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RESUMO

Contexto: A suplementacéo de &cido folico (AF) melhora a funcdo endotelial de individuos
infectados pelo HIV em uso continuo de terapia antirretroviral (TARV). A literatura ndo
demonstra com clareza esse beneficio em individuos coinfectados HIV-HCV.

Introducdo: Individuos infectados pelo HIV ou em coinfec¢do pelo HIV-HCV apresentam
um conjunto de fatores de risco que podem levar a disfuncdo endotelial. Estudos demonstram
que a administracdo de AF possui efeitos benéficos sobre a funcéo endotelial de diferentes
populagdes com risco cardiovascular, inclusive em HIV monoinfectados.

Objetivo: Determinar o efeito da suplementacdo de AF por quatro semanas sobre a dilatacdo
mediada (FMD) pelo fluxo da artéria braquial em individuos infectados pelo HIV ou HIV-
HCV em uso continuo de TARV.

Delineamento: Ensaio clinico randomizado (ECR), controlado por placebo.

Local: Ambulatério de doengas infecciosas do Hospital Universitario de Santa Maria.
Populacdo: Foram avaliados 69 individuos com idade entre 18-50 anos, de ambos 0s sexos,
infectados pelo HIV com ou sem coinfeccdo pelo HCV, em TARV e com carga viral
indetectavel ha mais de seis meses. Excluiram-se participantes com diabetes mellitus, infarto
agudo do miocérdio, revascularizagdo miocérdica, ou acidente vascular encefélico prévios,
com creatinina >1,5 mg/dL, diagnostico clinico, ecografico, endoscépico ou laboratorial de
cirrose hepatica, em uso de estatinas, fibratos, terapia de reposicdo hormonal, sulfonamidas,
suplementos vitaminicos, ou AF nos ultimos 30 dias. Adicionalmente foram excluidas
mulheres gravidas, e participantes de outro ECR.

Intervencdo: Individuos alocados para o grupo intervencdo receberam AF, 5 mg, via oral, em
dose uUnica diaria, pela manhd, durante quatro semanas. Os participantes alocados para grupo
placebo receberam orientacdo para seguir a mesma posologia, sendo o0s comprimidos
indistinguiveis em cor, aroma, sabor, forma e tamanho.

Desfechos: Utilizaram-se as variagdes nos niveis de homocisteina, vitamina B12 e na FMD,
aferida por Doppler, na artéria braquial, obtidos na randomizacdo e ao final do seguimento.
Resultados: Realizou-se o rastreamento de 239 participantes, sendo 72 elegiveis, 69
randomizados e 68 acompanhados, entre outubro de 2012 e julho de 2013. Em individuos
infectados pelo HIV houve aumento significativo nos niveis de AF (12,8 ng/ml) no grupo
intervencdo em comparacdo ao placebo (P<0,001), acompanhada de variacdo negativa de
homocisteina (-1,9 umol/l) no grupo intervencdo e aumento minimo no grupo placebo

(P<0,001). Nao houve variacéo significativa na FMD (P=0,9). Entre individuos coinfectados
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por HIV-HCV, a variacdo nos niveis de AF foi decorrente da elevacdo no grupo intervengédo
(12,6 ng/ml) e reducdo no grupo placebo (-0,7 ng/ml) (P<0,001). Os niveis de homocisteina
aumentaram no grupo placebo (4,6 umol/l) e diminuiram no grupo intervencao (-1,0 umol/l)
(P<0,0003). Em relagcdo ao FMD, houve tendéncia a reducao percentual no grupo intervencao
e aumento no grupo placebo (P=0,007). As variacfes de vitamina B12 n&o foram
significativas, independente do status de infec¢do para HCV.

Conclusao: Esse estudo demonstrou que a suplementagao de AF por um curto periodo de
tempo, esteve associada com redug¢dao de homocisteina sérica, mas ndo modificou a FMD da
artéria braquial, aferida por Doppler, em individuos adultos infectados pelo HIV ou HIV-
HCV em uso de TARV.

Palavras chave: HIV/AIDS, Disfuncdo endotelial, HCV, FMD, Homocisteina, Acido Félico.
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ABSTRACT

Context: The supplementation of folic acid (FA) improves endothelial function in HIV-
infected individuals in continuous use of highly active antiretroviral therapy (HAART). The
literature does not clearly show this benefit in coinfected HIV-HCV.

Introduction: Individuals infected with HIV or HIV-HCV coinfected presents a set of risk
factors that can lead to endothelial dysfunction. Studies show that FA management has
beneficial effects on endothelial function in different populations with cardiovascular risk,
including HIV monoinfected.

Objective: To determine the effect of FA supplementation for four weeks on the mediated
dilation (FMD) by brachial artery flow in patients infected with HIV or HIV-HCV continuous
HAART.

Design: Randomized clinical trial (RCT), placebo-controlled study.

Location: Division of Infectious Diseases, University Hospital of Santa Maria.

Population: A total of 69 subjects aged 18-50 years, of both sex, HIV or HIV-HCV infected,
on HAART, with undetectable viral load for more than six months. Patients presenting with
diabetes mellitus, acute myocardial infarction, coronary revascularization, or stroke prior,
with creatinine >1,5 mg/dL, clinical diagnosis, ultrasound, endoscopic or laboratory evidence
of liver cirrhosis, on statins, fibrates, hormone replacement therapy, sulfonamides, vitamin
supplements, or FA in the last 30 days. In addition pregnant women were excluded, and
participants in a RCT.

Intervention: Subjects allocated to the intervention group received FA, 5 mg orally once
daily in the morning for four weeks. Participants allocated to placebo group were instructed to
follow the same dosage, being indistinguishable tablets in color, aroma, taste, shape and size.
Outcomes: changes were used in the levels of homocysteine, vitamin B12 and FMD,
measured by Doppler, in the brachial artery obtained at randomization and at the end of
follow-up.

Results: We carried out the screening of 239 participants, 72 eligible, 69 randomized and 68
accompanied, between October 2012 and July 2013. In HIV-infected patients there was a
significant increase in the levels of FA (12.8 ng/ml) in the intervention group compared to
placebo (P <0.001), accompanied by negative variation of homocysteine (1.9 umol/L) in the
group intervention and minimal increase in the placebo group (P <0.001). There was no
significant change in FMD (P = 0.9). Between individuals coinfected with HIV-HCV, the

variation in FA levels was due to the increase in the intervention group (12.6 ng/ml) and
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reduction in the placebo group (-0.7 ng / ml) (P <0.001). Homocysteine levels increased in the
placebo group (4.6 umol/L) and decreased in the intervention group (-1.0 umol/L) (P
<0.0003). Regarding the FMD, there was a tendency to percentage reduction in the
intervention group and increased in the placebo group (P = 0.007). Variations of B12 were not
significant, independent of HCV infection status.

Conclusion: This study showed that AF supplementation for a short term, was associated
with reduced serum homocysteine, but did not change the FMD of the brachial artery,
measured by Doppler in adults infected with HIV or HIV-HCV in HAART .

Keywords: HIV/AIDS, endothelial dysfunction, HCV, FMD, Homocysteine, Folic Acid.
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1. APRESENTACAO

Este trabalho consiste na Tese de Doutorado intitulada “Eficacia da Suplementacao
com Acido Folinico sobre a funcio endotelial de individuos infectados pelo HIV e HIV-HCV:
Ensaio Clinico Randomizado”, e serd apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Epidemiologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em 12 de marco de 2015. O
trabalho € apresentado em trés partes, na ordem que segue:

1. Introducdo, Revisdo da Literatura, Justificativa, e Objetivos.
2. Artigos.
3. Conclusdes e Consideracgdes Finais.

Documentos de apoio, incluindo o Projeto de Pesquisa, estdo apresentados nos anexos.
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2. INTRODUCAO

A introducdo da terapia antirretroviral (TARV) provocou aumento marcante na
sobrevida dos individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), reduzindo
a mortalidade por infeccdes oportunistas (The CASCADE Collaboration, 2000). Por outro
lado, a maior sobrevida possibilitou maior exposicdo a fatores de risco acarretando aumento
na morbidade e mortalidade associada a doenca cardiovascular (DCV) (Friis-Mgller et al.,
2003). Além disso, a administracdo de TARV estd associada com efeitos adversos como
lipodistrofia (Carr et al., 2000; Heath, et al., 2001), intoleréncia a glicose (Alencastro et al.,
2011), diabetes mellitus (Nix & Tien, 2014), sindrome metabdlica (Alencastro et al., 2011,
Alencastro et al., 2012; Nix & Tien, 2014) e dislipidemia (Heath, et al., 2001; Sekhar, 2015).
O aumento de risco cardiovascular também foi evidenciado em individuos infectados pelo
virus da hepatite C (HCV) (Ishizaka et al., 2003). Estudo de coorte mostrou que infeccao pelo
HCV associa-se ao desenvolvimento de aterosclerose carotidea (Ishizaka et al., 2003;
Adinolfi et al., 2014), assim como insuficiéncia cardiaca (Adinolfi et al., 2014) e acidente
vascular enceféalico (Adinolfi et al.,, 2014). Em individuos nédo infectados pelo HIV,
dislipidemia esta associada com desenvolvimento de aterosclerose e suas complica¢fes, como
infarto agudo do miocéardio (IAM) (Bostom et al., 1996) e doenca arterial coronariana (DAC)
(Gordon et al., 1989; Castelli et al., 1986). Porém, ndo esta completamente elucidado se, em
individuos infectados pelo HIV, o desenvolvimento de aterosclerose ocorre através dos
mesmos mecanismos (Carr, et al., 2000).

A disfuncdo endotelial € um evento precoce e fundamental para o desenvolvimento de
aterosclerose (Deanfield et al., 2007; Masia et al.,, 2007). Disfuncdo endotelial atua
precocemente na aterogénese, no comportamento dindmico da placa e como preditor de
eventos cardiovasculares futuros, podendo, assim, ser alvo de terapia preventiva (Deanfield et
al., 2007; Yeboah et al., 2007). Niveis elevados de homocisteina foram associados com um
aumento no risco para doencgas vasculares ateroscleroticas, por induzir lesées no endotélio
vascular (Eikelboom et al., 1999; Wald et al., 2002) independentemente dos fatores de risco
tradicionais (Boushey et al., 1995). O &cido fdlico (AF) ou seu precursor (acido folinico), por
ser um cosubstrato na via de remetilagdo do metabolismo da homocisteina, promove a
reducéo dos niveis de homocisteina no plasma (Boushey et al., 1995).

ECR realizados na ultima década mostraram beneficios na reducéo do dano endotelial
com a suplementacdo de AF e reducdo de homocisteina (Thambyrajah et al., 2001; Mangoni

et al, 2002; Moat et al, 2006; Yilmaz et al., 2007), ou independentemente da reducédo de
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homocisteina (Doshi et al., 2002; Anderson et al., 2006; Title et al., 2006; Moens et al.,
2007). Contudo, a hipétese de que a suplementacdo de AF melhore a funcdo endotelial e
diminua a concentracdo de homocisteina plasmatica em individuos com DAC permanece
controversa. Em duas metanalises, os autores concluiram que a reducdo de homocisteina
através da suplementagdo com AF ndo cursou com reducdo consistente de risco
cardiovascular (Miller et al., 2010; Yang et al,, 2012). Na terceira metanalise, a
suplementacdo de AF melhorou significativamente a funcdo endotelial e reduziu a
concentracdo de homocisteina plasmatica em individuos com DAC (Yiet al., 2014), mas nédo
foram avaliados desfechos cardiovasculares. Finalmente, ECR, em portadores do HIV,
mostrou que a suplementacéo de AF reduziu os niveis de homocisteina e melhorou a funcéo
endotelial (Grigoletti et al., 2013). Portanto, cabe reafirmar o efeito benéfico da
suplementacdo de AF em individuos HIV, e determinar seu efeito nos individuos

coinfectados, uma vez que o HCV pode atuar como fator promotor de disfunc¢ao endotelial.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 INFECCAO PELO HIV E HCV

3.1.1 Epidemiologia do HIVV

Globalmente, estima-se que até o final de 2012 cerca de 35 milhdes de pessoas vivam
com HIV (UNAIDS, 2013). No Brasil, estima-se que 530 a 660 mil pessoas sejam portadoras
do HIV, com uma prevaléncia de 0,4 a 0,5% na populacdo geral, 5% entre os profissionais do
sexo e 6% entre 0s usuarios de drogas injetaveis (Brasil, 2012). O estado do Rio Grande do
Sul é o primeiro no ranking de taxa de incidéncia de casos de Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), perfazendo um total de 40,2 casos por 100.000 habitantes no ano de 2011
(Brasil, 2013). Entre os individuos com infeccdo pelo HIV através do uso de drogas
injetaveis, estima-se que cerca de 30% estejam coinfectados pelo HCV (Brasil, 2012).

O uso de TARV na populacdo infectada pelo HIV pode ser recente para que se possam
avaliar efeitos em longo prazo da doenca e do seu tratamento, especialmente na avaliagdo de

efeitos adversos, toxicidade metabdlica e risco cardiovascular (Falutz, 2011).
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3.1.2 Epidemiologia do HCV

Até 1975, apenas os virus das hepatites A e B eram conhecidos. Naquele ano foi
identificada, pela primeira vez, a associacdo entre hepatite e transfusdo sanguinea e foi
caracterizado que essa hepatite ndo era causada por nenhum desses dois virus (Hagedorn,
2000). Essa nova forma de hepatite foi denominada hepatite ndo-A ndo-B. Em 1989, o virus
da hepatite ndo-A ndo-B foi identificado e isolado pela primeira vez e recebeu o nome de
virus da hepatite C (Hagedorn, 2000).

Estimativas da Organizacdo Mundial de Salde indicam que aproximadamente 3% da
populagdo mundial pode estar infectada pelo HCV, quatro milhdes de pessoas sejam
infectadas por ano, e que 123 a 150 milhGes de individuos infectados estejam em risco de
desenvolver complicacdes da doenga, como cirrose ou cancer de figado (Organizacdo
Mundial de Salde, 2014). A estimativa global é que mais de 350.000 pessoas morram de
doencas relacionadas ao HCV a cada ano (Organizacdo Mundial de Salde, 2014). Entre as
nacbes desenvolvidas, as taxas de soroprevaléncia populacional para o HCV séao
relativamente baixas, incluindo: Alemanha (0,6%), Canada (0,8%), Franca (1,1%) e Australia
(1,1%) (Shepard, Finelli e Alper, 2005). Taxas baixas, mas ligeiramente mais elevadas de
soroprevaléncia para infeccdo pelo HCV foram relatadas nos EUA (1,8%), Japao (1,5 -2 -
3%), e Italia (2,2%) (Shepard, Finelli & Alper, 2005).

No Brasil, boletim epidemioldgico sobre hepatites virais mostrou positividade de
1,38% (Intervalo de confianca [IC] 95%: 1,12%-1,64%) para anticorpos anti-HCV, em
populagéo que reside nas capitais brasileiras (Brasil, 2011). O percentual de expostos ao HCV
na faixa etéria de 10 a 19 anos foi de 0,75% (IC 95%: 0,53% - 0,98%) e de 1,56% (IC 95%:
1,28% -1,91%) para o grupo de 20 a 69 anos (Brasil, 2011). Entre 69.952 casos de infeccdo
pelo HCV notificados, entre 1999 e 2010, 90% eram originarios das regides sul e sudeste.
Destaca-se que a maior parte dos casos era proveniente de Séo Paulo (58,7%) sendo que o
13,1% eram do Rio Grande do Sul. Entre 2007-2010, 11,4% dos portadores do HCV eram
coinfectados pelo HIV (Brasil, 2011).

A infeccdo aguda pelo HCV induz resposta imune inata e adaptativa, capaz de
eliminar 15-20% das infecgdes (Hagedorn, 2000). A falha no clearance viral leva a uma
infeccdo persistente, associada com dano hepético cronico progressivo (Hagedorn, 2000). A
morbimortalidade da infeccdo pelo HCV € principalmente relacionada a doenga hepatica

terminal e ao hepatocarcinoma (Hagedorn, 2000). Contudo, a infeccdo esta associada com a
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regulacdo do metabolismo glicémico e lipidico, levando os individuos ao desenvolvimento de

sindrome metabdlica e diabetes mellitus (Negro, 2010).

3.1.3 Coinfeccdo HIV-HCV

A coinfecgdo com HCV é prevalente entre os individuos infectados pelo HIV, sendo
uma das maiores causas de morbimortalidade nessa populacdo (Eslam et al., 2011). Dada a
semelhanca nas vias de contaminacéo e a cronicidade dos dois virus, estima-se que 15-31%
dos portadores de HIV estejam coinfectados pelo HCV, perfazendo 5,25-10,5 milhdes de
coinfectados até o final de 2012 (Wolff et al., 2010; Eslam et al., 2011). A proporcdo de
coinfeccdo varia também conforme a via de exposicdo, podendo apresentar uma prevaléncia
de 90% de coinfeccdo HIV-HCV em paises que em que o uso de drogas injetaveis € a
principal via de transmissdo (Bréu et al., 2005). As taxas de prevaléncia de coinfecgéo, a
distribuicdo dos genotipos do HCV, bem como a frequéncia de resolugdo espontanea da
hepatite C em infectados com o HIV apresentam disparidade a nivel mundial (Wolff et al.,
2010). No sul do Brasil quase 60% dos portadores estdo infectados por gendtipo 2 ou 3
(Paraboni et al., 2012). Um estudo transversal, com 1.143 participantes com infeccdo pelo
HIV, em acompanhamento em um centro de referéncia ambulatorial para HIV/AIDS no sul
do Brasil, detectou 31,2% de coinfeccdo HIV-HCV, e o gendtipo 1 correspondeu a 81,5% das
amostras testadas (Wolff et al., 2010).

3.1.4 Terapia antirretroviral altamente potente

A instituicdo da TARV ndo tem o objetivo de erradicar a infeccdo pelo HIV, mas
diminuir sua morbidade e mortalidade, melhorando a qualidade e a expectativa de vida das
pessoas que vivem com HIV/AIDS (Montaner et al., 2014; Thompson et al., 2010). Definir o
melhor momento para o inicio de TARV é uma das decisbes mais importantes no
acompanhamento clinico, devendo ser considerados os riscos associados a infeccdo néo
tratada frente aos da exposicéo prolongada a TARV (Brasil, 2013). Desde o surgimento dos
primeiros esquemas antirretrovirais, busca-se definir critérios para inicio da TARV guiados
pelo estado imunologico (contagem de linfocitos CD4), com base nas estimativas de risco de
infeccbes oportunistas, evolugdo para AIDS e 6bito (Emery et al., 2008). Entretanto, ja
existem evidéncias de que, mesmo em individuos assintomaticos, com contagem elevada de

células CD4, a replicagdo viral e a ativagdo imune crbnica estdo associadas ao
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desenvolvimento de doencas ndo tradicionalmente relacionadas a infecgdo pelo HIV, tais
como eventos cardiovasculares (Brasil, 2013; Emery et al., 2008).

O desenvolvimento de novos antirretrovirais e a administracdo combinada levaram ao
aumento progressivo nas taxas de resposta terapéutica (Sterne et al., 2005). Moore e
colaboradores, em estudo de coorte de seguimento de seis anos, mostraram que
aproximadamente 80% dos usuérios alcancam carga viral plasmética indetectavel ap6s um
ano de tratamento e que a supressdo viral se mantem ao longo do tempo, demonstrando
durabilidade tanto para terapia inicial quanto para esquemas de resgate (Moore et al., 2005).

O protocolo brasileiro indica inicio de TARV, independente da contagem de células
CD4, para individuos com DCV estabelecida ou risco cardiovascular elevado (acima de 20%,
segundo o Escore de Risco de Framingham [ERF]) (Brasil, 2013). Esta orientacdo esta de
acordo com as recomendacGes da Sociedade Internacional de AIDS, que desde 2008 sugere
inicio precoce de TARV para individuos com DCV (Thompson et al., 2010). O quadro 1
resume os critérios adotados no Brasil, para indicar inicio de TARV.

Status clinico e imunoldgico Recomendacéo

Sintomaticos

Independente da contagem de células CD4 Iniciar TARV

Assintomaticos

Contagem de células CD4 < 500 cels/mm?® Iniciar TARV

Recomendar TARV na coinfeccéo HIV-Hepatite B,
com indicacdo de tratamento da hepatite;

Considerar TARV nas situacdes:

Contagem de células CD4 > 500 cels/mm?® - neoplasias nédo definidoras de AIDS com indicagéo
de quimioterapia ou radioterapia

- doenca cardiovascular estabelecida ou risco
cardiovascular elevado

Contagem de células CD4 indisponivel Nao iniciar TARV
Gestantes
Independente da contagem de células CD4 Iniciar TARV

Parceiro sorodiscordante

Oferecer TARV visando reduzir transmissao, e

Independente da contagem de células CD4 . S .
considerando a motivacgao do parceiro.

Quadro 1. Parametros clinicos, imunoldgicos e situacdes especiais para inicio da TARV.
Adaptado de: BRASIL. Ministério da Satde, 2013.
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No estudo SMART, os participantes que suspenderam TARV tiveram maior
frequéncia de evento cardiovascular e ébito quando comparados ao grupo em uso adequado
de TARV (Phillips et al., 2008). Além disso, pacientes que iniciaram TARV melhoraram
significativamente a funcdo endotelial, ainda que na vigéncia de dislipidemia, especialmente
aqueles em uso de inibidores de protease (IPs) (Hurlimann et al., 2005).

O impacto da TARV sobre a funcéo endotelial foi mostrada no “AIDS Clinical Trials
Group - ACTG” (Torriani et al., 2008), através da avaliacdo de 82 participantes, em média
com 35 £ 5 anos de idade, 91% do sexo masculino e 54% de cor branca. No inicio do estudo,
a FMD foi 3,68%. Apos quatro e vinte quatro semanas de inicio da TARV, a FMD aumentou
0,74% (p< 0,003) e 1,48% (p< 0,001), respectivamente (Torriani et al., 2008).

3.2 DISFUNCAO ENDOTELIAL EM PORTADORES DO HIV E/OU HCV

3.2.1 HIV e Dislipidemia

Dados recentes levantaram preocupacdes de que TARV esta associada a manifestacdo
precoce da DAC (Hirlimann et al., 2005). Em particular, os IP tém sido associados a
alteragBes metabdlicas, tais como a resisténcia a insulina, anomalias do metabolismo de
lipidos e lipodistrofia, e favorecimento do processo de calcificagdo de artérias coronérias
(Harlimann et al., 2005).

Mesmo antes do advento da TARV, ja haviam sido descritas alteracdes desfavoraveis
do perfil lipidico como diminuicdo dos niveis séricos de colesterol total (CT), e de suas
fracdes de alta densidade (HDL), ou baixa densidade (LDL), elevacao de triglicerideos (TG),
além de perda da funcdo anti-aterogénica do HDL (Falutz, 2011). Esses eventos sdo atribuidos
a inflamagdo cronica, e igualmente descritos em outros estados pro-inflamatérios, com
aumento do catabolismo dessas particulas, perda ponderal e piora do estado nutricional dos
pacientes (Falutz, 2011). Ocorre apoptose do tecido adiposo periférico, com lipoatrofia
periférica e lipohipertrofia visceral, aumentando o aporte de &cidos graxos livres ao figado e a
sintese hepatica de triglicerideos (Falutz, 2011). A adicdo de drogas antirretrovirais apenas
agrava estas alteragdes (Falutz, 2011). Os antirretrovirais aumentam o LDL, principalmente
suas porcOes pequenas e densas, mas pouco aumentam o HDL. Os IPs e os Inibidores
Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INTR), inibem a DNA polimerase mitocondrial,

levando a deplecdo de DNA mitocondrial e disfungéo respiratoria mitocondrial (Falutz, 2011).
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Essas alteragbOes parecem estar intimamente envolvidas com o desenvolvimento de
lipodistrofia, em conjunto com fatores genéticos e ambientais (Falutz, 2011).

Na auséncia de protocolos especificos para manejo de dislipidemia em portadores do
HIV, o Ministério da Saide do Brasil, bem como outras entidades internacionais, tém
recomendado a utilizacdo dos mesmos critérios de manejo do NCEP — ATP Ill (National
Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel III) e a estratificagdo de risco
cardiovascular conforme o ERF (Brasil, 2013; Stein, 2012; Lundgren et al., 2008). Esse
escore é método robusto de estimativa de risco cardiovascular, construido através de estudo
de base populacional e universalmente aceito (Stein, 2012). No entanto, ao ser empregado em
pessoas infectadas pelo HIV ndo leva em consideracdo as caracteristicas proprias da infeccao,
com interferéncia adicional pelo tempo de uso de TARV. (Law et al., 2006).

Tem se observado que o risco de 6bito por DCV é maior do que o risco por doengas
definidoras de AIDS, em individuos com niveis satisfatérios de linfocitos CD4 (Friis-
Magller et al., 2003). Além disso, o uso de TARV parece aumentar a prevaléncia de fatores de
risco cardiovascular (Hurlimann et al., 2005). Mesmo assim, a diretriz atual para uso de
TARYV recomenda que seja iniciada, independente dos niveis de linfocitos CD4, para todos 0s
pacientes com alto risco cardiovascular (ou seja, maior do que 20% a chance de 6bito em 10
anos pelo ERF) (Brasil, 2013). A interpretacdo é que o beneficio da preservacdo do sistema
imune seja superior ao incremento de risco cardiaco (Brasil, 2013). Manejo de dislipidemia
para reduzir risco de DAC em individuos infectados pelo HIV é o mesmo empregado na
populacdo em geral, uma vez que a pedra angular consiste no tratamento com estatinas e em
intervencdes no estilo de vida (Stein, 2012). Os valores de referéncia propostos para 0s
lipidios séricos para adultos portadores do HIV estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de LDL-meta e indicacéo de terapia conforme recomendagdo NCEP
Fatores de risco (FR)

Valores limites para

Risco DCV (-10 anos/risco) LDL meta (mg/dL) terapia (mg/dL)
Alto 0 <100

(Muito alto) DCV (>20%/10 anos) (< 70) >100
Moderado alto 2+ FR (10-20%/10 anos) <130 >130
Moderado 2+ FR (< 10%/10 anos) <130 >130
Baixo 0-1 fatores de risco <160 >190

Adaptado de: National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel III (Stein, 2012).
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3.2.2 HIV e disfuncdo endotelial

A disfuncdo endotelial pode contribuir para o aumento de DCV em individuos
infectados pelo HIV (Mu et al., 2007), tratando-se de evento inicial da aterogénese (Deanfield
et al., 2007; Masia et al., 2007). Em individuos com DCV estabelecida ou apenas com fatores
de risco, a disfuncédo endotelial tem valor preditivo para a progressdo ou surgimento de novos
eventos (Widlansky et al., 2003). Entre outros fatores, niveis elevados de homocisteina foram
associados com um aumento no risco para doencas vasculares ateroscleroticas, por induzir
lesGes no endotélio vascular (Eikelboom et al., 1999; Wald et al., 2002) independentemente
dos fatores de risco tradicionais (Boushey et al., 1995).

Individuos infectados pelo HIV, com ou sem TARV, apresentam maior prevaléncia de
disfungéo endotelial do que a populagdo em geral (Solages et al., 2006; Stein et al., 2001).
Disfuncdo endotelial atua precocemente na aterogénese, no comportamento dindmico da placa
e como preditor de eventos cardiovasculares futuros (Deanfield et al., 2007; Yeboah et al.,
2007).

Apesar de propiciar melhor progndéstico e maior qualidade de vida, o advento de
TARYV pode contribuir para elevacdo do risco de DCV (Hurlimann et al., 2005), diretamente
relacionado com a prevaléncia de alteracfes metabolicas - dislipidemia, resisténcia periférica
a insulina, sindrome metabdlica (Hurlimann et al., 2005). Estes efeitos podem contribuir para
agravar a lesdo ao endotélio vascular e com isso favorecer a aterogénese (de Larranaga et al.,
2003).

ECR, em portadores do HIV, mostrou que a reducdo homocisteina com suplementacédo
de AF melhorou a funcdo vascular em individuos com uso regular de TARV (Grigoletti et al.,
2013).

3.2.3 HCV edislipidemia

O HCV possui uma relacdo peculiar com o metabolismo lipidico, porque a circulagao
de particulas virais ocorre em ligagdo com lipoproteinas séricas (Negro, 2010). Alem disso, 0s
lipidios sdo essenciais para o ciclo de vida do HCV. E, em ultima instancia, porque alguns
gendtipos do virus estdo intimamente associados com acumulo severo de TG no figado,
cursando com esteatohepatite (Negro, 2010). A ligacdo do HCV com as lipoproteinas tem um
significado biologico bastante preciso, ndo somente por proporcionar a condi¢do para a

viremia e infectividade, mas porque o virus se utiliza dos lipidios como mediadores de
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processos para a efetivacdo da infeccdo, carreando as particulas virais da circulacdo para o
interior dos hepatdcitos através dos seus receptores de entrada e efluxo celular (Negro, 2010).
As lipoproteinas participam intimamente do ciclo de vida do virus em diferentes niveis, como
cofatores para a replicacdo, como componentes da membrana especializada onde a replicacdo
ocorre, ou mesmo como componente das particulas virais lipidicas, estruturas esféricas de
tamanhos variando entre 50 e 150 nm contento virions infectantes e particulas lipidicas de
baixa densidade altamente enriquecida com TG (Negro, 2010).

Os niveis sericos de CT, HDL, LDL e TG costumam ser mais baixos nos individuos
portadores do HCV do que em controles soronegativos (Butt et al., 2009). Varias hipoteses
sdo postuladas para explicar estes achados e incluem a ligagdo do virus com varias particulas
de colesterol e triglicerideos, montagem prejudicada das lipoproteinas nos hepatocitos e a

entrada do virus nos hepatdcitos pelos receptores de LDL (Butt et al., 2009).

3.3 ACIDO FOLICO E DISFUNCAO ENDOTELIAL

O papel da disfuncdo endotelial sobre o desenvolvimento de aterogénese gerou a
avaliacdo de varias estratégias farmacologicas e ndo farmacoldgicas (Brown e Hu, 2001).
Entre as estratégias farmacoldgicas, incluem-se o uso de inibidores da enzima de converséo
da angiotensina, que impedem a inativagdo de bradicinina, e blogueadores dos canais de
calcio, que atuam reduzindo a contratilidade dos musculos cardiaco e liso (Cooke, 2000). As
estatinas reduzem marcadores de inflamacdo, tais como a proteina C reativa, melhorando a
vasomotricidade endotélio-dependente (Ridker et al., 1998). A terapia de reposi¢do hormonal,
em mulheres, mostrou efeito sobre a funcdo endotelial (Koh et al., 1999), embora tenha sido
associada com concentracOes elevadas de proteina C reativa. Além disso, 0 aumento da
pratica de atividade fisica melhora a fungdo endotelial em individuos com DAC (Hambrecht
et al., 2000). O papel de fatores nutricionais na modulagédo da funcdo endotelial (Brown e Hu,
2001) gerou a investigacdo de acidos graxos e vitaminas antioxidantes (Das, 2015), além do

AF (Jacques et al., 1999) no foco principal da investigagéo.

3.3.1 Acido folico

O folato e AF sdo formas hidrossollveis da vitamina B: o folato ocorre naturalmente

nos alimentos enquanto o AF é a forma sintética desta vitamina sendo encontrado em
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suplementos e alimentos fortificados (Krishnaswamy, 2001). A denominagdo folato tem
origem do latim da palavra “folium” significado de folhas verdes, o que explica a riqueza dele
em alimentos de origem vegetal (Borman, 1999). O folato é necessario na producdo e
manutencdo de novas células, especialmente em periodos de divisdo celular e crescimento
acelerados tais como infancia e gestacdo (Santos, 2013). Adultos e criancas necessitam de
folatos para producdo de glébulos vermelhos e prevencao de anemia (Otten, 2006; Institute of
Medicine, 1998). As fontes mais ricas sdo o figado, os vegetais de folha verde escura, 0s
feijoes, o gérmen de trigo, a gema de ovo, o linho, 0 pdo de trigo integral (Otten, 2006;
Institute of Medicine, 1998). As recomendacdes de ingesta de folatos para adultos com mais
de 19 anos sdo de um consumo diério de pelo menos 400 mcg (Krishnaswamy, 2001; Institute
of Medicine (U.S.)., 1998). O National Health and Nutrition Examination Survey (1988-91) e
o Continuing Survey of Foods Intakes by Individual (1994-96) indicaram que a maioria dos
adultos ndo consome adequadamente folatos (Alaimo et al, 1994; Raiten & Fischer, 1995).

O AF estd envolvido em complexas vias € em um grande ndmero de processos
bioquimicos incluindo atuacdo como cofator para as enzimas implicadas nas reacGes de
metilacao (Crider, 2012). Os processos metabdlicos dependentes de AF sdo influenciados pela
ingestdo dele e de outros nutrientes essenciais como vitaminas B12 e B6. (Borman, 1999;
Crider, 2012). O AF endogeno circulante, sob a forma de 5-metiltetrahidrofolato, é
transportado no plasma ligado inespecificamente a proteinas ligantes de baixa afinidade,
principalmente a albumina, responsavel por cerca de 50% de AF ligado (Bhargava, 2014).
Nos tecidos, o transporte de AF ocorre por sistemas complexos através de carreadores de alta
e baixa afinidade, que se ligam a receptores de AF reduzido e seus analogos inativos. Em
humanos, o AF é excretado na urina e na bile, sob suas formas inativas e ativas, em torno de
100 pg por dia (Crider, 2012; Bhargava, 2014).

Estudos tém sido desenvolvidos sobre a relacdo AF/hiper-homocisteinemia no ciclo de
remetilagdo da homocisteina para produzir metionina (aminoacido essencial) e também na via
de sintese de DNA (Blom, 2011; Symons, 2006). A molécula central destas vias é o
tetrahidrofolato dietético (THF). A primeira metilacdo do THF depende da serina; a partir
dai, a uma enzima prepara 0 composto de AF para doar o grupamento metil (5-metil-THF) a
homocisteina, gerando a metionina (Crider, 2012; Bhargava, 2014). Esta reacdo é dependente
de vitamina B12. Esta via, chamada de remetilagdo, € um ciclo que regenera metionina -
homocisteina — metionina (Crider, 2012). No caso de deficiéncia de AF todas as reacdes de
metilagdo estardo comprometidas em graus variados, dependendo da afinidade da enzima a

molécula respectiva de AF envolvida (Crider, 2012). Varios substratos e intermediarios
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metabdlicos se acumulardo com consequéncias negativas, como elevacdo da concentragdo de
homocisteina plasmatica, associada a significativo aumento do risco de varias doencas
vasculares oclusivas, afetando tanto a estrutura da parede vascular quanto o sistema de
anticoagulacdo sanguinea (Thambyrajah, 2001).

A Figura 1 ilustra o papel do AF no metabolismo e seus possiveis mecanismos para a

prote¢do cardiaca.
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Figura 1. The role of folic acid in 1-carbon metabolism and its potential mechanisms for cardiac protection. The
active metabolites of folic acid, 5,10-methylene tetrahydrofolate (THF) and 5-methyl THF serve as formyl donor
and methyl donors for purine synthesis and methylation reactions, respectively. Besides converting homocysteine
to methionine, 5-methyl THF improves vascular endothelial function by enhancing nitric oxide bioavailability
and protects against oxidative injury. MTHFR indicates methyl tetrahydrofolate reductase; BHy,
tetrahydrobiopterin; NOS, nitric oxide synthase; Bg, vitamin Bg; and B,,, vitamin By, (Tian e Ingwall., 2008).

3.3.2 Acido folico e homocisteina

Niveis elevados de homocisteina foram associados com aumento no risco para

doencas vasculares ateroscleroticas, (Eikelboom et al.,, 1999; Wald et al., 2002),
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independentemente de fatores de risco tradicionais (Boushey et al, 1995).
Hiperhomocisteinemia moderada (concentracdo plasmatica >12 mol/L) acomete cerca de 10%
da populacéo geral e até 40 % dos portadores de doenca vascular, estando associada com risco
aumentado de doencas aterotromboticas (Stanger et al., 2004). Interacdes sinérgicas de
homocisteina com outros fatores de risco (tabagismo, hipertensdo arterial, diabetes mellitus,
hiperlipidemia) produzem aumento do risco (Stanger et al., 2004). Um dos autores sugere que
a determinacdo de homocisteina no plasma deveria ser feita rotineiramente para avaliar o
perfil de risco individual em doentes com DCV. Sugere ainda que a identificacdo de
individuos em risco elevado de doenca vascular seria de particular importancia, pois esses
seriam beneficiarios de tratamento para reduzir os niveis séricos de homocisteina (Stanger et
al., 2004). A Tabela 2 ilustra as principais populacdes em risco de hiperhomocisteinemia, de

acordo com as manifestacdes clinicas.

Tabela 2. Populacdes alvo para triagem de homocisteina sérica baseada no risco

Doenca arterial coronariana Historia familiar (DCV) Idosos (> 50 anos)
Infarto do miocéardio Hipertensdo arterial Vegetarianos
Acidente vascular cerebral Tabagismo Doengas Inflamatérias
Intestinais
Aterosclerose carotidea Diabetes Pré-eclampsia
Doenga arterial oclusiva Insuficiéncia renal Doenca renal
Embolia pulmonar arterial Sindrome Metabolica Abuso de alcool
Trombose venosa Dislipidemia Medicamentos

Adaptada de: Stanger et al., 2004.

Ensaios clinicos randomizados realizados na ultima década mostraram beneficios na
reducdo de disfuncdo endotelial com a suplementacdo de AF e reducdo de homocisteina
(Thambyrajah et al., 2001; Mangoni et al, 2002; Moat et al, 2006; Yilmaz et al., 2007), ou
independente da reducdo de homocisteina (Doshi et al., 2002; Anderson et al., 2006; Title et
al., 2006; Moens et al., 2007). Contudo, a hipétese de que a suplementacdo de AF melhore a
funcdo endotelial e diminua a concentracdo de homocisteina plasmatica em individuos com
DAC permaneceu controversa. Em duas metanalises avaliaram o tema de maneira ampla. Na
primeira, 0s autores concluiram que a suplementacdo com AF, e a consequente reducdo de
homocisteina, ndo cursou com reducdo consistente de risco cardiovascular (Miller,
2010; Yang, 2012), ao passo que na segunda metandlise a conclusdo foi que a suplementacéo

de AF melhorou significativamente a funcdo endotelial e reduziu a concentracdo de
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homocisteina plasméatica em individuos com DAC (Yi, 2014). O detalhamento destes estudos
serd abordado mais adiante.

Em um estudo transversal realizado na Espanha, foram incluidos 145 participantes
infectados pelo HIV (Roca et al., 2012), cujo a média de nivel sérico de homocisteina foi de
11,9 £ 59 umol/L. Entre esses, 54 participantes (37%) apresentavam niveis séricos de
homocisteina acima do limite superior da normalidade (5-15 umol/L) (Roca et al., 2012).
Encontrou-se associacdo entre o nivel sérico elevado de homocisteina e historia familiar de
doenca coronariana precoce (P = 0,027), comportamento sexual de risco para HIV (P =
0,016), coinfec¢do HIV-HCV (P = 0,002), menor nivel sérico de AF (P < 0,001) e de vitamina
B12 (P = <0,001) (Roca et al., 2012).

Em um estudo de casos e controles realizado na Nigéria, foram avaliados 200
participantes, entre os quais 100 casos infectados pelo HIV, virgens de TARV, e 100
controles soronegativos. A concentracdo de AF, no plasma, foi significativamente menor
entre os casos (5,04 mg/l) do que no grupo controle (15,89 mg/l) (P = 0,0002) (Alani et al.,
2010). Em outro estudo, com desenho transversal, realizado em hospital terciario no sul do
Brasil, encontrou deficiéncia de AF em mais de 40% dos individuos infectados pelo HIV
(Castro & Goldani, 2009).

Grigoletti e colaboradores conduziram um ECR, controlado por placebo, em 30
portadores do HIV, comparando os efeitos de quatro semanas de ingestdo diaria de 5 mg de
AF (n=15) ou placebo (n=15) sobre a FMD. Os participantes faziam uso de TARV por pelo
menos seis meses, com carga viral indetectavel e contagem de células CD4 > 200
células/smm?. A funcdo vascular foi avaliada com pletismografia de oclusdo venosa na linha
de base e quatro semanas ap0s, para a determinacdo da FMD na artéria braquial. A
suplementacdo de AF melhorou significativamente a FMD, elevando de 14,9 para 21,2
ml/min/100 ml o nivel sérico, mas 0 mesmo néo foi observado no grupo placebo, para o qual
a variagdo foi de 15,3 para 14,6 ml/min/100 ml (P < 0,001 de interacdo tempo:grupo).
Durante 0 ECR, o regime de TARV ndo foi alterado. Nesse ECR, a suplementa¢do com AF,
pelo periodo de quatro semanas, melhorou a reatividade vascular em individuos infectados
pelo HIV (Grigoletti et al., 2013). Contudo, o ECR né&o avaliou a coinfec¢do HIV-HCV.

Além do efeito do AF na via de metilacdo da homocisteina, ele atua sobre a disfuncao
endotelial por outros mecanismos ndo relacionados a homocisteinemia (Stroes et al., 2000).
Na presenca de quantidades suficientes de cofatores, o AF se liga ao 6xido nitrico endotelial
sintase (eNOS) resultando na producdo de Oxido nitrico, a partir da L-arginina e oxigénio.

Posteriormente, o oxido nitrico se difunde das células endoteliais para as células musculares
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lisas ativando guanosina monofosfato ciclico, o que leva ao relaxamento vascular. A
biodisponibilidade diminuida de cofatores leva ao desacoplamento da eNOS com subsequente
reducdo da formacédo de oxido nitrico e aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio,
0 que leva a disfuncéo endotelial (Stroes et al., 2000). Assim, o AF poderia apresentar efeito
antitrombdtico, independente do efeito de reducdo da homocisteina (Mangoni et al., 2003).

A Figura 2 apresenta 0os mecanismos de acdo do AF sobre a disfuncédo endotelial.
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Fosfato de alta

energia Interagao
N com eNOS
Reducao de
homocisteina Efeito

antitrombodtico

Efeito
\ antioxidante

DISFUNGAO ENDOTELIAL:

Diabetes; hipercolesterolemia;
hiperhomocisteinemia; hipertensao;
tabagismo; DCV; DAC.

Figura 2. Mecanismos de a¢do do 4cido folico (Adaptado de: Moens et al., 2008).

3.3.3 Suplementacdo de acido folico e efeitos na disfuncao endotelial

Em trés metanalises de ECR sobre os efeitos da suplementacdo por AF sobre risco
cardiovascular (Miller et al,, 2010; Yang et al., 2012; Yi et al,, 2014) os resultados serdo
apresentados a seguir.

Miller e colaboradores publicaram uma metanalise avaliando o impacto da

suplementacéo de AF sobre DCV, DAC, acidente vascular encefélico, e sua interacdo com 0s
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niveis séricos de homocisteina. A estratégia de busca abrangeu o periodo compreendido entre
janeiro de 1966 a julho de 2006, sem restrigdo de idioma. Os critérios de inclusdo foram: (1)
ECR; (2) intervencdo com suplementacdo de AF; (3) grupos de intervencdo e controle
relatando o nimero de eventos para DCV, DAC, acidente vascular encefalico, ou mortalidade
por qualquer causa; e (4) intervencdo com duracdo de pelo menos seis meses. Foram
excluidas: mulheres gréavidas, criancas e os individuos com doenca renal em estagio final.
Foram analisados 14 ECRs, a maioria deles realizados na Europa e nos Estados Unidos. O
numero total de participantes randomizados nos quatorze ensaios foi 38.941, com ensaios
individuais que variaram de 240 a 12.064 participantes. As doses de AF variaram entre de 0,5
a 5 mg/dia. Trés estudos utilizaram suplemento isolado de AF, e os demais onze estudos
utilizaram AF em combinacdo com vitamina B12 e/ou B6. Dois ECR foram realizados em
paises com programas de fortificacdo mandatdria de AF (Estados Unidos e Canada), e outros
dois estudos em paises sem fortificacdo. O seguimento durou entre seis e 84 meses. Os
resultados da metanalise mostram que a suplementacdo com AF ndo teve nenhum efeito
global sobre DCV, mortalidade, ou acidente vascular enceféalico. Analises adicionais
mostraram maior risco de eventos cardiovasculares com a suplementacdo de AF, em
participantes que tinham altos niveis de homocisteina no inicio do estudo. Uma possivel
explicacdo para os efeitos nulos da suplementacdo sobre os desfechos, é que varios ECR
foram conduzidos em paises com programas de fortificacdo de AF nos alimentos consumidos
pela populacdo. A magnitude da reducdo da homocisteina plasmatica é dependente da
concentracdo de homocisteina na linha de base e das concentracfes de AF pré-tratamento. No
entanto, apenas quatro de quatorze ECR foram conduzidos em paises com fortificacdo.
Anélises estratificadas de subgrupos por status de fortificacdo ndo demonstraram diferencas
significativas nos valores de homocisteina (P=0,83), nem para risco de eventos
cardiovasculares (P=0,17), entre paises com ou sem fortificacio de AF. Sendo assim,
concluiu-se que a suplementacdo com AF ndo deve ser recomendado como um meio de
prevenir DCV ou acidente vascular encefalico (Miller et al., 2010).

Yang e colaboradores (Yang et al, 2012) através de uma busca estruturada no
PUBMED, EMBASE e Cochrane, identificaram 26 ECRs, entre 0s quais constavam 0s
quatorze ECRs avaliados por Miller, em 2010. A estratégia de busca utilizada abrangeu o
periodo compreendido entre 1966 e 2012, sem restricdo de idioma. Os critérios de inclusdo
foram: (1) ECR; (2) intervengdo com suplementacdo de AF com ou sem adicdo de vitamina
B; (3) relato de pelo menos um evento entre: DCV, DAC, acidente vascular encefalico; e (4)

intervencdo com duracdo de pelo menos seis meses; (5) qualquer idade e ambos 0s sexos. Na
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andlise, foram incluidos 58.804 individuos, com 30.323 (52%) participantes no grupo
intervencdo e 28.481 (48%) no grupo controle. A conclusdo foi que a suplementacdo com AF
ndo foi associada com mudanca significativa no risco de DCV (RR: 0,98; 0,95-1,02; P=0,36),
DAC (RR: 1,03; 0,98-1,08; P=0,23), e mortalidade por todas as causas (RR: 1,00; 0,96-1,04;
P=0,92). Contudo, a metanalise identificou tendéncia para a diminui¢do do risco de acidente
vascular encefalico (RR: 0,93; 0,86-1,00; P=0,05). Na analise estratificada, a Unica
heterogeneidade significativa encontrada foi reducéo do risco de acidente vascular encefalico
no grupo com fortificacdo (RR: 1,07; 0,92-1,25) versus o grupo sem tal medida (RR: 0,88;
0,81-0,96) (P para heterogeneidade = 0,03). Os autores concluiram que poderia haver um
beneficio modesto da suplementacdo de AF na prevencdo de acidente vascular encefélico
(Yang et al., 2012).

Em 2014 foi publicada outra metanéalise, com nUmero de estudos menor em
comparacdo com as anteriormente citadas (Yi et al,, 2014). A estratégia de busca foi realizada
no PUBMED, no periodo entre 1966 e 2012, utilizando os termos acido félico ou folato,
totalizando mais de 40 mil estudos. Em seguida foram utilizados limites (disfunc¢éo endotelial
e homocisteina) limitando a 475 estudos; com a inser¢cdo de DAC ou DCV, o nimero de
artigos foi limitado a 104 estudos, entre os quais 23 ECRs. Oito estudos mencionavam AF ou
folato em seu titulo ou resumo, porem dois estudos foram excluidos por dados inapropriados.
Os critérios de inclusdo foram: (1) ECR; (2) intervencdo com suplementacdo de AF; (3)
individuos com DAC estabelecida; e (4) intervencdo com duracdo de quatro a dezesseis
semanas; (5) homocisteina dosada; (6) informacdo sobre FMD. Na analise, foram incluidos
377 individuos, com 191 (51%) participantes no grupo de intervencdo e 186 (49%) no grupo
controle. Os autores concluiram que a suplementacdo de AF, por pelo menos quatro semanas,
reduziu os niveis de homocisteina, e cursou com melhora da FMD em individuos com DAC.
Contudo, a metandlise incluiu apenas seis ECRs e na discussdo do artigo, os autores
apontaram vieses na conducdo desses ECRs, 0 que pode limitar a validade interna do estudo
(Yietal,, 2014).

Por fim, em funcdo de controversia no beneficio da suplementacdo de AF sobre a
funcdo endotelial, uma avaliacdo critica sugeriu que o0s resultados controversos podem
decorrer da procedencia do estudo ser de paises com ou sem programas de fortificagdo
alimentar com AF. A fortificagdo elevaria o nivel populacional de folato e a suplementacéo
com AF tenderia a positividade em regibes com baixo folato e o resultado seria nulo em

regides de altos niveis de folato (Rimm & Stampfer, 2011). Além disso, os autores reforgaram
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limitacdes inerentes de uma metanalise, que podem gerar interpretacfes equivocadas baseadas
em ECRs com limitagcGes metodoldgicas. Os autores concluiram que por mais que centenas de
estudos tenham investigado a associacdo entre homocisteina e DCV durante as ultimas
décadas e que os resultados de ECR e estudos observacionais sejam discrepantes, o tema nédo

esta totalmente elucidado (Rimm & Stampfer, 2011).
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4 - JUSTIFICATIVA

Individuos infectados pelo HIV ou HIV-HCV tém apresentado maior sobrevida,
porém com aumento da morbidade e mortalidade associada a DCV. A disfuncéo endotelial é
um marcador precoce de aterogénese, podendo ser alvo de terapia preventiva. A administracao
de AF tem demonstrado algum beneficio em individuos com risco para DCV, especialmente
aqueles com hiperhomocisteinemia.

Até o presente, poucos estudos ofereceram informacfes consistentes sobre
intervencdes farmacoldgicas que minimizem disfuncdo endotelial, em individuos infectados
pelo HIV ou HIV-HCV. E a administracdo de AF mostrou efeito benéfico sobre a disfuncao
endotelial em infectados pelo HIV, mas individuos coinfectados ndo foram avaliados.
Portanto, o presente estudo buscou confirmar se a terapia de suplementacdo com AF esta
associada com reducdo de homocisteina e disfuncdo endotelial, e avaliar se esses efeitos estdo

presentes em individuos coinfectados por HIV-HCV.
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5-0OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

o Determinar o efeito da suplementacdo de AF por quatro semanas na funcéo endotelial
de individuos infectados pelo HIV ou HIV-HCV.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Verificar os efeitos da suplementacdo com AF sobre a variacdo de resposta vascular,
através da avaliacdo da FMD da artéria braquial durante hiperemia reativa, estratificada de
acordo com status de infecgdo (HIV ou HIV-HCV);

o Verificar os efeitos da suplementacdo com AF sobre os niveis de homocisteina sérica,
durante o seguimento dos participantes, de acordo com seu status de infeccdo (HIV ou HIV-
HCV);

o Verificar os efeitos da suplementagcdo com AF sobre 0s niveis de vitamina B12 sérica,
durante o seguimento dos participantes, de acordo com seu status de infeccdo (HIV ou HIV-
HCV);

o Verificar os efeitos da suplementacdo com AF sobre os niveis de pressao arterial
sistdlica e diastolica, durante o seguimento dos participantes, de acordo com seu status de
infeccdo (HIV ou HIV-HCV).
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RESUMO:

Contexto: A suplementacdo de acido folico (AF) melhora a funcdo endotelial de individuos
infectados pelo HIV em uso continuo de terapia antirretroviral (TARV). A literatura ndo
demonstra com clareza esse beneficio em individuos coinfectados HIV-HCV.

Introducdo: Individuos infectados pelo HIV ou HIV-HCV apresentam um conjunto de
condicdes que podem levar a disfungédo endotelial. Estudos demonstram que a administracao
de AF possui efeitos benéficos sobre a funcdo endotelial de diferentes populagGes com risco
cardiovascular, inclusive em monoinfectados pelo HIV.

Objetivo: Determinar o efeito da suplementacdo de AF por quatro semanas sobre a dilatacéo
mediada pelo fluxo (FMD) na artéria braquial em individuos infectados pelo HIV ou HIV-
HCV em uso continuo de TARV.

Delineamento: Ensaio clinico randomizado (ECR), e controlado por placebo.

Local: Ambulatério de doencas infecciosas do Hospital Universitario de Santa Maria, Santa
Maria, sul do Brasil.

Populacdo: Foram avaliados 69 individuos com idade entre 18-50 anos, de ambos 0s sexos,
com infeccgdo pelo HIV ou coinfectados pelo HCV, em TARV e com carga viral indetectavel
ha mais de seis meses. Excluiram-se participantes com Diabetes Mellitus, infarto agudo do
miocardio, revascularizacdo miocéardica, ou acidente vascular enceféalico prévios, com
creatinina >1,5 mg/dL, diagndstico clinico, ecografico, endoscdpico ou laboratorial de cirrose
hepatica, em uso de estatinas, fibratos, terapia de reposicdo hormonal, sulfonamidas,
suplementos vitaminicos, ou AF nos ultimos 30 dias. Adicionalmente foram excluidas
mulheres gravidas, e participantes de outro ECR.

Intervencédo: Individuos alocados para o grupo intervencdo receberam AF, cinco mg (5 mg),
via oral, em dose Unica diaria, pela manhd, durante quatro semanas. Os participantes alocados
para grupo placebo receberam orientagdo para seguir a mesma posologia, sendo 0s
comprimidos indistinguiveis em cor, aroma, sabor, forma e tamanho.

Desfechos: Utilizaram-se as variagGes nos niveis de homocisteina, vitamina B12 e na FMD
na artéria braquial, aferida por Doppler, obtidos na randomizacao e ao final do seguimento.
Resultados: Realizou-se o rastreamento de 239 participantes, sendo 72 elegiveis, 69
randomizados e 68 acompanhados, entre outubro de 2012 e julho de 2013. Tanto para
participantes HIV, quanto para coinfectados pelo HCV, foi observado aumento significativo
dos valores de AF nos grupos que receberam a intervengdo (P<0,001). A variacdo de

homocisteina foi negativa, independente do status de infecgédo, para 0s grupos que receberam
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intervencdo. Contudo, variagdo positiva de AF e variacdo negativa de homocisteina ndo foram
acompanhadas de alteracbes na FMD nos participantes HIV (P=0,9), e apresentaram
tendéncia de variacdo negativa na FMD nos participantes HIV-HCV (P=0,07).

Conclusio: em individuos infectados pelo HIV, a administragdo de AF reduziu homocisteina
sérica, mas ndo modificou FMD na artéria braquial. Em individuos coinfectados HIV-HCV o
efeito da administragdo de AF reduziu a homocisteina sérica, mas pareceu piorar a disfungao
endotelial.

Palavras chave: HIV/AIDS, Disfuncio endotelial, HCV, EMD, Acido Folico.

Introducéo

Individuos infectados pelo HIV apresentam risco de desenvolver doenca arterial
coronariana (DAC) associado a presenca de fatores de risco tradicionais, como Diabetes
Mellitus e hipertensdo arterial 2. O uso de TARV altera o perfil metabdlico dos pacientes
infectados @, gerando um estado de inflamagéo cronica e ativagdo imune relacionada ao HIV
“_Contudo, os mecanismos envolvidos ndo estdo completamente elucidados ©©.

Em individuos com DAC, ndo infectados pelo HIV, niveis elevados de homocisteina
foram associados a maior taxa de eventos vasculares e mortalidade (. O efeito deletério da
homocisteina sobre a parede vascular, seja por alta reatividade ou producdo de fibrose na
camada intima, parece ser mais acentuado na presenca de doenca cardiovascular (DCV)
estabelecida ® e constitui etapa inicial no desenvolvimento de disfuncdo endotelial. A
inclusdo de niveis plasméticos de homocisteina na predicdo de mortalidade em 10 anos, pelo
escore de Framingham, permite reclassificar individuos com risco moderado ©. Niveis
elevados de homocisteina parecem ser mediados pela deficiéncia de AF e vitamina B12 %19,
0S quais participam como substratos na via de metilacdo da mesma.

Em individuos infectados pelo HIV a homocisteina tem sido pouco estudada ¥,
assim como o efeito da administracdo de AF ou seu precursor - &cido folinico — ™. Além
disso, a associacdo entre niveis de homocisteina e coinfeccdo HIV-HCV foi determinada em
estudo observacional ** e apenas um ECR avaliou sua variagdo mediante suplementacéo de
AF versus placebo ¥, Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito, a curto prazo, da
suplementacdo de AF sobre niveis de homocisteina, vitamina B12 e FMD em individuos
infectados pelo HIV e coinfectados pelo HCV, sob TARV.
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Participantes e Métodos

Desenho do estudo

Realizou-se um ECR, controlado por placebo, com cegamento de médicos,
participantes e pesquisadores, no qual os participantes foram randomizados, com taxa de

alocacdo de 1:1, para receberem AF ou placebo, durante quatro semanas.

Participantes

Foram arrolados individuos infectados pelo HIV, acompanhados no ambulatério de
doencas infecciosas, do Hospital Universitario de Santa Maria, no sul do Brasil, com idade
entre 18-50 anos, de ambos os sexos, com infeccdo pelo HIV ou coinfectados por HIV-HCV,
em TARV e com carga viral indetectdvel ha mais de seis meses. Excluiram-se participantes
com Diabetes Mellitus, infarto agudo do miocéardio, revascularizagdo miocéardica, ou acidente
vascular encefalico prévios, com creatinina >1,5 mg/dL, diagnéstico clinico, ecografico,
endoscépico ou laboratorial de cirrose hepatica, em uso de estatinas, fibratos, terapia de
reposicdo hormonal, sulfonamidas, suplementos vitaminicos, ou AF nos ultimos 30 dias.

Adicionalmente foram excluidas mulheres gravidas, e participantes de outro ECR.

Intervencéo

Individuos alocados para o grupo intervencao receberam AF, cinco mg, via oral, em
dose Unica diaria, administrada pela manhd, durante quatro semanas. Os participantes
alocados para grupo placebo receberam orientacdo para seguir a mesma posologia, sendo 0s
comprimidos indistinguiveis em cor, aroma, sabor, forma e tamanho. A manipulagdo dos
comprimidos foi realizada por farmacéutico, utilizando um unico lote do AF ou placebo, em
laboratdrio independente, ndo envolvido no estudo, e os frascos contendo 30 comprimidos

foram identificados por codigo alfanumérico e armazenados.

Desfechos

Utilizaram-se como desfechos as variagfes nos niveis de homocisteina, vitamina B12

e na FMD durante a hiperemia reativa, aferida por Doppler, na artéria braquial, obtidos na
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randomizacdo e ao final do seguimento. Caracterizou-se a FMD pela variacdo do fluxo
arterial médio, medida pelos didmetros vasculares basal e de pico.

Tamanho amostral

Realizou-se calculo de tamanho da amostra a partir dos resultados obtidos por ECR
prévio ¥, que empregou pletismografia na afericdo da FMD. Estimando-se uma diferenca de
pelo menos 6% entre 0s grupos intervencédo e placebo, com desvio padrédo variando entre 5%
e 7%, seria necessario randomizar pelo menos 17 individuos por grupo, por status de infecgéo,
para obter-se poder de 80% e intervalo de confianca de 95%.

Andlise estatistica

Anaélises foram realizadas por intengdo de tratar, utilizando-se o programa IBM SPSS
Statistics for Windows (versdo 21,0, 2012; IBM Corporation, Armonk, NY, USA). As
dosagens de homocisteina, vitamina B12, FMD e das demais variaveis laboratoriais e pressao
arterial foram comparadas através de ANOVA para medidas repetidas, testando-se a interacao
tempo: tratamento. Foi testada a interag@o para a condigéo status da infeccéo e na auséncia de
interacdo a andlise permitiu desconsiderar o status da coinfeccdo. A significancia estatistica

foi estabelecida por nivel de significancia inferior a 0,05 (bi-caudal).

Randomizacdo e sigilo da alocacdo

A alocacao dos participantes foi feita através de randomizacdo estratificada pelo tipo
de infec¢cdo: HIV ou HIV-HCV, com blocos de tamanhos variados (quatro e seis), gerada no
Random allocation software, previamente ao inicio do estudo, por pesquisador ndo envolvido
no atendimento dos participantes. A Figura 1 apresenta o diagrama de fluxo do estudo
segundo a alocacdo para um de quatro grupos (HIV-intervencdo, HIV-HCV-intervengéo,
HIV-placebo HIV-HCV-placebo).

Assegurou-se o sigilo da alocagdo mantendo-se a liberacdo de codigos via central
telefonica de randomizacgdo, mediante o fornecimento de nome completo e data de nascimento
do participante, e cegamento de toda a equipe de pesquisa e dos participantes. O

consentimento informado foi obtido antes da randomizagéo do participante.
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Procedimentos

Participantes foram avaliados por médicos certificados utilizando questionario
padronizado, medidas antropométricas e pressao arterial, sendo essas aferidas em duplicata e
triplicata, respectivamente. Caracteristicas demograficas, socioecondmicas, estilo de vida e
eventos adversos foram obtidos através de entrevista; enquanto status da infecgdo,
comorbidades e uso de antirretrovirais foram coletados de registros ambulatoriais. Amostras
de sangue foram coletadas ap0s a randomizacdo e na avaliacdo, ao final do ensaio clinico,
para dosagens plasmaticas de AF, vitamina B12 e homocisteina, além de colesterol total,
colesterol-HDL, triglicerideos, glicemia de jejum e creatinina.

Peso e estatura foram aferidos utilizando balanca eletrénica (Balanca Personal 180,
Filizola®, S&o Paulo, Brasil), com precisdo de 100 gramas, e estadiometro acoplado, com
precisdo de um cm. Presséo arterial foi aferida de forma padronizada, utilizando-se monitor
oscilométrico (OMRON HEM-705 CP, OMRON, Matsuzaka, Mie, Japdo), com manguito
adequado a circunferéncia do braco.

A funcdo endotelial foi avaliada por FMD, obtida pelo didametro basal e de pico apos
hiperemia reativa, utilizando ultrassonografia de alta resolugdo com Doppler (Esaote
MyLab25Gold, Esaote Healthcare., Genova, Italia) de acordo com técnica recomendada *®
1) Cada participante foi orientado a ndo consumir produtos ricos em cafeina, abster-se de
tabaco e suspender uso de medicamentos de acdo cardiovascular por pelo menos 24 horas
prévias a avaliacdo da FMD. Em jejum de 8 horas, e apds 30 minutos de repouso em sala
silenciosa e com temperatura constante de 22 °C, a artéria braquial foi identificada em torno
de cinco centimetros acima da fossa antecubital, com um transdutor linear multifrequencial
(10 a 12 MHz). O ponto exato de visualizacdo foi medido e marcado para repeticao futura.
Um manguito de pressdo no antebraco ipsilateral foi inflado até 20 mmHg acima da pressédo
arterial sistolica e mantido inflado por 5 minutos. Apds deflacdo do manguito e inducdo de
hiperemia reativa, diametro da artéria braquial e a velocidade de pico sistolico do fluxo foram
continuamente registrados até 120 segundos. As médias de trés medidas consecutivas de
ambas as variaveis foram calculadas a partir do tempo zero (basal) a cada 4 segundos até o
vigésimo segundo, e depois a cada 10 segundos até 120 segundos pds-deflacdo do manguito
no antebraco *”. FMD foi calculada como o percentual méaximo de mudanca do didmetro
arterial em relagdo ao basal. Todas as imagens obtidas foram analisadas por investigador

cegado nédo envolvido na avaliagdo dos participantes ou analise dos dados.
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Aspectos éticos

O estudo foi realizado em conformidade com as normas internacionais de ética da
Declaracdo de Helsinque e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal
de Santa Maria. Os participantes aceitaram participar e assinaram consentimento livre e
esclarecido. O ensaio clinico foi submetido a plataforma do Registro Brasileiro de Ensaios
Clinicos (ReBEC), sendo aprovado sob nimero de registro: RBR-9366qc.

Resultados

Realizou-se o rastreamento de 239 participantes, sendo 72 elegiveis, 69 randomizados
e 68 acompanhados, entre outubro de 2012 e julho de 2013. A Figura 1 mostra que 167
participantes ndo preencheram critérios de elegibilidade, predominantemente por carga viral
detectavel ou idade acima de 50 anos, e trés recusas em participar. Entre os 69 participantes
randomizados, 16 infectados pelo HIV receberam intervencdo e 19 receberam placebo,
enquanto entre os coinfectados por HIV-HCV 17 receberam intervencdo e 17 receberam
placebo. A figura 1 ilustra o fluxograma desde a elegibilidade até a analise dos participantes.

A Tabela 1 mostra que entre individuos infectados pelo HIV, os grupos eram
semelhantes quanto a idade, indice de massa corporal, pressao sistolica e diastélica, colesterol
e fracOes, glicemia, varidveis de interesse e associadas a infeccdo. Contudo, entre
monoinfectados pelo HIV, o grupo intervencdo apresentou maior propor¢do de homens,
menor prevaléncia de tabagismo, niveis de triglicerideos mais baixos, e de AF mais elevado,
comparativamente ao grupo placebo. No grupo de coinfectados pelo HCV recebendo
intervencdo houve menor proporcdo de homens, tabagismo, niveis pressoricos mais elevados,
comparativamente ao grupo placebo, e diferencas nas classes de antirretrovirais. Contudo
essas diferencas nas frequéncias ndo foram estatisticamente significativas.

As Tabelas 2 e 3 mostram a variacdo de AF, homocisteina sérica, vitamina B12, e
FMD, obtido entre o final do seguimento e a linha de base, para participantes infectados pelo
HIV ou em coinfeccdo pelo HCV. Observa-se, na Tabela 2, que entre individuos infectados
pelo HIV houve aumento marcante nos niveis de AF - cerca de 12 ng/ml — no grupo
intervengdo, mas no grupo placebo a variagdo foi minima. Em relacdo a variacdo de
homocisteina, por outro lado, houve reducdo nos niveis plasmaticos no grupo intervencao e
aumento minimo no grupo placebo. N&o houve variagdo significativa nos niveis séricos de
vitamina B12 e FMD.
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Entre individuos coinfectados por HIV-HCV (Tabela 3), a variacdo nos niveis de AF
foi decorrente da elevacgdo no grupo intervencdo (12,6 ng/ml) e redugéo no grupo placebo (0,7
ng/ml). Os niveis de homocisteina aumentaram no grupo placebo e diminuiram minimamente
no grupo intervencdo. Ndo houve variacdo significativa no nivel de vitamina B12 entre os
grupos. Em relacdo ao FMD, houve tendéncia a reducdo percentual no grupo intervencgdo e
aumento no grupo placebo (P=0,07). A anédlise de interacdo tempo: tratamento: status da
infeccdo ndo mostrou associagdo significativa para FMD (P=0,15) e também para
homocisteina (P=0,5).

A Tabela 4 mostra que entre individuos infectados pelo HIV, a variagdo da pressdo
arterial sistolica foi decorrente da elevagdo no grupo intervencao (3,9 mmHg), e diminuicao
(2,8 mmHg) no grupo placebo (P=0,02). Nos individuos coinfectados por HIV-HCV, a
variacdo se deu por elevacao significativa da presséo arterial sistlica no grupo placebo (6,8
mmHg), e reducdo minima no grupo intervencdo (P=0,05). N&o houve variagao significativa
da pressdo diastolica, colesterol total e fracOes, e triglicerideos, nos grupos intervencao ou

placebo, independentemente do status de infeccéo.
Discusséo

A administracdo de AF durante quatro semanas elevou o nivel plasméatico de AF e
reduziu o nivel de homocisteina em individuos infectados pelo HIV e em coinfectados por
HIV-HCV. Contudo, a variacdo de FMD foi diferente entre os grupos HIV e HIV-HCV. Nos
individuos infectados pelo HIV, a elevacdo de AF e reducdo de homocisteina ndo se
acompanhou de melhora da disfungéo endotelial.

Esse resultado diverge daquele obtido em ECR prévio, no qual individuos com
caracteristicas clinicas similares, apresentaram melhora significativa da FMD ap0s
suplementacdo de AF, pelo mesmo periodo de tempo (Grigoletti et al.,, 2013). Entre
potenciais explicacOes, deve ser considerada a diferenca nos métodos de afericdo da FMD,
Doppler de artéria braquial, usado no presente estudo versus pletismografia, empregado no
ECR prévio. Além de seguir recomendac0es atuais para afericdo de FMD (16.17) a5 diretrizes
ndo indicam superioridade de um método frente ao outro “®. Outro aspecto é que as
avaliagdes sdo observador-dependente e nos dois ECRs um unico avaliador realizou 0s
exames, sendo ambos experientes e treinados “°?%. Por outro lado, na analise de FMD
observou-se pequena varia¢do percentual no diametro arterial o que pode ter reduzido o poder

estatistico do estudo. Contudo, analise de todos os participantes segundo o grupo de
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tratamento, independente do status da infeccdo, proveu maior poder estatistico, mas também
ndo foi estatisticamente significativa. Além disso, os niveis de AF na linha de base sugerem
que os participantes talvez estivessem acima do nivel para o qual poderia ser observado
beneficio @Y.

Em individuos coinfectados por HIV-HCV, a administracdo de AF elevou os niveis de
AF, reduziu os niveis de homocisteina, mas apresentou tendéncia a piora da disfuncao
endotelial no grupo intervencdo. A variacdo negativa de FMD em coinfectados sugere
resposta vascular diversa daquela observada em individuos monoinfectados pelo HIV. Dadas
as diferencas observadas na linha de base entre as classes de antirretrovirais, a variagdo
observada na FMD poderia estar associada ao emprego de IP ou ITRNN. Contudo, como
todos os participantes estavam em uso de TARV, essa explicacdo possui carater exploratorio e
deve ser propriamente testada. A analise do impacto de determinada classe de antirretrovirais
sobre os desfechos pode ser limitada pela amostra em cada grupo e status de infecgéo.

A deteccdo de tendéncia a associacao entre administracdo de AF e FMD sugere falta
de poder estatistico, 0 que ndo poderia ser minimizado pela a agregacdo dos grupos
intervencdo e placebo, independente do status da infeccdo. A auséncia de interacdo tempo:
tratamento: status da infec¢do permitiria essa agregacéo dos grupos, mas impediria o teste de
hipoteses - efeito da administracdo de AF em coinfectados pelo HCV.

A reducdo nos niveis de homocisteina entre os grupos AF e placebo, tanto entre
infectados pelo HIV quanto coinfectados pelo HCV, estd de acordo com o observado entre
individuos ndo infectados pelo HIV ??2®. Portanto, nossos resultados confirmam o descrito
por Grigoletti e col. para monoinfectados e sdo originais para coinfectados. Em conjunto,
sugerem que os mecanismos de regulacdo do AF e homocisteina decorrentes da administracao

de AF sdo os mesmos de individuos ndo infectados.

Concluséo

Em conclusdo, em individuos infectados pelo HIV, a administracdo de AF reduz
homocisteina sérica, mas ndo modifica FMD na artéria braquial. Em individuos coinfectados
pelo HCV o efeito da administracdo de AF também reduz a homocisteina sérica, mas parece
piorar a disfuncdo endotelial. Estudos adicionais devem ser realizados, com atencéo especial

ao status de coinfeccdo pelo HCV.
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Avaliados para elegibilidade (n=239)

Exclusdo por:
- carga viral (n=106)
- idade > 50 anos (n=34)

> | - uso de medicamentos (n=13)

- Diabetes Mellitus (n=9)
- gestagdo (n=4)
Recusa em participar (n=3)

Randomizagdo (n=69)

—

HIV (n=35)

HIV-HCV (n=34)

>

Intervengdo (n=16) Placebo (n=19) Intervengdo (n=17) Placebo (n=17)
Perda de Perda de Perda de Perda de
seguimento (n=0) seguimento (n=1) seguimento (n=0) seguimento (n=0)

Analisados (n=16) Analisados (n=18) Analisados (n=17) Analisados (n=17)

Figura 1. O fluxograma apresenta o arrolamento, randomizagao, seguimento e andlise .

Os participantes foram arrolados ap6s atendimento ambulatorial. Individuos que preencheram
os critérios de inclusdo foram distribuidos aleatoriamente para receber placebo ou acido
folinico, de acordo com randomizagdo estratificada pelo status de infecgdo: HIV ou HIV-HCV. O
seguimento foi de quatro semanas até avaliagdo dos desfechos.

53



Tabela 1. Caracteristicas de base [n (%) ou média + DP]

54

HIV HIV-HCV

Placebo Intervencéo Placebo Intervencéo

(n=19) (n=16) (n=17) (n=17)
Sexo (masculino) 8 (42,1) 11 (68,8) 11 (64,7) 9 (52,9)
Idade (anos) 35674 36,8+7,0 39,5+5,7 42,055
Cor branca 11 (57,9) 11 (68,8) 8 (47,1) 12 (70,6)
Escolaridade (anos) 8,9+43 7650 6,6 £29 83+29
Tabagismo 11 (57,9) 7 (43,8) 9 (52,9) 5 (29,4)
Eﬂg;fnezfe massa corporal 243+47 23,6 +3,6 245+29  249%47
Z;eeré‘;)a”e”a' sistolica 1207+136 1203+123 1146+152 1296215
E’r:]erf]sHag)a”e”a' diastolica 7191100  736+94  723:112 830:165
Colesterol total (mg/dL) 1934 +£52,7 1923+43,7 171,3+375 157,8+36,9
Colesterol LDL (mg/dL) 1152+36,9 119,0+36,4 95,7+ 40,5 91,2+ 30,3
Colesterol HDL (mg/dL) 459+1238 49,7+£18,1 4151142 47,7+ 14,1
Triglicerideos (mg/dL) 159,2 + 1454 118,7+78,0 171,1+160,9 954+37,8
Glicemia de jejum (mg/dL) 80,0+6,5 80,7+9,1 87,8+8,7 87,6 £10,6
Acido félico (ng/ml) 74+44 10,7+ 4,2 95+5,3 9,3+39
Homaocisteina (umol/l) 10,5+5,3 10,0+2,3 95141 10,6 £3,3
Vitamina B12 (pg/ml) 382,8+181,2 449,8+166,8 5155+281,3 485,2+1954
Creatinina (mg/dl) 0,8+0,2 0,8+0,1 0,85+0,1 0,85+0,1
Tempo de TARV (anos) 4,7+34 4,8+ 3,6 6,0+ 3,4 6,6 +3,6
Uso atual de ITRN 19 (100,0) 16 (100,0) 17 (100,0) 17 (100,0)
Uso atual de ITRNN 6 (31,6) 7 (43,8) 6 (35,3) 11 (64,7)
Uso atual de IP 13 (68,4) 9 (56,2) 11 (64,7) 6 (35,3)
Linfocitos CD4 (cels/mm3) 532,7+ 2125 5044 %2009 619,2+271,2 535,8+ 2575

DP, desvio padrdo; HDL, colesterol de alta densidade; IMC, indice de massa corporal; ITRN,
inibidor da transcriptase reversa nucleotideo; ITRNN, inibidor da transcriptase reversa ndo
nucleotideo; IP, inibidor de protease; LDL, colesterol de baixa densidade; TARV, terapia

antirretroviral.
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Tabela 2. Parametros da funcéo vascular (média + DP) em infectados pelo HIV

Grupo Depois Antes Delta Valor P
Acido folico (ng/ml)  Intervencio 23,5+1,8 10,7+4,2 128+48 <0,001
Placebo 76142 74144 02+25
Homocisteina (umol/l) Intervencdo 8,1+ 1,7 10,0+ 2,3 -19+22 0,01
Placebo 11,+6,9 10,5+5,3 04+28

Vitamina B12 (pg/ml) Intervencdo 440,5+160,5 4495+172,7 -9,1+91,6 0,22
Placebo 419,6 +211,6 382,8+181,2 36,7+114,4

FMD (%) Intervencdo 13,7+7,7 13,4+£6,5 03+7,2 0,9
Placebo 135+5,3 138+7,2 -0,3+10,3

DP, desvio padrédo; FMD, dilatacdo mediada pelo fluxo.

Tabela 3. Parametros da funcédo vascular (média + DP) em infectados pelo HIV-HCV

Grupo Depois Antes Delta Valor P
Acido félico (ng/ml)  Intervencdo 21,9+4,4 9,3+39 12,6 +59 <0,001
Placebo 8950 95+£53 -0,7+5,6
Homocisteina (umol/l) Intervencdo 9,6 £2,6 10,6 + 3,3 -1,0£3,0 0,003
Placebo 141+75 95+4]1 46+6,6

Vitamina B12 (pg/ml) Intervencdo 504,2 £ 214,3 485,2+ 1955 19,0 + 144,7 0,6
Placebo 511,1+274,0 51552812 -44+974

FMD (%) Intervencdo 11,0+ 34 135+8,1 -25+77 0,07
Placebo 13,9+11,2 10,3 +4,7 3,6+10,8

DP, desvio padrédo; FMD, dilatacdo mediada pelo fluxo.




Tabela 4. Parametros bioquimicos e pressoricos (média + DP)

HIV HIV-HCV
Grupo Depois Antes Valor P Depois Antes Valor P
Pressdo arterial sistolica (mmHg)  Intervengdo 123,4+10,7 1195+123 0,02 1283+213 1296+215 0,05
Placebo 1179+ 14,3 120,7+13,6 121,4+153 1146 +152
Pressdo arterial diastolica (mmHg) Intervencdo 76,0+11,0 72,4+8,3 0,3 848+156 83,0+16,5 0,7
Placebo 725+85 719+100 755+129 723+112
Colesterol total (mg/dL) Intervencdo 194,1+475 1935+450 0,9 1539+36,8 157,8+36,9 04
Placebo 194,3+52,2 193,4+52,7 1720+ 38,4 171,3+375
Colesterol LDL (mg/dL) Intervencdo 118,2+32,6 119,4+37,7 0,7 88,8+28,8 91,2+30,3 0,4
Placebo 116,8+41,1 1152+ 36,9 99,4+339 957+405
Triglicerideos (mg/dL) Intervencdo 138,6 +72,7 124,7+76,9 05 96,3+31,1 954+378 0,5
Placebo 161,7+£156 159,2 + 145 150,3+90 171,1+ 160

DP, desvio padrdo; LDL, colesterol de baixa densidade.
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Papel do acido félico na prevencao de dano ao endotélio vascular: uma revisao.

Resumo:

O acido folico (AF), por ser uma vitamina envolvida em um grande numero de
processos bioquimicos essenciais, também tem importante papel na medicina,
principalmente a partir da sua agédo na metilacdo do DNA. A deficiéncia desta vitamina
tem sido relacionada a hiper-homocisteinemia, em varios estudos. Seu papel ainda é
incerto na prevencdo cardiovascular. A utilizacdo do AF, e sua relagdo com os niveis de
homocisteina sérica, com o proposito de prevenir disfuncdo endotelial é descrito neste
levantamento bibliografico, que tem a intencdo de somar esforcos na direcdo do
estabelecimento de estratégias intervencionistas que reduzam o risco cardiovascular,
especialmente em populacdes com fatores de risco ndo tradicionais, como individuos
com hiper-homocisteinemia ou em portadores do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV).

Métodos: Foi realizada uma revisdo sistematica de literatura na base de dados
PUBMED. Para verificar a agdo do AF sobre o endotélio vascular, foram analisados
aspectos como o tipo de intervencdo (&cido fdlico), método utilizado para medir
disfuncdo endotelial, delineamentos (ensaios clinicos randomizados e metanalises). Os
termos utilizados para tal busca foram: (((((folate) OR folic) OR folinic)) AND ((FMD)
OR flow mediated)) AND ((endothelial) OR endotheli*). Os ECRs deveriam apresentar
AF na intervencdo, e desfecho sobre resposta vascular. As metanalises deveriam

apresentar desfechos sobre risco ou eventos cardiovasculares.

Palavras-chave: acido félico; disfuncdo endotelial; homocisteina; risco cardiovascular;

aterosclerose; HIV.
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Introducéo

Nas ultimas duas décadas foi amplamente avaliado o papel do &cido folico (AF)
na prevencdo de doenca cardiovascular (DCV) %34, Varios estudos relataram efeitos
benéficos do AF sobre a fungdo endotelial ©, um aspecto relevante no estabelecimento
de mecanismos de risco cardiovascular. Estudos observacionais caracterizaram
associacdo entre niveis de AF e morbidade ou mortalidade cardiovascular ©. Contudo,
0s mecanismos de acao do AF sobre o endotélio ndo foram completamente elucidados.

A deteccdo de que a administracdo de AF poderia melhorar a funcdo vascular,
por reduzir os niveis de homocisteina ), levou os estudos a focarem o efeito sobre a
reducdo de homocisteina ®. Contudo, alguns estudos relataram beneficios
independentes de reducdo da homocisteina ©*?. Um niGmero crescente de estudos

revisaram fatores nutricionais, entre eles o AF, associados a prevencdo de DCV 12,
Metabolismo do AF sobre niveis de homocisteina

O folato e AF sdo formas hidrossoliveis da vitamina B. O folato ocorre
naturalmente nos alimentos enquanto o AF é a forma sintética dessa vitamina, sendo
encontrado em suplementos e alimentos fortificados *®. A denominagéo folato tem
origem do latim da palavra “folium” significado de folhas verdes, tendo sua principal
fonte primaria, os alimentos de origem vegetal .

O AF faz parte de vias metabdlicas e processos bioquimicos essenciais para a
vida, incluindo atuacdo como cofator na biossintese de nucleotideos, timidilato e
reacBes de metilagdo™®. Os processos metabdlicos dependentes de AF sdo influenciados
por sua ingestdo e de outros nutrientes essenciais, como vitaminas B12 e B6. ‘9. As
reacOes que requerem AF sdo referidas como reagcdes de metilacdo, incluindo as
envolvidas nas fases de sintese de purinas e pirimidinas, metabolismo de aminoacidos e
na formacdo do doador de grupamento metil, envolvido em mais de 100 reacOes de
transferéncias *®. O AF endégeno circulante, sob a forma de 5-metiltetrahidrofolato, é
transportado no plasma ligado a proteinas de baixa afinidade, principalmente a albumina
(Bhargava, 2014). Nos tecidos, o transporte de AF ocorre por sistemas complexos
através de carreadores de alta e baixa afinidade, que se ligam a receptores de AF. Em

seres humanos, o AF é excretado na urina e bile, em torno de 100 pg por dia >*®),
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A relacdo AF/hiper-homocisteinemia tem sido investigada no ciclo de
remetilacdo da homocisteina para produzir metionina (aminoacido essencial) e na
sintese de DNA ®_ A molécula central dessas vias é o tetrahidrofolato (THF). A
primeira metilacdo do THF depende da serina; a partir dai, a enzima MTHFR prepara o
composto de AF atual (5,10-metilenetetrahidrofolato) para doar o grupamento metil (5-
metil-THF) & homocisteina mediado pela metil sintase, gerando a metionina **?). Essa
reacdo é dependente de vitamina B12. Esta via, chamada de remetilacéo, é um ciclo que
regenera metionina - homocisteina — metionina.

No caso de deficiéncia de AF, todas as reacOes de metilacdo estardo
comprometidas em graus variados, dependendo da afinidade da enzima MTHFR a
molécula envolvida “®. Entre os varios substratos e intermediarios das rotas
metabolicas que se acumulam, destaca-se a homocisteina, associada a risco de doencas
vasculares oclusivas e do sistema de coagulacdo sanguinea . A Figura 1 ilustra o papel
do AF no metabolismo e seus possiveis mecanismos sobre o endotélio vascular, atraves

da remetilagdo da homocisteina para produzir metionina >*®.

Consumo de AF

O folato é o termo genérico para essa vitamina hidrossoltvel do complexo B. O
AF ¢ a forma mais oxidada e estavel de folato, usada em suplementos vitaminicos e
produtos alimentares fortificados %,

A recomendacdo de ingestdo de folato, para individuos adultos é de um consumo
diario de pelo menos 400 mcg 2%, O National Health and Nutrition Examination
Survey (NHANES 111 1988-91) e o Continuing Survey of Foods Intakes by Individual
(1994-96 CSFII) indicaram que a maioria dos adultos ndo consome folato
adequadamente “*?2. Considerando o risco de malformagdes de tubo neural em recém-
nascidos, diversos paises adotaram programas de fortificacio dos alimentos com AF @9

O AF é encontrado em uma grande variedade de alimentos. As fontes mais ricas
sdo: o figado, os vegetais de folha verde escura, os feijdes, o gérmen de trigo, a gema de
ovo, o linho, o pdo de trigo integral “>?®. E absorvido em sua forma livre, por células
da mucosa intestinal do duodeno e jejuno, onde sofre hidrélise, reducdo e metilacéo,
transformando-se na sua forma ativa denominada 5 metil-tetrahidrofolato ®®. E
transportado, ligado a albumina até tecidos e figado, onde é armazenado na forma de

poliglutamato “%. Seres humanos possuem pequena reserva (10 a 15 mg), sendo
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necessario o aporte diario, pois em trés meses o estoque poderia ser esgotado ¥

Alguns grupos populacionais apresentam risco aumentado de caréncia de AF: mulheres

v (262728) - Nestas

(29)

gravidas e criancas “*, portadores de neoplasias , portadores do HI

situacOes supdem-se aumento de consumo ou defeitos na absorcao intestinal do AF
Fortificacdo alimentar com AF

Defeitos do tubo neural sdo a causa da recomendacdo de suplementacdo diaria
de AF, em campanhas de satde ptblica *®. Nos Estados Unidos, Canada e Chile, a
fortificacdo obrigatoria aumentou as taxas de AF a nivel populacional, com reducédo da
frequéncia de defeitos do tubo neural em até 78%. No entanto, muitos paises optaram
por ndo aderir a fortificacdo obrigatoria, seja por aguardarem estudos mais consistentes,
ou por receio de riscos a saude, em especial promocdo de neoplasias pré-existentes, e
mascaramento clinico de deficiéncias de vitamina B12 em populacdes de idosos ®. No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria tornou obrigatoria a fortificagdo das

farinhas de trigo e de milho com ferro e &cido folico, a partir de 2002.
Acéo do AF sobre o endotélio vascular na populagéo geral

Ensaios clinicos randomizados (ECR) realizados na Gltima década mostraram
beneficios na reducdo de disfuncdo endotelial com a suplementacdo de AF e reducéo de
homocisteina ¢*3%*) ou mesmo independente da reducdo de homocisteina 10323334,
Contudo, a hipétese de que a suplementacdo com AF melhore a funcdo endotelial e
diminua a concentracdo de homocisteina plasmatica em individuos com doenca arterial
coronariana (DAC) permanece controversa. Em duas metanalises o tema foi
amplamente discutido. Na primeira, os autores concluiram que a suplementagdo com
AF, e a consequente reducdo de homocisteina, ndo cursou com reducgéo consistente de
risco cardiovascular ®>*, ao passo que na segunda metanalise a conclusdo foi que a
suplementacdo de AF melhorou significativamente a funcdo endotelial e reduziu a

concentracdo de homocisteina plasmatica em individuos com DAC ©”

. O quadro 1
mostra os achados dos principais ECRs, controlados por placebo, que avaliaram
suplementacdo de AF sobre a FMD.

Em trés metanalises de ECRs que avaliaram efeitos da suplementacdo por AF

sobre risco cardiovascular ©>%37) diferentes desfechos foram avaliados. Miller e
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colaboradores publicaram uma metanalise avaliando o impacto da suplementacdo de AF
sobre DCV, DAC, acidente vascular encefélico, e sua interagdo com os niveis séricos de
homocisteina ). A estratégia de busca abrangeu o periodo compreendido entre janeiro
de 1966 a julho de 2006, sem restricdo de idioma. Os critérios de inclusdo foram: (1)
ECR; (2) intervencdo com suplementacdo de AF; (3) grupos de intervencdo e controle
relatando o nimero de eventos para DCV, DAC, acidente vascular encefélico, ou
mortalidade por qualquer causa; e (4) intervencdo com duragdo de pelo menos seis
meses. Foram excluidas: mulheres gravidas, criancas e os participantes com doenca
renal em estagio final. Foram analisados 14 ECRs, a maioria deles realizados na Europa
e nos Estados Unidos. O numero total de participantes randomizados nos quatorze
ensaios foi 38.941, com ensaios individuais que variaram de 240 a 12.064 participantes.
As doses de AF variaram entre de 0,5 a 5 mg/dia. Trés estudos utilizaram suplemento
isolado de AF, e os demais onze estudos utilizaram AF em combinagdo com vitamina
B12 e/ou B6. Dois ECR foram realizados em paises com programas de fortificacéo
mandatéria de AF, e outros dois estudos em paises sem fortificacdo. O seguimento
durou entre seis e 84 meses. Os resultados da metanalise mostram que a suplementacgéo
com AF ndo teve nenhum efeito global sobre DCV, mortalidade, ou acidente vascular
encefalico. Analises adicionais mostraram maior risco de eventos cardiovasculares com
a suplementacdo de AF, em participantes que tinham altos niveis de homocisteina no
inicio do estudo. Uma possivel explicacdo para os efeitos nulos da suplementacao sobre
os desfechos, € que varios ECR foram conduzidos em paises com programas de
fortificagdo de AF nos alimentos consumidos pela populacdo (por exemplo, os Estados
Unidos e Canada). A magnitude da reducdo da homocisteina plasmatica é dependente
da concentracdo de homocisteina na linha de base e das concentracdes de AF pré-
tratamento. No entanto, apenas quatro de quatorze ECR foram conduzidos em paises
com fortificacdo. Analises estratificadas de subgrupos por status de fortificacdo néo
demonstraram diferengas significativas nos valores de homocisteina (P=0,83), nem para
risco de eventos cardiovasculares (P=0,17), entre paises com ou sem fortificacdo de AF.
Sendo assim, concluiu-se que a suplementagdo com AF ndo deve ser recomendado
como um meio de prevenir DCV ou acidente vascular encefalico ©°.

Yang e colaboradores ©® através de uma busca estruturada no PUBMED,
EMBASE e Cochrane, identificaram 26 ECRs, entre 0s quais constavam 0s quatorze
ECRs avaliados por Miller, em 2010 . A estratégia de busca utilizada abrangeu o

periodo compreendido entre 1966 e 2012, sem restricdo de idioma. Os critérios de
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inclusdo foram: (1) ECR; (2) intervengdo com suplementacéo de AF com ou sem adi¢éo
de vitamina B; (3) relato de pelo menos um evento entre: DCV, DAC, acidente vascular
encefélico; e (4) intervencdo com duracgdo de pelo menos seis meses; (5) qualquer idade
e ambos os sexos. Na analise, foram incluidos 58.804 individuos, com 30.323 (52%)
participantes no grupo intervencdo e 28.481 (48%) no grupo controle. A conclusdo foi
que a suplementacdo com AF néo foi associada com mudanca significativa no risco de
DCV (RR: 0,98; 0,95-1,02; P=0,36), DAC (RR: 1,03; 0,98-1,08; P=0,23), e mortalidade
por todas as causas (RR: 1,00; 0,96-1,04; P=0,92). Contudo, a metanalise identificou
tendéncia para a diminuicdo do risco de acidente vascular encefélico (RR: 0,93; 0,86-
1,00; P=0,05). Na anélise estratificada, a Unica heterogeneidade significativa encontrada
foi reducdo do risco de acidente vascular encefalico no grupo com fortificagdo (RR:
1,07; 0,92-1,25) versus o grupo sem tal medida (RR: 0,88; 0,81-0,96) (P para
heterogeneidade = 0,03). Os autores concluiram que poderia haver um beneficio
modesto da suplementacéo de AF na prevencdo de acidente vascular encefalico ©°.

Em 2014 foi publicada uma metanalise, contudo com ndmero menor de ECRs
selecionados ©”. A estratégia de busca foi realizada no PUBMED, no periodo entre
1966 e 2012, utilizando os termos acido folico ou folato, totalizando mais de 40 mil
estudos. Em seguida foram utilizados limites (disfuncdo endotelial e homocisteina)
limitando a 475 estudos; com a inser¢cdo de DAC ou DCV, o nimero de artigos foi
limitado a 104 estudos, entre os quais 23 ECRs. Oito estudos mencionavam AF ou
folato em seu titulo ou resumo, porem dois estudos foram excluidos por dados
inapropriados. Os critérios de inclusdo foram: (1) ECR; (2) intervencdo com
suplementacdo de AF; (3) individuos com DAC estabelecida; e (4) intervencdo com
duracdo de quatro a dezesseis semanas; (5) homocisteina dosada; (6) informacéo sobre
FMD. Na analise, foram incluidos 377 individuos, com 191 (51%) participantes no
grupo de intervencdo e 186 (49%) no grupo controle. Os autores concluiram que a
suplementacdo de AF, por pelo menos quatro semanas, reduziu os niveis de
homocisteina, e cursou com melhora da FMD em individuos com DAC. Contudo, a
metanalise incluiu apenas seis ECRs e na discussdo do artigo, os autores apontaram
vieses na conducéo desses ECRs, o que pode limitar a validade interna do estudo S

Por fim, em funcéo de indefinicdo no beneficio da suplementacdo de AF sobre a
funcdo endotelial, uma avaliacdo critica sugeriu que os resultados controversos podem
decorrer da procedencia do estudo ser de paises com ou sem programas de fortificagdo

alimentar com AF. A fortificacdo elevaria o nivel populacional de folato e a
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suplementacdo com AF tenderia a positividade em regides com baixo folato e o
resultado seria nulo em regides de altos niveis de folato ©®. Além disso, os autores
reforcaram limitacOes inerentes de uma metanalise, que podem gerar interpretacdes
equivocadas baseadas em ECRs com limitagcbes metodoldgicas. Os autores concluiram
que por mais que centenas de estudos tenham investigado a associacdo entre
homocisteina e DCV durante as ultimas décadas e que os resultados de ECRs e estudos

observacionais sejam discrepantes, o tema nao esta totalmente elucidado ©®.
Acéo do AF sobre o endotélio vascular em populacédo HIV

Individuos infectados pelo HIV apresentam risco de desenvolver doenca arterial
coronariana associado a presenca de fatores de risco tradicionais, como diabetes
mellitus e hipertenséo arterial ©>*?. Grigoletti e colaboradores “Y conduziram um ECR,
controlado por placebo, para comparar os efeitos na FMD em 30 portadores do HIV,
apo6s quatro semanas de ingestdo didria de cinco (5) mg de AF (n=15) ou placebo
(n=15). Os participantes apresentaram condi¢des de bom controle da doenca (TARV > 6
meses, com carga viral indetectavel e CD4 > 200 células/ mm?®). A suplementacéo de

AF, comparada ao placebo, melhorou significativamente a FMD (P < 0,017) “Y.

Consideracoes finais

A disfuncdo endotelial é um evento precoce no desenvolvimento de
aterosclerose “?. Nivel elevado de homocisteina induz lesdo de células endoteliais, e
aumenta a expressdo dos participantes-chave da inflamagdo vascular e aterogénese “.
A suplementacdo com AF reduz as concentracdes de homocisteina sérica . Varios
estudos tém mostrado que a reducdo homocisteina com suplementacdo de AF pode
melhorar disfuncdo endotelial ®***3Y inclusive em diferentes populacdes como
infectados pelo HIV “Y. Contudo, metanélises demonstraram que o AF ndo mudou o

risco cardiovascular, DAC, ou mortalidade nessas populagdes (3536),

Na presente
revisdo, foi demonstrado que o efeito benéfico do AF sobre a fungdo endotelial, requer

estudos mais consistentes para definir tal estratégia terapéutica.

Conflito de interesses

Declaramos ndo haver conflitos de interesses.
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Figura 1. The role of folic acid in 1-carbon metabolism and its potential mechanisms for
cardiac protection. The active metabolites of folic acid, 5,10-methylene tetrahydrofolate
(THF) and 5-methyl THF serve as formyl donor and methyl donors for purine synthesis
and methylation reactions, respectively. Besides converting homocysteine to
methionine, 5-methyl THF improves vascular endothelial function by enhancing nitric
oxide bioavailability and protects against oxidative injury. MTHFR indicates methyl
tetrahydrofolate reductase; BH,, tetrahydrobiopterin; NOS, nitric oxide synthase; Bs,
vitamin Bg; and B, vitamin By, (Tian e Ingwall., 2008).
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Estudo Pais N Popula¢do Dose AF / tempo de Método de Resultados
seguimento avaliacdo da FMD
Thambyrajah et al® | Reino Unido | 90 DCV 5mg/ 12 semanas Doppler arterial Melhora da FMD (P=0,07);
Reducdo de Hcy (P <0,001)
Mangoni et al.®® | Reino Unido | 24 Fumantes saudaveis 5 mg / 4 semanas Pletismografia Melhora da FMD (P=0,01);
Reducdo Hcy (P <0,001)
Reducdo PA (P=0,01)
Hirsch et al “? Chile 40 | Homens saudaveis, com niveis | 0,6 mg /8 semanas Doppler arterial N&o melhorou a FMD
normais ou elevados de Hcy.
Doshi et al ®? Reino Unido | 33 DCV 5 mg / 6 semanas Doppler arterial Melhora da FMD (P<0,001) independentemente
dos niveis de Hcy
Woodman et al ©® Australia 42 | Homens saudaveis, com niveis 5mg/ 8 semanas Doppler arterial Nao teve efeitos sobre a FMD;
normais (16) ou elevados (26) Reducéo de Hcy em 34% (P = 0.02)
de Hcy.
Dragoni et al ® Canada 20 Homens jovens e saudaveis 10 mg/ 1 semana Doppler da artéria N&o teve efeitos sobre a FMD
radial
Moat et al ©" Reino Unido | 84 DCV 5mgou0,4mg/6 Doppler arterial Melhora da FMD na dose 5 mg (P < 0,001)
Homens (n=74) semanas As duas doses reduziram os niveis de Hey (P <
0,001)
Title et al "% Canada 19 Diabete Mellitus 10 mg / 2 semanas Doppler arterial Melhora da FMD (P=0,02)
Anderson et al & Canada 34 IRC terminal 50 mg endovenosa, Pletismografia Melhora da FMD (P = 0.017)
semanal / 12 semanas N&o reduziu Hey (P =0,2)
Yilmaz et al ¥ Turquia 60 | DCV e hiperhomocisteinemia | 5 mg ou NAC 600 mg / Doppler arterial Melhora da FMD (AF, P<0,001; NAC, P=0,03).
8 semanas N&o houve diferenca entre as intervengdes (P=0,2)
Moens et al ¥ Bélgica 40 IAM recente (24 com 10 mg / 6 semanas Doppler arterial Melhora da FMD (P<0.001) independentemente
hiperhomocisteinemia) dos niveis de Hcy
Wustmann @ Suiga 36 DCV 1 mg ou rosuvastatina / Doppler arterial Melhora da FMD nos dois grupos
6 semanas Rosuvastatina (P=0,0004)
Vitaminas (P=0,0002)
Grigoletti ®Y Brasil 30 HIV 5 mg / 4 semanas Pletismografia Melhora da FMD (P < 0.001)

Reduc&o de Hey (P < 0.001)

Quadro 1. Principais ECRs, controlados por placebo, que avaliaram suplementacdo de AF sobre a FMD. Legenda: AF: &cido félico ou folinico; DCV, doenca cardiovascular; DM,
Diabete Mellitus; FMD, dilatacdo mediada por fluxo; Hey, homocisteina sérica; |AM, infarto agudo do miocérdio; IRC, insuficiéncia renal crénica; NAC, N-acetilcisteina.
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8. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Nosso estudo forneceu informaces relevantes, do ponto de vista epidemioldgico e
clinico, de uma amostra da populacdo que faz acompanhamento em um centro de referéncia
de servigos de atendimento publico ao HIV/AIDS e Hepatite C na regido sul do Brasil.

Os resultados encontrados mostram que reducGes nos niveis de homocisteina,
desencadeadas por suplementacdo de AF, ocorreram tanto entre infectados pelo HIV quanto
coinfectados pelo HCV. Contudo, as variagdes de resposta vascular, medidas pela FMD,
apresentaram um comportamento diferente entre os individuos, de acordo com seu status de
infecgdo. Em individuos infectados pelo HIV, a administracdo de AF reduziu homocisteina
sérica, mas nao modificou FMD na artéria braquial. Em individuos coinfectados pelo HCV o
efeito da administracdo de AF também reduziu a homocisteina sérica, mas apresentou
tendéncia a piorar a disfuncéo endotelial.

Do ponto de vista epidemioldgico, a regido sul apresenta a maior taxa de deteccdo de
infeccdo pelo HIV na populacdo brasileira. Santa Maria encontra-se entre 0s dez municipios
com maior incidéncia de casos de AIDS no Brasil. O acesso a TARV impactara em melhora
da sobrevida dos portadores do HIV e coinfeccBes. Estes individuos poderdo estar suscetiveis
a disfuncdo endotelial por fatores diversos.

No futuro, estudos adicionais devem ser realizados, para avaliar medidas que
previnam lesdo do endotélio vascular nesses individuos, com atencdo especial ao status de

coinfeccdo pelo HCV.
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ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eficacia da Suplementagdo com Acido Folinico sobre a Fungédo Endotelial de Individuos

Infectados pelo HIV e HIV-HCV: Ensaio Clinico Randomizado

Titulo do projeto: Eficacia da Suplementacdo com Acido Folinico sobre a Funcio Endotelial
de Individuos Infectados pelo HIV e HIV-HCV: Ensaio Clinico Randomizado.

Pesquisador responsavel: Fabio Lopes Pedro

Instituicao: Hospital Universitario de Santa Maria / Servico de Infectologia

Pesquisadores participantes: Helen Minussi Cezimbra

Telefones para contato: 99817900 ou 55-32208538 ou 30286881

Vocé estd sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa.
Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse em tomar a decisao.
Leia cuidadosamente o0 que se segue e pergunte ao responsavel pelo estudo qualquer duvida
que voce tiver. Apds ser esclarecido(a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a
outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera

penalizado(a) de forma alguma.

¢ Esta pesquisa deseja avaliar a funcéo endotelial de pacientes atendidos no ambulatério de
Doencas Infecciosas do HUSM, e verificar se o tratamento preventivo com Acido Folinico
melhora a reacdo de vasos sanguineos. Também fazer exames de sangue (vitamina B12, acido
félico, homocisteina sérica, colesterol total e fracOes, triglicerideos, glicose de jejum) para
saber se estdo normais. Para conhecermos essas alteracfes, 0 paciente serd examinado por
médico. Através desta avaliagdo sera possivel que os pesquisadores conhegam a reacao dos

vasos sanguineos, e assim possam melhorar a qualidade de vida destes pacientes.

¢ Para esse trabalho, vamos vocé devera fazer as seguintes avaliagoes:
e Entrevistar vocé, para obter informacgdes pessoais como idade, sexo, raca, as quais
serdo anotadas em questionario de pesquisa;
e Auvaliagdo de peso, altura, presséo arterial e frequéncia cardiaca;

e Avaliacdo de exames laboratoriais (de sangue);
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e Avaliacdo com Doppler (ultrassom vascular)

¢ Apoés esta avaliagdo vocé receberd um frasco contendo 28 capsulas, as quais podem
conter acido folinico (suplemento vitaminico) ou placebo (“farinha”). Qualquer uma dessas
opcdes pode lhe causar mal estar e sensacdo de desconforto. N&o existem informacdes que o
uso de placebo possa lhe causar maleficio. Por essa razdo estamos buscando compreender se
as pessoas que fizerem uso do &cido folinico terdo algum beneficio no final da pesquisa. No
momento de coletar exames de sangue vocé poderd sentir dor no local da picada da agulha.
Podem ocorrer efeitos que ainda sdo desconhecidos, e por isso estaremos a disposicdo no
HUSM e por telefone.

¢ Vocé sera solicitado a se apresentar duas vezes no periodo de quatro semanas em local
previamente marcado, em horario agendado. Para isso recebera ressarcimento para cobrir
gastos com transporte e recebera uma refeicdo ao término da avaliacdo. Além disso, vocé nao
terd nenhum prejuizo financeiro por participar da pesquisa. Ressaltamos que vocé néo

receberd ajuda financeira (dinheiro ou outros bens materiais) para participar da pesquisa.

¢ Cabe ressaltar que se trata de um estudo experimental testando a possibilidade de que 0
acido folinico (vitamina) pode diminuir o risco de doenca cardiovascular. No entanto,
somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio. Até o presente

momento ndo dispomos de outros métodos alternativos para tal avaliacao.

¢ Se vocé concordar em participar do estudo, seu nome e identidade serdo mantidos em sigilo.
A menos que requerido por lei ou por sua solicitagdo, somente o pesquisador, a equipe do
estudo, Comité de Etica independente e inspetores de agéncias regulamentadoras do governo

(quando necessario) terdo acesso a suas informagdes para verificar as informag6es do estudo).

¢ O estudo tem duracao de quatro semanas. Vocé deve saber que tem total liberdade de
abandonar a pesquisa, e que concordar em participar desta pesquisa ndo vai causar nenhuma
mudanca no tratamento que ja esta sendo feito. Também, caso vocé ndo queira participar
desta pesquisa, isso ndo vai mudar nada o tratamento que possa estar fazendo aqui no HUSM.
Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa

para esclarecimento de eventuais davidas.
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Consentimento da participacdo da pessoa como sujeito

Eu, , abaixo assinado, concordo em participar

do estudo como  sujeito.  Fui

suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo: “Eficacia da Suplementacio com Acido Folinico sobre a Fungio
Endotelial de Individuos Infectados pelo HIV e HIV-HCV: Ensaio Clinico
Randomizado”. Eu discuti com o médico Fabio Lopes Pedro sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

acompanhamento/ assisténcia/tratamento neste Servico.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

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

deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a participagao neste estudo.

Santa Maria , de de 201

Pesquisador responsavel

Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato: Comité de Etica em Pesquisa — UFSM - Cidade
Universitaria - Bairro Camobi, Av. Roraima, n°1000 - CEP: 97.105.900 Santa Maria — RS. Telefone: (55) 3220-9362 — Fax: (55)3220-8009
Email: comiteeticapesquisa@smail.ufsm.br. Web: www.ufsm.br/cep
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ANEXO B

APROVACAO COMITE DE ETICA E PESQUISA - UFSM

@Wﬂp m principal g central de suporf

’ Pesquisador ' [LLGEIL IS Fabio Lopes Pedro - Pesqi

Cadastros Sua sess3o expil

Vocé estd em: Pesquisador = Gerir Pesquisa > Detalhar Projeto de Pesquisa

DETALHAR PROJETO DE PESQUISA

Dados do Projeto de Pesquisa

Titulo da Pesquisa: Ensaio Clinico Randomizado, Duplo Cego, Controlado por Placebo, da Suplementag&o com Acido Folinico sobre a Fung&o Endotelial de Individuos
Infectados pelo HIV efou HCV

Pesquisador: Fabio Lopes Pedro

Area Tematica: Movos procedimentos terapéuticos invasivos;

Versdo: 3

CAAE: 00533612.8.0000.5346

Submetido em: 20/03/2012

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Santa Maria/ Pré-Reitoria de Pos-Graduacdo e Pesquisa
Situagde: Aprovado

Localizagée atual do Projeto: Pesquisador Responsavel

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

Plataforma Brasil - Ministério da Saude

Universidade Federal de Santa Maria/ Pro-Reitoria de Pds-Graduacéo e Pesquisa

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Ensaio Clinico Randomizado, Duplo Cego, Controlado por Placebo, da Suplementac&o com
Acido Folinico sobre a Funcéo Endotelial de Individuos Infectados pelo HIV e/ou HCV

Pesquisador: Fabio Lopes Pedro Versdo: 1

Instituicdo: Universidade Federal de Santa Maria/ Pro- CAAE: 00533612.8.0000.5346
Reitoria de Pos-Graduacéo e Pesquisa

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 7101
Data da Relatoria: 27/03/2012

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Sim

Consideragdes Finais a critério do CEP:

SANTA MARIA, 28 de Margo de 2012

Assinado por:
Félix Alexandre Antunes Soares



ANEXO C

APROVACAO DIRECAO DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO - HUSM

qver

§ UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA u/ '
%, 5‘,"‘ HOSPITAL UNIVERSITARIO DE SANTA MARIA

oo | HUSM

Hospital Univorsitdcio da Sants Maris

PROTOCOLO DE REGISTRO E ACOMPANHAMENTO DE PROJETO: PESQUISA.

N Inscricgo DEPE: J U 8 , 2 0 | { Data:d 712/ 2004
Pesquisador: @EIV;YC&OA()V\%QA{Z& Funcao Md.‘ <o

CPF: 348.245, 640-15" , S|APELfab‘fL{3© Telef.one(S‘S-) L3S
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Inovagdes Tecnoldgicas em Satide () Operacional ( ) Clinica, Basica ( ) Politicas Publicas de Saude ( )
Declaro ter conhecimento das resolucdes n°® 196/96 e n°® 251/97 do Conselho Nacionsl de Satde e
que este projeto n3o esta em desacordo com nenhum dos itens Wf %
/@,e,; Lory feclo ' b
22 Pesquisado s lo Projeto
Car 2801 | T 4! Carimbo ou Siape)

o s ” g
Avaliacio e Aprovacdo Setorial ** %

Atencio Chefia: favor I?r e avaliar as condicoes de realizacdo de Projeto nesse Setor

SETORES ENVOLVIDOS | PARECER | ASSINATURA E CARIMBO DOS RESPONSAVEIS
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OBS: A fonte de financiamento da pesquisa devera estar claramente definida no projeto.
O registro na DEPE nao contempla alocacio de recursos e exames, via HUSM. Caso haja custos Para

o HUSM a forma de ressarcimento devera estar definida no projeto e co cﬁaﬁ) olvido.
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ANEXO D

TERMO DE CONFIDENCIALIDADE

Eficacia da Suplementagdo com Acido Folinico sobre a Fungdo Endotelial de Individuos

Infectados pelo HIV e HIV-HCV: Ensaio Clinico Randomizado

Titulo do projeto: Eficacia da Suplementacdo com Acido Folinico sobre a Fungdo Endotelial
de Individuos Infectados pelo HIV e HIV-HCV: Ensaio Clinico Randomizado.

Pesquisador responsavel: Fabio Lopes Pedro

Instituicdo: Hospital Universitario de Santa Maria / Servico de Infectologia

Telefones para contato: 99817900 ou 55-32208538 ou 30286881

Local da coleta de dados: Ambulatério de Doengas Infecciosas

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a privacidade dos
pacientes cujos dados serdo coletados apds analises laboratoriais (exames de sangue: vitamina
B12, &cido fdlico, homocisteina sérica, colesterol total e fracdes, triglicerideos, glicose de
jejum) e imagens obtidas por Doppler (ultrassom arterial) no Hospital Universitario de Santa
Maria. Concordam, igualmente, que estas informacGes serdo utilizadas Unica e
exclusivamente para execucdo do presente projeto. As informagdes somente poderdo ser
divulgadas de forma andnima, e serdo mantidas na sala nimero vinte e seis do Ambulatério
de Especialidades Clinicas do HUSM, em arquivo protegido por sistema de fechadura, por um
periodo de cinco anos, sob a responsabilidade do Médico Pesquisador Fabio Lopes Pedro.
Ap0s este periodo, os dados serdo destruidos. Este projeto de pesquisa foi revisado e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFSM em 30/07/2012, com o nimero do CAAE
00533612.8.0000.5346.

Santa Maria, 28 de marco de 2012.

FABIO LOPES PEDRO
PESQUISADOR RESPONSAVEL



