses.
Porém, o dinicocisteinato de cromo é um complexo formado por L-cisteina e dicotinato de
cromo. Os derivados de L-cisteina sdo conhecidos por eliminarem radicais de oxigénio, sendo
que o estresse oxidativo desempenha um papel fundamental na regulacdo da ativacdo de
mondcitos, assim, o efeito sobre a inibicdo do TNFa pode ter sido mediado em parte pela
reducdo nas vias de estresse oxidativo devido a presenca de L-cisteina.

No entanto, no presente estudo foram quantificados marcadores inflamatérios como IL-
6, IL-8, TNFa e MCP-1 e ndo foram observadas mudancas significativas nos niveis das
citocinas pré-inflamtorias IL-6, TNF e MCP-1 no final da intervencdo em ambos os grupos,
com excecdo da reducdo significativa da I1L-8 (1,44 para 1,11 pg/mL — reducdo de 22,9%) no
grupo Placebo.

A IL-8 desempenha um papel importante na imigracdo de mondcitos para 0 espaco
subendotelial, que é um processo crucial nos estagios iniciais da aterosclerose. No estudo
caso-controle para risco de doenca arterial coronariana (DAC) de Boekholdt et al. (2004), por
exemplo, o valor médio da IL-8 dos participantes homens do grupo caso foi maior (p = 0,001,
caso = 3,5 e controle = 3,1 pg/mL) que no grupo controle.

No estudo de Berrahmoune et al. (2006) foi determinado valores de referéncia para
algumas citocinas em amostras de sangue de individuos saudaveis, dentre elas, IL-8 e MCP-1,
os valores encontrados para homens foram de 0,78 a 3,22 e 68,2 a 134,2 pg/mL,
respectivamente. Valores acima destes devem ser investigados, pois mesmo valores dentro da

faixa de normalidade ja podem representar inflamacéo subclinica.
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O quadro 4 apresenta alguns estudos, inclusive o presente, que avaliaram valores
plasmaticos das citocinas como TNFa, IL-6, IL-8 e MCP-1 em populacGes diferentes.

Lihn et al. (2003) estudaram a expressao de algumas citocinas em pacientes HIV em
TARV com e sem lipodistrofia e em individuos saudaveis (controles) e ndo observaram
diferencas significativas nas concentracdes plasmaticas nas citocinas TNFa, IL-6 e IL-8 entres
0S grupos.

Ja no estudo de Jasik et al. (2014) os valores de TNF-a e IL-6 em pacientes HIV em
TARV foram maiores quando comparados com os valores do grupo controle (saudaveis).
Quando compararam pacientes HIV em TARV com e sem lipodistrofia ndo observaram
diferencas nos valores dessas citocinas entre 0s 2 grupos.

Ronsholt et al. (2013) encontraram valores elevados (5 a 25 pg/mL) de IL-8 em
pacientes HIV em TARV.

Dentre as citocinas avaliadas no presente estudo, a MCP-1 é a que mais chama atencéo,
devido seus valores estarem muito acima quando comparados com os dos outros estudos
(Quadro 4). A sua importancia se deve, pois essa citocina tem sido relacionada como
marcador precoce em potencial para a aterogénese (WU; WU, 2006). No atual estudo, a
suplementacdo com cromo por 3 meses ndo teve efeito nos marcadores inflamatdrios dos
pacientes HIV com lipodistrofia em TARV. No entanto, observamos uma correlagéo positiva
com MCP-1 ¢ LDL > 130mg/dL (r = 0,47, p= 0,012). Niveis aumentados de MCP-1 tém sido
encontrados em pacientes hiperlipidémicos e suas concentracbes também foram
correlacionadas com o LDL-colesterol (p < 0,05). O aumento da sua expressao tem sido
encontrado em pacientes com doenga arterial coronariana e seus niveis encontram-se elevados
em pacientes admitidos por infarto do miocéardio (FRANCISCO; HERNANDEZ; SIMO,
2006).
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Quadro 4. Comparacao de alguns estudos que avaliaram valores plasméticos das citocinas TNFa,

IL-6, IL-8 e MCP-1 em populacgbes diferentes

Autor Ano Populacdo Grupos Desfechos
TNF o IL-6 IL-8 MCP-1
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Pansani 2017 | HIVITARV Grupo Placebo 2,34 0,98 1,44 294,4
et al. /Lipodistrofia
Suplementacéo Grupo Cromo 3,11 1,67 2,88 311,7
com Cr
Boekholdt 2004 | DAC Controle NA NA 3.1
et al.
Caso 3,5
Berrahmoune 2006 | Individuos Homens adultos NA NA 0,78 a 68,2 a
et al. saudaveis 3,22 134,2
Placebo 6,2 7,2 2,3
Jain 2012 | Diabéticos
et al. Suplementacdo Picolinato Cr 6,7 8,1 2,9
com Cr
Dinicocisteinato Cr 5,9 6,9 2,9
Lihn 2003 | HIVITARV Com lipodistrofia 3,2 4,2 1,0
et al.
Sem lipodistrofia 2,6 3,7 0,7
Bociaga-Jasik | 2014 | HIVITARV Com lipodistrofia 1,56 1,7 NA
et al.
Sem lipodistrofia 1,41 1,13 NA
Controles 1,4 1,15 NA
Ronsholt 2013 | HIVITARV HIVITARV 5a25
et al.
Controles 4a9
Volp 2008 | Revisdo 1,35a 0,56 a 43,4 a
et al. 3,22 7,52 156,4

Em relacdo ao estresse oxidativo foi verificada uma reducéo significativa do MDA em

ambos os grupos (p = 0,001), mas foi semelhante entre os dois grupos (p = 0,96). O GSH

aumentou no grupo placebo (p = 0,007).

No presente estudo as concentracdes de MDA e GSH foram semelhantes indicando um

equilibrio entre os agentes oxidativos (MDA) e antioxidantes (GSH), diferentemente do

observado no estudo de Watanabe et al. (2016), no qual foi verificado que nos grupos HIV

positivos, o estresse oxidativo foi indicado por menores concentracbes de GSH e maiores

concentraces de MDA quando comparado com individuos HIV negativos (WATANABE et
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al., 2015). Esses resultados podem ser explicados pelo maior tempo de exposi¢do ao HIV no
presente estudo e consequentemente um maior tempo de uso da TARV que permite uma
estabilidade maior ao individuo infectado tornando a doenca controlavel e cronica
(MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014) e permitindo uma resposta adaptativa ao estresse
oxidativo (STEPHENSEN et al., 2007).

O GSH é um antioxidante que tem se mostrado significativamente alterado em
pacientes HIV positivos. Estudos demonstram que as formas de GSH, total e reduzida, no
fluido de revestimento epitelial de individuos soropositivos sem sintomas, foram 60%
menores do que em individuos saudaveis. Os niveis de GSH também se encontram reduzidos
no sangue de pacientes. O plasma desses pacientes exibe uma reducdo de 30% na glutationa
em comparacao a controles saudaveis (PORTER; SUTLIFF, 2012).

Porém, apesar da deficiéncia do GSH em individuos HIV positivos ser comum, alguns
estudos demonstram que ndo é universal, como por exemplo, no estudo de Stephensen et al.
(2007), que ndo encontrou diferengas de GSH em individuos HIV positivos e negativos de
ambos 0s sexos, corroborando com os achados do presente estudo.

O mecanismo envolvido na patogénese da doenca HIV e suas complicacdes é um estado
pro-oxidativo associado com a infecgdo e com TARV. O HIV induz a geracdo de EROs
através das proteinas virais (proteina reguladora Tat e da glicoproteina de envelope gp 120).
Também macréfagos ativados pelo HIV através da liberacdo de TNF-o, e leucécitos
polimorfonucleares ativados, também contribuem para a geracdo e acumulacdo de EROs.
Sendo assim, as concentragdes elevadas de MDA verificadas no presente estudo podem estar
intimamente associadas a infec¢do pelo HIV (ROBINSON, 2009; SURESH et al., 2009).

Porém, ndo s6 a infeccdo pelo HIV, mas também a presenca de lipodistrofia e
hipertrigliceridemia nos pacientes do presente estudo podem contribuir para essa elevacao.
Em dois estudos transversais anteriores foram constatados que os biomarcadores de estresse
oxidativo estavam aumentados em pacientes com lipodistrofia e hiperlactatemia sintomatica e
que estavam associados a fatores de risco cardiovasculares tradicionais e ndo tradicionais
(MCCOMSEY; MORROW, 2003; MASIA et al., 2007; VASSIMON et al., 2010). A
hipertrigliceridemia também pode estar relacionada com o estresse oxidativo por meio da
lipolise de lipoproteinas ricas em triglicerideos que liberam acidos graxos livres, lisolecitinas
e lipideos oxidados (WANG et al., 2009). Além disso, muitos destes lipideos reduzem a
atividade endotelial da oxido nitrico sintetase e aumenta a producdo de EROs (DU et al.,
2006).
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Por fim, o estresse oxidativo tem sido envolvido na patogénese da doenga pelo HIV, e
tem sido considerado desempenhar um papel importante na progressao da fase assintomatica
para o desenvolvimento da AIDS (MASIA et al., 2007). Foi considerado um preditor
adicional de mortalidade, independente dos preditores associados ao HIV estabelecidos, como
contagem de células CD4 e carga viral do HIV, e também de inflamacdo (SHARMA, 2014).

5.3. Dados antropométricos e de composic¢ao corporal

Em relacdo as caracteristicas antropométricas e de composicdo corporal, a
suplementacdo de cromo por 3 meses ndo provocou mudanga no peso corporal, no IMC, na
CC, na porcentagem de massa magra e de massa gorda. Também néo foi observada nenhuma
mudanca no grupo placebo. Esses resultados foram semelhantes aos de Stein et al. (2013) que
também ndo encontraram nenhuma mudanca na composicao corporal, avaliada por DEXA,
com a suplementacdo de cromo em pacientes HIV em TARV. J& Aghdassi et al. (2010)
observaram melhora na gordura corporal e do tronco em pacientes HIV suplementados com
cromo e relatou que provavelmente esses resultados estariam relacionados a melhora da

sensibilidade a insulina e do perfil lipidico também observados no estudo.

5.4. Avaliacgéo da ingestédo alimentar

Em relacdo a distribuicdo de macronutrientes da alimentacdo, ambos 0s grupos
apresentaram porcentagens de ingestdo dentro das recomendacdes atuais (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2005): 45 a 65 % do VCT para carboidratos, 10 a 35% do VCT para proteina, e
20 a 35% do VCT para lipideo. Ndo houve diferenca tanto no grupo cromo quanto no placebo
em relagdo a ingestdo de calorias, macronutrientes e cromo ou composi¢do alimentar dos
grupos alimentares apds 3 meses de intervencdo. A avaliacdo da ingestdo de cromo pode ndo
ter sido real, j& que nem todos os alimentos das tabelas de composicdo de alimentos
apresentam contetdo disponivel de cromo.

Quantidades moderadas de cromo estdo presentes em uma escala larga de alimentos,
como gema de ovo, grdos integrais, café, castanhas, feijdes verdes, brécolis, carne, levedura
de cerveja, e algumas marcas de vinho e de cerveja. No entanto, a determinacdo do conteido
exato de cromo nos alimentos tem se mostrado dificil, em parte, devido a falta de métodos

analiticos padronizados. Consequentemente, as ingestdes dietéticas de cromo ndo podem ser
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determinadas com exatiddo a partir de qualquer base de dados atuais (HUMMEL; STANDL,
SCHNELL, 2007).

De uma forma geral, a intervencdo dietética tem o objetivo de prevenir as alteracfes
metabolicas da sindrome da lipodistrofia no paciente HIV, que deve ser iniciada assim que 0s
pacientes comegam o tratamento com TARV (LAZZARETTI et al., 2012). As condutas
dietoterapicas para as pessoas com SL-HIV sdo as mesmas da populacdo geral com
dislipidemia. A distribuicdo dos macronutrientes recomendada é de 50 a 60% de carboidrato,
aproximadamente 15% de proteina e 25 a 35% de gordura e as calorias sdo ajustadas ao peso
desejavel (SPOSITO et al., 2007).

5.5. Limitag6es do estudo

Diferentes desenhos de estudo e diferentes dosagens administradas de cromo juntamente
com as caracteristicas dos pacientes dos estudos podem fornecer algumas razdes para a
discrepancia nos achados (JAMILIAN; ASEMI, 2015).

Porém, nosso trabalho apresenta algumas limita¢cdes como: tamanho amostral pequeno
devido a desisténcia de, aproximadamente, 30% dos voluntarios, o que resultou em um
namero de participantes por grupo menor que 30 individuos. Por outro lado, os trabalhos com
protocolos de estudo semelhantes ao nosso, apresentaram tamanho amostral semelhante.
Outra observacdo importante foi que os participantes ndo apresentavam hiperglicemia e/ou
hiperinsulinemia de jejum, isto é, a glicemia e a insulina de jejum antes da intervencdo eram
normais para ambos 0s grupos, o que pode justificar o ndo efeito da suplementagdo de cromo
no metabolismo glicémico.

Além disso, alguns pacientes ndo retornaram, exatamente, na data agendada para a
segunda avaliacdo, o que pode ter comprometido as dosagens para quantificacdo do mineral
cromo, ja que esse mineral é excretado rapidamente na urina. Somado a isso, a coleta de urina
de 24 horas em ambiente doméstico pode ter sido outra limitacdo do estudo, pois podemos

observar que alguns participantes ndo fizeram o procedimento de forma correta.
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6. CONCLUSAO

A suplementacdo de 200 pg de cromo quelato por 3 meses foi bem tolerada, porém nao
foi suficiente para provocar efeito significativo na resisténcia insulinica em pacientes HIV
com lipodistrofia em TARV. Também n&o foi possivel observar mudangas significativas na
composigdo corporal, nos marcadores inflamatdrios (IL-6, IL-8, TNFa e MCP-1) e de estresse
oxidativo e em outros parametros metabolicos como triglicerideos, colesterol total e HDL-
colesterol. Foi possivel observar reducdo significativa nos niveis de LDL-colesterol nos
participantes com hiperlipidemia. Esses resultados sugerem que o tratamento com cromo pode
beneficiar individuos HIV positivo com lipodistrofia, sobretudo, aqueles com LDL colesterol

aumentado.
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Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

a-ao= ,

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE
-G MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
- — UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

assisténcia - ensino - pesquisa

Tel: 3602-1000

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(de acordo com a Resolucgao 196 de 10/10/1996 do Conselho Nacional de Sadde)

TITULO DO PROJETO: Efeito da suplementacéo de cromo em pacientes HIV com lipodistrofia

Responsavel: Mariele Castilho Pansani

Contato dos Pesquisadores Responsaveis:

Av. Bandeirantes 3900, CEP 14049-900 Ribeirdo Preto/SP
Tel: (16) 36024564 /Tel: (14) 81399387

Supervisores: Prof. Dr. Alceu Afonso Jordao Junior e Prof. Dr. Anderson
Marliere Navarro.

E-mail: alceu@fmrp.usp.br e navarro@fmrp.usp.br

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um trabalho de pesquisa que sera
desenvolvido pela Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP.

1 Justificativa e Objetivo da Pesquisa

A terapia antirretroviral (TARV), ou seja, 0 tratamento medicamentoso da AIDS
ajudou a aumentar o tempo de vida, e mudou o tipo das doencas que o paciente com HIV
apresenta. Atualmente, estes pacientes tém doencas do coragdo. Estudos mostram que o
mineral cromo (Cr®"), presente em alguns alimentos e suplementos, tem um papel importante
na manutencdo do nivel normal de acucar, e reducdo do colesterol e dos triglicerides do
sangue, e também melhora a resposta do corpo na presenca de inflamacgdo. Assim, o objetivo
dessa pesquisa é avaliar se a suplementacdo de cromo em pacientes HIV, com lipodistrofia
(alteracdo na distribuicdo da gordura no corpo), em terapia antirretroviral € capaz de
diminuir os niveis de agucar e gorduras no sangue, e reduzir a inflamacéo.
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2 Participacao

O trabalho de pesquisa sera feito com 2 grupos. Os participantes serdo sorteados entre
0s grupo. Um grupo recebera o tratamento, isto €, suplementacdo de cromo, e 0 outro grupo
recebera placebo (grupo controle), isto é, receberd uma substancia indiferente, também
chamado de medicamento falso.

Na&o sera necessario que fique internado para realizar os exames.

Durante todo o tempo dos exames e do estudo vocé sera acompanhado por
profissionais (médicos Unidade Especial de Tratamento para Doencas Infecciosas (UETDI),
no Ambulatério de Nutricdo e Doencas Infecciosas do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (HC-FMRP).

Vocé deverd realizar alguns exames e responder algumas perguntas.

As perguntas serdo sobre a sua saude, atividade fisica e alimentacéo.

Quanto aos exames, serdo feitos os seguintes:

Seré verificado seu peso, com auxilio da balanca, a altura com o estadiémetro, e a
circunferéncia de sua cintura sera medida com uma fita métrica. Estes testes ndo causam
desconforto nem dor. Sera feita coleta de urina e sangue, no inicio e ao final do tratamento
(apds 3 meses), para verificar os niveis de acUcar, gordura, e cromo no seu sangue, e de cromo
na urina.

A quantidade de gordura e outros tecidos de seu corpo serd medida por bioimpedancia.
Nesse exame, pequenos adesivos serdo colocados nas extremidades do corpo (pés e maos), e
serdo ligados a um aparelho. Durante este teste, que dura 5 minutos, vocé ndo sentird nada.

Também serdo anotadas informacBes sobre a sua alimentacdo para avaliagdo da
ingestdo de calorias e macronutrientes por registro de 3 dias. 1sso sera feito pela anotacdo do
proprio paciente em sua casa.

O grupo que receber tratamento (suplementacdo de cromo) poderéa ter diminuicdo dos
niveis de acglcar e gorduras no sangue e reducdo da inflamacdo e o outro grupo (grupo
controle) ndo terd nenhuma mudanca.

3 Risco

Os exames podem causar algum desconforto, porém ndo causam dor nem prejudicam
a saude e ndo havera riscos para a integridade fisica, mental ou moral.

4 Beneficios

Este estudo trar& beneficios para obter conhecimento se a suplementacdo de cromo em
pacientes soropositivos para HIV com lipodistrofia em terapia antirretroviral serd capaz de
diminuir os niveis de agUcar e gorduras no sangue, reduzir a inflamagcdo, e auxiliar na conduta
da terapia nutricional. As informac6es obtidas neste estudo poderdo ser Uteis cientificamente.

5 Privacidade

Os dados individualizados serdo confidenciais e assim que obtidos serdo enviados para
0s participantes e os resultados coletivos serdo divulgados nos meios cientificos.

6 Contato com os pesquisadores
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Os numeros de telefone do responsavel estdo a disposicdo para esclarecimento de
duvidas ou reclamacdes referente ao estudo.

7 Desisténcia

E importante que vocé saiba que a sua participacio neste estudo é completamente
voluntaria e que vocé pode ter liberdade de recusar ou interromper sua participacdo a qualquer
momento, sem penalidades ou perda de beneficios, aos quais vocé tem direito. Se sentir
incomodado com alguma pergunta dos questionarios, vocé nao precisara respondé-la.

Em caso de vocé decidir interromper sua participacdo no estudo, a equipe assistente
deve ser comunicada e a coleta de amostras para 0s exames relativos ao estudo sera
imediatamente interrompida.

Se tiverem dificuldades para ler ou escrever havera um pesquisador para preencher
todos os questionarios.

8 Ressarcimento

Qualquer custo durante a pesquisa sera por conta dos pesquisadores.

Li as informacdes acima e entendi o propdsito deste estudo a que fui convidado(a) a
participar, assim como o0s beneficios e riscos potenciais da participagdo no mesmo. Tive a
oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou
livremente meu consentimento para participar neste estudo.

Entendo n&o receberei compensacdo monetaria por minha participagdo neste estudo.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

Nome:

Data de Nascimento: / / R.G.:

Endereco:

Ribeirdo Preto, de de 20

Assinatura do voluntario
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Confirmo que expliquei detalhadamente para o paciente e/ou seu(s) familiar(es), ou

responsavel(eis), o proposito, 0s riscos, 0s beneficios e as alternativas para
tratamento(s)/procedimento(s) acima descritos.

Mariele Castilho Pansani
Nutricionista CRN3 19380

Pesquisadora Responsavel

Prof. Dr. Alceu A. Jordao Junior Prof. Dr. Anderson Marliere Navarro

Supervisor Supervisor
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