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RESUMO

Titulo: A suplementacao de acido folinico melhora a fung@dotelial de individuos
infectados pelo HIV em uso continuo de terapiarttoviral: um ensaio clinico

randomizado

Introducao: Individuos infectados pelo HIV apresentam um cotgule condi¢cdes que
levam a disfuncdo endotelial. Varios estudos detnams que a administracdo de
folatos possui efeitos benéficos sobra a funcaotehdl de diferentes populagcdes com

risco cardiovascular.

Objetivo: Determinar o efeito da suplementacéo de acidaiéalipor 4 semanas sobre
as respostas vasculares da artéria braquial dueartigperemia reativa ou apos a
administracdo de nitroglicerina em individuos itéelos pelo HIV em uso continuo de

terapia antirretroviral.

Delineamento:E um ensaio clinico randomizado, duplo-cego erotatto por placebo

Local: O estudo foi realizado nos ambulatorios do Hokg#eClinicas de Porto Alegre,

um centro de referéncia nacional em HIV/AIDS noduBrasil

Populacdo: Foram avaliados 30 individuos infectados pelo HO& participantes
estavam em uso continuo de terapia antirretropwalpelo menos 6 meses, com carga
viral indetectavel e contagem de CD4>200 células/n@s critérios de exclus&o foram
diabetes mellitus, infeccdo, doenca hepatica, doerenal, histéria de doenca

cardiovascular ou hipertensao nao controlada.



Intervencédo: Os participantes foram randomizadoa peceber suplementacao de acido

folinico 5mg/dia (n=15) ou placebo (n=15) por 4 aeas

Desfechos:Respostas vasculares da artéria braquial foratradaa por pletismografia
no inicio do estudo e apos 4 semanas, durante erehija reativa e apos a
administracdo de dose unica de dinitrato de isbgforsublingual, um vasodilatador
endotélio-independente. Concentracdes séricas i &6lico e de homocisteina

plasmatica foram medidas em ambos 0os momentos.

Resultados: A suplementacdo de acido folinico resultou em aumeo acido félico
sérico, reducao nos niveis de homocisteina e ngeBignificativa da hiperemia reativa.
A vasodilatacdo endotélio independente ndo soffemagdes em ambos 0s grupos.

Nenhum efeito adverso foi observado.

Concluséo: Esse estudo demonstrou que a suplementacao defétidco durante 4
semanas pode melhorar a resposta vascular, aurdentarhiperemia reativa de

individuos infectados pelo HIV em terapia antirogtal.
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ABSTRACT

Title: Short term folinic acid supplementation improvesi@helial function in HIV-

infected people: a randomized trial

Background: HIV infected people present a clustering of cdondsg that activate or
injure the endothelium. Various studies suggestad the administration of folatos

exert beneficial effects on endothelial functiordifferent risk population.

Objective: The aim of the study is to determine the 4 wed&etfof folinic acid on
vascular responses of the brachial artery durirgtinee hyperemia, and after nitrate

administration in HIV-infected people under antiogiral therapy

Design: Prospective, randomized, double-blind, placebdrotiad trial

Setting: Outpatient clinic of a national reference centardcquired immunodeficiency

syndrome, in southern Brazil.

Participants: A total of 30 HIV positive people were evaluatdeharticipants were
currently following a combination antiretroviraletapy regimen for at least 6 months
before enrollment, with undetectable viral load <®pies/ml), and CD4 cell count >
200 cells/mm. Exclusion criteria were diabetes mellitus, acoitechronic infection,
liver disease, renal disease, history of cardioylasc disease, or uncontrolled

hypertension.

Intervention: The participants were randomly assigned to a 4kwesatment with

either 5mg/day folinic acid (n=15) or to placebe18).
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Main outcome measures:Venous occlusion plethysmography was performed at
baseline and after 4 weeks, for the determinatidorachial artery reactive hyperemia,
and after isosorbide dinitrate administration. &efalic acid and plasma homocysteine

were measured at baseline and after 4 week inteoven

Results: Compared with placebo, folinic acid supplementatiesulted in higher serum
folate levels, lower total plasma homocystine lsyelnd significant improvement in
reactive hyperemia. Endothelium-independent regmmgere unchanged. No adverse

events were observed.

Conclusions: Short-term folinic acid supplementation improvesi@helial function in

HIV-infected people.
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CAPITULO |

1 Introducéo

A terapia antirretroviral (TARV) alterou mundialntero curso e o progndéstico
da infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia HumahkdV)], com uma reducéo
importante na mortalidade e uma melhora na quadiddvida dessa populagéo (1-2).
Neste cenério, a doenca cardiovascular (DCV) tamipgmhou importancia como causa

de morbidade e mortalidade (3-4).

As manifestagbes cardiovasculares relacionadas HbMmsao consequentes a
propria infeccdo, a autoimunidade, a reacdo imgicdddiante de outras infeccdes
virais, a inflamacédo crénica, & imunossupressaodesautricdo (5-7). Com a TARV
tém-se observado redugBes nas doencas cardiacsslasipor agentes oportunistas,
por desnutrigio e pela imunossupressao (8). Eamsacontudo, o nimero de casos de
sindromes coronarianas e eventos vasculares pageque ser relacionados tanto ao

aumento da sobrevida da populacdo quanto a togieidas medicamentos(9).

O mecanismo envolvido no aumento do risco de DC¥saepopulacdo é
complexo e ainda nao foi totalmente compreendidodiguncéo endotelial pode
contribuir para o aumento de eventos cardiovasesilam individuos infectados pelo
virus HIV (10). Vérios estudos tém demonstrado fumgédo endotelial prejudicada em
individuos infectados pelo HIV, com e sem uso d&RVAquando comparados com a

populacao geral (11-18).

A disfuncéo endotelial € um marcador precoce de D&Cyue torna o endotélio
um importante alvo para a terapia preventiva. Bagrestratégias farmacoldgicas e néo

farmacolégicas vem sendo testadas para melhoraungdd vascular. Evidéncias

13



sugerem um importante papel de fatores dietétieomodulacdo da funcdo endotelial
em pacientes com risco de DCV e naqueles com DG3fegrte (19). Nesse contexto,
tém sido estudada a associacdo entre a suplemerdacacido félico (AF) e funcao

endotelial de individuos com diferentes riscos @/[§20-25).

Title e col. demonstram que a suplementacéo delBimg/dia) em 19 pacientes
com diabetes mellitus (DM) pode melhorar a fung@dotelial desses individuos (21).
Moens e col. também observam uma melhora semelbemé pacientes que sofreram
infarto agudo do miocéardio, com suplementacdo posefanas (26). Moat et al
concluiram que pacientes com doenca arterial caeoreg recebendo suplementacéo de
5mg de AF, também sédo beneficiados, com melhorafisgtiva da funcéo endotelial
(27). Estudos realizados com fumantes (22), corerhgmocisteinemia (23-24), com
hipercolesterolemia familiar (25, 28) e com doeaxarial coronariana (29-30) também
comprovam os beneficios da suplementacao oral dérsofdre a funcéo endotelial. No

entanto, essa informacao é inexistente em indigichfectados pelo HIV.

Dessa forma, o presente estudo tem como objetialiaavos efeitos da
suplementacdo de AF sobre a funcdo endotelial digiduos infectados pelo HIV em

uso de TARV.

14



CAPITULO Il

REVISAO DA LITERTURA

1 Epidemiologia do HIV

O HIV tipo 1 é uma pandemia mundial, presente esisrde 190 paises. Essa
doenca ja adquiriu uma dimenséao cujos reflexos camea atingir o desenvolvimento
econdmico e social de algumas nac¢des. Segundotiososildados do relatério da
UNAIDS/WHO, no ano de 2009 havia 33,3 milhdes (31,35,3 milhdes) de pessoas
vivendo com HIV no mundo e o numero estimado deosa@masos de infec¢bes foi de
2,6 milhdes (2,3 — 2,8 milhdes) (31). Apesar dsaeate nimero de novas infec¢des, o
namero anual de mortes relacionadas a Sindromemdmobdeficiéncia Adquirida
(AIDS, do InglésAcquired Immune Deficiency Syndrgmeam todo o mundo esta
diminuindo gradativamente, do pico de 2,1 milhdesno de 2004 para uma estimativa

de 1,8 milhdes (1,6 — 2,1 milhdes) em 2009 (31).

No Brasil o numero total de casos notificados dBSAno periodo de 1980 —
2010 é de 592.914, com prevaléncia de 0,6% engopalacdo de 15 a 49 anos (32-33).
No ano de 2009 foram notificados 38.538 casos,s@30467 do sexo masculino e
15.069 do sexo feminino, numa razdo (m:f) de 1%).(2 distribuicdo dos casos,
segundo as regides, mostra que 58% encontram-Begido Sudeste, seguida do Sul
(19,5%), Nordeste (12,5%), Centro-Oeste (5,7%) eteN@4,2%). Embora a Regiao
Sudeste apresente maior numero de casos, 0 Sucdest com a maior taxa de
incidéncia a partir de 2007 (19,4/100.000 habiwamie ano de 2009) (33%egundo os
dados do DATASUS do ano de 2009, dos 8.984 novesescda regido Sul, 5.189
concentram-se no Estado do Rio Grande do Sul, s24dd na cidade de Porto Alegre

(32).

15



Em namero absoluto, o Brasil registrou 229.223kitos no periodo de 1980 a
2009, tendo como causa basica a AIDS. O coeficidetemortalidade por AIDS,
padronizado em 2009, foi de 6,2 6bitos por 100lliitantes. De acordo com o sexo,
constata-se que, no mesmo ano, o coeficiente delidade no sexo masculino foi
duas vezes maior do que no sexo feminino, com eslde 8,2 e 4,2 por 100.000

habitantes, respectivamente (33).

2 Caracteristicas da infeccao

7

A AIDS é o estagio final da infeccdo pelo HIV emtecomo principal
caracteristica uma disfungéo grave e progressiastiema imunologico, que predispde
ao desenvolvimento de doencas oportunistas, doengagroldgicas, lesdes
gastrointestinais, problemas cardiovasculares eetés, as quais, se nao tratadas levam
inevitavelmente ao 6bito (34-36). Os primeiros saaram descritos nos Estados
Unidos em 1981 em homens homossexuais, porém sb986 o HIV foi isolado e

associado a AIDS como agente causal (37).

O HIV é um retrovirus classificado na subfamilias d_entiviridae. O virus
consiste de um nucleocapsidio no qual estdo ireseddas cépias de acido ribonucléico
(RNA) com fitas simples e enzimas necessarias pasaa replicacdo (transcriptase
reversa, protease e integrase). O genoma do HIgskEup nove genes. Trés desses
genes estdo envolvidos na sintese de proteinasuesis. Sao eles: gag, que codifica as
proteinas da matriz, do capsideo e do nucleocapspi#, que codifica as enzimas
protease, transcriptase reversa e integrase; ejagawodifica as duas glicoproteinas do
envelope. Os produtos protéicos dos outros seigsgenat, rev (genes regulatorios),
fator de infectividade viral (vif), proteina vir& (vpr), proteina viral U (vpu) e fator

negativo (nef) (genes acessorios) - estdo envdvitb regulacdo da expressao do
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genoma do virus. O nucleocapsidio esta envolvidoupo envelope de dupla camada
fosfolipidica originaria da camada celular do haogp® e contendo as proteinas do

envelope (a glicoproteina 120 (gp120) e a glicapnat 41 (gp41) (38-39).

Existem dois tipos de HIV, o HIV-1 e o HIV-2; antb@ausam infeccédo e
doenca em humanos. O HIV-1 e o HIV-2 tém as mesesasituras geneéticas, mas
podem diferir em até 40% no nivel de sequéncia® @&lesoxirribonucleico (DNA). O
HIV-1 é o mais patogénico e 0 mais prevalente erasiypartes do mundo, enquanto
que o HIV-2 é endémico na Africa Ocidental e esgbaiado com uma progressio mais
lenta da deficiéncia imune. Trés grupos de HIV-Ifgéeam descritos com base em
diferencas no genoma, denominados grupo M (m&m(putlier) e N (hdo-M e n&do-0)

e talvez um quarto grupo designado grupo P (40Atiaioria das infeccdes pelo HIV-
1 séo causadas pelo grupo M, e estes sao divididds subtipos (A-D, F-H, J e K) (42-
43). Dentre os subtipos a média da variabilidadeégea € de 15% para o gene gag e

25% para o gene env (44).

Em uma escala global, a forma genética mais prt@ldos subtipos é a A, B e
C, estando o subtipo C representando aproximadam»@ib das infec¢des (44-45). Os
subtipos B, F1, D e A circulam no Brasil, porém aiaon prevaléncia € do subtipo B
(46). No Rio Grande do Sul, estudos demonstram fuegaéncia maior dos subtipos B

e C (47-48).

O HIV-1 pode ser transmitido pelo sangue (via pnel e vertical), secrecdes
do trato genital (via sexual), ou pelo leite mabefvia vertical). A transmissao do HIV-
1, por qualquer via, depende principalmente da enacdo do virus nas células do

hospedeiro infectado. As exigéncias virais e cetglgpara transmissao do HIV-1, no

17



entanto, permanecem apenas parcialmente comprasndid). O individuo infectado
pode transmitir o HIV durante todas as fases decg#o, sendo esse risco proporcional

a magnitude da viremia, principalmente na infe@gieda e doenca avangada.

Os estagios da infeccdo pelo Hi#igura 1) incluem: infeccdo aguda, a
disseminacédo do virus ao sistema linfatico; fasenmmatica, também conhecida como
laténcia clinica; fase sintomatica inicial ou pregoe AIDS. A Infeccao (fase) aguda,
também chamada de infeccdo primaria, representst@gie de infeccdo apos a
contaminagdo com o virus, quando ocorre rapidacesgdo viral. Apds essa fase, o
virus € intensamente disseminado pelo corpo egé&oséiinfoides tornam-se infectados.
Entre 25 — 65% das pessoas podem apresentar umdeggaantidade de sinais e
sintomas associados a infeccdo. O tempo entrepasig&o e a manifestacdo dos
sintomas € de aproximadamente 3 a 6 semanas. Atestagdes clinicas podem variar
desde um quadro gripal até uma sindrome que smelsea mononucleose, sendo 0s
sintomas graves muito raros (36). ApOs a soroc@aeebds anticorpos atingem niveis
detectaveis, porém essa resposta imune néao é dediminar a infeccao por completo

e 0 virus ir4 persistir durante toda a vida.
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Figura 1 —Curso clinico da infeccdo do HIV (Adaptado de (49))

Apo6s a resolucdo da infeccdo aguda, a quantidedeirds no sangue e nos
tecidos linféides diminui. Essa fase, chamada ade fassintoméatica ou periodo de
laténcia clinica, é caracterizada pelo comprometiméento e progressivo do sistema
imunoldgico. Nessa etapa, sdo poucas ou inexistastalteracdes no estado geral do
hospedeiro. As células mais atingidas do sistenuaahdgico séo os linfécitos T CD4+
(CD4) (36). Sem o uso de medicacao, esse periode persistir por 10 anos ou mais.
Apos o periodo assintomatico, conforme a doencgrigl® o individuo infectado pode
apresentar um conjunto de sinais e sintomas inggsce de intensidade variavel, tais
como: mal-estar, febre, sudorese noturna, diaer@i@rda de peso, caracterizando a fase
sintomética inicial do HIV (36). Com o tempo, o anjsmo fica altamente suscetivel ao

aparecimento de doencas, como infeccbes oportanidtzencas cardiovasculares e
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renais, doencas neuroldgicas, depressao da meshda e canceres (35) O critério para
o diagnodstico de AIDS deve-se a uma combinacadndensas ou aos niveis de CD4

menor de 200 células/mm3 ou, no Brasil, menor d® 3p0 células/mms3. Na auséncia
de tratamento adequado, a morte € praticamenteitdnely podendo levar

aproximadamente um periodo de dois anos (36).

3 Ciclo viral do HIV

O ciclo reprodutivo do HIV tem inicio com a entaadb virus na célula por meio
das glicoproteinas presentes no envelope viral I(gp4gpl120), essenciais para o
reconhecimento do virus e entrada nas células-A\gm120 se liga com alta afinidade
ao receptor CD4 da célula, porém a interacdo engpl20 e o CD4 nao é suficiente
para a entrada do HIV na célula. Esta glicoprotéamabém deve ligar-se a um co-
receptor na membrana da célula hospedeira, prinogpde 0 CCR5 e 0 CXCR4Essa
ligacdo, da gp120 com o CD4, permite uma fixacais mstavel entre o virus e a célula,
em seguida, ao expor o dominio hidrofébico da gpébyre o processo de absorcdo e
consequente fusdo das membranas (envelope virahaoembrana plasmatica celular)
e subsequente entrada do nucleocapsideo viratatibe posteriormente o genoma
(RNA) e as proteinas virais (transcriptase reversategrase) processo denominado

desencapsulamento (38-39, 50)

A conversdo do RNA viral a DNA proviral é realizadapartir da acdo da
transcriptase reversa e da integrase. No citoplagrnranscriptase reversa transcreve o
genoma de RNA viral em DNA pro-viral de fita dupbaproteina integrase permite que
a cadeia de DNA viral se integre ao genoma huma8p (O provirus pode permanecer

inativo por meses ou anos, com pouca ou nenhuntii@dio de novas proteinas virais e
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dessa maneira a infeccdo pelo HIV pode permanatemté do ponto de vista clinico

(39).

A ativacao da transcricao € feita por citocinadesnentos reguladores do gene
viral através de um mecanismo pouco conhecido.strans completos do RNA viral
sdo produzidos e 0s genes virais sdo expressos ateinas (39, 510 processo de
transcricdo resulta inicialmente na sintese dosgyegguladores, tais como as proteinas
tat e revRev facilita a transcricdo de RNA transcrt@ expresséo de genes estruturais
(env, gag e pol) e enzimaticos (proteinas acesséomo o vif, vpu, nef e vpr, além de
inibir a producao de proteinas reguladoras, assiim@vendo a formacao de particulas

virais maduras (38-39, 51).

Apos a transcricdo, o RNA mensageiro migra patdaplasma, onde as novas
proteinas virais sao sintetizadas, formando a tes&rwcentral do virus. As proteinas
codificadas pelos genes pol e gag formam o nuctepatticula de HIV madura, os
produtos dos genes codificados pelo gene env forammlicoproteinas do envelope
viral. A maioria das moléculas precursoras de gEE@Oclivadas pela protease do HIV-
1 em gpl20 e gp4l. As proteinas de gag e pol tand@@mderivadas da molécula
precursora 160 kD, da qual a protease do HIV chva24, pl7, p9 e p7, produtos finais
de gag e da proteina pol. A clivagem da molécutapsora pela protease do HIV-1 é
necesséria para a formacdo das particulas virkeéscinsas (38). Esse complexo de
nucleoproteinas é fechado em um envelope e o &ilibsrado da célula para a corrente

sanguinea (39, 51-52)
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4 Terapia Antirretroviral

Nos ultimos anos os esfor¢cos na luta contra o t8i alcancado importantes
avancos na terapia e prevencado desta patologiamF&gitos muitos progressos no
conhecimento dos parametros imunoldgicos e viro®ida doenca, transmissdo e
resisténcia a TARV (53). Em 1986, a média de satbeeem individuos infectados
pelo HIV era de no maximo dez anos. Atualmente mei85% das pessoas em uso de
TARV sobrevive mais de 10 anos (54). A TARV altemundialmente o curso e 0
prognostico da doenca, com uma redugdo importantaartalidade e uma melhora na
qualidade de vida dessa populacéo (1). Os antiviesis (ARV) sdo medicamentos

supressivos que nao curam a infeccdo pelo HIV43]L,

Somente em 2009, 1,2 milhdes de pessoas reced&RM pela primeira vez,
representando um aumento de 30% em um Unico anai® dB cinco milhdes de
pessoas em paises de baixa e média renda esthendoeTARV, desde 2004. Em
termos globais, essa expanséo do acesso ao tratateencontribuido para o declinio
de 19% de mortes entre as pessoas que vivem comehté 2004 e 2009 (31). O
Brasil foi o primeiro pais em desenvolvimento atribsir gratuitamente os
antirretrovirais para em individuos infectados pely. Desde 1988, o Sistema Unico
de Saude (SUS) tem distribuido medicamentos parfiatamento de infeccbes

oportunistas. Em 1991, iniciou-se a distribuicdadbrretroviral zidovudina (55).

O objetivo do tratamento € o controle prolongadoaplicacdo viral (alcancar e
manter a carga viral (CV) indetectavel (<50 copidg) (56) e, consequentemente,
proporcionando uma maior sobrevida ao individucedt#do, com prevencdo ou

reversao das manifestacdes da infeccdo pelo HA683.7A decisdo de tratar a infecgao
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com a TARV é feita com base na contagem de CD4 eCvlaem individuos

assintomaticos (59).

Até 2010, mais de 20 agentes ARV foram licencia@s medicamentos ARV
sao classificados de acordo com seu mecanismoatdeeag fase do ciclo de vida viral
que atuam (interrompenffigura 2). A subclassificacdo pode ser baseada em sua
estrutura quimica. Esses agentes sao divididos @as8es de farmacos em uso clinico:
1) Inibidores da Transcriptase Reversa AnalogoNud#eosideos (ITRN), 2) Inibidores
da Transcriptase Reversa Nao-Analogos de Nuclemsil@RNN), 3) Inibidores da
Protease (IP), 4) Inibidores de Entrada (Inibidates~usé&o e Inibidor do co-receptor

CCR5) e 5) Inibidores da Integrase (39, 56, (kX)ela 1)

Inibidores da

N v . > Integrase

Sintese protéica,
processamento e montagem

Inibidores
da Protease

Novo virus

Inibidores de
Entrada

Inibidores da Transcriptase
Reversa

Figura 2. Acdo da TARV (Adaptado de (59)).
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Tabela 1.Classificacdo da TARV e mecanismo de acao

Classe

Nome

Mecanismo de acao

Inibidores da
Transcriptase Reversa
Analagos de
Nucleosideos (ITRN)

abacavir (ABC), didanosina (DDI),
estavudina (d4T), lamivudina (3TC),
zidovudina (ZDV) e tenofovir (TDF);
entricitabina (FTC)

Inibidores da
Transcriptase Reversa
N&o-Analagos de
Nucleosideos (ITRNN)

efavirenz (EFZ), nevirapina (NVP),
delavirdina (DLV); etravirina

Impedem a infec¢céo das células,
atuando sobre a transcriptase reve
impedindo que o RNA viral se
transforme em DNA complementar

sa,

Inibidores de Protease

(IP)

atazanavir (ATV), fosamprenavir (FPV),
darunavir (DRV), indinavir (IDV),
lopinavir (LPV), nelfinavir (NFV),
ritonavir (RTV), saquinavir (SQV);
tipranavir (TPV)

Atuam impedindo a clivagem da
protease do polipeptideo precursor

viral e bloqueia a maturagéo do virlis

Inibidores da entrada
- Fusao

- Inibidor do co-
receptor CCR5

enfuvirtida (T-20)

maraviroque (MCV)

Impedem a entrada do material
genético viral na célula

Impedem que o virus HIV se ligue 3
co-receptor CCR5 da célula

10

Inibidor da integrase

raltegravir

Impede a integoago DNA viral ao
DNA da célula

Normalmente, a TARV atual preconizada deve incluicombinacéo de trés

ARV que podem pertencer as seguintes classes: ITHRMNN e IP. As limita¢cdes das

abordagens terapéuticas atuais estdo na existdmerauitos individuos infectados com

intoleréncia aos medicamentos utilizados, ou parguais o tratamento ndo é eficiente

(devido ao aparecimento de virus resistentes a 8@ptess de medicamentos). Ao longo

dos ultimos anos, novas estratégias tém sido eldhsrcom o objetivo de se obter

novos farmacos mais potentes, com melhores pariigsaicocinéticos, menores efeitos

colaterais e com amplo espectro de atividade aetiifes virus HIV resistentes. Entre as

classes de farmacos e o seu principal componentienms destacar o enfuvirtida

(inibidor de fusao), o raltegravir (inibidor daegrase) e o maraviroque (bloqueia co-

receptor CCR5) (57).
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Apesar da significativa melhora nos parametrosads, virais e imunoldgicos a
TARYV tem sido associada com eventos adversos oslados a toxicidade metabdlica e
mitocondrial (60-62). Pesquisadores tém associaitideacdo do HIV e a TARV com
alteracbes metabdlicas que levam a resisténcia salina e hiperinsulinemia,
dislipidemia (aumento nos niveis de trigliceridioslesterol total, lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e diminuicdo nos niveis de lipophod de alta densidade (HDL),
redistribuicdo da gordura corporal, lipoatrofiaifégica (deplecdo do tecido adiposo das
extremidades - face, bracos, pernas e nadegaad@aulo de gordura visceral e central
(deposicao adiposa dorsocervical, aumento do ahulésees e tecido adiposo visceral)
(63-67). Neste contexto pode também ser enquaddaV, a qual tem sido descrita

mais frequentemente nessa populacéo (1, 68-70).

5 Doencas Cardiovasculares e HIV

Com o sucesso da TARYV, individuos infectados pHM estdo atingindo uma
maior expectativa de vida (2). Neste cenario, a D&Wbém ganhou importancia como

causa crescente de morbidade e mortalidade (3-4).

Um grande numero de evidéncias demonstra que o dsdCV é maior em
individuos infectados pelo HIV, quando em compavagéom pessoas nao
infectadas(71-75). A taxa de hospitalizagBes penda cardiovascular entre individuos
HIV positivo € significativamente maior do que acemtrada em individuos sem a
infeccdo (73, 76)Estudos sugerem que a incidéncia de DCV é pelo sngése vezes
maior em pacientes infectados pelo HIV, quando emparacdo com a populacdo em
geral (77) e que o risco relativo de infarto agddaniocardio € de 1,75 em individuos
infectados pelo HIV apds ajuste para idade, sexgag,rhipertensdo arterial sistémica

(HAS), DM e dislipidemia (73).
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As manifestacGes cardiovasculares em individucsciaflos pelo HIV podem
ser atribuidas a fatores genéticos individuaigrést de risco de DCV tradicionais,
efeitos adversos da TARV, a propria infeccdo pel¥,H autoimunidade, a reacao
imunologica diante de outras infec¢des virais,fiammacdo cronica, a imunossupressao

e a desnutricao (5-7).

5.1 Fatores de risco tradicionais para DCV

Individuos que desenvolvem DCV geralmente tém ipiaf fatores de risco
para esta condicdo. Fatores de risco bem estat@tepara DCV incluem a falta de
exercicio fisico, obesidade, tabagismo, DM, HASd® avancada, dislipidemia (altos
niveis de colesterol total, LDL e baixos niveisHigL) e resisténcia a insulina (78). A
presenca de dois ou mais fatores de risco podermanteefeito maior do que efeito
aditivo no risco geral de DCV (79). Além disso, i@evaléncia de fatores de risco
tradicionais para doencas cardiovasculares taisoc@aimagismo, consumo de drogas
ilicitas, HAS, DM e dislipidemia € maior em indivias infectados pelo HIV, quando

comparado com pessoas nao infectadas da mesmaftaieaa(73, 80-81).

5.2 Infeccéo pelo HIV

A presenca da infeccéo pelo HIV por si s6 podeeatiar o risco cardiovascular.
Inflamacédo induzida por infeccdo cronica parecetrdmnr diretamente para o
desenvolvimento acelerado da aterosclerose (5)6 A8idfeccao pode atuar através de
efeitos diretos sobre o processamento e transptetecolesterol, da atracdo de
mondcitos para a intima da parede arterial, e @wvale mondcitos induzindo uma

resposta inflamatoria e proliferacdo endotelial883.
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A replicacdo descontrolada do HIV pode ser umrfatoportante de risco
independente para alteracdes no perfil lipidicaJuindo hipercolesterolemia, niveis
elevados de lipoproteinas de muito baixa densid¥d®L), triglicerideos e baixos
niveis HDL (84-86). Em individuos infectados peléVHessas alteracdes lipidicas
foram associadas com menor contagem de célulaseQDdiores niveis de RNA viral

(84-85).

Além da dislipidemia, a infeccdo pelo HIV estaocassda a outras alteracdes
relacionadas ao aumento do risco de DCV, como aiengenmarcadores inflamatorios,
o estado pro-aterogénico, hiperhomocisteinemiaraaibes no stress oxidativo e nas

concentracdes de apolipoproteina e da lipopro{8ifia

Individuos infectados pelo HIV apresentam nivetssnelevados de marcadores
inflamatorios como proteina C reativa (PCR) uleassvel, fator de Necrose Tumoral-
(TNF-0) e interleucina 6 (IL-6) e de marcadores de afivaendotelial, tais como
moléculas de adeséo intracelular soltuvel (sICAMfdipres sabidamente associados a

um maior risco de DCV (88-91).

5.3 Influéncia da Terapia antirretroviral

Apesar de uma reducédo na mortalidade relacionaniaacAIDS, a TARV tem
sido associada a efeitos adversos como alteracgmendib lipidico, com aumento do
colesterol total, trigliceridios, LDL e VLDL, comirdinuicdo do HDL, intolerancia a
glicose/resisténcia a insulina, alteragbes na ibisgdo de gordura corporal
(lipodistrofia) e sindrome metabdlica (64, 71, B2-93). Essas alteracdes estdo

associadas na populacao em geral com risco aunseti¢adioenca cardiovascular.
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Um estudo realizado com 28.513 individuos infeasacbm HIV demonstra que
a incidéncia de DCV foi significativamente maioragdo comparada com individuos
sem a infeccdo. O risco relativo ajustado para D&W individuos recebendo o
tratamento foi de 2,06 (75). A TARV, especialmemtgso de IP, foi associada com um
risco aumentado de infarto do miocéardio, com uroorielativo de 1,16 ajustado por
ano de exposicao (72). Apesar de varios estudamiseip uma relacédo entre TARV e
risco aumentado de DCV, um grande ensaio cliniodamizado, o estudo SMART,
demonstra que a interrupcao da TARV, mesmo querdeaftemporaria, esta associada
com um maior risco cardiovascular. Esse achadorg&fa informacdo de que a
replicacdo viral descontrolada, a inflamacdo e mirdiicdo das defesas estdo

relacionadas com um risco aumentado de DCV (94).

5.4 Outros possiveis fatores relacionados a dosargéovascular

Além disso, muitos estudos tém demonstrado quesepca de co-morbidades e co-
infeccdes, tais como, Hepatite viral (B e C) e daemnenal podem influenciar no

aumento do risco de DCV em individuos infectadds pigus HIV (95-96).

6 Disfuncdo Endotelial e HIV

A disfuncéo endotelial pode contribuir para o autn&te eventos cardiovasculares
em individuos infectados pelo virus HIV (10), é emento chave inicial da aterogénese,
que contribui para a progressdao e manifestacOescadi da aterosclerose. Em
individuos com doenca coronariana ou cardiovascesaabelecida ou apenas com
fatores de risco, a disfuncdo endotelial tem vadoeditivo para a progressdo ou

surgimento de novos eventos (97-100).
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Quando comparados com a populacdo em geral, duaisi HIV positivo sem
TARV apresentam maior disfuncédo endotelial. Embmnan menor grau de disfuncao
endotelial do que aqueles sem TARYV, individuos aréos pelo HIV em TARV
continuam apresentando maior grau de disfuncaotelroque a populacdo em geral
(12, 14-15, 17-18, 101-103). A disfuncdo endoteadial individuos infectados pelo HIV
€ similar a individuos com DM, em individuo HIV jitdg& com sindrome metabdlica é

ainda maior do que em individuos com apenas DM (11)

A disfuncéo endotelial observada em individuogdtddos pelo HIV pode ser
causada por diversos mecanismos. O virus e adr@steirais como gpl20, tat e nef
podem induzir a expresséo de diversas moléculasldsio e citocinas inflamatorias.
Varios marcadores de dano endotelial como FatorWalebrand (VWF), moléculas de
adesdo E-selectina, entre outras, apresentam-sentadns em individuos infectados
pelo HIV (104-107). Da mesma forma, apresentam isivelasmaticos
significativamente aumentados de TMFe IL-6, quando comparados com individuos
sem a infec¢éo (16). Embora os niveis de moléddasdeséao intracelular-1 (ICAM-1),
moléculas de adesdo de célula vascular (VCAM-1)\\&- \estejam mais altos em
individuos infectados pelo HIV sem tratamento de gm individuos sem a infeccao, a

TARV reduz significativamente esses niveis ap068 méses de TARV (13, 108).

Apesar de ter alterado dramaticamente o progndédéoada de individuos HIV
positivos, a TARV pode contribuir para o aumentorisco de DCV. A TARV esté
diretamente relacionada com o aparecimento depiishnia, resisténcia a insulina,
alteracbes na composicdo corporal e sindrome nie@bdEstes efeitos podem
contribuir para agravar o prejuizo ao endotélig.(06uso de IP pode causar disfuncéo

endotelial em artérias coronéarias de suinos atrdeésstresse oxidativo e reducéo da
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regulacdo de o6xido nitrico sintase endotelial (eNQ®9-110). Entre outros, esses

efeitos podem contribuir significativamente comuoggmento de doencas vasculares.

Estudos sobre funcdo endotelial permitem avancas emtendimentos mais
profundos dos mecanismos fisiopatologicos da doanigaial, bem como a deteccéo
precoce da doenca, quantificacdo de risco, e éonmiieressante para a avaliacdo da
resposta a intervencdes que visam prevenir a @e@peda doenca ou reducdo de
eventos. A disfuncdo endotelial € um marcador meae DCV, assim o endotélio

pode ser um importante alvo para a terapia prexee(till).

7 Acido Félico e Funcéo Endotelial

Diversas estratégias farmacoldgicas e néo farmgioals estdo sendo propostas
para melhorar a funcdo endotelial. As estratégasdcologicas incluem o uso de
estatina, inibidores da enzima de conversdo daotmgina, e reposicdo hormonal.
Aumentar o nivel de atividade fisica também teno gicoposto. Evidéncias sugerem
um importante papel de fatores dietéticos na mgdolada funcdo endotelial em
pacientes com risco de DCV e naqueles com DCV extist Os focos das principais
investigacdes nessa area sao o uso de 4cido greegeaé3, vitaminas antioxidantes, L-

arginina, como também a administragdo de AF (19).

O AF € uma vitamina do complexo B solavel em &dieu nome deriva do
latim “folium” (folha) porque foi isolado pela prigira vez a partir de folhas de
espinafre. Os seres humanos sao incapazes dezsin®f e, portanto, dependem de
ingestao dietética para obter niveis suficientesidenina (112). Uma dieta saudavel,
com o do consumo adequado de vegetais folhososs/exdcuros, frutas e sucos

citricos, leguminosas, carnes, figado, peixes,gidegrais e cereais fortificados, pode
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fornecer as recomendacdes diarias de 400 micrograteaAF (113-114). O seu
metabolito ativo, o 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHFtem uma estrutura muito
semelhante a da tetrahidrobiopterina gBHim co-fator essencial do oOxido nitrico
sintase endotelial (eNOS). O acido folinico (detivedo 5-tetrahidrofolato) € uma
forma reduzida, metabolicamente ativa do folatta(wina B9) e por ndo depender da
diidrofolato redutase , é convertido com maisli@dade e mais rapidamente que o AF
em 5-MTHF, a forma de folato presente na circulagg@tguinea. Por essa razao, pode
ser utilizado pelo organismo mais rapidamente e owaor eficacia do que o acido
félico. Sua acdo como uma vitamina € igual ao A&k, efeito antioxidante se assemelha

ao da vitamina E, que inibe a peroxidacao lipidid).

Title e col. (21) demonstram que a suplementacarii® félico (10mg/dia) em
19 pacientes com DM pode melhorar a funcdo endbtdksses individuos. Outro
estudo observou uma melhora semelhante em 40 pexigne sofreram infarto agudo
do miocardio, com suplementacdo por 6 semanas Rt e col. (27) que pacientes
com doenca arterial coronariana, recebendo supteg#m de 5mg de acido fdlico,
também séo beneficiados com melhora significatisafuhcdo endotelial. Estudos
realizados em individuos tabagistas (22), com hipeocisteinemia (23-24),
hipercolesterolemia familiar (25, 28) e com doeartarial coronariana (20, 29) também
comprovam os beneficios da suplementacdo oral aido d6lico sobre a funcgéo

endotelial.

7.1 Mecanismos de acao do &cido félico/derivadomiddo

Muitas possibilidades podem ser consideradas pargpreender 0 mecanismo

de acdo do AF (Figura 3a. e 3b.) baseado na saanetabolica.
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7.1.1 Acao sobre homocisteina

O AF tem um conhecido efeito em reduzir os niveishdmocisteina, o qual
pode contribuir para a melhora da funcdo endot€h4) 116). A homocisteina € um
aminoacido intermediario na conversao de metioaic#steina. Esse aminoacido é um
metabolito intermediario da metionina. O AF é urtoifeconhecido no transporte de
uma unidade ativa de monocarbono metil na convetsdmmocisteina em metionina.
A metionina reduz a concentracdo de homocisteispodivel para suportar o0 estresse
oxidativo (117). O AF é capaz de reduzir os nidedhomocisteina em individuos com

normo e hiper-homocisteinemia (24, 26, 118-119).

7.1.2 Reducéo na producéo de superoxidos

A hipétese tradicional de que os efeitos do AF esabrfuncdo vascular sao
principalmente devido a reducdo nos niveis de h@steina tem sido contestada.
Investigadores tém sugerido um efeito protetor do iAdependente da reducédo de
homocisteina (22, 28, 120). Ha evidéncias que @d@die exercer efeitos antioxidantes
diretos e indiretos, tais como a melhora do sistdedefesa antioxidante celular (28,
121-123). O 5-MTHF, quando usado em concentracéegivamente elevadas pode
reduzir a producéo de superoxido (124-125) e o daidativo do LDL ao ser humano
(126). A deficiéncia de AF em ratos aumenta a pdeméo lipidica e diminui as
defesas antioxidantes celulares (121-122). No &mtaconsiderando a poténcia
relativamente baixa do acido félico/5-MTHF comoiaxidante em comparagcédo com a
vitamina C, parece improvavel que o efeito carditgior do AF possa ser atribuido a

sua acdo antioxidante (125, 127).

32



7.1.3 Acao sobre eNOS

Na presenca de quantidades suficientes do cofdilar &te se liga a eNOS,
resultando na producdo de oOxido nitrico (NO) a ipadta L-arginina e @
Posteriormente, o NO se difunde das células endst@lara as células musculares lisas
ativando guanosina monofosfato ciclico (cGMP), e va ao relaxamento vascular. O
estresse oxidativo pode oxidar BH sua forma inativa dihidrobiopterina (BHA
biodisponibilidade diminuida de BHleva ao desacoplamento da eNOS com
subsequente reducédo da formacédo de NO e aumegeragio de espécies reativas de
oxigénio (Q), o que leva a disfuncéo endotelial (123, 128-1R&sse sentido, o folato
pode ajudar a restaurar a biodisponibilidade de, BH5-MTHF pode aumentar a
eficacia da BHno desacoplamento da eNOS. Isso pode ser explpado 5-MTHF
melhorar o estado redox ou por melhorar a afinideléigacdo da BiHcom a eNOS
(125). Além disso, o AF pode melhorar a regenerag@&H, da forma inativa Bkle
pode estabilizar quimicamente BH.32). Outro mecanismo possivel, € o 5-MTHF ser
capaz de se ligar ao sitio de eNOS e agir diretsermm eNOS independente de BH

(133).
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Figura 3a. Potenciais Mecanismo de agdo do acidmfderivados do folato (Adaptado de Moat (131)).
eNOS=0Oxido Nitrico endotelial sintase; ON= o¢xidotrind; 5MTHF=5-metiltetrahidrofolato;
BH,=tetrahidrobiopterina; Bpfdihidrobiopterina; cGMP=guanosina monofosfato icfcl 1) Redugao
dos niveis de homocisteina, pois o folato na stmaddMTHF converte homocisteina em metionina; 2)
Efeitos antioxidantes diretos, pode efetivamentaratobre @; 3) Estabilizacdo quimica ou regeneragéo
de BH, agindo sobre a enzima dihidropteridina redutaseRRH que catalisa a regeneracéo de, BH
partir de BH. 4) Efeito direto sobre eNOS, pois pode melhorbgatdo de B ao sitio, além disso, os
folatos contém estruturas semelhantes g Pbirtanto, pode se ligar diretamente ao sitioNf@®

7.1.4 Acgéo antitrombodtica

A administragdo de AF em fumantes induz uma redwgigaificativa nas
concentracdes plasméaticas de fibrinogénio e D-dispenarcadores de um estado proé-
trombotico. No entanto, ndo houve associacdo exgses achados e 0s niveis de
homocisteina plasmatica, o que sugere um efeitdranbdtico independente da
modulacdo de homocisteina (134). Estudos controsemsostram que o AF possui
efeitos antitrombdticos que estdo ligados a umacgé@a dos niveis de homocisteina

(135-136), por um efeito direto na eNOS ou porigéib de inimeras vias (137).
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7.1.5 Outros possiveis mecanismos de acao

Existem outros possiveis mecanismos que podemcexmi efeito benéfico do
AF, porém esses foram pouco estudados, como aebg@roposta por Moens et al. de
gue o fornecimento de altas concentracdes de fptade aumentar a sintese de purinas
e, assim, manter os niveis de ATP no coracdo dueigquemia. O folato participa da
transferéncia de uma unidade de carbono formil d&culas doadoras para formar
purina. A perda de purinas pelo miocardio € umadtaristica da isquemia. Identificar
formas de prevenir a perda de purinas ou aumeundasisntese seria um grande achado

(138).

Acido Folico J

Interagdo com |‘Ligacao direta
eNOS ) *Dependente de BH,

Fosfato de alta J_ _

energia _ _ Homocisteina
Efeito _ .
antitrombético Efeito '
— T antioxidante J

Disfuncao Endotelial

Diabetes; Hipercolesterolemia; Hiperhomocisteinemia;
Hipertensao; Tabagismo; Infec¢do; DCV

Figura 3b. Mecanismo de agdo do acido félico (Adaptado de }j1INOS: 6xido nitrico endotelial
sintase
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8 Justificativa

Como individuos infectados pelo HIV apresentam mambrevida e reducdo da
mortalidade por complicagdes oportunistas e aumaatmorbidade e mortalidade por
DCV, ndo somente é importante a identificacdo derda de risco associados, bem
como a identificacdo precoce dos individuos emorigc disfuncdo endotelial pode
contribuir para o aumento de eventos cardiovasesilam individuos infectados pelo
virus HIV. A disfungéo endotelial € um marcadorgoee de DCV, assim o endotélio
pode ser um importante alvo para a terapia prexeeni administracdo de acido félico
tanto aguda como crénica tém demonstrado um bémefibre a funcdo endotelial de
populacdes com diferentes riscos de DCV. No entaetohum estudo avalia o efeito da
suplementacédo de &cido folico sobre a funcdo elaotle individuos infectados pelo
virus HIV. Se esse beneficio for comprovado, a atinacdo de &cido folico pode ser

explorada como uma terapia segura e barata paraired riscos de DCV.
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CAPITULO Il

OBJETIVOS

1.1 Objetivo principal

- Avaliar o efeito da suplementacdo de acido fotinsobre a funcdo endotelial de

individuos infectados pelo HIV.

1.2 Objetivo secundario

- Verificar os efeitos da suplementacdo de acidbnitm sobre os niveis de

homocisteina de individuos infectados pelo HIV.
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CAPITULO IV

ARTIGO ORIGINAL

SHORT TERM FOLINIC ACID SUPPLEMENTATION IMPROVES
ENDOTHELIAL FUNCTION IN HIV-INFECTED INDIVIDUALS: A
RANDOMIZED TRIAL

INTRODUCTION

The introduction of antiretroviral therapy (ART) sh@hanged the course of
human immunodeficiency virus (HIV) infection (1)raghatically reducing the
morbidity and mortality associated to HIV (2). Howee, along with the longer life
expectancy of HIV infected individuals, non-AIDS lated diseases are being
increasingly recognized. In this scenario, cardsoutar disease (CVD) is one of the
leading causes of morbidity and mortality in sudtignts. (3-4), and the possible
mechanisms of the increased incidence could béeteta endothelial cell damage and
vascular dysfunction encountered in this populaf®#0). Endothelial dysfunction is
an early marker of atherosclerosis and has prediatalue for cardiovascular events

(11).

Therefore it should be important to early identdpd aggressively manage
individuals with endothelial dysfunction. Therapeustrategies might be taken upon
recognition of any vascular injury. Many reportv@ahown that supplementation with
folates improves endothelium dependent vasoditatain patients with hypertension
(12), coronary artery disease (13-14), peripherascular disease (15), familial
hypercholesterolemia (16-17), hyperhomocysteine(@&20), and diabetes mellitus

(21-23). All of these conditions may be presentitV infected individuals (24-25).

55



Nevertheless, there is still no study evaluatiregdffect of folinic acid supplementation
on the endothelial function of these patients. €f@e, the purpose of this study was to
determine whether 4 weeks of folinic acid suppletagon (5 mg/day) would improve
endothelial function, as assessed by brachialyaresctive hyperemia in HIV infected

people.

SUBJECTS AND METHODS
Design and participants

This was a randomized, double-blind, placebo-cdetto trial. Eligible
participants were individuals with known HIV diseaaccording to Centers for Disease
Control revised criteria (26), aged 18 or over, ART for at least 6 months, with
undetectable viral load (less than 50 copies/mt}d £D4 counts more than 200
cells/mn?. Exclusion criteria were diabetes mellitus, acotechronic infection, liver
disease, renal disease, history of cardiovascugsade, or uncontrolled hypertension,
pregnancy, use of illicit drug and mental illnekattwould compromise understanding
and collaboration with the study. Patients culyensing tobacco, taking any dietary
supplement (such as folic acid or antioxidant) @men taking hormone replacement
therapy were also excluded. All medications in teguse were maintained throughout
the study period. The protocol was approved byctiramittee for ethics in research of
the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, and alitipipants gave written informed
consent.
Study settings

The study took place at the HIV outpatient clinfcdlee Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, a national reference center for aeguimmunodeficiency syndrome in

southern Brazil, from August 2009 to September 2011
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Interventions

Participants were randomly assigned to a 4-weeMrrent with either folinic
acid (n=15) or placebo (n=15). The study suppleatent regimens consisted of the
capsules contain 5 mg of folinic acid or placebartiBipants were provided with 1
bottle, which contained 30 capsules. Subjects westeucted to take 1 capsule daily, in
the morning.
Outcomes

The primary outcome measure was assessment of idraattery vascular
responses during reactive hyperemia. Secondaryoimas were the changes on the
biochemical and hemodynamic variables.
Vascular measurements

After an overnight fast, the assessments were pee®d in a temperature-
controlled (20-22°C), quiet room, with subjectstie supine position. Throughout the
protocol, blood pressure (BP) and heart rate werasured in the dominant arm using a
calibrated oscillometric automatic device (Dinamap46 SX/P; Critikon, Florida,
USA). Forearm blood flow was measured by venoususan plethysmography (D.E
Hokanson, Washington, USA), in the nondominant |ib previously described (27).
In short, a rapid inflator cuff was used in the epprm to occlude venous outflow and
hand circulation was arrested by placing a cufiatbthe wrist. Recordings were made
each minute for 2 minutes. Reactive hyperemia (RES induced by placing a cuff in
the upper-arm at 250 mmHg, and releasing after B. iAll flow recordings were
manually traced by an operator who was blinded he groups, and time. The
reproducibility of flow measurements in our laborgt has intraday and interday
coefficients of variation of 6.9 and 9.2%, respegiy (28). After 15 minutes of rest, 2.5

mg of sublingual isossorbide dinitrate (Isordil®g®a/Brazil), was administered as an
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endothelium-independent vasodilatdfive minutes later, endothelium-independent
vasodilatation of the brachial artery was meas{28.
Laboratory measurements

All samples were obtained after an overnight fasfpre and after 4 weeks of
intervention. For each subject, total plasma horst@ige concentration, serum folate,
vitamin By, glucose, creatinine, total cholesterol, high dgngoprotein cholesterol
(HDL-C), and triglycerides were measured. Serumatland vitamin B levels were
measured by a competitive immunoassay using deckemiluminescent thecnology
(Bayer ADVIA Centaur, Leverkusen, Germany). Plasromocysteine leves were also
measured by a competitive immunoassay using dekemiluminescent thecnology
(IMMULITE 2000 Siemens, lllinois, USA). Glucose eatinine, total cholesterol, HDL-
c, and triglycerides were measured with standdrdritory methods.
Sample size and randomization

Based on a previous study (14), power calculatglm®sved that a total number
of 15 participants per group would be able to detechange of 4ml/min/100ml in
vascular response during reactive hyperemia betwemps, with a power of 80% and
a=0.05. For allocation of the participants, randaaticn was achieved by computer-
generated list of random numbers, and the codeaineh unknown to the investigators
and participants until the study was completedti€tpants were randomly assigned to
placebo or folinic acid treatment groups. The manitation procedure was performed
in three blocks of 10 and was stratified accordimgex, to ensure a relatively equal
number of men and women in each treatment group.

Folinic acid and placebo capsules were indistiftalge in shape, size, as well
as color. They were pre-packed in identical bottled consecutively numbered for each

patient, according to the randomization schedulgpp&ments were coded so that
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neither the investigators nor the participants wasare of the contents. A person not
affiliated with the study was the only one entrdstéth the identification codes for the
individually wrapped bottles of capsules.
Statistical analysis

All variables were tested for normal distributionttwthe Kolmogorov-Smirnov
test. Normally distributed variables are expresaedmean + SEM. Variables non-
normally distributed are presented as median™@8' percentiles). Baseline
comparisons of group characteristics were carrietl by unpaired t-test or Mann-
Whitney U test. To compare responses after 4 wekkdervention, a two-way analysis
of variance (ANOVA) for repeated measures (groupget and interaction) was used.
Associations between changes in serum folic actidmranges in RH and associations
between changes in plasma homocysteine and chang® were evaluated by
Spearman’s rank correlation coefficient. A two4dilP value of less than 0.05 was
considered as statistically significant.
RESULTS
Patients

Figure 1 presents the flow of patients in the stuQyt of a total of 1,332
participants screened for eligibility, 1,157 hadclesion criteria. Eighty-three
participants could not be enrolled due to logistreasons, 55 did not provide consent,
and 11 participants were involved in other resegsobtocols. Of the 30 patients
randomized to the folinic acid and placebo groupsre were no losses to follow-up
during the study period. Therefore, after 4 wkspatents in the folinic acid group and

15 patients in the placebo group were analyzedadNerse events were encountered.
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Patients assessed for eligibility (n=1332)

Not eligible (n=1157)

Had logistic reasons (n=83)

Did not provide consent (n=51)

Were participating in another study (n=11)

Patients randomized (n=30)

Allocated Folinic Acid group Allocated Placebo group

(n=15) (n=15)
Lost to follow-up Lost to follow-up
(n=0) (n=0)
Were included in the analysis Were included in the analysis
(n=15) (n=15)

Figure 1. Participants diagram flow

Baseline characteristics

Table 1 presents the demographic, anthropometriod diochemical
characteristics, as well as the hemodynamic firglizugd medications used by the two
groups at baseline. Groups were well matched feragl sex distribution. Likewise,
other general characteristics and use of ART warélas. Participants were middle-

aged, with predominance of women.
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Table 1.Subject’s characteristics

Placebo (n=15) Folinic acid (n=15) p-value

Age (years) 4542 45 +2 0.851
Gender (M:F) 718 718
HIV duration (years)* 13 (5-16) 10 (6-14) 0.427
Antiretroviral Therapy

Pls* 7 (46.7%) 9 (60.0%)

NRTI** 14 (93.3%) 15 (100.0%)

ITRNN** 9 (60.0%) 8 (53.3%)
Weight (kg) 70.7+2.3 70,4+2.4 0.94
BMI (kg/m2) (kg/m2)* 23,9 (23,1-27,3) 23,9 (22,5-29, 0.934
CD4 count (cells/ mm3)* 523 (445-585) 708 (412-871) 0.590
Systolic BP (mm Hg) 122+6 12945 0.371
Diastolic BP (mm Hg) 753 7512 0.953
Heart rate (bpm) 70+2 68+3 0.528
Total cholesterol (mg/dL) 172+14 205+11 0.078
HDL cholesterol (mg/dL) * 40 (34-51) 47 (37-56) 8B
Triglycerides (mg/dL)* 134 (74-247) 181 (145-213) 481
Blood glucose (mg/dL) 101+3 9914 0.594
Creatinine (mg/dL) 0.79+0.04 0.81+0.07 0.757
Vitamin B12 (pg/l)* 332 (304-465) 394 (320-500) 037
Serum folate (ng/l) 10.4+1.0 9.6+0.7 0.514
Homocysteine (umol/L)* 9.4 (7.3-10.5) 8.3 (7.6-9.9) 0.836

Data are presented as mean + SEM or * median (25 % interquartile range) or ** number (%). M = maF =
female; Pls = Protease inhibitors; NRTI = Nucleosideerse transcriptase inhibitors; NNRTI = Nonnuside
reverse transciptase inhibitors BMI = Body massxn@#® = blood pressure; HDL = high density lipoiat
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Hemodynamic and biochemical responses

Hemodynamic and biochemical variables at baselimg after 4 weeks are
presented in Table 2. There was no significant geam hemodynamic variables.
Likewise, blood glucose, lipid profile, creatiningjitaminB;, did not change
significantly in the two groups after interventidfolinic acid supplementation resulted
in an increase on serum folic acid and reductiototl plasma homocystine levels.
Endothelial Function

Figure 2A shows the reactive hyperemia respondms¢line and after the 4-
week intervention period for both groups. Folinic asigpplementation produced a rise
in endothelium-dependent vasodilation (from 14.940.21.2+1.4 ml/min/100ml). The
same was not observed in placebo group (from 1573t 14.6+0.9 ml/min/100ml;
group p< 0.017; time p<0.001; interaction p<0.0@Ayure 2B shows the effect of the
interventions on the endothelium-independent vdatoin responses before and after
the 4 weeks. The endothelium-independent respdosasblingual isossorbide dinitrate
remained unchanged after intervention in both gso(fplinic acid: from 3.1+0.2 to
3.2£0.2 ml/min/100ml; placebo: from 2.7+0.2 to 28 ml/min/100ml; group p =
0.110; time p = 0.369; interaction p = 0.834).

Figure 3 shows the correlation between the chamgerum folic acid levels and
the change in reactive hyperemia response inclualtiy groups of patients. There was
a significant correlation between the increaseeius folic acid and the improvement
of RH. The correlation between the change in plasimmocysteine levels and the

change in RH did not reach statistical significafrce -0.339, p = 0.066).
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Table 2. Hemodynamic and biochemical parameters at baselhte after 4 week

intervention
Placebo (n=15) Folinic acid (n=15) p-value

baseline 4 week baseline 4 week time group rant®n
Systolic BP (mm 122+ 6 11645 12945 125+4 0.008 0.260 0.595
Hg)
Diastolic BP 753 723 75%2 733 0.136 0.931 0.679
(mm Hg)
Heart rate (bpm) 70£2 703 68+3 65+2 0.383 0.229 0.661
Total cholesterol 172+14 170£13 20511 208+14 0.8500.033 0.493
(mg/dL)

HDL cholesterol 40 (34-51) 36 (32-46) 47 (37-56) 44 (35-55) 0.019 0.774 0.505
(mg/dL)

Triglycerides 134 (74- 163 (80- 181 (145- 156 (104- 0.420 0.788 0.980
(mg/dL) 247) 222) 213) 229)

glucose (mg/dL) 101+3 95+3 9944 96+2 0.092 6.78 0.547
Creatinine 0.79+0.04 0.78+0.06 0.81+0.07 0.79+0.09 0.719 939. 0.193
(mg/dL)

Vitamin B12 332 (304- 393 (321- 394 (320- 418 (349- <0.001 0.477 0.955
(pg/L) 465) 596) 500) 579)

Serum folate 10.4+1.0 11.641.1 9.6+0.8 2410 <0.001 <0.001 <0.001
(ng/L)

Homocysteine 9.4 (7.3- 9.4 (7.2- 8.3 (7.6- 7.2 (6.9- <0.001 0,526 <0.001
(umol/L) 10.5) 10.2) 9.9) 8.9)

Data are presented as mean + SEM or median (25% #8erquartile range). BP = blood pressure; HDhigh

density lipoprotein.
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Figure 2 a) Effect of folinic acid or placebo on reactive hygmia after 4 week
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Figure 3. Correlation between the changes in serum folic kidls and the changes in

reactive hyperemia response in both groups

DISCUSSION

The main finding of this small randomized clinitahl was that 4 weeks of oral
folinic acid supplementation improved endothelieapdndent vasodilation and reduced
plasma homocysteine levels in HIV infected peoplethe best of our knowledge, this
is the first study to investigate the effect ofl@applementation of folinic acid on the
endothelial function in this population. This findi is consistent with several studies
that have described that folate administration oups endothelial function in various
disease states, including hypercholesterolemial@)6hypertension (12), diabetes (21,
23), and coronary artery disease (14, 30). Cuyemietary Recommended Intake
(DRI) recommends a daily ingestion of folic acid 400 ug (31). In the above
mentioned trials, as well as in our study, foliaid was given at much larger doses.
Our results extend these vascular benefits of audid to HIV infected people on stable
antiretroviral therapy.

Both elevated plasma levels of homocysteine andftdate status are associated

with increased cardiovascular risk (32-33) and émel@al dysfunction (34-35). Our
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study demonstrates that folinic acid supplemematisulted in higher serum folate
levels and lower total plasma homocystine levels% decrease). This is somewhat in
contrast to other studies which found an almost 2B#uction (36-37). The limited
decline in homocysteine levels seen in our studyccbe likely related to the relatively
normal homocysteine levels at baseline. Of note giteatest reductions have happened
in 3 individuals with elevated baseline homocysteim the folinic acid arm. Elevated
plasma homocysteine is known to occur in associatith nutritional deficiencies of
vitamin By, and folate in the general population (38-39). Im suudy participants had
normal levels of both vitamins at baseline.

Previous studies suggest that chronic folinic amidhinistration may improve
lipid profile, blood pressure, and insulin resisanWe were unable to confirm these
results, most likely because our patients were geuynwith well controlled BP and
metabolic control at baseline. A meta-analysis $taolwn that supplementation with at
least 5mg/day of folic acid, for a minimum of 6 Wege may reduce systolic blood
pressure by an average of 2 mmHg (12). In a ramnmeanicontrolled trial, the
supplementation with folate and vitamin,Bfor 8 weeks was associated with a
significant improvement in total cholesterol anduhin resistance in elderly subjects
(40). In a study with healthy overweight subjects? weeks of folic acid
supplementation improved insulin sensitivity (41Additionally, supplementation with
folic acid for 8 weeks lowered plasma levels of looysteine, improved glycemic
control and insulin resistance in overweight andsgbmen with type 2 diabetes (42).

Folic acid has potential benefits with regards aodmvascular parameters such
as endothelial function, arterial stiffness, blgwdssure, and pro-thrombotic status (20,
23, 43-46). There are several mechanisms to expairefficacy of folic acid therapy.

Folates are thought to participate in the endogemegeneration of tetrahydrobiopterin
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(47), an essential cofactor for endothelial nitskide synthase action, and therefore may
result in increased nitric oxide production aftapglementationNitric oxide is solely
responsible for flow-induced dilation of the braahartery in humans. Moreover, folic
acid has a known homocysteine-lowering effect tmatid contribute to improvements
in endothelial function (15, 48). Finally, folic idcitself may have a direct antioxidant
effect on the endothelium and therefore could imprendothelial function (30, 49-50).

Our small, randomized trial has some limitatiordiritc acid was taken only for
4 weeks, whichmay not be a long enough duration for the optinesidfit. Furthermore,
we did not obtain extensive dietary histories totom for other folic acid intake.
However, serum folate levels increased and homemestievels decreased after folic
acid supplementation, supporting our assumption tfe 5 mg/day supplementation
was responsible for the improvement in reactiveehgmia responses.
Conclusion

The present study demonstrates that the short-seiministration methylated
folate derivative, folinic acid, improves endothh-dependent vasodilatation in HIV
infected people. Future studies should evaluatethen long-term folinic acid
supplementation would lead to a reduction in carascular events in this particular

population.
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