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RESUMO

NOGUEIRA, Livia de Paula. Avaliacdo do efeito da ingestdo do chocolate-cacau
70% sobre a pressdo arterial, biomarcadores circulantes da fungdo endotelial,
metabolismo glicidico e lipidico em hipertensos primarios estagio 1. 2009. 114f.
Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de

Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

1. Contexto: estima-se que aproximadamente 30 milhdes de brasileiros
apresentem hipertensédo arterial e a despeito da grande quantidade de
hipotensores disponiveis, acredita-se que apenas 2,7 milhées estejam sendo
tratados adequadamente. Recentemente Vvarios estudos clinicos,
epidemioldgicos e experimentais tém mostrado uma associacdo entre o
consumo de alimentos ricos em cacau e a reducao da pressao arterial assim
como relacionando este efeito a uma possivel agéo dos flavondides do cacau

sobre a funcdo endotelial.

2. Objetivo: avaliar em pacientes hipertensos primarios, estagio 1, o efeito da
administracdo dos flavondides do chocolate amargo 70% de cacau sobre: a
pressdo arterial; a fungdo endotelial e as possiveis correlagbes entre as

variacdes da pressao arterial e da funcdo endotelial.

3. Tipo de estudo: experimental, clinico e aberto.

4. Casuistica: 20 pacientes, sem distingdo de raca ou sexo, com hipertensdo
arterial priméria no estdgio 1, sem tratamento anti-hipertensivo prévio,

eutroficos, com sobrepeso ou obesos grau I, com idades entre 18 e 60 anos.

5. Local do estudo: Disciplina de Fisiopatologia Clinica e Experimental —

Clinex. Universidade do Estado do Rio de Janeiro.

6. Variaveis estudadas: pressao arterial, PCR-US, IL-6, TNF-a, VCAM, ICAM,
E-selectina, LDL-OX, colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol,

triglicérides, glicemia, insulina, HOMA, indice de massa corporal,



circunferéncia de cintura, circunferéncia de quadril, relagéo cintura quadril e

percentual de gordura corporal.

. Resultados: o chocolate-cacau 70% reduziu de forma significativa a pressao
arterial avaliada pelo método oscilométrico casual. Através deste método
observamos que a pressao arterial sistélica reduziu de forma significativa
apos 4 semanas de tratamento, (VO: 146,50 + 1,28; V1: 140,40 + 3,02; V2:
138,50 + 2,44; V3: 140,60 + 2,50; V4: 136,90 = 2,60; V4 vs. VO, p<0,001)
enquanto a pressao arterial diastolica apresentou reducéo significativa a partir
de 2 semanas de tratamento e assim permanecendo até o final do estudo
(v0: 93,2 + 0,74; V1: 87,50 + 1,8; V2: 86,05 £ 1,67; V3: 88,35 + 1,48; V4:
87,45 = 1,78; V2 vs. VO, p< 0,05 e V4 vs. VO, p<0,03). A pressdo arterial
avaliada pelo método de monitorizagdo ambulatorial da presséo arterial
durante 24h (MAPA) ndo modificou de maneira significativa apoés a
intervencdo. Observamos reducdes expressivas, embora ndo estatisticamente
significativas nas concentracdes de PCR-US, TNF-a, LDL-OX, IL-6, VCAM,
ICAM e E-selectina As correlagbes da PCR-US com IL-6 e ICAM foram
significativas (r=0,3; p=0,05 e r=0.45, p=0,04) e de IL-6 com ICAM forte mas
sem significancia (r=0,42, p=0,06). As demais variaveis avaliadas ndo se
modificaram de forma significativa apds 4 semanas de consumo de chocolate-

cacau 70%.

. Conclusdes: os resultados do presente estudo sugerem que o chocolate-
cacau 70% tem efeito benéfico sobre a funcdo endotelial e controverso em

relacdo ao comportamento da presséo arterial.



ABSTRACT

NOGUEIRA, Livia de Paula. Evaluation of the effect of ingestion of chocolate 70%
cocoa on the behavior of blood pressure, endothelial function biomarkers, glycidic
metabolism, lipid metabolism in essential hypertension stage 1. 114f. Dissertacdo
(Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias

Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

1. Context: it is estimated that approximately 30 millions of Brazilians are
suffering from hypertension and despite the extreme number of hypotensive
available it is believed that only 2.7 million are being treated properly. Recently
several clinical, epidemiological and experimental studies have shown an
association between the consumption of foods rich in cocoa and lowering blood
pressure as well as relating this effect to a possible action of the cocoa

flavonoids on endothelial function.

2. Objective: to evaluate in hypertensive patients, stage 1, the effect of
administration of the flavonoids of dark chocolate 70% cocoa on the arterial
pressure, endothelial function, and the relationship between variations on blood

pressure and endothelial function.

3. Type of the study: experimental, clinical and open.

4. Casuistic: 20 patients, without distinction of race or sex, with primary
hypertension stage 1, without antihypertensive treatment prior normal weight,

overweight or obese grade |, aged between 18 and 60.

5. Site of the study: Clinical and Experimental Pathophysiological Laboratory —

Clinex. Rio de Janeiro State University.

6. Variables studied: blood pressure, HS-CRP, IL-6, TNF-a, VCAM, ICAM, E-
selectin, OX-LDL, total cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol,
triglycerides, blood glucose, insulin, HOMA, body mass index, waist

circumference, hip circumference, waist hip ratio and body fat.



7. Results: the chocolate-cocoa 70% significantly reduced the blood pressure
measured by casual oscillometric method. Through this method we observed that
systolic blood pressure decreased significantly after 4 weeks of treatment, (VO:
146.50 + 1.28, V1: 140.40 + 3.02, V2: 138.50 + 2.44; V3: 140.60 + 2.50; V4:
136.90 + 2.60, V4 vs. VO, p <0.001) while diastolic blood pressure has
decreased considerably from 2 weeks of treatment and remained so until the end
of the study (VO : 93.2 + 0.74, V1: 87.50 £ 1.8, V2: 86.05 + 1.67, V3: 88.35 +
1.48; V4: 87.45 £ 1.78, V2 vs. VO, p< 0,05 e V4 vs. VO, p<0,03). Blood pressure
measured by the method of ambulatory blood pressure during 24 hours (MAPA)
did not change significantly after the intervention. We observed a expressive
reduction, however not statistically significant on plasma levels of HS-CRP, TNF-
a, OX-LDL, IL-6, VCAM, ICAM e E-selectin The correlations between PCR-US
and IL-6 and ICAM were significantly (r=0,3; p=0,05 e r=0.45, p=0,04) and IL-6
and VCAM (r=0,42, p=0,06). The other variables assessed did not change

significantly after 4 weeks of consumption of chocolate-cocoa 70%.

8. Conclusions: the results of this study suggest that the chocolate-cocoa 70%
has a beneficial effect on endothelial function rises and disparate in relation to

the behavior of blood pressure.
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1. INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

Desde a antiguidade o cacau tem sido utilizado como um produto medicinal
(Dillinger e cols., 2000). Os Incas consideravam as bebidas feitas com cacau como a
“bebida dos deuses”, o que levou ao nome cientifico da arvore de cacau, Theobroma
cacao, das palavras gregas theo (Deus) e broma (bebida) (Corti e cols., 2009).

No século XIX o chocolate tornou-se um item de luxo, e voltou a ser também
utilizado como remédio, igualmente ao que ocorria na antiguidade (Corti e cols., 2009).
Mais recentemente, varios estudos apontam o cacau como um fator de prevencédo de
diversas doencas cronicas (Weisburger, 2001; Franco e cols., 2004).

O cacau tem se mostrado promissor em relagdo a melhora da fungéo cardiaca,
dos sintomas de angina pectoris, da digestdo, da funcdo renal, além de estimular o
sistema nervoso e a funcgéo intestinal (Corti e cols., 2009).

Também se constatou que o chocolate amargo, rico em cacau, tem importante
efeito sobre o aumento da vasodilatacdo arterial, a capacidade antioxidante e a
protecéo contra a oxidagéo da LDL-col (Ding e cols., 2006). Seu consumo tem mostrado
reducbes nas concentragbes de colesterol e biomarcadores inflamatorios, como as
citoquinas e interleucinas (Fraga e cols., 2005).

O chocolate amargo contém lipidios na forma de manteiga de cacau, composta
por uma mistura de acido esteérico, palmitico e oléico, e uma pequena quantidade de
acido linoléico (Ding e cols., 2006). A ingestdo de um acido graxo de cadeia longa (18
carbonos), o acido esterarico, é capaz de reduzir a concentragcdo de colesterol
plasmatico (Bonanome e cols., 1988). Cabe ressaltar que somente trés acidos graxos
de cadeia longa podem elevar a concentracdo de colesterol plasmatico: laurico (12:0),
miristico (14:0) e palmitico (16:0). Estes sdo encontrados, sobretudo em carnes,
produtos lacteos (incluido a manteiga) e alimentos processados que contém gordura.

A manteiga de cacau, uma gordura derivada das plantas de cacau e
predominantemente encontrada no chocolate amargo (Kris-Etherton e cols., 1993),
contém 33% de acido oléico (cis-18:1 monoinsaturado), 25% de acido palmitico (16:0
saturado), e 33% de acido estearico (USDA). Isto pode explicar o porqué a gordura do
chocolate ndo aumenta o colesterol plasmatico como a manteiga comum, rica em acido

miristico e palmitico. Segundo alguns estudos realizados, as dietas contendo
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achocolatados, até mesmo em grandes quantidades (283 gramas), ndo aumentam as
concentragdes de LDL-C (Kris-Etherton e cols., 1994).

Kris-Etherton e colaboradores, em 1994, examinaram os efeitos de uma dieta
rica em manteiga de cacau (composta predominantemente de acido estearico) sobre o
colesterol sérico, comparando-a a trés outras dietas ricas em outro tipo de gordura:
azeite de oliva (conhecido por seus efeitos hipocolesterolémicos), 6leo de soja (também
hipocolesterolémico) e manteiga (conhecido como uma gordura que aumenta o
colesterol). As dietas com azeite de oliva e o 6leo de soja diminuiram significativamente
0s a concentracao de colesterol sanguineo (5% e 15%, respectivamente), enquanto que
a dieta rica em manteiga aumentou a concentragao de colesterol em 8%. A dieta rica
em manteiga de cacau ndo elevou a concentracao sérica de colesterol.

Estudos atuais tém tentado explicar o como o &cido estedrico exerce uma agao
neutra sobre o colesterol. Um mecanismo proposto seria a menor absorc¢éo intestinal do
acido estearico (Dougherty e cols., 1995; Denke e Grundy, 1991). Outro mecanismo de
protecdo fortemente apoiado referem-se ao percentual relativamente elevado de
dessaturacdo do acido estearico para o monoinsaturado oléico (Emken e cols., 1993;
Grundy, 1994; Bonanome e cols, 1992), uma gordura considerada hipocolesterolémica
(Kris-Etherton e cols., 1993) e protetora contra o desenvolvimento de doenca
coronariana (Hu e Willett, 2002).

Todos esses beneficios se devem a quantidade de polifendis presentes na
composicao do chocolate. Os polifendis sdo encontrados nas plantas e na nossa dieta,
sendo o chocolate uma boa fonte. Estas substancias sdo metabdlitos secundéarios das
plantas e estdo envolvidas na protecdo contra radiagcdo ultra violeta no ataque de
patégenos (Manach e cols., 2004). Estudos demonstram o papel de polifendis na
prevencdo de varias doencas associadas com estresse oxidativo, como cancer,
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas. Estas moléculas modulam a atividade
de enzimas e receptores celulares, e também sdo sequestradores (scavengers) de
radicais livres (Bors e cols., 1994) e quelam metais de transicdo (Korkina e Afanas,
1997).
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1.1. Evidéncias epidemioldgicas entre o cacau e doenga cardiovascular

Dados epidemiolégicos demonstram que consumir alimentos e bebidas
derivadas de plantas reduz o risco de doenca coronariana (Hertog e cols., 1995;
Joshipura e cols., 2001) e acidente vascular cerebral (Keli e cols., 1996), e esta
inversamente associado ao risco de desenvolvimento de doenca cardiovascular
(Joshipura e cols., 2001).

A primeira evidéncia deste efeito similar do cacau foi obtido com os indios Kuna,
nativos de ilhas da costa do Panama. Os Kuna pertencem a uma das poucas culturas
protegidas contra o aumento da pressao arterial que ocorre com o envelhecimento e
consequente desenvolvimento de hipertensdo. Esses indios consumiam grandes
guantidades de cacau por dia, e muitas vezes preparacdes ricas em cloreto de sodio
(Hollenberg e cols., 1997). Estudos clinicos mostram que os indios Kuna apresentam
menores valores de pressdo arterial (Hollenberg e cols., 1997) e ndo apresentam
declinio da funcao renal que normalmente ocorre com o envelhecimento (Hollenberg e
cols., 1999). A mortalidade decorrente de doenca cardiovascular nesta populacdo é
menor do que em outras civilizagdes panamericanas (Bayard e cols., 2007). Os fatores
envolvidos parecem ser 0os ambientais e ndo 0s genéticos, j& que esta protecao
cardiovascular foi perdida pelos indios Kuna que migraram para a parte urbana da
cidade do Panama, onde o consumo de cacau € substituido por outros alimentos
pobres em flavanol (Hollenberg e cols., 1997).

Um estudo prospectivo com 34.489 mulheres no periodo pés-menopausa, livres
de doenca cardiovascular, com 16 anos de seguimento, e chamado Estudo de Saude
das Mulheres de lowa, mostrou que uma dieta rica em alimentos ricos em flavondides
esta associada a uma redugdo na mortalidade causada por doenga coronariana. Foi
também observada neste estudo uma associacao inversa entre consumo aumentado de
chocolate e mortalidade cardiovascular ap6s o ajuste das multivariadas (Mink e cols.,
2007).

Um estudo transversal, feito na Holanda e denominado Zutphen Elderly Study,

mostrou que o consumo de cacau tinha uma correlagao inversa com a pressao arterial,
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e uma andlise prospectiva mostrou que a ingestdo estava relacionada com a reducgéo

de doenca cardiovascular e mortes por todas as causas (Buijsse e cols., 2006).

1.2. Polifendis do cacau

Os polifendis receberam muita atencdo a partir de 2000 devido a sua capacidade
antioxidante e o possivel efeito benéfico na salde humana, seja no tratamento e
prevencdao do cancer, de doencas cardiovasculares, entre outras enfermidades
(Wollgast e Anklam, 2000). Esses compostos sédo derivados de plantas e agem como
antioxidantes devido a sua capacidade de reduzir radicais livres. Essa capacidade pode
inibir a peroxidacao lipidica nas membranas das células endoteliais.

A propriedade antioxidante dos flavondides evidencia que uma dieta rica em
frutas e vegetais reduz o risco de doenca cardiovascular (Engler e cols., 2004). O
consumo de comidas ou bebidas ricas em flavondides pode ser associado ao aumento
da capacidade antioxidante do plasma, reducdo de agregacdo plaquetéaria e melhor
funcionamento endotelial (Zhu e cols., 2002).

Na dieta americana, frutas, vegetais, chas, vinho e chocolate sdo as maiores
fontes de antioxidantes, que tém sido mostradas por terem efeitos protetores contra as
doencas cardiovasculares (Kris-Etherton e cols., 2002; Steinberg e cols., 2003). Uma
classe de antioxidantes, flavonéides, comumente encontrados nestes alimentos tem
atraido o interesse por ser potencialmente capaz de reduzir o risco de doenca
cardiovascular. Os produtos contendo cacau possuem uma melhor capacidade
antioxidante e maiores quantidades de flavonéides por por¢édo, do que todos os chas e
vinho tinto (Steinberg e cols., 2003; Lee et al, 2003), e isto € 0 que mostra a importancia
de se pesquisar os efeitos benéficos potenciais do chocolate sobre as doencas
cardiovasculares (Ding e cols., 2006).

Os flavondides, uma classe dos polifendis, ttm como mecanismo de prevencao
de doencas cardiovasculares a protecdo de moléculas (lipidios, proteinas e acidos
nucléicos) de danos oxidativos, suprimindo a resposta inflamatéria e modulando a

homeostase vascular (Demrow e cols., 1995).
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O processamento do cacau na fabricagdo do chocolate pode afetar a quantidade
de flavonodides retida e, consegliientemente, sua capacidade antioxidante. A quantidade
de flavondéides do chocolate é preservado aproximadamente 70-95% quando a
alcalinizacéo é reduzida, enquanto que o método tradicional de fabricacdo conserva 50-
75%. O chocolate amargo contém maior quantidade de flavanols — 951mg em 40g - que
o chocolate ao leite — 394mg em 40g (Engler e cols., 2004).

A estrutura quimica bésica dos flavonéides é uma espinha dorsal C6-C3-C6, com
duas cadeias aromaticas, variando nos graus de hidroxilacdo, fato que diferencia os
diferentes tipos de flavondides existentes (Tapiero e cols., 2002). Os flavondides podem
ser divididos em varias subclasses como: flavonas, flavonols, flavanols. O cacau é
particularmente rico em flavanols, que possui a subclasse das epicatequinas e
catequinas, que sdao monémeros, e as proantocianidinas, que sao oligbmeros divididos
em procianidinas e prodelfinidinas (Ding e cols., 2006) (Figura 1).

As principais classes de flavonoéides incluem, entre outras, flavonol presente em
cebola, magas, chas; flavanol presente no cacau; isoflavonas presente na soja; flavonas
presente na pimenta vermelha; e antocianinas, pigmentos de frutas vermelhas (Engler e
cols., 2004). Segundo Wollgast e Anklam (2000), o cacau é especialmente rico em
mondmeros de catequinas e epicatequinas, junto com os oligbmeros procianidina

(dimero até decamero) (Figura 2).
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Figura 1: Estrutura e classificagdo hierarquica dos flavondides (Ding e cols., 2006)
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Figura 2: Mondmeros e procianidina isolados de chocolate (Zhu e cols., 2002).

Os flavondides, incluindo os flavonols, compartiham uma estrutura com dois
anéis aromaticos que sao ligados por trés atomos de carbono que formam um
heterociclo oxigenado (Manach e cols., 2004). Sabe-se que cerca de dez por cento do
peso de cacau em poé utilizado para fazer bebidas é composto por flavondides
(Hammerstone e cols., 2000).

No chocolate amargo existe 53,5mg de catequina por 100g de chocolate, e no
chocolate ao leite, a concentracdo € de 15,9mg por 100g (Arts e cols., 1999). As
catequinas sdo encontradas em varias frutas, como damasco, vinho tinto, mas as
maiores fontes sdo o ch& verde e o cacau. Epicatequina e catequina sdo 0s mais
importantes flavanols encontrados em frutas, e ndo sao glicosilados, ao contrario das
outras classes de flavonoides (Manach e cols., 2004).

Procianidinas, também conhecidas como taninos condensados, sdo dimeros,
oligbmeros e polimeros de catequina que s&o unidos por ligagbes entre C4 e C8 (ou
C6). Com a formacéo de complexos com proteinas salivares, taninos condensados séo
responsaveis pela adstringéncia de frutas (uvas, caquis, macas, péssegos, entre
outros), e de bebidas (vinho, cha, cerveja) e pelo amargor do chocolate. E dificil estimar
a concentracdo de procianidinas nos alimentos, ja que tem uma grande gama de
estruturas e pesos moleculares (Manach e cols., 2004).

Estas moléculas podem funcionar como antioxidantes primérios, reduzindo
diretamente a formacao de radicais livres, podem regenerar ou manter a-tocoferol e
outros antioxidantes por doagéo de hidrogénio para os radicais a-tocoferil (Zhu e cols.,
1999), ou podem funcionar como quelantes de metais de transicdo (com a propriedade
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redox), como o Fe?" e Cu?*, envolvidos na formacéo de radicais livres (Zhu e cols.,
2002).

1.3. Biodisponibilidade dos polifenéis do cacau

O cacau é apresentado como o alimento com um maior contetdo de polifendis e
flavondides (principalmente as epicatequinas), quando comparado aos chas e ao vinho
tinto (Lee e cols., 2003). O chocolate amargo contém mais flavondides do que o
chocolate ao leite (Vinson e cols., 1999). Além disso, o leite pode inibir a absorcéo
intestinal dos flavonoides (Serafini e cols., 2003). O conteudo de procianidinas do
chocolate amargo é maior, do que o encontrado em outra fonte, muita rica neste tipo
especifico de flavonoide, que é a maca (Hammerstone e cols., 2000).

Em 1976, Kuhnau calculou que a ingestdo diaria de flavondides nos Estados
Unidos da América (EUA) era préxima a lg/dia e era composta de 16% de flavonols,
flavonas e flavanonas, 17% de antocianinas, 20% de catequinas e 45% de biflavonas.
Na Espanha, o total consumido de catequinas e de dimeros e trimeros de
proantocianidina foi estimado em 18-31mg/dia, onde as maiores fontes sdo macas,
péras, uvas e vinho tinto (De Pascual-Teresa, 1999).

E importante ressaltar que os polifendis presentes em maior quantidade na dieta
nao sdo necessariamente 0s mais ativos in vivo, isso porque eles tém baixa atividade
intrinseca ou porque ndo sdo bem absorvidos pelo intestino, ou sdo altamente
metabolizados ou rapidamente eliminados. A maioria dos polifenéis esta presente nos
alimentos na forma de ésteres, glicosideos ou polimeros gque ndo conseguem ser
absorvidos na sua forma ativa, devido ao fato de serem muito hidrofilicos e néo
conseguirem penetrar o endotélio intestinal por simples difusdo. No alimento, todos os
flavonodides, exceto os flavanols, sédo encontrados na forma glicosilada, o que facilitaria
sua absor¢éo (Manach e cols., 2004).

O consumo de certos alimentos pode alterar a disponibilidade dos polifendis.
Pode ocorrer uma interagao direta entre o polifenol e componentes do alimento, como

proteinas e polissacarideos, interferindo na absor¢do dos polifendis. Melhores
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concentragfes plasméaticas seriam atingidas caso fossem administrados complementos
contendo polifendis sem a ingestdo de alimentos (Manach e cols., 2004).

Aqueles polifendis que ndo foram absorvidos no intestino delgado chegam ao
célon onde séo hidrolisados por enzimas da microflora. Glicosideos sao hidrolizados em
agliconas e estas sdo metabolizadas em diversos &cidos arométicos, pela abertura do
heterociclo (Kuhnau, 1976). Flavanols produzem principalmente fenilvalerolactonas e
acidos droxifenilpropionico. Estes acidos sdo metabolizados em derivados de acido
benzdico e absorvidos (Manach e cols., 2004).

Na circulagdo sanguinea, ndo encontramos metabolitos de polifendis livres,
normalmente estes estao ligados a proteinas do plasma. A albumina é a principal delas,
sendo que sua afinidade pelos polifenéis varia de acordo com as suas estruturas
quimicas. Os niveis de ligacdo da albumina com os polifenéis podem interferir na taxa
de excrecdo e distribuicdo destes metabdlitos até os tecidos. Porém, variacdes locais
de pH podem induzir mudancgas na conformacédo da albumina, permitindo a dissociag&o
do complexo com o polifenol (Manach e cols., 2004).

Em pH fisiol6égico, a maioria dos polifendis interage com a cabeca polar dos
fosfolipideos da membrana, formando pontes de hidrogénio envolvendo os grupos
hidroxil do polifenol (Verstraeten e cols., 2005).

A concentracdo plasmatica dos polifenois apos a ingestao varia de acordo com o
tipo de polifenol e a fonte alimentar. Como foi visto por Richelle e cols.(1999), ap6s o
consumo de 80g de chocolate amargo, a concentragdo plasmatica de epicatequina
chegou a 0,7umol por litro de sangue.

Para determinar a disponibilidade biolégica de um polifenol, é mais importante
considerar-se sua concentracdo tecidual, do que a sua concentracdo plasmética. J&
foram encontrados polifendis nos mais diversos 6rgaos, em experimentos com ratos,
incluindo cérebro, células endoteliais, coracao, rins, pancreas, préstata, Utero, ovarios,
pele, ossos, entre outros. O endotélio pode ser um dos primeiros locais de acdo dos
flavondides. A natureza dos metabdlitos teciduais pode ser diferente da sangiinea, isso
por aquisicdo diferencial dos polifendis pelo tecido, eliminagdo dos metabdlitos pelo
tecido ou modificacao dos polifendis pelas células do tecido (Manach e cols., 2004).
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A eliminacdo dos metabolitos de polifendis pode seguir duas rotas, via biliar ou
urinaria. Grandes metabdlitos conjugados tém tendéncia a serem eliminados via bile, ja
0s menores, via urina. O total de metabdlitos excretados via urina pode ser
correlacionado com a maxima concentracdo plasmatica. Os polifenois sdo secretados
via bile no duodeno, onde recebem a acdo de véarias enzimas bacterianas,
especialmente a B-glucuronidase, no segmento distal do intestino, podendo ser
reabsorvidos. Essa reciclagem pode levar a uma presenca prolongada do polifenol no
corpo (Manach e cols., 2004). A reabsorcdo urinaria pode chegar a 30% para a
epicatequina do chocolate (Baba e cols., 2007). A meia vida dos polifenéis no sangue é
pouco conhecida, porém sabe-se que flavanols apresentam meia vida de
aproximadamente duas horas (Richelle e cols., 1999). Para manter alta e constante a
concentracdo sangulinea de polifendis, deve-se consumir produtos derivados de plantas
regularmente e freqientemente (Manach e cols., 2004).

Em um estudo experimental, com ratos, quando administradas separadamente, a
epicatequina tem maior biodisponibilidade que a catequina, porém quando juntas, como
no chocolate, observou-se uma competicdo por absorcdo no trato gastrointestinal
destes animais (Sato e cols., 2002). Todavia, no chocolate, h4 seis ou sete vezes mais
epicatequina do que catequina (Keen e cols, 2001).

1.4. Cacau e protecao cardiovascular

A primeira evidéncia da propriedade antioxidante do cacau veio de um
experimento nos quais foram extraidos polifendis de cacau comercial, que atrasaram a
oxidacdo da LDL particula pequena e densa (Waterhouse e cols., 1996). Outros
estudos mostraram a redugcdo na producdo das espécies reativas de oxigénio em
leucécitos ativados (Sanbongi e cols., 1997), e uma inibicdo da oxidagcdo do DNA
induzida pelos raios ultravioleta (Ottaviani e cols., 2002).

Em humanos o cacau rico em flavonodides contrabalanca a peroxidacao lipidica e
portanto reduz as concentracfes plasmaticas de F,-isoprostanos, marcadores de
peroxidacgéo lipidica in vivo (Wiswedel e cols., 2004), e as concentra¢gbes plasmaticas

de lipoproteina pequena e densa- (LDL) oxidada em pacientes hipercolesterolémicos
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(Baba e cols., 2007), além de aumentar a capacidade antioxidante total (Adamson e
cols., 1999; Rein e cols., 2000).

O cacau, juntamente com os chas, sdo os maiores fornecedores de polifenois
dos paises orientais. Entretanto, a ingestdo desses alimentos ndo é a primeira op¢ao de
escolha para a promocéo da protegcédo cardiovascular e do tratamento anti-hipertensivo
(Taubert e cols., 2007). O aumento do consumo de frutas e vegetais € recomendado
como a primeira mudanca terapéutica necessaria para o controle da pressao arterial. A
gueda da pressédo arterial e do risco cardiovascular é atribuida aos polifenéis desses
alimentos — flavonéides (Taubert e cols., 2007).

Algumas pesquisas tém demonstrado que componentes do chocolate,
particularmente as catequinas e epicatequinas, possuem efeitos anti-plaquetarios,
guantitativamente similar ao visto com o uso da aspirina (Pearson e cols., 2002).
Estudos clinicos randomizados mostraram que o consumo de bebidas achocolatadas
reduziu a ativacdo e a agregacdo plaquetaria em voluntarios saudaveis (Holt e cols.,
2002; Rein e cols., 2000). H4 uma forte correlacdo entre a acdo anti-plaquetaria e o
aumento das concentragfes séricas de catequinas e epicatequinas (Rein e cols., 2000;
Murphy e cols., 2003).

Apesar das observacoes iniciais dos indios Kuna, o suporte epidemioldgico que
demonstrou a capacidade do cacau em reduzir a pressao arterial vem do Zutphen
Elderly Study. Neste estudo de coorte com 470 participantes do sexo masculino, a
ingestdo de cacau foi inversamente correlacionada com a pressao arterial (Buijsse e
cols., 2006).

Ding e colaboradores (2006) sugerem que a diminuicdo do risco de doenca
cardiovascular por meio do consumo do chocolate pode acontecer devido a funcao
antioxidante dos flavondides e do alto nivel de &cido esteérico presente nesse alimento.

Os flavondéides do cacau tém sido relatados por seu efeito especifico
cardioprotetor, incluindo a diminuicdo do LDL-colesterol, aumento do HDL-colesterol,
inibicdo da agregacéo plaquetaria e propriedades antiinflamatérias (Wan e cols., 2001).
Ha indicacbes de que tais flavondides ativam a sintese endotelial de 6xido nitrico
(Shiina e cols., 2007).
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Os flavonoides demonstram excelente efeito antioxidante em ensaios in vitro
mesmo sendo 0 estresse oxidativo, criado artificialmente (Lee e cols., 2003; Osakabe e
cols., 2002), além de aumentarem a capacidade antioxidante total (Wang e cols., 2000).

Os flavondides podem reduzir a peroxidacao lipidica em membranas bioldgicas
(Wiswedel e cols., 2004). Um estudo clinico randomizado demonstrou que os alimentos
ricos em flavondides podem proteger os linfécitos humanos contra o dano oxidativo in
vivo (Lean e cols., 1999). A agregacao plaquetaria e a disfuncdo endotelial estdo
implicadas na patogénese da aterosclerose.

O comprometimento da vasodilatacdo dependente do 6xido nitrico contribui para
a elevacéo pressao arterial (Panza e cols., 1993) e diminuicdo da secrec¢ao de insulina
mediada pelo aumento da glicose (Clark e cols., 2003). Por outro lado, o aumento na
expressdo da oxido nitrico sintase melhora disfuncdo endotelial podendo contribuir para
a diminuicdo da pressdo arterial, melhorar a sensibilidade a insulina e retardar o
processo aterogénico (Xu e cols., 2004).

Estudos recentes em humanos, nos quais se avaliou os efeitos dos flavondides
do cacau sobre a pressao arterial, demonstraram um aumento na expressao da éxido-
nitrico sintase (Karim e cols., 2000) sugerindo uma acdo vasodilatadora endotélio-
dependente. Outros estudos, em adultos saudaveis, mostraram que a ingestdo de
bebidas ricas em flavonéides do cacau aumentou a vasodilatacdo dependente do 6xido-
nitrico em artérias dos membros superiores (Fisher e cols., 2003) e a ingestdo de
chocolate amargo rico em flavonoides melhorou a dilatacéo fluxo-mediada em artérias
braquiais assim como induziu o aumento de epicatequina plasmatica, porém ndo se
observou melhora do perfil lipidico, presséo arterial e indice de massa corporal (Engler
e cols., 2004).

Grassi e cols., em 2005 constataram em hipertensos primarios, melhora da
funcdo endotelial, da sensibilidade a insulina, redugcdo da presséo arterial e do LDL
colesterol apds ingestdo de chocolate amargo.

Por meio de uma metanalise de estudos clinicos prospectivos e randomizados
controlados para analisar o efeito da ingestdo do cacau sobre a pressao arterial,
Taubert e colaboradore (2007) observaram associacdo benéfica entre o consumo dos

produtos de cacau e reducdo da pressdo arterial sistélica e diastélica devido a agéo
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vasodilatadora dos polifendis do cacau. Porém, ndo é recomendado 0 consumo
exagerado desses alimentos, uma vez que sao ricos em agucar, gordura e energia. Tal
estudo avaliou a intervencdo do cacau e do ch& verde e preto sobre a presséo arterial
mostrou uma reducdo media de pressao arterial sistélica de 4,7 mmHg e 2,8 mmHg na
diastélica no grupo que recebeu cacau comparado ao grupo controle e ndo mostrou
nenhuma reducgéo de pressao arterial nos individuos que receberam chéa verde ou preto
(Taubert e cols., 2007).

A doenca aterosclerdtica cardiovascular representa a principal causa de
morbidade e mortalidade associada ao diabetes mellitus tipo 2 (Balzer e cols., 2008).
Os pacientes diabéticos apresentam alto risco de infarto do miocardio e acidente
vascular encefalico (Balzer e cols., 2008). Assim, o consumo de chocolate amargo pode
influenciar favoravelmente nos fatores de risco cardiovasculares e retardar as
complicacdes dos pacientes diabéticos (Campia e Panza, 2008).

Em estudo realizado por Campia e Panza (2008), observaram-se resultados
positivos na funcdo vascular de diabéticos durante a ingestdo de bebida achocolatada
rica em flavonol durante 30 dias.

No estudo de Mursu e colaboradores (2004), o consumo de cacau e de chocolate
aumentou a concentracdo de HDL-colesterol, 0 que esta relacionado com a diminui¢cao
do risco de doencas cardiovasculares. Também foi observada a diminuicdo da
peroxidagdo de LDL, porém isso ndo seria um efeito dos flavanols, mas sim devido aos
acidos graxos monoinsaturados do chocolate. Observou-se uma substituicdo dos
acidos graxos do LDL tornando-o mais resistente a oxidacdo. A alta ingestdo de
chocolate pode suprimir a sintese hepatica de acidos graxos, o que justifica o fato de
ndo ter registrado elevacdo das concentracfes de acidos graxos no plasma. (Mursu e
cols., 2004).

Mathur e colaboradores (2002) atribuem a prote¢do contra oxidagdo de LDL a
possibilidade da relagdo com o efeito dos flavanols do chocolate na quantidade de
vitamina E, e outros antioxidantes, associados com particulas de LDL. Epicatequinas e
catequinas podem prevenir a deplecéo de a-tocoferol (vitamina E), atuando como um
antioxidante de reatividade intermediaria entre ascorbato e a-tocoferol De acordo com

Arteel e colaboradores (2000) e Zhu e colaboradores (2002), € necessaria uma
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concentragdo de 224nM - 40uM de catequina para que ela tenha este efeito
antioxidante. Foi visto por Wan e cols.(2001) que apés 4 semanas de ingestdo de
chocolate, por individuos saudaveis, hA um aumento da capacidade antioxidante e
inibicdo da peroxidacéo lipidica.

Polifendis sdo compostos que inibem nitracdo (Pannala e cols., 1999) e reac¢fes
de oxidacdo (Haenen e cols., 1997), assim como danos ao DNA e rompimento das fitas
(Fiala e cols., 1996) causadas por reagcao com peroxinitrito. Arteel e colaboradores
(2000) afirmam que oligdbmeros de procianidina protegem contra a nitracdo de tirosinas
pelo peroxinitrito. O mesmo autor, num trabalho de 1999, sugere que a procianidina nao
reage diretamente com o peroxinitrito, mas com seus intermediarios reativos
oxidantes/nitrosantes. Nado se sabe se os produtos destas reacbes podem ser
reciclados ou participam de apenas um evento. Mas como a concentracdo diaria de
ingestdo de procianidina € alta, ndo ha a necessidade de reciclar. Desta forma, é
considerado um antinflamatério, visto que peroxinitrito é altamente pro-inflamatorio.

Segundo Sato e colaboradores (2002), a catequina protege contra lesdes na
mucosa gastrica, através da inibicdo da liberacdo de gastrina, somatostatina e
histamina. Ela também protege células epiteliais contra os danos causados pela
radiacdo ultravioleta (Jeon e cols., 2003). Os polifendis do chocolate tém uma atividade
antitumorigénica em todas as fases do tumor, inicio, progressao e metastase (Lamuela-
Raventos e cols., 2005).

J& foi visto in vitro a capacidade de polifenéis do cacau em modular a resposta
imune e inibir a producdo de espécies reativas de oxigénio (peroxido de hidrogénio e
superoxido de hidrogénio) por linfocitos e granuldcitos, inibindo com isso, a proliferacao
de linfécitos e producdo de imunoglobulinas (Sanbongi e cols., 1997).

Mais um detalhe que confirma a prevencao contra doengas cardiovasculares é
qgue a procianidina do chocolate estimula o relaxamento endotélio-dependente da aorta
de ratos via a ativagcdo da o6xido nitrico sintase endotelial (Karim e cols., 2000).
Recentemente foi visto que o consumo de produtos derivados do cacau reduz a
ativacdo plaquetédria e conseqiente agregacdo, e a formacdo de microparticulas
induzidas por ADP e epinefrina em humanos, sendo necessaria uma concentracéo de 3

— 100 puM (Rein e cols., 2000). Estes flavanols também inibem a aderéncia de
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mondcitos ao endotélio vascular, o que seria um evento de inicio de arterosclerose
(Koga e Meydani, 2001). Em estudo realizado com 39 homens saudaveis, observou-se
melhora da circulacdo arterial daqueles que fizeram consumo de chocolate amargo,
guando comparados aqueles que consumiram chocolate branco (Shiina e cols., 2007).
Outro estudo (Vlachopoulos e cols., 2005) demonstrou que o consumo de chocolate
amargo pode exercer efeito benéfico na funcdo endotelial em adultos saudaveis,

exercendo efeito protetor no sistema cardiovascular.

1.5. Biomarcadores circulantes relacionados com a funcao endotelial

O principal papel do endotélio na homeostase do sistema cardiovascular € a
regulacdo do ténus vascular (Barac e cols., 2007). Essa acao € exercida pela produgéo
de substancias vasodilatadoras e vasoconstrictoras (Barac e cols., 2007). Fortes
evidéncias sugerem que os fatores de risco para aterosclerose estdo comumente
associados com um estado proé-inflamatorio (Barac e cols., 2007).

Varios marcadores circulantes de inflamacdo vascular, de estresse oxidativo
(EO) e de disfuncdo endotelial ttm sido estudados na ultima década (Melo e cols.,
2007). Estudos populacionais tém mostrado uma forte associacdo entre as moléculas
de adesao celular (P-selectina, L-selectina, E-selectina, ICAM, VCAM e PECAM),
integrinas e proteina C reativa-ultra-sensivel (PCR-US) com o processo de disfuncéo
endotelial (Melo e cols., 2007).

Além das moléculas de adesdo celular, outras moléculas também estéo
associadas ao processo de disfuncao endotelial, entre elas, o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), que participa da migracdo de mondcitos e sua conversao em macrofagos
na parede endotelial, por meio da transcricdo do fator k-3, que modula uma série de
mudancas inflamatdrias no tecido vascular, como expressao da molécula de adeséo na
superficie das células endoteliais e musculares lisas (Lyon e cols., 2003). Além do TNF-
a ha também a interleucina-6 (IL-6), e PCR-US que sao citocinas com efeito pro-
inflamatério. A LDL oxidada (LDL-OX) faz parte também desses biomarcadores
relacionados ao comportamento do endotélio e esta intimamente relacionada ao

processo de estresse oxidativo (Ridker e cols., 2004). Varios estudos apontam a
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importancia desses biomarcadores como preditores independentes de risco para
doencas cardiovasculares (Lyon e cols., 2003).

O EO, que resulta do aumento na producado de radicais livres e/ou de espécies
reativas de oxigénio, e/ou de um decréscimo na defesa antioxidante (Trevisan e cols.,
2001), produz danos em moléculas, tais como DNA, proteinas, carboidratos e lipidios,
provocando rupturas nas sequéncias de eventos responsaveis pelo metabolismo e
fisiologia vascular.

Ha uma crescente evidéncia de que o estresse oxidativo contribua para a
patogénese da hipertensdo. Niveis elevados de superoxido, peroxido de hidrogénio, e
peroxidagcdo de lipidios e decréscimo da superdxido dismutase e vitamina E tém sido
observados em individuos hipertensos, quando comparados com normotensos (Kurmar
e cols., 1993). O aumento na producdo de anions superéxido tem importante impacto,
ndo sé na formacdo, como na biodisponibilidade do oOxido nitrico (NO) endogeno
vascular que, rapidamente, interage com o0 superoxido levando a formacdo de
peroxinitrito (Squadrito e Pryor, 1995). Esta seqUéncia de eventos poderia ser a causa
provavel de disfuncdo endotelial e da reducdo da capacidade de relaxamento da
musculatura lisa dos vasos nos pacientes com hipertensdo primaria (Panza e cols.,
1990).

Os beneficios atribuidos ao consumo do chocolate cacau 70%, podem decorrer
do fato dos flavonoides dietéticos suprimirem os mediadores proé-inflamatoérios e
estimularem um mediador anti-inflamatério, como o 6xido nitrico (Waterhouse e cols.,
1996). O cacau também altera a razdo dos eicosanoides através da reducdo dos
leucotrienos pré-inflamatérios (Steinberg e cols., 2003). Adicionalmente, os flavanols do
cacau aumentam as espeécies de oOxido nitrico, antiinflamatdrio circulante no plasma
(Steinberg e cols., 2003).
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2. JUSTIFICATIVA
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2. JUSTIFICATIVA

Os beneficios atribuidos ao chocolate devem-se a presenca do cacau em sua
composicdo. A quantidade de flavonodides presente no cacau, que segundo alguns
estudos € maior que a encontrada no cha e no vinho, confere protecéo contra doencas
cardiovasculares, devido ao seu efeito antiinflamatério, hipotensivo, anti-plaquetéario e
antioxidante. Com isso, 0 presente estudo torna-se muito importante para estabelecer a
relacdo entre o chocolate-cacau 70% e a presséo arterial, biomarcadores circulantes da
funcdo endotelial, metabolismo glicidico e lipidico.
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3. OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo primario:

Avaliar em pacientes hipertensos primarios, estagio 1 (V Diretrizes Brasileiras de
Hipertenséo Arterial, 2006), o efeito da administracdo de chocolate-cacau 70%, durante

4 semanas, sobre:

e Pressao arterial;

e Biomarcadores circulantes inflamatérios e de disfungédo endotelial.

3.2. Objetivo secundario:

Avaliar nesses pacientes, o efeito da administragcdo de chocolate-cacau 70%,

durante 4 semanas, sobre:

Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina;

e Perfil lipidico;

e Sadio intracelular;

e As possiveis correlagdes entre as variagdes da pressao arterial e os biomarcadores

circulantes inflamatorios e de disfuncéo endotelial.
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4. CASUISTICA
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4. CASUISTICA

4.1. Pacientes

ApoOs a avaliagéo inicial de 550 individuos, oriundos da sala de espera da

odontologia, sala de espera da plastica, do servico de nutricdo e funcionérios do

Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE), foram incluidos no presente estudo 22

pacientes, sem distingdo de raga ou sexo, com hipertensao arterial primaria no estagio

1 e sem tratamento anti-hipertensivo prévio.

4.2. Critérios de incluséo

Os pacientes incluidos no estudo preenchiam os seguintes critérios de incluséo:

1.
2.

Homens ou mulheres entre 18 e 60 anos;

Presséao arterial sistdlica entre 140 a 159 mmHg e / ou presséao arterial diastolica
entre 90 a 99 mmHg;

indice de Massa Corporal (IMC) entre 18,5 e 35,0 Kg / m? para ambos 0S Sexos;

4. Terem assinado o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) antes de

serem submetidos a qualquer procedimento.

4.3. Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os pacientes:

1.

Em uso de qualquer suplemento dietético;

2. Gestantes e lactantes;
3.
4

Fumantes e ex-fumantes (com menos de 2 anos de cessac¢ao do tabagismo);
Portadores de diabetes mellitus; hipertensdo arterial primaria no estagio | em
tratamento anti-hipertensivo prévio; hipertenséo arterial sistémica estagio Il e lll;
com histérico de infarto agudo do miocardio ou acidente vascular encefalico;
angina instavel; insuficiéncia cardiaca; niveis de creatinina sérica superiores a
1,3 mg/dL ou clearance de creatinina < 60 mL/min.; hipotireoidismo; dislipidemia
em uso de drogas, ou dislipidemia detectada mas ainda néo tratada e disfungao
hepética.
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5. PLANO DE TRABALHO E DESENHO DE ESTUDO
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5. Plano de trabalho e desenho do estudo

5.1. Plano de trabalho

Na visita V-2 os pacientes foram pré-selecionados de acordo com o0s critérios
clinicos de inclusao e exclusdo. Os pacientes que estavam dentro de tais critérios foram
encaminhados a visita V-1. Na visita V-1 eles foram informados sobre os objetivos e
metodologia do estudo, e aqueles que desejaram participar, assinaram o TCLE apds o
lerem. Em seguida foi realizada avaliacdo clinica e laboratorial para confirmag¢do dos
critérios de inclusdo e exclusdo que incluiram: hemograma completo, glicose,
triglicérides, colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol, uréia, creatinina, acido
arico, sadio, potassio, TGO, TGP, fosfatase alcalina e Gama Glutamil Transpeptidase.
Apods a coleta de sangue os pacientes foram orientados a permanecer durante uma
semana (sete dias) sem consumir alimentos ricos em cacau e manter sua dieta e
atividade fisica habitual. Na visita VO, apés avaliacdo dos exames colhidos na visita V-
1, os pacientes que prenchiam os critérios de inclusdo e exclusao foram submetidos a
avaliacéo clinica, nutricional, dos biomarcadores circulantes envolvidos nos processos
inflamatérios e da funcdo endotelial, e da pressédo arterial. Ao final dessa visita foi
instalado a MAPA (monitorizagdo ambulatorial da presséao arterial).

Na visita VOA, 24h apls a visita VO foi retirado a MAPA e o0s pacientes
receberam entdo 350g de chocolate amargo 70% de cacau, sendo orientados a
consumir 50g por dia, 25g na colacdo e 25g no lanche, até o dia da préxima visita. A
guantidade de polifendis totais do chocolate 70% de cacau utilizado no presente estudo
foi de 42,7 mg por grama de chocolate, segundo andlise realizada através de
espectofotometria no laboratorio de farmacologia da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ). O intervalo entre as visitas foi de 7dias e a duragao total do estudo de
4 semanas.

Nas visitas V1, V2 e V3 o0s pacientes receberam mais 350g de chocolate
amargo em cada visita, sendo orientados a consumir 50g por dia do chocolate. Nessas
visitas os pacientes fizeram a avaliacdo clinica e a avaliagdo nutricional. Na visita V4,

gue correspondeu ao final do estudo, os pacientes foram submetidos a nova avaliacdo
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clinica, nutricional, dos biomarcadores circulantes envolvidos nos processos
inflamatorios e da fungcéo endotelial, e da presséo arterial (método oscilométrico: casual
e MAPA). Na visita V4A foi retirado a MAPA instalado na visita V4. A figura 3 apresenta
esquematicamente o desenho do estudo

Durante todo o tratamento ativo com cacau, 0s pacientes foram orientados a
subtrair da sua dieta habitual 300kcal / dia, que correspondia a quantidade de calorias
contidas no chocolate ingerido. A subtracdo dessas calorias se fez preferencialmente
através da retirada dos acidos graxos monoinsaturados e acidos graxos
poliinsaturados. Durante o estudo, todos os pacientes foram orientados a retirar da sua
dieta alguns alimentos ricos em flavondides: chas (principalmente o verde, o branco, o
vermelho e o preto), vinho tinto, frutas vermelhas (como por exemplo: uva vermelha,
cereja, morango e amora), soja e derivados. A ingestao diaria habitual de sal foi

mantida.

5.2. Desenho do estudo

Selecéo Tratamento ativo
7 dias 7 dias ldia 7dias 7 dias 7 dias 7 dias 1dia
| | || | | | ||
V-2 V-1 VO VOA V1 V2 V3 V4 V4A

o V: Visita
o Pré-selecdo => V-2
. Selecdo => V-1
. Avaliagéo clinica e nutricional =>V-1/V0/V1/V2/V3/V4
. Avaliacao laboratorial => V-1/V0/V4
. Avaliagdo biomarcadores inflamatorios e de fungdo endotelial; MAPA e bioimpedéancia => V0 / V4

Figura 3. Desenho do Estudo
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6. METODOS
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6. METODOS

6.1. Avaliagdo do consumo alimentar

O registro alimentar de trés dias

A avaliacdo do consumo alimentar foi realizada através do registro alimentar de
trés dias. Todos os pacientes receberam o registro alimentar de trés dias em branco
para ser preenchido entre as visitas V-1 e V0. O registro alimentar de trés dias é um
método de avaliacdo dietética que documenta a ingestdo alimentar a medida que ela
ocorre. Os pacientes informaram por escrito o tipo e a quantidade de todos os alimentos
ingeridos em cada refei¢cdo realizada diariamente, durante o periodo de trés dias.
Foram incluidos dois dias durante a semana (segunda-feira a sexta-feira) considerados
dias tipicos da rotina alimentar dos pacientes, e um dia de final de semana ou feriado,
considerado um dia atipico da rotina alimentar dos pacientes. O registro alimentar foi
avaliado utilizando-se o software Nutwin.

O consumo habitual de &cidos graxos monoinsaturados e acidos graxos
poliinsaturados foi estimado com o objetivo de substituir 300 Kcal da dieta habitual
pelos 50g diarios de chocolate amargo 70% de cacau, sem que houvesse acréscimo no
valor energético total (VET) da dieta habitual.

O consumo alimentar habitual de s6dio

O consumo habitual de sodio foi mantido.
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6.2. Avaliagdo antropométrica

A avaliacdo antropométrica foi realizada nas visitas V-2, V-1, VO, V1, V2, V3 e
V4, através das seguintes medidas: massa corporal (quilogramas); estatura

(centimetros); circunferéncia da cintura e circunferéncia do quadril (centimetros).

Massa corporal, estatura e indice de massa corporal

As mensuracdes de massa corporal (precisao de 0,1 kg) e estatura (precisao de
0,5 cm) foram realizadas em balanga antropométrica da marca Filizola, estando os
pacientes em jejum, sem sapatos e vestindo roupas leves. O IMC foi calculado
dividindo-se a massa corporal (kg) pela estatura ao quadrado (m?) (WHO, 2000).

Circunferéncia da cintura, circunferéncia do quadril e relagéo cintura quadril

As circunferéncias da cintura e do quadril foram mensuradas estando os
pacientes em pé e com o auxilio de uma fita métrica inextensivel. A circunferéncia da
cintura foi determinada no ponto médio entre a Ultima costela e a crista iliaca, mantendo
a fita paralela ao ch&o, sem comprimir a pele, ao final de uma expiracdo normal e com o
abdoémen relaxado (WHO, 2000). A circunferéncia do quadril foi medida na maior
circunferéncia na extensdo posterior das nadegas. A relacdo cintura quadril (RCQ) foi

obtida pela divisdo da circunferéncia da cintura pela circunferéncia do quadril.

Adiposidade corporal

A avaliacdo da adiposidade corporal e da massa magra foi realizada através da
bioimpedancia elétrica, utilizando-se o aparelho Biodynamics modelo 450°.
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6.3. Avaliacéo da presséo arterial

A pressao arterial foi avaliada nas visitas V-2, V-1, VO, V1, V2, V3 e V4, através
do método automatizado oscilométrico através do aparelho OMRON, modelo HEM
705cp, através da média de 3 medidas consecutivas, e pela MAPA nas visitas VO e V4,
por método, oscilométrico, também automatico de medida indireta e intermitente da
pressdo arterial durante 24 horas, enquanto o paciente realiza suas atividades
rotineiras, inclusive durante o sono.

A MAPA foi utilizada para a mensuragdo da pressao arterial sistolica (PAS), da
pressao arterial diastdlica (PAD) e da presséo arterial média (PAM). A duracdo do
exame foi de 24 horas, aceitando-se como validos os exames cujo percentual de
sucesso das medidas tivesse sido igual ou superior a 85%, e / ou com 3 medidas
validas por hora de exame. Foram utilizados equipamentos SpacelLabs 90207. A
analise dos dados coletados foi feita usando-se a interface SpacelLabs ABP90204.
Foram avaliadas as seguintes variaveis:

1. médias da PAS, PAD e PAM de 24 horas;
médias das PAS, PAD e PAM durante os periodos de vigilia e sono;
variabilidade pressorica;

descenso noturno;

o > 0N

médias da freqiiéncia cardiaca de 24 horas, dos periodos de vigilia e de sono.
6.4. Avaliagdo dos biomarcadores circulantes inflamatérios da funcéo endotelial

As determinagdes da molécula de adesao celular vascular (VCAM), molécula de
adesdo intercelular (ICAM) e E-selectina foram realizadas através de método
enzimatico-imunonefelométrico-imunoensaio, através de um kit de dosagens multiplas
da LINCO Research, Inc, USA (catalogo HCVD 1-67AK), utilizada para quantificacao
simultanea dessas variaveis.

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) foram mensurados
por método imunométrico enzimatico (TiterZyme ®EIA) através de kits da LINCO
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Research, Inc., USA (catalogos: 900-099-TNF-a; 900-033-1L-6), especificos para TNF-a
e IL-6 humanos.

A proteina C-reativa ultra-sensivel (PCR-US) foi dosada por método de
turbidimetria através de kit Biosystems, Inc., USA, (catalogo 31927), especifico para
PCR-US em humanos

A LDL-peroxidada (LDL-ox) foi dosada por método colorimétrico.

6.5. Avaliagcdo do metabolismo glicidico

A insulina plasmatica foi medida por radioimunoensaio usando-se kit comercial
LINCO, Research, St Louis, USA, para radioimunoensaio especifico para insulina
humana. Os valores foram expressos em pU/mL.

O indice de resisténcia a insulina foi obtido utilizando-se a férmula da Avaliacado
do Modelo Homeostatico (HOMA), em que a resisténcia € determinada pelo produto da
insulinemia de jejum (uU/mL) e da glicemia de jejum (mmol/L) dividido por 22,5; um
indice altamente correlacionado com o clamping euglicémico hiperinsulinémico

(Avignon e cols.,1999).

A glicemia foi dosada por técnica automatizada.

6.6. Avaliagcdo do metabolismo lipidico

O colesterol total, o HDL-colesterol e os triglicérides foram dosados por técnica
automatizada. O LDL-colesterol e o VLDL-colesterol foram estimados utilizando-se a
férmula de Friedwald, quando os valores dos triglicerideos eram inferiores a 400mg/dL:
colesterol total - (HDL-colesterol + triglicerideos/5) (Friedwald e cols., 1972). O indice de
Castelli | foi determinado através da razdo entre o colesterol total e o HDL-colesterol, e
o indice de Castelli Il foi determinado através da raz&o entre o LDL-colesterol e 0 HDL-
colesterol.
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6.7. Avaliacdo do sodio intra-eritrocitario

O conteudo de sodio intra-eritrocitario foi mensurado pelo método de Cheng e
colaboradores (1987). Uma amostra de sangue foi injetada em um tubo de ensaio
heparinizado e centrifugada durante trinta minutos. Apds, 20 pl de um pacote de
hemacias do tubo de ensaio foram diluidos em 2 mL de agua destilada para hemdlise
hipotbénica. A concentracdo do sddio oriunda do hemolizado por dgua destilada foi
mensurada por fotometria de chama apds diluicdo de 1 mL desta solucdo em 9 mL de
agua destilada, obtendo uma solugéo diluida em 1/10, a mesma diluicdo da solugéo
padrédo para zerar o aparelho de fotometria de chama. Foram sempre realizadas as

dosagens em duas amostras.

6.8. Outras variaveis avaliadas

A uréia, o acido Urico, a creatinina, as proteinas totais e a albumina foram
determinados por técnica automatizada. A determinacdo da globulina foi realizada
através da subtracdo das proteinas totais pela albumina. A TGO, a TGP, a fosfatase
alcalina total e a gama glutamil transpeptidase foram determinados por técnica
automatizada. O sodio e o potassio foram dosados utilizando-se o aparelho AVL 9180
Electrolyte Analyzer e kit Fluid Pack 9180 da Roche. O hemograma completo foi
determinado por técnica automatizada. O EAS foi analisado por método manual com a
utilizacéo de fita reagente da marca Choice Line 10 (Roche).

6.9. Andlise estatistica dos dados

Foram utilizados para a descrigdo das variaveis continuas, as medias aritméticas
e seus respectivos erros padroes. A diferenca entre as variaveis estudadas no inicio e
no final do estudo foi analisada pelo teste t de student pareado, quando essas variaveis
aleatorias possuiam distribuicdo normal. Quando n&o foi possivel fazer essa
associacdo, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon. As mdultiplas

comparacdes da pressao arterial foram analisadas por ANOVA de medidas repetidas.
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Comparacdes post hoc foram feitas pelo teste de Tukey. As medidas de
correlacdo que foram usadas para avaliar as relagcdes entre as variaveis continuas
foram os coeficientes de Pearson ou de Spearman quando apropriados. A analise
estatistica foi realizada com o software GraphPad PRISM 5.0 ( GraphPad Software Inc.,
EUA).

Embora a analise de varios estudos a respeito do efeito do cacau sobre a
pressao arterial ndo sejam plenamente conclusivos (Actis-Goretta e cols., 2006; Grassi
e cols., 2005), para fins de planejamento desta investigacdo, o tamanho da amostra foi
calculado para detectar-se uma diferenca minima da PAS e da PAD de 5% pos efeito
da intervencdo, com um erro tipo | de 0,05 e tipo Il de 0,20. Nessas condi¢bes o

tamanho minimo da amostra poderia assumir valores entre 20 e 25 pacientes.

6.10. Questdes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (HUPE) (1931-CEP / HUPE), antes do inicio da sua
realizagdo (26/07/2007) (anexo 8). Todos os participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (anexo 7), ap0s esclarecimento sobre
objetivos e métodos do estudo, e antes de qualquer procedimento do mesmo.
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7. RESULTADOS
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7. RESULTADOS

7.1. Caracterizagcao da populagéo do estudo

As principais caracteristicas dos pacientes no inicio do estudo (V0) estdo apresentadas

na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes no inicio do estudo

Variaveis VO (inicio)
Cor 5 (B) / 15 (NB)
Sexo 10 (F)/ 10 (M)
Idade (anos) 44,00 + 2,87
Peso corporal (kg) 84,80 + 3,88
% Gordura corporal 36,14 + 2,16
indice de massa corporal (kg / m?) 31,29+1,16
Circunferéncia da cintura (cm) 94,30+ 2,73
Circunferéncia do quadril (cm) 110,70 £ 2,50
Relacao cintura quadril 0,85+0,14
PAS (mmHg) 146,50 £ 1,28
PAD (mmHg) 93,20+ 0,74
PAM (mmHg) 109,70 £ 0,70
FC (bpm) 76,80 2,72
Colesterol total (mg/dL) 199,00 + 7,41
HDL-colesterol (mg/dL) 50,85 + 2,31
LDL-colesterol (mg/dL) 122,15+ 6,71
VLDL-colesterol (mg/dL) 26,50 + 2,26
Triglicerideos (mg/dL) 132,80 + 11,18
Glicose (mg/dL) 90,60 + 2,60
Uréia (mg/dL) 26,85+ 1,66
Creatinina (mg/dL) 0,86 + 0,03
Proteinas totais (g/dL) 7,23+0,08
Albumina (g/dL) 3,96 £ 0,07
Globulina (g/dL) 3,26 £ 0,08
Fosfatase alcalina (mg/dL) 89,85+ 5,76
Gama Glutamil Transpeptidase (mg/dL) 37,75+ 4,41
Célcio (mg/dL) 9,36 £ 0,13
Potéassio (mmol/L) 4,55 + 0,08
Sodio (mmol/L) 137,85+ 0,33
Transaminase Oxaloacética (mg/dL) 22,10+1,33
Transaminase Pirtvica (mg/dL) 25,15+ 2,40

Os valores sao expressos como média + erro padrao da média.

PAS = pressao arterial sistolica, PAD = pressao arterial diastolica, PAM = presséo arterial média.

FC = frequéncia cardiaca. HDL = lipoproteina de alta densidade, LDL = lipoproteina de baixa densidade, VLDL =
lipoproteina de muito baixa densidade.

B = branco, NB = ndo branco, F = feminino, M = masculino.
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Foram avaliados para o screening 550 pacientes, 22 preenchiam plenamente os
critérios de inclusdo e exclusdo, destes apenas 20 completaram as 4 semanas de
tratamento (Figura 4). O motivo para a exclusdo dos 2 pacientes foi 0 aumento
excessivo da pressdo arterial observada através do meétodo oscilométrico, e a
necessidade entdo de inicio de tratamento com farmacos anti-hipertensivos, para

controle adequado da pressao arterial.

Avaliacéo preliminar

n =550 ~ o
N&o preencheram os critérios

para inclusdo e excluséo

n =520
Visita V -1
=30

N&o preencheram os critérios

para inclusdo e exclusédo

n=8

Visita VO (inicio)
n=22

N&o preencheram os critérios
para inclusdo e excluséo
n=2

Visita V4 (final)
n=20

Figura 4. Representagdo esquematica do fluxo de pacientes da avaliagcédo preliminar ao final (V4)
do estudo.

7.2. Avaliacdo da massa corporal, indice de massa corporal, circunferéncia de

cintura e relacao cintura quadril

N&o foram observadas reduc¢des significativas na massa corporal, no indice de
massa corporal, na circunferéncia de cintura, circunferéncia de quadril e na relacdo

cintura quadril. A tabela 2 mostra os valores médios destas variaveis.
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Tabela 2. Valores médios da massa corporal, indice de massa corporal, circunferéncia de cintura,
circunferéncia de quadril e relagao cintura quadril, dos pacientes, no inicio do estudo (VO0) e ap6s
4 semanas de tratamento (V4).

Variaveis VO (inicio) V4 (final) Vagor
Massa corporal (kg) 84,80 + 3,88 84,63 £ 3,91 0,55
indice de massa corporal (kg/m®) 31,29+ 1,16 31,26 + 1,19 0,83
Circunferéncia de cintura (cm) 94,30 £ 2,73 94,07 £ 2,83 0,59
Circunferéncia de quadril (cm) 110,70 £ 2,50 110,65 + 2,49 0,85
Relacéo cintura quadril 0,85+0,14 0,85+0,15 0,79

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média.

7.3. Avaliacdo do comportamento da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

através do método oscilométrico casual

Apds 4 semanas de utilizacdo de chocolate-cacau 70% observamos reducgdes
significativas das pressoes arterial sistélica, diastolica e média (Tabela 3, e gréfico 1 e
2). Nao constatamos modificagBes significativas na freqiéncia cardiaca (Tabela 3).
Foram registradas queda de -9,6 = 1,94 mmHg (p<0,001), -5,75 + 1,26 mmHg
(p<0,002), -7,02 + 1,2 mmHg (p<000,5) nas PAS, PAD e PAM respectivamente.

Em relagdo ao comportamento da PA durante o estudo, podemos observar que a
PAS somente reduziu de forma significativa apos 4 semanas de tratamento, (VO: 146,50
+ 1,28; V1. 140,40 = 3,02; V2: 138,50 £ 2,44; V3: 140,60 + 2,50; V4: 136,90 + 2,60;
p<0,001) enquanto a PAD ja apresentou reducédo significativa a partir de 2 semanas de
utilizacdo do chocolate-cacau 70% e assim permanecendo até o final do estudo (VO:
93,2 + 0,74; V1: 87,50 + 1,8; V2: 86,05 + 1,67; V3: 88,35 + 1,48; V4: 87,45 + 1,78;
p<0,028), a figura 2 mostra o comportamento da PAS e da PAD durante o estudo.

A andlise individual dos pacientes mostrou que 10 pacientes (50%) tiveram sua
PA controlada (PA inferior a 140/90 mmHg) ao final da intervencao.

Tabela 3. Valores médios dos niveis de presséao arterial e freqiiéncia cardiaca no inicio (V0) e ap6s
4 semanas (V4) dos participantes observados através do método oscilométrico casual.

Variaveis VO (inicio) Va4 (final) Vagor
PAS (mmHg) 14650+ 1,28 136,90 £ 2,60 0,001
PAD (mmHg) 9320+0,74  87,45+1,79 0,028
PAM (mmHg) 109,70+070 103,95+ 1,79 0,005
FC (bpm) 76804272 7455+ 2,00 0,22

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. FC = frequéncia cardiaca, bpm = batimentos
por minuto. PAS = pressao arterial sistélica, PAD = pressao arterial diastélica, PAM = pressao arterial média
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Grafico 1: Modificagdes da PAS e da PAD avaliadas pelo método oscilométrico casual
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Grafico 2: Comportamento da PAS e da PAD durante o estudo
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7.4. Avaliacdo da pressdo arterial através da monitorizagdo ambulatorial da

presséao arterial - 24 horas - (MAPA)

N&o foram observadas reducdes significativas (VO vs V4) nas médias de presséo

arterial sistélica de 24 horas, pressédo arterial sistdlica diurna, pressao arterial sistolica

noturna, pressao arterial diastélica de 24 horas, pressdo arterial diastélica diurna,

pressao arterial diastélica noturna, pressao arterial média de 24 horas, pressao arterial

média diurna e pressao arterial média noturna. (Tabela 4)

Tabela 4. Valores médios dos niveis de presséo arterial no inicio (V0) e apds 4 semanas (V4) dos

participantes observados através da MAPA.

Variaveis VO (inicio) Va4 (final) Vagor
PAS 24horas (mmHg) 13220245 132,70 % 2,60 0,42
PAS diurna (mmHg) 139,40 +2,42 137,30 % 2,59 0,71
PAS noturna (mmHg) 12500+2,95 124,10+ 3,27 0,92
PAD 24horas (mmHg) 8400+1,87  82,81+254 0,90
PAD diurna (mmHg) 8804+1,82 87,60+ 2,52 0,84
PAD noturna (mmHg) 75,63+2,02 74,00+ 3,00 0,78
PAM 24horas (mmHg) 101,20+1,69  99,31+228 0,58
PAM diurna (mmHg) 10620+1,59 103,90 + 2,16 0,40
PAM noturna (mmHg) 92194213 90,31 +3,00 0,68

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média.
PAS = pressao arterial sistdlica, PAD = presséo arterial diastdlica, PAM = pressao arterial média.

7.5. Avaliagcdo do sodio intraeritrocitario

N&o foram observadas alteragfes significativas no sodio-intraeritrocitario durante
o estudo, VO0: 16,60 mEqg/Lcel £ 0,36 e V4: 15,95 mEg/Lcel + 0,60.

7.6. Avaliacdo do metabolismo glicidico e lipidico

N&o foram observadas reducdes significativas no colesterol total, no LDL-

colesterol, no HDL-colesterol, no VLDL-colesterol, nos triglicerideos, na glicose, na

insulina e no HOMA. A tabela 5 mostra os valores médios destas variaveis.
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Tabela 5. Valores médios do colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, VLDL-colesterol e
triglicerideos no inicio (V0) e ap6s 4 semanas (V4).

Variaveis VO (inicial) V4 (final) Valor
Colesterol total (mg/dL) 199,00 + 7,41 195,15 + 9,25 O,I?:SS
HDL-colesterol (mg/dL) 50,85 + 2,31 48,75 £ 2,64 0,43
LDL-colesterol (mg/dL) 122,15+ 6,71 122,00 + 9,24 0,98
VLDL-colesterol (mg/dL) 26,50 + 2,26 24,42 + 2,34 0,28
Triglicerideos (mg/dL) 132,80 £ 11,18 122,55+ 11,77 0,29
Glicose (mg/dL) 90,60 + 2,60 88,65 + 2,75 0,55
HOMA 4,94 £ 0,79 5,08 + 0.63 0,20
Insulina (uU/ml) 21.86 +3.11 23.49 +2.94 0.19

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média.
HDL = lipoproteina de alta densidade, LDL = lipoproteina de baixa densidade, VLDL = lipoproteina de
muito baixa densidade. HOMA = Homeostatic Model Assessment

7.7. Avaliacdo dos biomarcadores circulantes da funcao endotelial

A avaliagdo do comportamento dos biomarcadores de inflamagéo e da funcéo
endotelial através de variaveis circulantes como PCR-US, TNF-a, LDL-OX, IL-6, VCAM,
ICAM e E-selectina, mostrou reducao expressiva de PCR-US, IL-6, VCAM, ICAM e E-
selectina, porém sem significancia estatistica. (Tabela 6).

Tabela 6. Valores médios dos niveis dos biomarcadores circulantes da funcéo endotelial no inicio
(VO) e apds 4 semanas (V4) de intervencgao.

Variaveis VO (inicio) V4 (final) Valor
PCR-US (mg/dL) 0,93+ 0,27 0,61 +0,12 0,24
TNF-a (pg/mL) 17,51 + 8,03 18,96 + 9,02 0,18
LDL-0ox (ug/mL) 0,11 + 0,007 0,12 + 0,009 0,60
IL-6 (pg/mL) 87,87 + 20,6 69,40 + 14,7 0,17
VCAM (ng/mL) 1037,0 £ 43,77 1019,0 £ 42,33 0,52
ICAM (ng/mL) 159,7 £ 11,98 149,2 + 9,86 0,18
E-selectina (ng/mL) 67,59 + 7,02 63,97 £5,9 0,41

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média.

PCR-US = Proteina C reativa, TNF-a = Fator de necrose tumoral-alfa, LDL-OX = lipoproteina de baixa
densidade oxidada, IL-6 = Interleucina-6, VCAM = Molécula de adesao celular vascular, ICAM = Molécula
de adeséo intercelular.
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7.8. Correlagcdes entre biomarcadores circulantes relacionados com a fungéo
endotelial

Observamos correlagfes estatisticamente significativas entre as variagdes da
PCR-US com IL-6 (Grafico 3) e PCR-US com ICAM (Gréfico 4). Observamos também
uma correlacdo expressiva entre IL-6 e ICAM (r=0,42) embora sem significancia
estatistica (p=0,06). (Grafico 5)

N&o observamos correlacdes entre as variacdes da PA (PAS e PAD pelo método
oscilométrico casual) e PCR-US, IL-6, TNF-a, E-selectina, ICAM e VCAM. As
correlacfes entre PCR-US e VCAM e E-selectina ndo foram significativas. Também néo
constatamos correlacgdes entre as variagdes da IL-6 e VCAM e E-selectina.
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Grafico 3: Correlacédo entre a variagdo da PCR e a variagéo da IL-6.
PCR: Proteina C reativa ultra sensivel; IL-6: Interleucina 6.
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Grafico 4: Correlacédo entre variagdes da PCR e ICAM. Grafico 5: Correlagdo entre variagBes IL-6 e ICAM.

PCR: Proteina C reativa; ICAM: Molécula de adesé&o intercelular. IL-6: Interleucina-6; ICAM: Molécula de adesé&o intercelular.
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8. DISCUSSAO
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8. DISCUSSAO

Admitindo-se que os flavondides encontrados no chocolate-cacau 70% estejam
atraindo o interesse por serem potencialmente capazes de melhorar os fatores de risco
qgue predispdem desenvolvimento da doenca cardiovascular (Steinberg e cols., 2003;
Lee e cols, 2003), este fato mostra a importancia de se pesquisar os efeitos benéficos
potenciais do cacau sobre a saude cardiovascular (Ding e cols, 2006). Deste modo,
avaliamos as possiveis associacfes entre a ingestdo de chocolate-cacau 70% com:
pressao arterial, biomarcadores circulantes relacionados com a fungédo endotelial,

metabolismo glicidico e lipidico em hipertensos primarios estagio 1.

8.1. Avaliagdo antropométrica

No presente estudo, apds o tratamento de 4 semanas com chocolate-cacau
70% nédo foram observadas reducbes significativas na massa corporal (VO: 31,29 +
1,16; V4: 31,26 + 1,19), no indice de massa corporal (VO: 84,80 + 3,88; V4: 84,63 +
3,91), na circunferéncia de cintura (VO: 94,30 + 2,730 ; V4: 94,07 £ 2,83), na
circunferéncia de quadril (VO: 110,70 = 2,50; V4: 110,65 * 2,49) e na relacdo cintura
qguadril (V0: 0,85 £ 0,14; V4: 0,85 = 0,15).

A incidéncia crescente do sobrepeso, da obesidade e de suas complicacdes de
saude associadas é claramente um grave problema de saude publica mundial, e
algumas pesquisas tém demonstrado que a ingestdo energética tem aumentado nos
ultimos 25 anos (Seligson, 2005). Recentes diretrizes dietéticas enfatizam a importancia
da ingestdo de uma alimentacdo balanceada acoplada a pratica regular de exercicios
fisicos para a manutencdo de uma massa corporal dentro dos parametros de
normalidade (Seligson, 2005). O chocolate e outros alimentos palataveis séo
geralmente eliminados das dietas que visam o controle da massa corporal (Seligson,
2005). Quando o prazer em se alimentar € eliminado com a adogcdo de dietas
hipocaldricas ou normocaloricas de controle de massa corporal, a falta de adeséo ao
tratamento dietético normalmente é grande (Foster-Powell e cols., 2002).

As taxas de abandono em estudos nos quais séo utlizadas intervencgdes

dietéticas para induzir perda ponderal sdo elevadas, podendo atingir 50% dos
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participantes, em estudos com duracao de 12 meses (Foster-Powell e cols., 2002).

Um elemento crucial, em qualquer dieta é a inclusdo dos alimentos favoritos, e
a eliminacdo do sentimento de privagao (Foster-Powell e cols., 2002). O manejo do
tratamento clinico que visa a manutencdo ou a obtencdo da massa corporal
considerada mais proxima a normalidade deve incluir exercicios fisicos regulares
juntamente a uma dieta saudavel que inclua todos os alimentos com moderacao
(Foster-Powell e cols., 2002). O chocolate amargo rico em cacau é um alimento que
pode ser incluido na dieta nutricionalmente balanceada, talvez ajudando a propiciar um
indice de adesdao maior ao tratamento dietético, de acordo com pesquisas cientificas
(Foster-Powell e cols., 2002).

Uma nova éarea de interesse na nutricdo € a resposta glicémica a ingestdo de
certos alimentos, ou seja, de que forma estes alimentos propiciam saciedade e o seu
papel na manutencdo da massa corporal adequada (Foster-Powell e cols., 2002). O
chocolate amargo possui baixo a médio indice glicémico (Foster-Powell e cols., 2002).
Na teoria, alimentos com médios e/ou baixos indices glicémicos causam uma
equilibrada alteracao glicémica, fato que ajuda na promocdo da saciedade precoce e
prolongada (Foster-Powell e cols, 2002). Intervencdes preliminares em animais
mostraram a possibilidade de que o cacau pode afetar diretamente a massa gorda
(Kamel e cols., 2003). Estudos realizados com ratos mostraram que adicionando cacau
a dieta, pode haver uma reducéo do tecido adiposo visceral (Kamel e cols., 2003).

Em um estudo experimental, os pesquisadores ofereceram aos animais uma
dieta hiperlipidica rica em cacau e outra, hiperlipidica sem o cacau (Kamel e cols.,
2003). Os resultados mostraram que a ingestao de cacau suprime o ganho de massa
corporal, que por sua vez foi observada nos ratos controles, que consumiram uma dieta
hiperlipidica sem cacau (Kamel e cols., 2003). Observando-se os ensaios de DNA,
mostrou-se que o cacau diminui a expressao de genes responsaveis pela producdo de
compostos envolvidos no transporte e na sintese de acidos graxos (Kamel e cols.,
2003).

Os nossos achados vém de encontro com estes estudos apresentados,
apontando para uma auséncia da interferéncia do chocolate-cacau 70%, sobre o peso

corporeo, administrado nas condi¢des do presente estudo.
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8.2. Pressdao arterial e frequéncia cardiaca

No presente estudo, o chocolate-cacau 70% reduziu de forma significativa e com a
mesma magnitude as pressfes arteriais sistolica, diastélica e média, observadas
através do método oscilométrico casual. Ndo constatamos modificagbes significativas
na freqiiéncia cardiaca observada por este mesmo método.

Observamos reducao média significativa da pressao arterial sistélica e diastolica de
-9,6 £ 1,94 e -5,75 + 1,26 mmHg, respectivamente, e da pressao arterial média de -7,02
+ 1,2 mmHg, apos a utilizagdo de chocolate-cacau 70% durante 4 semanas. A eficacia
do chocolate-cacau 70% em reduzir a pressao arterial, também foi constatada através
do percentual de pacientes que tiveram sua PA controlada (PAS inferior a 140 mmHg e
PAD inferior a 90 mmHg) onde registramos que apds 4 semanas de tratamento, 50%
dos pacientes tiveram sua PA controlada.

Apesar das observacgdes iniciais dos indios Kuna, o suporte epidemiolégico que
demonstrou a capacidade do chocolate em reduzir a pressao arterial vem do Zutphen
Elderly Study, um estudo de coorte com 470 participantes do sexo masculino, onde a
ingestdo de cacau foi inversamente correlacionada com a pressao arterial (Buijsse e
cols., 2006). Apos os ajustes das multivariadas a presséo arterial sistélica média foi de
3,8 mmHg mais baixa no tercil mais elevado de ingestdo de cacau, quando comparada
com o tercil mais baixo de ingestdo de cacau (Buijsse e cols., 2006).

Em um estudo de Alonso e colaboradores, avaliou-se a associagdo entre o
consumo de chocolate e hipertensao arterial recém diagnosticada em uma coorte com
estudantes de graduacédo universitaria, mas nenhuma protecdo do cacau foi observada
(Alonso e cols., 2005).

Evidéncias do potencial anti-hipertensivo do cacau vém de um recente estudo
publicado que comparou os efeitos de longo prazo do chocolate amargo rico em cacau,
com o consumo de chocolate branco em pacientes pré-hipertensos ou com hipertensao
arterial estadgio 1 (Taubert e cols., 2007). Uma pequena por¢do de chocolate amargo
(6g) fornecida diariamente foi consumida ao inicio da noite, e reduziu a presséao arterial
sistélica em 2,9 £ 1,6 mmHg e a presséao arterial diastdlica em 1,9 £+ 1,0 mmHg, sem

promover mudancas na massa corporal, concentracdes de lipidios plasmaticos e
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glicose de jejum (Taubert e cols., 2007).

Ja foram bem relatadas as evidéncias epidemioldgicas com os indios Kuna do
Panama sugerindo potenciais beneficios anti-hipertensivos dos flavanols do cacau
(Taubert e cols., 2003; Grassi e cols., 2005; Fraga e cols., 2005). Medidas diretas da
pressao arterial mostram que o chocolate amargo rico em flavanol pode reduzir a
pressdo arterial sistlica e diastélica em individuos saudaveis e em hipertensos
(Taubert e cols., 2003; Grassi e cols., 2005; Fraga e cols., 2005). Em dois estudos
clinicos que testaram o consumo de cacau em individuos hipertensos houve diminui¢éo
da pressédo arterial sistdlica e diastdlica ap0s a ingestdo de cacau rico em flavanol
durante 10 dias (Taubert e cols., 2003). Um outro estudo clinico encontrou resultados
similares apds 15 dias de ingestdo de chocolate amargo (Grassi e cols., 2005). Em
outra pesquisa observou-se que a ingestado de cacau e de chocolate amargo melhora a
pressdo arterial em individuos normotensos (Grassi e cols., 2004). Foi analisada a
pressao arterial ap0s a ingestdo de chocolate amargo e de chocolate branco, somente
agueles que ingeriram o chocolate amargo apresentaram redugéo da presséo arterial
(Grassi e cols., 2004). Os participantes que ingeriram ambos o0s tipos de chocolate
mantiveram os mesmos valores de normalidade iniciais (Grassi e cols., 2004).

Em uma amostra de homens saudaveis, jogadores de futebol, observou-se a
reducdo da presséo arterial diastdlica e da média da presséo arterial em todos os que
consumiram 105g por dia de chocolate amargo rico em flavanol, em um seguimento de
14 dias. A reducdo na pressdo arterial € atribuida a habilidade dos flavanols em
aumentar a vasodilatagcdo endotélio-dependente, via aumento da produgdo do NO
(Fraga e cols., 2005).

Apesar do aumento da atividade da NO sintase, outro mecanismo pode
contribuir para os efeitos anti-hipertensivos do cacau. Os flavanols isolados ou
provenientes de alimentos inibem a atividade da enzima conversora de angiotensina in
vitro. In vivo estas analises precisam ser avaliadas (Actis-Goretta e cols., 2006).

O é&cido esteérico ou a teobromina do cacau podem contribuir para estes efeitos
hipotensores (Kelly, 2005). Um estudo transversal com analise de regresdo linear
encontrou que 0s niveis de acido esteédrico estdo inversamente associados a pressao

arterial diastélica (Taubert e cols., 2003). Independentemente do mecanismo
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responsavel, varios estudos de pequeno porte indicam que o chocolate rico em cacau
possui efeitos anti-hipertensivos (Kelly, 2005). No estudo de Taubert e colaboradores
mostrou-se a reducdo na pressdo arterial sistolica e pressdo arterial diastolica em
idosos hipertensos (Taubert e cols., 2003).

O efeito do chocolate-cacau 70% sobre a PA avaliada através da monitorizacao
ambulatorial da pressao arterial ndo propiciou uma reducdo significativa ao
compararmos os valores iniciais e ao final de 4 semanas de tratamento nas médias de
pressao arterial sistélica de 24 horas, pressao arterial sistolica diurna, presséo arterial
sistdlica noturna, pressdo arterial diastolica de 24 horas, pressao arterial diastolica
diurna, pressao arterial diastolica noturna, pressao arterial média de 24 horas, pressao
arterial média diurna e presséao arterial média noturna.

Um estudo de Grassi e colaboradores, em 2005, mostra a redugéo da pressao
arterial diurna e noturna, observadas através da MAPA apés a ingestdo de 100g de
chocolate amargo rico em flavondides por 2 semanas. Neste estudo, a média da
pressao arterial sistélica diminuiu 12 mmHg ap6s o consumo de chocolate amargo,
efeito ndo observado com o consumo de chocolate branco (Grassi e cols., 2005).

Alguns estudos nao mostram, entretanto, efeitos do consumo do chocolate
amargo sobre a pressao arterial (Fisher e cols., 2003; Engler e cols., 2004). Estes dois
estudos, porém, foram realizados com um namero pequeno de participantes
normotensos, ingerindo baixa dose de chocolate amargo e foram de curta duracao
(Fisher e cols., 2003; Engler e cols., 2004). Em fung¢do do desenho de estudo, 0s
achados anti-hipertensivos destes estudos néo foram importantes (Fisher e cols., 2003).

Em uma recente metandlise de estudos controlados randomizados que
administraram o cacau, confirmaram uma significativa redu¢cdo na pressao arterial
sistélica e pressao arterial diastélica de 4,7 mmHg (p = 0,002) e 2,8 mmHg (p = 0,006)
respectivamente (Taubert e cols., 2007). Estes achados mostram os mesmos efeitos
anti-hipertensivos do chocolate como os observados em estudos que utilizaram drogas
anti-hipertensivas (Corti e cols., 2009).

A analise do comportamento da PA dos pacientes do nosso estudo mostrou que
o chocolate-cacau 70% €é capaz de reduzir de forma significativa a PAS e a PAD

qguando avaliados pelo método oscilométrico casual a semelhanca de outros estudos
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gue mostram a reducdo da PA (Taubert e cols., 2003; Actis-Goretta e cols., 2006;
Taubert e cols., 2007).

Quando analisamos o comportamento da PA avaliada através da MAPA, néo
constatamos reducao significativa da PA a semelhanca do estudo de Grassi e
colaboradores (2005). Uma possibilidade para justificar este achado pode ser
decorrente do fato das pressdes sistdlicas e sobretudo a diastélicas quando avaliadas
por este método e individualmente, na visita VO inicial, tém um status que sugerem a
“pré-hipertensdo” ou a “hipertensédo arterial normal-alta”. Outra possibilidade seria que a
auséncia da reducao pela MAPA efetivamente pode representar a realidade bioldgica ,
ou seja, a auséncia de reducao significativa da PA o que poderia ser justificado em
parte, pelo pouco tempo de utilizagdo do chocolate-cacau 70%. Ou seja, é possivel que
alteracBes benéficas e precoces sobre o endotélio se desenvolvam antes da redugéo
da PA em pacientes com estas caracteristicas.

A discrepancia entre os resultados da PA avaliada pelos diferentes métodos no
presente estudo, pode também ser justificada pela possibilidade dos pacientes
avaliados pelo método oscilométrico terem apresentado um efeito do “jaleco branco” e
as reducdes da PA podem ser decorrentes deste efeito, e ndo em resposta ao cacau,
uma vez que nao foi observado alteragdes significativas no comportamento da PA pela
MAPA.

8.3. Metabolismo glicidico e lipidico

A utilizagdo no presente estudo, do chocolate-cacau 70%, durante 4 semanas,
nao alterou de forma significativa a glicemia (mg/dL) de jejum (VO: 90,6+2,60; V4:
88,65+2,75), e a insulina (uU/mL) (VO: 21,86 + 3,11; V4: 23,49 + 2,94) e o HOMA (VO:
4,94 +0,79; V4: 5,08 + 0.63).

Uma dieta rica em flavanols antioxidantes pode reduzir a resisténcia a insulina
através da melhora da biodisponibilidade do NO. Grassi e colaboradores (2005) através
deste conceito demonstraram reducao da resisténcia a insulina em pacientes com HAS
primaria apos 15 dias de consumo diario de 100g de chocolate rico em flavonéides. Em

pacientes hipertensos com tolerancia a glicose diminuida, o chocolate amargo rico em
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flavonodides ndo somente reduz a pressao arterial, como também melhora a fungéo
endotelial, a sensibilidade a insulina e funcéo de calulas 3 (Grassi e cols., 2008).

Em individuos com diminuicdo da tolerancia a glicose e em fumantes, as
propriedades antioxidantes dos flavanols podem contribuir para estes efeitos benéficos
do cacau sobre a sensibilidade a insulina (Hirai e cols., 2000). Em fungdo destes
estudos serem escassos com pacientes diabéticos, e porque os diabéticos tendem a ser
obesos, recomenda-se um consumo controlado de chocolate rico em flavonoides nesta
populagcdo. De qualquer forma, evidéncias experimentais em ratos diabéticos e obesos
mostram que uma pequena dose de cacau pode prevenir hiperglicemia (Tomaru e cols.,
2007).

A utilizagdo no presente estudo, do chocolate-cacau 70%, durante 4 semanas,
nao reduziu de forma significativa o colesterol total (VO: 199,00+7,41; V4: 195,15+9,25),
os triglicerideos (V0:132,8+11,18; V4: 122,55+11,77), o LDL-c (VO: 122,15+6,71; V4:
122,00£9,24) e o HDL-c ndo se alterou de maneira estatisticamente significativa
(50,85+2,31; V4. 48,75+2,64).

A hipertensdo arterial é frequentemente acompanhada de alteracbes no
metabolismo dos carboidratos e dos lipidios, o0 que acentua o risco cardiovascular
(Reaven e cols., 1996).

A manteiga de cacau, uma gordura derivada das plantas de cacau é encontrada
predominantemente no chocolate amargo, e contém o &cido graxo oléico
monoinsaturado e o acido graxo estearico (Bonanome e cols., 1988; Mensink e cols.,
2003). Em geral, plantas ricas em acido estearico ndo diminuem o HDL-c, ndo
aumentam o LDL-c e colesterol total (Bonanome e cols., 1988; Mensink e cols., 2003).
Um estudo realizado com individuos jovens e saudaveis, que consumiram uma barra de
46g de chocolate amargo encontrou-se um aumento no HDL-c e reducdo dos
triglicérides, sem afetar o LDL-c apesar do aumento de gorduras totais da dieta
(Mensink e cols., 2003). Em pacientes hipertensos, o consumo diario de 100g de
chocolate rico em flavonoides por 2 semanas reduziu em 12% a concentracdo de
colesterol total e LDL-c (Kondo e cols., 1996). Em individuos saudaveis o consumo
diario de 75¢g de chocolate amargo rico em polifendis por 3 semanas aumentou o HDL-c

em 14% e inibiu a peroxidacdo lipidica (Mursu e cols., 2004). Um estudo japonés
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demonstrou que em pacientes hipercolesterolémicos, o cacau rico em flavanol reduz a
concentracdo plasmética de LDL-c e da LDL-OX, além de aumentar as concentracdes
séricas de HDL-c (Baba e cols., 2007).

Em uma metanalise que analisou 60 estudos controlados mostrou-se que o
acido estearico ndo diminui o HDL-c, e ndo aumenta o LDL-c e / ou o colesterol total
(Bonanome e cols., 1988; Storm e cols., 1997). A metanalise também estimou que uma
reposicao isocaldrica de alimentos ricos em carboidratos por alimentos ricos em &cido
estearico, pode ocasionar diminuicdo dos triglicérides (Mensink e cols., 2003). Um
recente ensaio clinico também mostrou que os efeitos positivos do acido esteérico
sobre os lipidios séricos podem ser semelhantes aos conseguidos com o uso regular
dos acidos insaturados oléico e linoléico (Thijssen e Mensink, 2005). O acido estearico
pode ndo afetar negativamente o colesterol total, o LDL-c e / ou o0 HDL-c, e ainda se
mostra capaz em reduzir os triglicérides (Ding e cols., 2006).

Estudos atuais tém tentado explicar o fato de o acido esteérico exercer uma
acdo neutra sobre o colesterol sérico (Dougherty e cols., 1995; Denke e Grundy, 1991).
Um mecanismo proposto seria a menor absorcgéo intestinal do &cido esteérico quando
comparada com a de outros acidos graxos saturados, observada em alguns modelos
animais e humanos (Dougherty e cols., 1995; Denke e Grundy, 1991), embora
minimamente em outros estudos (Bonanome e cols., 1989; Emken e cols., 1993). A
absorcdo do &cido estearico vindo do cacau pode ser diferente daquele derivado de
fontes animais (Dougherty e cols., 1995). Alguns ensaios com alimentos acharam uma
menor absor¢cdo da manteiga de cacau quando comparada com a do 6leo de milho
(Mitchell e cols., 1989), embora ndo em outros ensaios (Shahkhalili e cols., 2000).
Finalmente outro mecanismo de protecdo fortemente apoiado referem-se a
percentagem relativamente elevada de dessaturacdo do acido esteéarico para o acido
graxo monoinsaturado oléico (Emken e cols., 1993; Grundy, 1994; Bonanome e cols.,
1992), uma gordura considerada hipocolesterolémica (Kris-Etherton e Yu, 1997) e
protetora contra o desenvolvimento de doenca cardiovascular (Hu e Willett, 2002).

O acido estearico é um acido graxo saturado com 18 carbonos similar ao acido
graxo oléico e linoléico no que diz respeito ao tamanho da cadeia (Steinberg e cols.,

2003). Ele parece ser realmente dessaturado no figado em acido graxo oléico. Estes
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fatores podem explicar o porqué do acido estearico exercer uma acao distinta dos
acidos graxos saturados de maneira geral, sobre varios marcadores que elevam o risco
de desenvolvimento de doenca cardiovascular (Steinberg e cols., 2003). Estudos
comparando a a¢do do &cido graxo saturado estearico, do acido monoinsaturado oléico
e do &cido graxo poliinsaturado linoléico, ndo mostraram diferencas entre as acdes dos
3 acidos graxos sobre o perfil lipidico dos participantes (Rivellese e cols., 2003; Thijssen
e cols., 2005; Bonanome e cols., 1988). Adicionalmente, estudos recentes mostram que
0 acido estearico possui efeito similar ao observado com o oléico e o linoléico sobre os
marcadores de trombose, e isto pode ser considerado um beneficio (Kelly e cols., 2001;
Thijssen e Mensink, 2005; Tholstrup e cols., 1994).

Em um estudo de Kris-Etherton e colaboradores (1993), os participantes
consumiram uma dieta caloricamente e nutricionalmente controlada, com
suplementacado de 30 gramas de chocolate / dia, durante 1 més. A gordura saturada
representou 20% do valor energético total da dieta (Judd e cols., 2002). Quando
comparado com 0 grupo nao suplementado com chocolate, no qual a gordura saturada
representava 14% do valor energético total da dieta, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os dois grupos na concentracdo do colesterol sérico (Judd e cols.,
2002). Um estudo subsequiente que incluiu uma substituicao diaria de “snacks” ricos em
carboidratos, por uma bebida achocolatada, como parte do Programa Nacional da
Associagdo Americana de Cardiologia de educagédo passo 1, para o controle do
colesterol através da dieta (NCEP/AHA Step 1 Diet), mostrou que a introdugéo do
chocolate na dieta em substituicdo ao carboidrato, ndo alterou adversamente a
concentragéo sérica de LDL-c (Judd e cols., 2002)

Os efeitos do chocolate e de seus componentes sobre os lipidios séricos néao
sdo conclusivos, 0 que sugere a necessidade de realizacdo de um grande estudo
controlado (Corti e cols., 2009). Vale lembrar que muitos tipos de chocolates
comercializados podem conter leite e gorduras processadas como o Oleo de palma.
Este efeito do chocolate processado sobre os lipidios séricos ndo é conhecido e podem
ser menos favoraveis (Corti e cols., 2009).
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8.4. Biomarcadores circulantes da funcéo endotelial

O endotélio vascular é uma superficie continua, lisa e nao-trombogénica
presente nos vasos, tem a capacidade de sintetizar e liberar uma série de substancias
vasoativas (Palmer e cols., 1988). Danos funcionais ocorrem no endotélio vascular
tempos antes do desenvolvimento das mudancas estruturais ateroscleréticas, podendo
assim as lesbes endoteliais serem consideradas como o marcador mais precoce do
processo de aterosclerose (Palmer e cols., 1988). O NO é sintetizado pela NO sintase a
partir da L-arginina (Palmer e cols., 1988), na presenca do cofator tetrahidrobioterina,
sendo liberado das células do endotélio principalmente em resposta a forca de
cisalhamento dos vasos ou pelo receptor operado por substancias como a acetilcolina,
serotonina, ou bradicinina (Joannides e cols, 1995). A meia-vida do NO in vivo é curta,
dura alguns segundos e ele rapidamente atravessa as membranas bioldgicas e isso
dificulta muito a sua avaliagéo para fins de pesquisas clinicas (Joannides e cols, 1995).
Depois da difusdo do endotélio para as células do masculo liso vascular, 0 NO aumenta
as concentragbes de cGMP intracelular, induzindo o relaxamento das células do
musculo liso vascular (Joannides e cols, 1995). Além de propiciar a vasodilatagdo, o NO
também previne a adesdo e migracao de leucdcitos, proliferacdo de células musculares
lisas, adeséo e agregacao plaquetaria (Oemar e cols., 1998).

A reducéo da expressédo da NO sintase e / ou da biodisponibilidade do NO se
associa a disfuncdo endotelial e eventual presenca de doenca aterosclerdtica (Oemar e
cols., 1998). Ela esta associada a doenca cardiovascular (Anderson e cols., 1995), e se
correlaciona com disfungdo vascular da artéria coronaria e pode ter valor preditivo para
futuros eventos cardiovasculares (Anderson e cols., 1995; Suwaidi e cols., 2000). Em
pacientes com doenca da artéria coronaria, consumir alimentos ricos em flavanols,
particularmente o consumo de cha preto (Duffy e cols., 2001), e vinho tinto (Karatzis e
cols., 2004; Whelan e cols., 2004), podem melhoram a fungédo endotelial. Em fumantes
saudaveis o cha verde desempenha efeito similar (Nagaya e cols., 2004). Na mesma
linha destes achados, o cacau induz vasodilatacdo NO-dependente na artéria aorta de
camundongos (Karim e cols., 2000), mas também em pessoas saudaveis (Karim e cols,

2000; Fisher e cols., 2003; Schroeter e cols., 2006), ou pacientes com fatores de risco
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cardiovascular, incluindo o diabetes mellitus (Heiss e cols., 2003; Hermann e cols.,
2006; Grassi e cols., 2005; Heiss e cols., 2005; Balzer e cols., 2008).

Um estudo experimental utilizando procianidinas derivadas do cacau, e
analisando imediatamente a artéria aorta de camundongos observou um relaxamento
derivado de endotélio a partir da ativacdo da NO sintase (Karim e cols., 2000). Fischer e
colaboradores (2003) também observaram efeitos semelhante em uma intervencéo de 5
dias, onde utilizaram 821 mg de flavondides de cacau, por dia, prescrito para 27
individuos.

Em sintese, esses varios estudos clinicos e experimentais ratificam os achados
do nosso estudo, onde observamos uma expressiva reducdo nos biomarcadores
circulantes: PCR-US (-34%) e IL-6 (-21%), que sugerem uma melhora ou do processo
inflamatério ou mesmo do préprio dano endotelial. Cabe ressaltar que embora a reducéo
nas concentracdes desses biomarcadores tenham sido expressivas, ndo foram
estatisticamente significativas, o que pode ser decorrente do pequeno tamanho da
amostra ou mesmo de pouco tempo de exposicao aos flavanols.

Os leucacitos circulam no sangue como células de forma livre e ndo aderentes,
sendo que, apoOs receberem estimulos apropriados, apresentam um fendmeno de
rolamento na parede vascular, aderindo-se firmemente a superficie endotelial. As
moléculas de adesao celular fazem parte do recrutamento das células inflamatérias
responsaveis pelo desenvolvimento do ateroma da parede vascular (Stampfer e cols.,
2004). Em alguns estudos clinicos, observou-se que nivel elevado de ICAM era um
preditor independente de risco futuro de evento cardiovascular, ao contrario de outra
molécula de adesdo, o VCAM, mesmo na populacdo saudavel (Stampfer e cols., 2004).

No presente estudo também constatamos reducfes expressivas das moléculas
relacionadas com esse processo de adesdo celular (ICAM, VCAM e E-Selectina),
embora sem significAncia estatistica (provavelmente pelas mesmas razdes
apresentadas acima). Sugerindo que a utilizacdo do chocolate-cacau 70% pode também
influenciar favoravelmente na reducdo da adesdo de moléculas infamatérias e
consequentemente contribuir para retardar o processo de aterosclerose. Um achado
intrigante do nosso estudo foram as fortes e significativas correlagbes entre PCR-US
com ICAM (r=0,45, p=0,04) e IL-6 com ICAM (r=0,42, p=0,06), apontando para uma
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forte ligacdo entre as moléculas inflamatérias (PCR-US e IL-6) e as moléculas que
efetivamente representam o dano endotelial. Verificamos que a reducdo do PCR-US e
da IL-6 estdo correlacionadas com a reducgéo do ICAM, o que vem de encontro com 0sS
dados da literatura onde mostram que as alteragdes mais precoces do dano endotelial
estariam mais relacionados com as molecular de adeséo intercelular (ICAM) do que as

moléculas de adeséo celular vascular VCAM (Stampfer e cols., 2004).
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9. CONCLUSOES



Avaliacéo do efeito da ingestao do chocolate-cacau 70% sobre a pressao arterial, biomarcadores circulantes da fungao endotelial... 73

9. CONCLUSOES

O consumo do chocolate-cacau 70%, durante 4 semanas, realizado em individuos

hipertensos primarios estagio | que néo utilizavam farmacos anti-hipertensivos sugere:

1. Ha controvérsia em relacdo ao efeito hipotensor, uma vez que houve reducéo
significativa da PA avaliada através do método oscilométrico casual e auséncia

do efeito hipotensor através do MAPA.

2. Melhora na funcdo endotelial, avaliada através da redugéo expressiva, embora
nao significativa dos marcadores de inflamacé&o e da fungéao endotelial (PCR-US,
IL-6, VCAM, ICAM e E-selectina).

3. A melhora da funcdo endotelial avaliada através do ICAM seja decorrente da
acao direta da PCR-US e da IL-6 sobre o ICAM.

4. E provavel que os dados conflitantes em relagido ao efeito hipotensor sejam
decorrentes do efeito do “jaleco branco” ou do tempo de utilizagdo do chocolate,

uma vez ja ser observado melhora na fungéo endotelial neste periodo.

5. Nao foram observadas alteracdes significativas na massa corporal, no indice de
massa corporal, na circunferéncia de cintura, circunferéncia de quadril e na

relacdo cintura quadril ao final do estudo.

6. Nao foram observadas alteracdes significativas na resisténcia a insulina, na
glicemia, no colesterol total, no HDL-colesterol, no VLDL-colesterol, nos

triglicerideos, assim como no conteudo intracelular de sédio ao final do estudo.
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Anexo 1

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
Programa de Pés-Graduacdo em Fisiopatologia Clinica e Experimental — CLINEX

Avaliacéo do efeito da ingestéo do chocolate-cacau 70% sobre a presséo arterial, biomarcadores
circulantes da funcao endotelial, metabolismo glicidico e lipidico em hipertensos primarios estagio

PRE-SELECAO (V-2)

Nome: Data: [/ [
Endereco: Mat. HUPE

CEP: Tel proprio / Tel contato: /

Data de Nascimento: _ /_/__ Idade: Sexo: Raca: Peso (Kg): __ Altura(m):
IMC: _ (Kg/m?)PAl:___ PA2: PA3:

Sim | Ndo | Desconhece | N/A

Idade < 18 ou > 60 anos

IMC < 18,5 ou > 29,9 kg/m*

Hipertensdo arterial estagio Ill e 1V

Hipertensdo arterial estagio | e 1l com uso de medicamento

Utiliza algum suplemento dietético

Gestante ou lactante

Fumante

Diabetes mellitus

Historico de 1AM ou AVC

Angina instavel

Insuficiéncia Cardiaca

IRC com Cr > 1,3 mg/dL ou CICr < 60 mL/min.

Hipotireoidismo e/ou Hipertireoidismo

Dislipidemia em uso de drogas

Doenca hepética

J& fez cirurgias no estdbmago ou intestino

Apresenta diarréia freqiientemente

Apresentou modificagdes recentes (3 meses) no peso
corporal

Apresentou modificacdes recentes (3 meses) na atividade
fisica

Apresentou modificagdes recentes (3 meses) na dieta

Tem alguma intolerancia a chocolate amargo

Apresentou modificacdes recentes (3 meses) na atividade
fisica

Apresentou modificagdes recentes (3 meses) na dieta

Tem alguma intolerdncia a chocolate amargo
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Responder SIM a qualquer pergunta acima = exclusao

Sim

Tem interesse em participar do estudo e seguir as orienta¢des fornecidas

Disponibilidade para comparecer 1x / semana ao hospital durante 1 més

Responder NAO a qualquer pergunta acima = exclusao
Excluido: SIM () NAO ( )

Data da V-1: [/

Orientado para retornar em V-1 em jejum de 12hs.
Orientado a ndo consumir alimentos ricos em flavondides.
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Anexo 2

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

Programa de Pés-Graduacdo em Fisiopatologia Clinica e Experimental — CLINEX

Avaliacdo do efeito da ingestéo do chocolate-cacau 70% sobre a presséo arterial, biomarcadores
circulantes da funcao endotelial, metabolismo glicidico e lipidico em hipertensos primarios estagio

SELECAO (V-1)

Nome: Mat. HUPE

Assinou o TCLE: SIM () NAO( ) N
Houve alguma modificacdo relevante desde a Gltima visita: SIM () NAO ()
Caso SIM (especifique):

Visita -1

Data

Peso Corporal (kg)

IMC (kg/m°)

Pressdo Arterial 1 (mmHg)

Pressdo Arterial 2 (mmHg)

Pressdo Arterial 3 (mmHg)

Média da Pressdo Arterial (mmHQ)

Pressdo Arterial Média 1 (mmHg)

Pressdo Arterial Média 2 (mmHg)

Pressdo Arterial Média 3 (mmHg)

Frequéncia Cardiaca 1 (bpm)

Frequiéncia Cardiaca 2 (bpm)

Frequiéncia Cardiaca 3 (bpm)

Média da Freqguliéncia Cardiaca (bpm)

Colheu sangue em jejum para dosagem de: hemograma completo, glicose, triglicérides, colesterol total,
LDL-colesterol, HDL-colesterol, uréia, creatinina, acido urico, sodio, potassio, TGO, TGP, fosfatase
alcalina e Gama Glutamil Transpeptidase as ___ horas.

Colheu urina para EAS.

DatadaVoOo: [/ [

Orientado para retornar em VO em jejum de 12hs.

Orientado a continuar sem consumir alimentos ricos em flavonoides.
Orientado a manter a dieta habitual e os exercicios fisicos habituais.
Orientado a fazer um recordatorio alimentar de 3 dias.

Orientado a ndo consumir café 24hs antes da V0.
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Anexo 3

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

Programa de Pés-Graduacdo em Fisiopatologia Clinica e Experimental — CLINEX

Avaliacdo do efeito da ingestéo do chocolate-cacau 70% sobre a presséo arterial, biomarcadores
circulantes da funcao endotelial, metabolismo glicidico e lipidico em hipertensos primarios estagio

FICHA DE ACOMPANHAMENTO

Nome: Mat. HUPE

Endereco: CEP:

Tel proprio / Tel contato: / Data de Nascimento: /[
Idade:

Sexo: Raca: Altura (m):

Visita 0 Visita 1 Visita 2 Visita 3

Visita 4

Data

Peso Corporal (kg)

IMC (kg/m?)

Circ. Cintura (cm)

Circ. Quadril (cm)

RCQ

Pressao Arterial 1 (mmHg)

Pressao Arterial 2 (mmHg)

Pressdo Arterial 3 (mmHg)

Média da Pressdo Arterial (mmHg)

Pressdo Arterial Média (mmHg) 1

Pressdo Arterial Média (mmHQ) 2

Pressao Arterial Média (mmHg) 3

Frequéncia Cardiaca 1 (bpm)

Frequéncia Cardiaca 2 (bpm)

Frequéncia Cardiaca 3 (bpm)

Média da Frequéncia Cardiaca
(bpm)




Avaliacéo do efeito da ingestao do chocolate-cacau 70% sobre a pressao arterial, biomarcadores circulantes da funcao endotelial...

EXAMES:

Visita 0

Visita 4

Data

Glicose (mg/dL)

Insulina (ug/mL)

HOMA

Colesterol total (mg/dL)

LDL-colesterol (mg/dL)

HDL -colesterol (mg/dL)

Triglicérides (mg/dL)

Uréia (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

Acido Urico (mg/dL)

Sodio (mmol/L)

Potassio (mmol/L)

Transaminase Glutdmico Oxalacética (U/L)

Transaminase Glutdmico Piravica (U/L)

Fosfatase Alcalina (U/L)

Gama Glutamil Transpeptidade (U/L)

Saodio Intraeritrocitario (mEg/L)

Hemograma:

Série Vermelha

Hemécias (milhGes/mcl)

Hemoglobina (g/dL)

Hematdcrito (%)

VGM (fl)

HGM (pg)

CHGM (g/dL)

RDW SD (fl)

RDW CV (%)

Série Branca

Leucdcitos (mil/mcl)

Contagem Relativa

Linfocitos (%)

MXD-eosinofilos, basofilos e monocitos (%)

Neutrdfilos (%)

Contagem Absoluta

Linfocitos (mil/mcl)

MXD-eosinofilos, baséfilos e mondcitos (mil/mcl)

Neutrdfilos (mil/mcl)

Plaquetas (mil/mcl)

MPYV - Volume Plaquetario Meédio (fl)
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Biomarcadores Inflamatoérios:

Fator de Necrose Tumoral alfa (pg/mL)

Proteina C reativa (mg/dL)

Interleucina-6 (pg/mL)

LDL-oxidada (ug/m/L)

ICAM (ng/mL)

VCAM (ng/mL)

E-selectina (ng/mL)

Bioimpedancia:

Angulo de Fase (graus)

Capacitancia do corpo (pF)

Resisténcia (ohms)

Reactancia (ohms)

Distribuicdo de Massa

Massa Celular Corporal (kg)

Massa Celular Corporal (%)

Massa Extracelular (kg)

Massa Extracelular (%)

Massa Magra (kg)

Massa Magra (%)

Massa Gorda (kg)

Massa Gorda (%)

Relacdo Massa Extracelular / Massa Celular Corporal

Taxa Metabolica Basal (Kcal)

Compartimentos de Agua

Agua Intracelular (L)

Agua Intracelular (%)

Agua Extracelular (L)

Agua Extracelular (%)

Agua Corporal Total (L)

Agua Corporal Total / Massa Magra

Agua Corporal Total / Peso Total

MAPA:

Média da Pressdo Arterial Sistolica 24h (mmHg)

Média da Pressdo Arterial Sistolica diurna (mmHQ)

Média da Pressdo Arterial Sistolica noturna (mmHg)

Média da Pressdo Arterial Diastolica 24h (mmHQ)

Média da Presséo Arterial Diastolica diurna (mmHg)

Média da Presséo Arterial Diastolica noturna (mmHg)

Média da Frequiéncia Cardiaca 24h (bpm)

Média da Frequiéncia Cardiaca diurna (bpm)

Média da Frequiéncia Cardiaca noturna (bpm)

Média da Pressdo Arterial Média 24h (mmHg)

Média da Pressdo Arterial Média diurna (mmHg)

Média da Pressdo Arterial Média noturna (mmHg)
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EAS
CARACTERISTICAS E ELEMENTOS ANORMAIS
COR = [ lAmarelo Claro  [_] Amarelo Claro [ ] Ambar pH
ASPECTO =[__]|Limpida [ ]Lig. Turva [_] Turva Densidade
[ ]3+ [ ]3+ [ ]3+ [ ]3+ [ ]3+ [ ]3+ [ ]3+ [ ]3+
[ ]2+ [ ]2+ [ ]2+ [ ]2+ [ ]2+ [ ]2+ [ ]2+ [ ]2+
[ |1+ [ ]1+ [ ]1+ [ a1+ [ a1+ [ a1+ [ a1+ [ a1+
[ ] Tragos [ ] Tragos [ ] Tragos [ ] Tragos [ ] Tragos [ | Trages [ | Tragos [ ] Tragos
[ ] Negativo [ ] Negativo [ ] Negativo [ | Negativo [ | Negativo | | Negativo [ ] Negativo [ | Negativo
Glicose Bilirrubina Cetona Sangue Proteina Urobilina Nitrito Leucocitos
SEDIMENTOSCOPIA (A 400 X)
Leucdcitos m/cm | Pidcitos m/cm | Hemacias m/cm
Cilindros Cristais Células do epitélio
Hialino Ox. de calcio Fosf. de célcio Inferior
Granuloso Acido Urico Fosf. triplo Médio
Outros Uratos amorfos Fosf. amorfos Superior
Obs.:

Preenche critérios de inclusdo e exclusdo: SIM () NAO ( )
Caso SIM, colocar o MAPA

Data da VOA: Il

Retirar MAPA.

DatadaVl: [ [

DatadaVv2: [ [

DatadaVs3: [/ |/

Solicitar recordatério alimentar de 3 dias.
Orientar jejum de 12hs para V4.
Orientar a ndo consumir café 24hs antes da V4.

DatadaVv4: [ [

Colocar o0 MAPA e receber recordatério.

Data da V4A: [

Retirar MAPA.

Recordatorio de 3 dias (anexar):

Visita 0 / Visita 4
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Anexo 4
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

CENTRO BIOMEDICO - FCM
Programa de P6s-Graduacdo em Fisiopatologia Clinica e Experimental — CLINEX

Nome:

REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS

Por favor, mantenha este registro diario com vocé durante todo o tempo e utilize-o
para registrar todos os alimentos que vocé consumir durante todo o dia e a noite na terca-
feira(__/ __ /2009), na quinta-feira (__/ __ /2009) e no sabado (___/__ /2009).

Pedimos que vocé forneca o maximo possivel de informacdes, pois isso possibilitara
maior precisdo na avaliacdo de sua dieta.

Sempre que possivel utilize pesos, medidas e marcas que constam nas embalagens
dos alimentos ou bebidas para indicar a quantidade de alimento/bebida que vocé consumiu.
Utilize uma colher de sopa para medir o arroz, feijdo, macarrdo, batata, aipim, farinha,
puré, pirdo, legumes, verduras; também podem ser usadas medidas como xicara e copo

(porém anote o volume ou tamanho dos mesmos).
Por favor, ndo altere seu consumo usual de alimentos ou bebidas a fim de que o
registro represente a sua dieta habitual.
A parte “Comentarios”, no final, serve para que vocé possa registrar qualquer fato
relativo a seu consume que considere importante ou Util.

Exemplo:

Dia: Segunda-feira

Data: 16/03/2009

Hora |Refeicdo Lugar |Alimento ou Bebida Quantidade consumida
7:00 |Cafe da|Casa |Pao francés 2 unidades
manhé

Margarina Qualy 2 pontas de faca ou 10g
Leite integral Parmalat Meio copo de requeijao
Café Meio copo de requeijao
Acucar 1 colher de sopa cheia

10:00 |Lanche Casa |Biscoito Cream  Cracker |5 unidades
Piraqué

13:00 | Almocgo Casa | Arroz branco 5 colheres de sopa ou 75¢g
Feijdo 6 colheres de sopa
Puré de batata 5 colheres de sopa
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Dia: Terca-feira

Data: / /2009
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Hora

Refeicdo

Lugar

Alimento ou Bebida

Quantidade consumida

Comentarios :
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Dia: Quinta-feira

Data: / /2009
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Hora

Refeicdo

Lugar

Alimento ou Bebida

Quantidade consumida

Comentarios :
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Dia: Sabado

Data: / /2009
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Hora

Refeicdo

Lugar

Alimento ou Bebida

Quantidade consumida

Comentarios :
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Anexo 5
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

Programa de Pés-Graduacdo em Fisiopatologia Clinica e Experimental — CLINEX

Avaliagdo do efeito da ingestéo do chocolate-cacau 70% sobre a presséo arterial,
biomarcadores circulantes da fungdo endotelial, metabolismo glicidico e lipidico em
hipertensos primérios estagio 1

LISTA DE ALIMENTOS RICOS EM FLAVONOIDES:

e Evite 0o consumo destes alimentos listados abaixo, durante o periodo em que
vocé estiver participando da pesquisa:

Vinho tinto

Uva vermelha
Suco de uva
Chas

Soja e derivados

ISAEIE A

e Evite 0 consumo de chocolate, até que a pesquisa tenha sido iniciada.
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Anexo 6
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

CENTRO BIOMEDICO - FCM
Laboratério de Fisiopatologia Clinica e Experimental — CLINEX

LISTA DE TROCA DE ALIMENTOS

> GRUPO 1- LEITE E DERIVADOS (1 PORCAO = 70 Kcal)

LEITE DESNATADO 200 |1 copo

mL
Leite em p6 desnatado 20g |2 colheres sopa cheias *
logurte light 120 mL | 1 unidade pequena
Queijo minas 30g |1 fatia média
Queijo prato 20 g |1 fatia média
Ricota 50g |1 fatia grossa
Requeijéo 259 |1 colher sopa rasa
Requeijdo light 40g |1 colher sopa cheia *

> GRUPO 2.1 - CEREAIS E VEGETAL C (1 PORCAO = 40 Kcal)

ARROZ 30g |2 colheres de sopa *
Aipim cozido 359 |1 colher sopa cheia *
Angu 30g |1 colher sopa cheia *
Batata baroa cozida 30g |1 colher sopa cheia *
Batata doce 40 g |2 colheres sopa rasa *
Batata inglesa 509 |2 colheres sopa *
Farinha mandioca 12 g |1 colher sopa rasa *
Inhame cozido 359 |1 colher sopa cheia *
Macarrao 30g |1 garfada pequena
Milho conserva 50 g |2 colheres sopa cheias *
Pirdo 30g |1 colher sopa cheia *

> GRUPO 2.2 - PAES E FARINHAS (1 PORCAO = 70 Kcal)

PAO FRANCES 259 |% unidade

Pao de forma 259 |1 fatia

Pao integral 259 |1 fatia

Pdo arabe 259 |Y% unidade

Torrada 20g |2 e Y2 unidades
Bolacha d"agua 159 |2 unidades

Cream Cracker 159 |2 unidades

Aveia 20 g |1 colher de sopa cheia
Pao tipo bisnaguinha 20g |1 unidade
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> GRUPO 3 - LEGUMINOSAS (1 PORCAO = 40 Kcal)

FEIJAO 60 g |4 colheres de sopa *
Ervilha, conserva 60 g |3 colheres de sopa *
Lentilha 359 |2 colheres de sopa *

Grao de bico 259 |1 colheres de sopa cheia *

» GRUPO 4 - CARNES MAGRAS

Almondegas Posta de peixe

Bife magro Filé de peixe

Carne moida magra Hamburguer de ave
Carne assada Presunto de ave
Coxa de frango sem pele Ovo cozido

Peito de frango sem pele Salsicha de ave
Peito de peru sem pele

> GRUPO 5-VEGETAL A - AVONTADE

Abobora Alface Couve-flor Repolho
Abobrinha | Aspargos Espinafre Rucula
Acelga Bertalha Palmito Tomate
Agriéo Brotos Pepino

Aipo Chicorea Rabanete

» GRUPO 6 -VEGETAL B

Berinjela | Cebola Couve Pimentdo |Vagem
Beterraba | Cenoura Ervilha (v) | Nabo
Brécolis Chuchu Jilo Quiabo

> GRUPO 7 - FRUTAS (1 PORCAO = 50 Kcal)

ABACAXI 100 g |1 fatia média
Acerola 150 g |30 unidades médias
Ameixa vermelha fresca 90 g |3 unidades pequenas
Ameixa preta seca 21 g |3 unidades pequenas
Banana prata 559 |1 unidade grande
Caqui 70 g |1 unidade pequena
Carambola 150 g |1 unidade grande
Cereja fresca 70 g |10 unidades médias
Damasco seco 20 g |3 unidades médias
Figo fresco 70 g |1 unidade média
Goiaba fresca 100 g |1 unidade média




Avaliacéo do efeito da ingestao do chocolate-cacau 70% sobre a pressao arterial, biomarcadores circulantes da funcao endotelial... 112

Jaca 509 |8 bagos

Jabuticaba 100 g |8 unidades médias
Kiwi 80 g |1 unidade média
Laranja 100 g |1 unidade pequena
Maca 859 |1 unidade pequena
Manga 759 |1 unidade média
Mamao 80 g |1 fatia fina

Maméo papaia 130 g |% unidade
Melancia 160 g |1 fatia média
Meléo 140 g |1 fatia média
Morango 170 g |17 unidades médias
Pera 859 |1 unidade pequena
Péssego 120 g |1 unidade grande
Suco de laranja 100 mL | %2 copo

Uva Itélia 70 g |9 unidades médias
Uva passa escura s/sem. 15g |30 unidades médias

> GRUPO 8 - GORDURAS (1 PORCAO = 50 Kcal)

OLEO VEGETAL 6 mL |1 colher de sopa
AZEITE (extravirgem) |6 mL |1 colher de sopa
Margarina 590 1 colher de sopa nivelada
Maionese 749 1 colher de sopa nivelada
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Anexo 7

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Estudo: Avaliagdo do efeito da ingestdo do chocolate-cacau 70% sobre a pressao
arterial, biomarcadores circulantes da fungdo endotelial, metabolismo glicidico e lipidico em
hipertensos primarios estégio 1

Instituicdo: Universidade do Estado do Rio de Janeiro
Local: Laboratorio de Fisiopatologia Clinica e Experimental — CLINEX
Pesquisadores: Livia de Paula Nogueira

Antonio Felipe Sanjuliani

Nome do paciente:

RG: Data de nascimento: / / Sexo:
Endereco:
Bairro: Cidade: Cep: Tel:
Eu, , estou ciente e

autorizo minha participagdo na pesquisa sobre os efeitos do cacau na pressdo arterial e funcéo
endotelial, do Laboratorio de Fisiopatologia Clinica e Experimental (CLINEX) da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, visando investigar se a ingestdo de chocolate rico em cacau € capaz de
reduzir a pressao arterial e melhorar a funcdo endotelial.

Declaro também ter entendido que serei submetido a avaliagdo clinica, nutricional e da
funcdo endotelial semanalmente além de exames de sangue e urina. Os exames que serdo realizados
ndo apresentam risco ao paciente, sendo que o exame de sangue sera realizado com material
descartavel e acompanhado pelo pesquisador responsavel.

Eu entendi que minha participagdo € voluntéria, sendo livre para interrompé-la a qualquer
momento, sem que isso afete meu tratamento. Receberei todos os esclarecimentos necessarios sobre
este estudo antes e durante a pesquisa.

O sigilo e a confidencialidade das informacdes coletadas serdo preservadas, assim como
minha identidade ndo serd revelada. Cada amostra de material bioldgico faré parte de um banco de
dados identificados por cadigos especificos. Receberei informagdes sobre os resultados de todos 0s
exames realizados e os mesmos serdo utilizados com fins cientificos, podendo ser publicados em
revistas cientificas, estando os registros disponiveis para uso da pesquisa.

Declaro que li e entendi o que me foi explicado.

Nome do paciente Assinatura Data I

Nome do pesquisador Assinatura Data I

Nome da testemunha Assinatura Data [
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Anexo 8
S
8 e;%‘ UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO . e |
A & HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO c
510 COMITE DE ETICA EM PESOUISA ;"

Rio de Janeiro, 26 &e hovembro de 2007

Do: Comité de Etica em Pesquisa
Prof.: Wille Oigman
Para: Aut. Livia de Paula Nogueira
Orient. Prof. Antonio Felipe Sanjuliani

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério Pedro Ernesto, apds avaliagdo,
considerou o projeto (1931-CEP/HUPE) " AVALIAGCAO DO EFEITO DA INGESTAO DE CACAU SOBRE
A PRESSAO ARTERIAL, FUNCAO ENDOTELIAL, METABOLISMO GLICIDICO E LIPIDICO EM
PACIENTES COM HIPERTENSAO ARTERIAL ESTAGIO 1 " aprovado, encontrando-se este dentro
dos padres éticos da pesquisa em seres humanos, conforme Resolugdo n.2196 sobre pesquisa
envolvendo seres humanos de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Salde, bem como
o consentimento livre e esclarecido.

0 pesquisador devera informar ao Comité de Etica qualguer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a V. S2., que ao término da pesquisa encaminhe 2 esta comiss3o

um sumario dos resultados do projeto.
ik #. N dia

Prof. Wille Oigman
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2587-6353 — FAX: 21 2264-0853 - E-mail: cep-hupe@uerj.br



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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