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Esta tese de doutorado foi elaborada em novo formato, de acordo com a
recomendacao do Coordenador do Curso de Pds-graduacdo em Bases Gerais da
Cirurgia da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP, visando facilitar futuras
publicacbes e consultas a esse material. Esta subdividida em dois capitulos redigidos
como trabalhos independentes, de acordo com as normas internacionais de
publicacbes em periddicos, porém, com conteddos intimamente relacionados,
estando o primeiro na forma de Artigo de Revisao (Capitulo 1), e o segundo na forma
de Artigo Original (Capitulo II).

O Capitulo | “Tratamento nutricional da hiper-homocisteinemia na doenca
arterial periférica”, aborda o metabolismo da homocisteina e sua relagdo como fator
de risco na doenca arterial periférica, 0s mecanismos patogénicos da hiper-
homocisteinemia, a utilizacdo do tratamento vitaminico, principalmente com &acido
félico no tratamento da hiper-homocisteinemia e os efeitos deste tratamento sobre a
morbi-mortalidade por doencas vasculares.

O Capitulo Il “Efeitos da suplementacdo de acido félico sobre a concentracéo
de homocisteina e marcadores de inflamagdo em individuos portadores de doenca
arterial periférica”, relata os resultados do tratamento com &cido fdlico sobre a
homocisteinemia e indicadores inflamatérios na isquemia cronica de membros de
pacientes acompanhados no Ambulatério de Claudicacdo do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP.
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Resumo

Venancio LS. Tratamento nutricional da hiper-homocisteinemia na doenca arterial
periférica. (tese). Botucatu/SP: UNESP - Universidade Estadual Paulista, Faculdade
de Medicina de Botucatu; 2006.

Estudos epidemiolégicos mostraram que a prevaléncia de doenca arterial periférica
(DAP) é alta e tem como fator etiolégico principal a aterosclerose. Os fatores de risco
para o desenvolvimento da aterosclerose sao bastante conhecidos, e nos ultimos
anos, foi identificado, além destes, a homocisteina. Diversos estudos clinicos e
experimentais, nacionais e internacionais, indicam que a homocisteina esta envolvida
na génese da aterosclerose e, assim, é considerada um importante e prevalente fator
de risco para doencas vasculares, inclusive na doenca arterial periférica. A
homocisteina € um aminoacido sulfurado utilizado em diversas vias metabdlicas. A
hiper-homocisteinemia pode ser atribuida principalmente ao estado nutricional
vitaminico deficiente das vitaminas Bg, B, € em especial do folato, ou ainda a
ocorréncia de mutacdes genéticas de algumas enzimas do metabolismo da
homocisteina, como a heterozigose e a homozigoze para a enzima
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). Os mecanismos pelos quais a hiper-
homocisteinemia contribui para a aterogénese séao parcialmente compreendidos e
multifatoriais, como a disfuncdo endotelial provocada pela reducdo do éxido nitrico,
assim como por mecanismos oxidativos (aumento na producdo de espécies reativas
do metabolismo de oxigénio, oxidacdo da LDL -low density lipoprotein) e
inflamatérios (inducdo na expressdo de moléculas de adesdo e citocinas proé-
inflamatérias). Embora ainda ndo haja consenso sobre a dose exata e a forma de
utilizacéo, principalmente do folato na forma de suplementos, adequacao alimentar,
fortificac@o de cereais, para o tratamento da hiper-homocisteinemia, diversos estudos
realizados em pacientes com doencga vascular coronariana, cerebral e periférica,
mostraram que o folato, isoladamente ou em combina¢cdo com a vitamina Bs € B1»
pode reduzir as concentracdes sanguineas homocisteina e também diminuir a
concentracdo de alguns marcadores de biolégicos do processo de aterosclerose. No
entanto, estudos recentes ndo comprovaram este beneficio sobre o processo
inflamatério associado a hiper-homocisteinemia. Portanto, a suplementacdo ou, a
fortificacdo, ou a adequacdo dietética isolada do folato € uma terapéutica custo-
efetiva na prevencdo e no controle da homocisteinemia, mas ainda persiste
inconclusiva quanto ao impacto sobre a evolugédo das doencgas vasculares.

Palavras-chave: Homocisteina; doenca arterial periférica; suplementacéo vitaminica,
acido folico; aterosclerose.



Artigo de Reviséo 2

Abstract

Venancio LS. Nutritional treatment in hiperhomocysteinemia in peripheral arterial
disease. (thesis). Botucatu/SP: UNESP — S&o Paulo State University, Botucatu
Medical School; 2006.

Epidemiological studies have shown that the prevalence of peripheral arterial disease
(PAD) is high and has atherosclorosis as its etiological factor. Risk factors for the
development of atherosclerosis are widely known, and, for the past years,
homocysteine has been identified as one of them. Several clinical and experimental,
national and international studies indicate that homocysteine plays a role in the
genesis of atherosclerosis and, thus, is considered an important and prevalent risk
factor for vascular diseases, including peripheral arterial disease. Homocysteine is a
sulfur amino acid used in several metabolic paths. Hyperhomocysteinemia may be
mainly attributed to the deficient vitamin nutritional status of vitamins Bg and B1, and
especially folate, or still to the occurrence of genetic mutations in some enzymes in
homocysteine metabolism, such as heterozygosis and homozygosis for
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) enzyme. The mechanisms through
which hyperhomocysteine contributes to atherogenesis are partially understood and
multifactorial, such as endothelial dysfunction caused by nitric oxide reduction as well
as oxidative mechanisms (increase in the production of reactive species of oxygen
metabolism, low density lipoprotein oxidation and inflammatories (induction in the
expression of adherence molecules and proinflammatory cytokines). Although there is
still no consensus as to the exact dose and manner of use, mainly of folate in the
form of supplements, eating adjustment, cereal strengthening, for the treatment of
hyperhomocysteinemia, several studies done in coronary, cerebral and peripheral
vascular disease patients have shown that folate, isolatedly or in combination with
vitamins Bg and B;2, may reduce blood concentrations of homocysteine as well as the
concentration of some biological markers in the process of atherosclerosis. However,
recent studies have not corroborated this benefit for the inflammatory process
associated  with  hyperhomocysteinemia. = Consequently,  supplementation,
strengthening and diet adjustment devoid of folate are not cost-effective therapies in
the prevention and control of homocysteine, but it is still inconclusive regarding the
impact on the evolution of vascular diseases.

Key words: Homocysteine; peripheral artery disease; vitamin supplementation; folic
acid; atherosclerosis.
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A doenca arterial periférica (DAP) € definida como uma doenca arterial
obstrutiva de extremidades que reduz o fluxo sanguineo durante o exercicio ou, em
estagios avancados, em repouso’. A apresentacdo clinica da DAP pode variar desde
doenca assintomatica, com resultados anormais de testes ndo invasivos, até
sintomatica com a presenca de claudicacdo intermitente classica ou atipica, ou
isquemia critica de membros. Mais de 50% dos pacientes com DAP séo
assintomaticos ou tem sintomas atipicos, um terco tem sintomas classicos de
claudicacdo intermitente, e 10% desenvolvem isquemia critica de membros®.
Estudos epidemiolégicos mostram que a prevaléncia de DAP varia de 1,6% a 12%?.
Outros estudos nos quais se utilizaram testes néo invasivos para deteccéo objetiva
da DAP, apontaram prevaléncia de 3,8% a 33%?. Além disso, as doencas isquémicas
crdnicas de membros, apresentam manifestacdes clinicas crescentes com a idade,
principalmente entre a quinta e a sétima décadas de vida®, sendo a sua prevaléncia
definida por testes néo invasivos de 2,5% entre 40 e 59 anos de idade, 8,3% entre
60 e 69 anos e 18,8% entre 70 e 79 anos’. Em nosso meio, ndo se conhecem dados
epidemiologicos referentes a sua incidéncia, mas estima-se que ndo deva ser
diferente de outros paises. Acredita-se que a prevaléncia de DAP na populacdo em
geral seja subestimada por permanecer assintomatica por longo tempo® .

As doencas do aparelho circulatorio foram as principais causas de morte entre
os brasileiros em 2004 (27,8%)* e na populacdo mundial (18 milhdes)®, e dentre as
varias etiologias, a aterosclerose foi a causa mais comum. A aterosclerose é

responsavel por 85% dos casos de DAP, 95% das coronariopatias, e 75% dos

acidentes vasculares cerebrais. Entre 0s pacientes com doenga aterosclerética
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sintomatica, 15,9% tem doenca polivascular sintomatica (doenca arterial periférica,
cardiovascular e cerebrovascular)®. Além disso, na fase de claudicac&o intermitente,
cerca de 60% dos individuos apresentam comprometimento simultaneo e importante
dos setores coronariano e cerebrovascular, e 30% dos pacientes com doenca
vascular coronariana ou cerebral apresentam doenca arterial periférica’. Deste modo,
a DAP estd associada a um aumento da morbi-mortalidade por doencas
cardiovasculares (aproximadamente 30%) e cerebrovasculares®, sendo um
importante preditor das mesmas.

Alguns fatores de risco para o desenvolvimento da doenca aterosclerética séo
bastante conhecidos, como idade, sexo masculino, dislipidemia, habito tabagico,
hipertensado aterial, diabetes melito, obesidade, sedentarismo e fatores genéticos ou
histéria familiar de doenca aterosclerética®. Nos Ultimos anos, foram identificados
outros fatores de risco, como a homocisteina, cujo estudo pode ampliar o
entendimento sobre os mecanismos fisiopatolégicos da aterosclerose e possibilitar o

desenvolvimento de novas medidas preventivas ou terapéuticas.

Metabolismo da homocisteina e hiper-homocisteinemia na doenca arterial

periférica

A homocisteina € um aminoacido sulfurado ndo protéico, que apresenta um
grupo sulfidrila (SH) em sua estrutura (Figura 1). Este aminoacido ndo é um

constituinte da dieta e ndo € formador de proteinas, mas € produzido exclusivamente
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como um produto intermediario do metabolismo intracelular do aminoacido essencial

metionina®.

HS-CH2 - CH2 -CH-COOH

NH2

Figura 1. Representacdo da molécula de homocisteina™.

A homocisteina foi descoberta por Vincent Du Vigneaud em 1932, que
publicou um trabalho pioneiro sobre a importancia desse aminoacido na bioquimica e
na nutricAo. Estudos posteriores em criangcas com homocisteiniria mostraram
associacdo entre a elevacdo da homocisteina sanguinea e fendmenos
ateroscleréticos e tromboembdlicos como infarto agudo do miocardio, acidente
vascular cerebral, e morte precoce’. Nos tecidos animais, a homocisteina
apresenta-se na forma reduzida, ou seja, com um grupo sulfidrila livre, embora em
pequena quantidade. A maior parte ocorre no estado oxidado, sob a forma de
homocistina (dissulfeto da homocisteina), dissulfeto misto homocisteina-cisteina e
homocisteina ligada a proteinas (principalmente albumina) por ligacdes dissulfeto.
Todas essas espécies de homocisteina sdo chamadas conjuntamente de
homocisteina total. Mais de 70% da homocisteina total se encontra ligada a
albumina, 30% est4 na forma de dissulfetos, e aproximadamente 1% apresenta-se
na forma livre®.

O metabolismo intracelular da homocisteina ocorre por meio de duas vias de

remetilacdo, responséaveis pela conversdo da homocisteina em metionina, e uma via
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de transulfuracdo que converte a homocisteina em cisteina (Figura 2). Estas vias sédo
dependentes das vitaminas Bes, Bi2 e folato que atuam como co-enzimas ou co-
substratos. Em uma das vias de remetilacdo, o doador do grupo metil é o 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF), forma principal do folato no plasma, produzido a partir
da reducdo do 5,10-metilenotetrahidrofolato pela enzima metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHFR). A transferéncia do grupo metil para a homocisteina é feita
mediante acdo da enzima metionina sintetase (MS), que tem como cofator a metil-
cobalamina (MCOB), que é uma coenzima derivada da cobalamina (vitamina Bi,).
Subsequientemente, uma nova molécula de 5-MTHF ¢ sintetizada pela transferéncia
de um atomo de carbono de uma fonte de carbono como serina, para uma molécula
de tetrahidrofolato, produzindo metilenotetrahidrofolato e glicina®.

Na outra via de remetilacdo (demetilacdo), que acontece principalmente no
figado, o doador do grupo metil, para a conversdo da homocisteina em metionina, é
a betaina. Esta reacdo € catalisada pela enzima betaina-homocisteina
metiltransferase (BHMT), e a betaina € convertida em dimetilglicina. A betaina é um
derivado da colina, que por sua vez € originada da dieta e de sucessivas metilacdes
de moléculas de fosfatidiletanolamina. Uma vez formada, a metionina é ativada pelo
ATP formando S-adenosil-metionina, que funciona como doador de grupo metil para
uma diversidade de receptores. O produto destas reacdes de metilacdo € a S-
adenosil-homocisteina, a qual € hidrolisada regenerando a homocisteina, que se
torna disponivel para iniciar um novo ciclo de transferéncia de grupos metil*>.

Na via de transulfuracéo, inicialmente, a homocisteina condensa-se com uma

molécula de serina para formar cistationina, em reacgédo irreversivel que € catalisada
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pela enzima cistationina-B-sintetase (CBS) e que tem como cofator o piridoxal-5'-
fosfato, um derivado da piridoxina ou vitamina Be. Posteriormente, a cistationina é

hidrolisada em cisteina e acido a-cetobutirato, reagdo esta que também requer

7

vitamina Bg e € catalisada pela enzima y-cistationase. O excesso de cisteina é
oxidado em taurina e sulfatos inorganicos. Desta forma, além da producdo de
cisteina, a via de transulfuracdo € responséavel pelo catabolismo da homocisteina
toxica, que ndo € necessaria no ciclo de transferéncia de grupos metil. Portanto, esta
via de metabolizacdo visa a excre¢do renal da homocisteina diminuindo a
concentracdo sérica deste aminodcido. Esta via metabodlica ocorre somente no
figado, rins, intestino delgado e pancreas. Em condi¢cdes metabodlicas normais, a
metabolizacdo da homocisteina é distribuida igualmente entre estas duas vias que
sdo coordenadas e competem pela utilizacdo da homocisteina disponivel®.

A concentracdo normal de homocisteina no plasma quando analisada em
jejum é de aproximadamente 10 umol/L, devido ao mecanismo de exportacdo celular,
com variacao entre 5 a 15 umol/L, e acima destes valores caracteriza-se a hiper-
homocisteinemia’®. Kang et al.'® classificaram arbitrariamente a hiper-
homocisteinemia nas formas grave, para concentragcdes maiores que 100 pumol/L,

moderada para concentracdes entre 31 e 100 umol/L e leve para concentracbes

entre 15 e 30 umol/L.
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Figura 2. Representacdo esquematica das vias de metabolizacédo da homocisteina®.

Desde a descoberta da homocisteina, diversos e importantes estudos
prospectivos e caso-controle mostraram que a hiper-homocisteinemia é um fator de
risco para doencas vasculares e é prevalente em pacientes com doenca arterial
periférica (DAP) (28 a 60%)'"'®, comparado com 1% na populacdo geral’. As
concentracdes médias de homocisteina em pacientes com diversas manifestacdes

de DAP, como na claudicacdo intermitente’®, nas lesdes ileo-femorais®, na sindrome
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de Leriche?!, na estenose de carétida®® e no aneurisma de aorta abdominal®®,

mostraram-se significantemente superiores aos encontrados nos controles. Estudos

24-26 18 27,28

nacionais em pacientes com doenca arterial coronariana e periférica™,
confirmaram a alta prevaléncia de hiper-homocisteinemia (20 a 60%) e concentracdo
elevada de homocisteina nos doentes em relacdo aos controles. Um estudo de meta-
analise com amostra de aproximadamente 4.000 sujeitos, concluiu que um aumento
de 5 umol/L nas concentracdes plasmaticas de homocisteina, esta associada com
desenvolvimento doencga cardiovascular na razao de risco (odds ratio) de 1,6 para
homens e 1,8 para mulheres, comparado a 6,8 para pacientes com DAPY. Além
disso, estudos prospectivos, evidenciaram que a hiper-homocisteinemia esta
associada ao aumento do risco de morte precoce por doenca cardiovascular®®,

pFOgresséo da DAP30,31

e da doenca arterial coronariana ndo-fatal em pacientes com
DAP sintomatica®? .

As causas mais comuns de hiper-homocisteinemia na populacdo em geral,
estdo relacionadas aos defeitos genéticos na codificacdo de enzimas ou, a
deficiéncia de vitaminas que estdo envolvidas no metabolismo da homocisteina. A
deficiéncia nutricional € altamente prevalente e pode acometer muitos casos de
hiper-homocisteinemia. A concentragdo plasmatica de homocisteina esta
inversamente associada as concentracdes sanguineas de folato, vitamina Bg € By, e
a ingestdo dessas vitaminas, principalmente em idosos*:.

A hiper-homocisteinemia genética é freqlentemente resultado de alteracdes

moleculares associadas a heterozigoze da MTHFR e CBS, que causam reducdo de

50% na atividade da enzima correspondente e provocam hiper-homocisteinemia leve
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e moderada. Estima-se que 5 a 10% dos casos de hiper-homocisteinemia grave sédo
causados por defeitos nas vias de remetilacdo, sendo a deficiéncia homozigética de
MTHFR (677C—T) a mais comum e menos grave quando comparada a causada
pela deficiéncia de CBS, mas ao mesmo tempo tem pior prognéstico, porque nao
responde bem aos tratamentos disponiveis®*. A base molecular da variante
homozigdtica esta na substituicio C—T no nucleotideo 677 no exon 4 do gene da
MTHFR. Esta substituicdo causa na enzima a troca de alanina por valina. Individuos
homozigotos mutantes apresentam apenas 30% da atividade observada nos
individuos com genétipo normal, valor este que é de 65% para o genotipo
heterozigoto®®. A homozigoze para a enzima MTHFR esta presente em 5 a 20% na
populacéo geral e foi verificada em 16,7% dos pacientes com DAP, os quais tinham
homocisteina moderadamente aumentada®. No Brasil, foi verificado que 19% de 191
individuos com doenca arterial eram homozigotos para a variante termolabil da
enzima MTHFR, mas nenhuma correlacdo com a homocisteinemia foi estudada®’.
Elevacbes moderadas na concentracdo de homocisteina ndo sdo encontradas em
todos os portadores deste polimorfismo, 0o que sugere que o fenotipo deve ser
influenciado por outros fatores, como estado nutricional vitaminico, horménios,
algumas doencas e medicamentos®. Existe grande influéncia das concentracdes
séricas de folato no polimorfismo da enzima MTHFR, e a hiper-homocisteinemia em
individuos homozigotos s6 € observada quando existe deficiéncia de folato (valores

inferiores a 15,4 nmol/L)**.
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Mecanismos patogénicos da hiper-homocisteinemia

Apesar da grande quantidade de dados epidemioldgicos estabelecendo a
correlacdo entre hiper-homocisteinemia e aumento do risco para doencas
vasculares, os mecanismos pelos quais a hiper-homocisteinemia contribui para a
aterogénese e trombogénese sdo apenas parcialmente compreendidos. A agressao
ao endotélio parece ser um dos mecanismos pelo qual a homocisteina leva a leséo
vascular. Trabalhos pioneiros in vivo realizados por Harker et al. em 1974%° e 1976*,
com primatas ndo humanos (babuinos), mostraram que a injecao intravenosa de L-
homocisteina durante 5 dias provocou lesdo endotelial caracterizada pela
descamacao endotelial, proliferacdo de células musculares lisas e espessamento da
camada intima vascular, mediada pela reducdo da meia vida plaquetaria, com a
rapida formacao das lesdes vasculares, similares a les6es ateroscleréticas precoces
em humanos. O grau de lesé@o endotelial provocado pela hiper-homocisteinemia era
semelhante ao observado em outros fatores de risco como na hipercolesterolemia e
na hipertensao arterial.

Pesquisas experimentais nacionais e recentes reforcaram o papel da hiper-
homocisteinemia, induzida pela sobrecarga de metionina, na formacdo de placa
aterosclerética de aorta de suinos*? e artéria iliaca de coelhos*®. Apés periodo de 30
ou 60 dias de dieta rica em metionina, houve aumento significante nas
concentracdes de homocisteina e a formacdo de placas ateroscleréticas por
macréfagos espumosos, mas ndo foram observadas células musculares lisas,

cristais de colesterol ou células inflamatorias.
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Um dos principais mecanismos de disfuncdo endotelial induzido pela hiper-
homocisteinemia estaria relacionado a diminuicdo da biodisponibilidade do fator de
relaxamento do endotélio, o dxido nitrico, sintetizado a partir de L-arginina pela acao
da enzima Oxido nitrico-sintase. O O6xido nitrico é um potente vasodilatador
endogeno, inibidor de agregacao plaquetéaria, migracao de leucdcitos, além de inibir a
proliferacdo e a migracdo da célula muscular lisa, de restringir a ativacdo e a
expressdo de moléculas de adesdo e a producdo de anions superéxido**. Estudos
prévios em animais hiper-homocisteinémicos, mostraram que a homocisteina reduziu
a biodisponibilidade do éxido nitrico em cultura de células endoteliais, provavelmente
por inducdo do estresse oxidativo que inativa o Oxido nitrico, ou por inibicdo da
sintese da oOxido nitrico-sintase, ou ainda por aumentar as concentracdoes de
dimetilarginina assimeétrica que contribui para reducéo da biobisponibilidade do 6xido
nitrico. A dimetilarginina assimétrica € produzida a partir do catabolismo de proteinas
gue contém residuos arginina metilados e que sao liberados a medida que as
proteinas s&do hidrolisadas. A dimetilarginina assimétrica é transportada na
membrana da célula endotelial e pode competir com a arginina, levando a reducao
significativa da producado de 6xido nitrico por inibicéo da 6xido nitrico-sintase™.

Especula-se, também, que a hiper-homocisteinemia exerceria um papel
importante na disfung@o endotelial através de mecanismos oxidativos e inflamatorios.
O grupo sulfidrila (SH) presente na homocisteina é altamente reativo, por ser doador
de elétrons nos sistemas de oxidacdo, sendo oxidado rapidamente em dissulfeto
(SS). A homocisteina € prontamente oxidada quando chega ao plasma,

principalmente em consequéncia de sua auto-oxidacdo para formar dissulfetos,
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incluindo a homocistina, dissulfetos derivados de homocisteina e a homocisteina
tiolactona, sendo esta Ultima a forma mais reativa da homocisteina. O grupo sulfidrila
dos dissulfetos e da homocisteina tiolactona reagiria com o oxigénio produzindo o
peroxido de hidrogénio e o superéxido, os quais iniciariam a peroxidacao lipidica,
tanto na superficie endotelial como nas liproproteinas de baixa densidade (low
density lipoprotein)*®. A oxidacdo da LDL, favorecida principalmente pela
homocisteina tiolactona, formaria agregados que seriam captados por macréfagos na
camada intima das artérias, os quais estimulariam uma resposta pro-inflamatoria
vascular por meio da expressdo de moléculas de adeséo, proteinas quimiotéaticas e
fatores de crescimento para formar as células espumosas, e conseqientemente as
lesbes ateromatosas?’. Além disso, a auto-oxidacdo da homocisteina no plasma
poderia favorecer a reducdo na expressado e atividade da glutationa peroxidase e,
assim, inibir o potencial antioxidante das células endoteliais®’. Em culturas de
células endoteliais, células musculares lisas e mondcitos humanos, a hiper-
homocisteinemia induziu a expressdo da proteina quimiotatica de mondocitos
(monocyte chemoattractant protein 1-MCP-1) e da interleucina 8 (IL-8) por ativacdo
do fator nuclear Kappa B (nuclear factor kB-NF-kB) e inducéo da proteina C reativa
(PCR) de fase aguda positiva. A MCP-1 estimula o recrutamento de macréfagos para
0 espaco subendotelial, a IL-8 por sua vez promove quimiotaxia de neutrdéfilos, e o
NF-kB, um fator de transcricdo, estimula a producdo de citocinas, quimiocinas,
moléculas de adeséo do leucécito, e a PCR aumenta a expressdao de moléculas de

adesdo e quimiocinas. Desta maneira, essas substancias ampliariam a resposta
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inflamatéria vascular e contribuiriam para o inicio e a progressdo da
aterosclesorose™®.

Outros efeitos da homocisteina seriam alteracbes nas propriedades
antitromboticas do endotélio vascular. Estudos in vitro em células expostas a
homocisteina demonstraram um aumento da atividade dos fatores de coagulagéo Xl
e V, reducdo da ativacdo da proteina C, inibicdo do ativador de plasminogénio
tecidual, reducao da biodisponibilidade do 6xido nitrico e prostaciclina, inibicdo da
agregacao plaquetaria, aumento da atividade do fator de von Willebrand, inibicdo da
expressao da trombomodulina, inducdo da expressao do fator tecidual e supressao
da expressdo do heparan sulfato na parede vascular®®. Todas essas alteracdes
gerariam um ambiente trombogénico vascular com a ativacdo da cascata de
coagulacdo e modificagdo do tonus vascular.

A variabilidade de ac¢des da homocisteina apontada por estes estudos
demonstra que ainda ndo ha uma hipétese Unica explicativa para os efeitos

aterotrombogénicos da homocisteina.

Tratamento nutricional da hiper-homocisteinemia

Fatores nutricionais, em particular, o consumo e a concentracdo seérica de
folato, vitamina Bj, e Bg parecem ser 0s parametros mais importantes na
metabolizacdo da homocisteina. As deficiéncias, isoladas ou combinadas, dessas
vitaminas do complexo B envolvidas nas diversas vias do metabolismo da

homocisteina, seriam importantes marcadores hiper-homocisteinemia®. Em idosos
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norte-americanos, dois tercos (67%) dos casos de hiper-homocisteinemia foram
atribuidos a habitos dietéticos inadequados em relacdo a uma ou mais vitaminas do
complexo B*!. Em individuos portadores de DAP, em nosso meio, a freqiiéncia de
hiper-homocisteinemia naqueles com ingestao insuficiente de duas ou trés vitaminas
do complexo B (52,5%) foi significantemente maior em relacdo a aqueles com
ingestao insuficiente de uma vitamina (7,5%), o que confirma a relacdo entre hiper-
homocisteinemia e estado nutricional vitaminico®. De acordo com estudo prospectivo
de 12 anos de seguimento e com 46.036 participantes do sexo masculino® o
consumo de folato alimentar e suplementos contendo acido folico estariam
associados inversamente com a ocorréncia de DAP e poderiam contribuir para a
prevencao desta doenca vascular.

A deficiéncia dietética de folato provocaria a formagéo insuficiente da 5-MTHF,
0 qual é necessario como um grupo doador de radical metil na remetilacdo da
homocisteina para metionina. A deficiéncia da vitamina Bi», por sua vez, levaria a um
prejuizo na transferéncia do radical metil da 5-MTHF para a homocisteina na via de
remetilagdo através da metionina sintetase. Logo, a deficiéncia da vitamina Bsg
prejudicaria a conversdo da homocisteina em cisteina pelas enzimas CBS e y-
cistationase, as quais sdo ativadas pela vitamina Bg na via da transulfuragdo. Estas
condicbes favoreceriam o acumulo de homocisteina intracelular, a qual seria
transportada para o compartimento extracelular, e conseqientemente provocaria
aumento das concentracdes circulantes de homocisteina. Esse processo restringiria
a toxicidade intracelular, mas, por outro lado, poderia expor o meio vascular aos

efeitos deletérios do excesso de homocisteina®. Dentre essas vitaminas, o folato
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seria o determinante dietético mais importante da concentragcdo de homocisteina,
pois sua deficiéncia poderia restringir a via de remetilacdo da homocisteina a
metionina e favorecer o seu acimulo no meio extracelular.

Folato é um termo genérico utilizado para denominar esta vitamina essencial e
hidrossoliuvel do complexo B, o qual apresenta-se sob a forma ativa de acido
tetrahidrofolico e tem funcdo de co-enzima para reagfes de transferéncia de
unidades de carbono necessarias em varias vias metabdlicas, incluindo o
metabolismo de purinas e pirimidinas, bem como interconversées de aminoacidos. O
acido fdlico (acido pteroilmonoglutamato), forma oxidada e estavel do folato, embora
seja raramente encontrada nos alimentos, é a forma utilizada em suplementos
vitaminicos e em produtos alimenticios fortificados, representando 20% do folato da
dieta. Nos alimentos naturais, o chamado folato alimentar, é encontrado na forma de
pteroilpoliglutamato que representa aproximadamente 80% do folato da dieta
(Quadro 1).

O consumo ideal das vitaminas B, Bs e folato € definido pela Recommended
Dietary Allowace (RDA) ou Recomendacdes de Cotas Alimentares preconizadas pela
Dietary Reference Intakes™, definidas como nivel de consumo alimentar suficiente
para satisfazer as necessidades de quase todo individuo saudavel (entre 97 e 98%)

compreendido num determinado grupo, faixa etaria e estagio da vida (Quadro 2).
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Alimento Folato (ng/1009)
Figado de galinha grelhado 560
Farinha de soja 303
Figado bovino grelhado 253
Feijao cozido 149
Espinafre cozido 73
Brdécolis cru 71
Farinha de aveia 52
Farelo de trigo 44
Ovo cozido 44
Laranja 30
Couve crua 29
Pao branco 25
Banana 20
Tomate cru 15
Batata cozida 9

Alimento Vitamina Bi, (ug/100g)
Figado bovino grelhado 70,5
Figado de galinha grelhado 16,8
Peixe grelhado 2,8
Carne bovina 2,4
Queijo tipo mozzarella 2,2
Camaréo cozido 1,8
Ovo cozido 1,3
Leite de vaca integral 0,4

Alimento Vitamina B (mg/100g)
Figado bovino grelhado 1,00
Figado de galinha grelhado 0,87
Farinha de aveia 0,16
Farelo de trigo 0,34
Banana 0,36
Abacate 0,25
Batata cozida 0,26
Brécolis cozido 0,20
Oleaginosas 0,27
Feijdo cozido 0,06

Quadro 1. Contetdo de folato, vitamina Bi, e Bg em diversos alimentos>°.
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Sexo/ Folato Vitamina Bg Vitamina B,
Faixa etaria (anos) (ng/dia) (mg/dia) (ng/dia)
Homens
19-30 400 1,3 2,4
31-50 400 1,3 2,4
51-70 400 1,7 2,4
71 ou mais 400 1,7 2,4
Mulheres
19-30 400 1,3 2,4
31-50 400 1,3 2,4
51-70 400 1,5 2,4
71 ou mais 400 1,5 2,4

Quadro 2. Recomendacbes de Cotas Alimentares (Recommended Dietary
Allowace -RDA) preconizadas pela Dietary Reference Intakes™.
Em 1996 a Food and Drug Administration (FDA) regulamentou a fortificacéo
de cereais como farinha, arroz, massas e milho com 140 pg de &cido folico por 100 g
de produto com o objetivo de reduzir o risco de defeitos do tubo neural em recém-
nascidos. ApOs esta regulamentacdo foi observado um aumento significante nas
concentracdes de folato sérico e reducdo significante nas concentracdes de
homocisteina em 350 adultos e idosos participantes do Framingham Offspring
Study>®. A fortificacdo com 499 e 665 pg de acido félico para 30 g de cereais
matinais foi igualmente eficaz em reduzir a homocisteinemia e aumentar o folato
sérico em pacientes com doencga arterial coronariana, entretanto, a fortificacdo com
127 ng, quantidade que se aproxima daquela proposta pela FDA, foi insuficiente para
reduzir significantemente a homocisteinemia e induzir um aumento moderado de
folato sérico. Portanto, a homocisteinemia reduziu e o folato sérico aumentou
linearmente com o aumento de &cido folico contido no cereal. Diante desses

resultados, os autores sugeriram gue um nivel de fortificacdo superior
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(aproximadamente 350 pg) ao proposto pela FDA deveria ser assegurado®’. O Brasil
nao dispde de informacdes recentes, de representatividade nacional, sobre caréncias
de micronutrientes entre adultos. Mesmo assim, houve decisdo governamental da
fortificacdo universal das farinhas de trigo e milho produzidas no Pais com acido
f6lico®®, com base em estudos de abrangéncia local, realizados por diferentes
instituicbes em varias regibes geograficas. A resolucdo tornou obrigatéria a
fortificac@o dos cereais como farinha de trigo e milho com 150 ug de acido félico por
100 g de cereal, o que representa 37% da RDA para adultos, com o objetivo de
prevenir defeitos do tubo neural em recém-nascidos e caréncia em criancas e
adultos®®.

Considerando-se que a hiper-homocisteinemia € comum em individuos que
apresentam comprometimento nutricional das vitaminas Bg, B1> € principalmente do
folato, e pela significativa participacdo dessas vitaminas sobre a homocisteinemia,
diversos estudos utilizaram com sucesso essas vitaminas para reduzir as
concentracdes sanguineas deste aminoacido. O folato, isoladamente ou em
combinacdo com a vitamina Bes e Bi,, pode reduzir a homocisteina plasmatica,
inclusive na auséncia de deficiéncias. Ainda ndo ha consenso sobre a dose exata
dessas vitaminas para o tratamento da hiper-homocisteinemia, sendo que diferentes
doses foram utilizadas em muitos estudos. A contribuicdo da terapia vitaminica, em
especial do acido félico, na hiper-homocisteinemia é muito estudada em individuos
saudaveis e na doencga arterial coronariana, mas ainda é escassa na DAP (Quadro

3).
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Meta-analise de 11 estudos realizada por Boushey et al.'” em 1995 mostrou
resultados pioneiros do efeito do tratamento com acido fdlico sobre a
homocisteinemia nas doencas vasculares coronariana, cerebral e periférica. Nove
estudos de intervencdo mostraram reducdo da homocisteina e normalizacdo do
folato sérico apds suplementacédo isolada de acido folico (mais que 400 pg/dia) e
concluiram que o consumo de aproximadamente 200 pg de folato dietético (3
porcdes ou mais de frutas e vegetais ao dia) reduziria em 4 umol/L as concentracdes
de homocisteina na doenca cardiovascular, cerebrovascular e arterial periférica.
Entretanto, os autores ressaltaram que nem todas doencas vasculares associadas a
hiper-homocisteinemia seriam prevenidas com a suplementacdo de acido folico, e
que a fortificacdo ou aumento no consumo de alimentos com folato poderia ter um
impacto preventivo maior.

Em outra meta-analise com 12 estudos randomizados e 1114 individuos®, os
efeitos redutores do acido folico sobre a homocisteina na doenca vascular também
foram verificados. A utilizacdo diaria de 50 a 500 ug de acido félico entre 3 e 12
semanas reduziu em 25% a concentracdo de homocisteina, e a reducao foi maior em
individuos hiperhomocisteinémicos (maior que 12 umol/L) e com deficiéncia sérica de
folato (menor que 12 nmol/L) antes do tratamento com &cido folico. Os autores
relataram ainda que a suplementagdo com vitamina Bj, potencializou a reducdo da
homocisteina em 7% e a vitamina Bg ndo teve efeito adicional na reducdo da
homocisteina.

Estudos realizados em nosso meio, confirmaram esses achados . Um estudo

caso-controle com a suplementacdo de acido folico (500 ng) associado a vitamina
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B (40 mg) em 40 pacientes com DAP sintomatica mostrou eficiéncia na
normaliza¢cdo da homocisteinemia em 4 semanas de tratamento (antes 18,80 + 7,73
umol/L e apos 11,34 umol/L p<0,001), ao contrario da suplementacdo com vitamina
Bs (250 mg) que n&o alterou a homocisteinemia®*. Da mesma forma, outro estudo do
tipo cruzado realizado com individuos adultos hipertensos praticantes de exercicio
fisico supervisionado, mostrou reducdo significante das concentracdes médias de
homocisteina apds 2 meses de tratamento com &cido folico (500 ug) na auséncia do
uso de diurético®.

Qual seria a melhor forma de fazer a suplementacdo? Estudo comparativo de
3 formas de suplementacdo com acido folico sobre a homocisteinemia mostraram
que: 1- o consumo diario de cereais matinais fortificados e, 2- 0 uso de suplementos
pareceram ser os métodos mais eficientes para aumentar os niveis de folato e
reduzir a homocisteina sanguinea; 3- que 0 aumento no consumo de alimentos ricos
em folato, ndo seria, propriamente, uma estratégia eficiente para reduzir a
homocisteinemia, provavelmente pelas variagcdes na biodisponibilidade do folato nas
frutas e vegetais e pela ingestdo pouco freqiiente desses alimentos®®. Outros autores
sugeriram ser improvavel que a dieta isoladamente fosse suficiente para aumentar a
concentracao de folato circulante e reduzir a homocisteinemia, uma vez que o folato
alimentar (pteroilpoliglutamato) apresentaria metade da biodisponibilidade do &cido
félico proveniente de suplementos (pteroilmonoglutamato)®®. A maior parte dos
folatos presentes nos alimentos embora bastante estavel a luz, € I4bil e
termosensivel. Essas caracteristicas levam a perdas consideraveis do folato no

processamento de alimentos em temperaturas elevadas. Desta forma, 50 a 90% do
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conteudo desta vitamina podem ser destruidos pela coc¢do ou por outros processos
tais como de envaze e refinamento™.

O consumo de alimentos fortificados ou suplementos com vitamina Bi»
também sdo recomendados na hiper-homocisteinemia em idosos, pois de 10 a 30%
destes podem apresentar ma-absorcdo desta vitamina pela reducdo do fator
intrinseco, e os suplementos garantem absorcdo adequada por difusdo passiva e,
portanto, sem a presenca de fator intrinseco®.

Apesar da existéncia de estudos demonstrando que a ingestdo de alimentos
ricos em folato ndo foi suficiente para reduzir a homocisteina plasmética, outros
estudos mostraram que apos a ingestdo de aproximadamente 600ug de folato
alimentar presente em alimentos de origem vegetal (hortalicas, legumes e frutas)
houve reducdo da homocisteinemia, além de beneficios adicionais de reducdo no
consumo de gordura saturada e aumento no consumo de fibras, ferro, tiamina,
vitamina C e Be. Vale relatar que ao contrario dos suplementos ou alimentos
fortificados, a quantificacdo do consumo de folato alimentar € imprecisa pela variacao

das tabelas de composicéo, e necessita de diversos periodos de observacao ®°°.
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Autor/ Populagéo Nimero Periodo do Tratamento Resultados
Desenho do estudada de tratamento
estudo pacientes (semanas)
Boushey et al. Coronariana Mais que
(1995)" Cerebrovascular - - 400ug de acido | de 4 umol/L de Hct
Arterial periférica félico
Meta-analise
Homocysteine 50 a 500 pg de
acido folico | 25% Hct
Lowering Trialists’ - 1.114 3el2
0,5 mg de
Collaboration, 1998%° vitamina By, | adicional de 7% Hct
16,5 mg de
Meta-analise vitamina Bs  sem alterac&o
Malinow et al. Fortificacéo de
cereais
(1998)*’ Arterial coronariana 75 5 127 ug/30g 4 3,7% Hct (p=0,24)
499 ng/30g  { 11% Hct (p<0,001)
665 ug/30g 4 14% Hct (p=0,001)
Duplo-cego
Cruzado
Adultos saudaveis 66 4 560 ug folato 4 11,0 para 9,5 pmol/L de
Brouwer et al. alimentar Hct (p<0,001)
(1999)% 210 pg folato
alimentar + 500 { 10,8 para 9,0 umol/L de
ug suplemento  Hct
Caso-controle de 4cido félico (p< 0,001)
250 pg
suplemento de
acido félico sem alteragdo
Acido félico
Riddell et al. (2000)* Adultos e idosos 65 12
saudaveis 437 ng 1 21% da Hct (p<0,001)
Caso-controle suplemento
298 ug cereal | 24% da Hct (p<0,001)
fortificado
418 ng folato
alimentar sem alteracdo
Adultos e idosos 628 g folato 4 12,0 para 9,7 umol/L de
Venn et al. (2002)% saudaveis 34 17 alimentar Hect (p<0,05)
Caso-controle
500 pg de
Venancio (2003)% Arterial periférica acido folico + | 39,6%Hct (p<0,001)
40 4 40 mg de
Caso-controle cobalamina
250 mg de
piridoxina sem alteracédo
Hipertenséo arterial 500 pg de
Pereira (2004)% 69 8 4cido félico | 11 a 19% Hct (p<0,05)
Cruzado
Hct: homocisteina plasmatica; {: redugéo
Quadro 3. Resultados obtidos em estudos de intervencdo para reducdo da

concentracdo de homocisteina plasmatica.
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Outros efeitos terapéuticos da utilizacdo de vitaminas, em especial do folato,
foram investigados na hiper-homocisteinemia, sobretudo em alguns marcadores
biolégicos do processo de aterosclerose possivelmente associados a hiper-
homocisteinemia, como a disfuncdo endotelial, coagulabilidade, proliferacdo de
células musculares, atividade de espécies reativas do metabolismo de oxigénio®,

6758 & a oxidacdo da fracdo LDL*. Vale ressaltar que pela

resposta pro-inflamatoria
variabilidade dos mecanismos pelos quais a hiper-homocisteinemia contribui para a
aterogénese e trombogénese, ainda ndo ha uma hipétese conclusiva para esses
mecanismos.

Neste sentido, alguns estudos realizados na area de cardiologia® ™ e em

individuos saudaveis’*™, adultos e idosos, hiper-homocisteinémicos ou nao,
mostraram reducdo da disfuncdo endotelial pelo aumento significante na resposta
vasodilatadora dependente ou independente do endotélio da artéria braquial com
altas doses de acido folico (500 a 1.000 ug), em 6 a 12 semanas de tratamento.
Nestes estudos, a avaliacdo da resposta vasodilatadora dependente do endotélio foi
realizada por comparacdo em resposta a um periodo de isquemia (torniquete), e a
resposta vasodilatadora independente do endotélio, ou seja, por acdo direta sobre as
células musculares lisas, foi avaliada apés administracdo de agentes vasoativos
como a nitroglicerina sublingual. Através dessas técnicas foi possivel analisar o
didametro e as mudancas do fluxo sanguineo na artéria braquial através do Doppler

ultrassom e da pletismografia. O mecanismo pelo qual o acido félico melhora a

resposta vasodilatadora € desconhecido, mas especula-se que com a reducdo da
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homocisteina circulante ha4 uma maior biodisponibilidade de o6xido nitrico pelo
estimulo da 6xido nitrico-sintase endotelial, 0 que favorece a vasodilatagdo’.

A utilizacdo de acido félico por 2 meses em modelo experimental de ratos
hiper-homocisteinémicos submetidos a endarterectomia de cardtida foi eficiente em
reduzir a concentracdo de homocisteina e a hiperplasia intimal, avaliada através
porcentagem de estenose luminal. Os achados deste estudo sustentam a teoria de
gue a hiper-homocisteinemia aumenta o estimulo mitogénico das células musculares
lisas produzindo uma ampla hiperplasia intimal em resposta ao modelo de
endarterectomia de carétida. Com base nesses resultados, os autores sugeriram a
analise da homocisteina plasmatica no pré-operatério de endarterectomia, e se for
constatada a hiper-homocisteinemia, os pacientes poderiam iniciar a terapia com
acido félico e evitar a restenose pds-endarterectomia’. Em outro estudo
experimental com ratos, a inducdo da hiper-homocisteinemia aumentou a
porcentagem de lesdo endotelial em vasos cerebrais visualizada por microscopia
eletrdnica, que segundo os autores foi provocada por alteracbes no metabolismo
oxidativo intracelular. As lesdes endoteliais encontradas nos ratos hiper-
homocisteinémicos eram semelhantes as lesbes tipicamente encontradas em
doencas cerebrais degenerativas como o Alzheimer e o Parkinson. Em contrapartida,
a inclusdo de doses moderadas de acido félico na dieta por 8 semanas, resultaram
em mudancas morfolégicas e, conseqientemente reduziram significantemente essas
lesdes endoteliais’®. Em 250 pacientes submetidos a angioplastia coronariana, a
terapia combinada de acido folico (1.000ug), vitamina Bj, (400ug) e Bg (10 mg)

utilizada por 6 meses, pode ser utilizada como terapia adjuvante na angioplastia
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coronariana, pois promoveu reducdo significante da homocisteinemia e da taxa de
restenose pds-angioplastia’’.

A influéncia da terapia com &cido folico sobre marcadores inflamatorios
sistémicos da aterosclerose como a PCR e a LDL-oxidada, ainda é controversa.
Resultados observados em um recente estudo com homens e mulheres saudaveis
que receberam 800 pg de acido folico (n=264) ou placebo (n=266) diariamente por
12 meses, indicaram que houve aumento de 400% na concentracdo de folato sérico,
reducdo significante nas concentracdes de homocisteina (28%) e manutencdo das
concentracdes de PCR us e LDL-oxidada’®. Em estudo controlado duplo-cego
semelhante ao anterior, com 65 pacientes hiperhomocisteinémicos portadores de
DAP sintomatica recebendo placebo, ou combinagcdo de vitaminas do complexo B
(B1, Bs € Bi2), ou acido folico (500 ng) por 6 meses, observou-se que o tratamento
para reducdo da homocisteina ndo alterou os marcadores de homeostase (fator
tissular-TF e inibidor da via do fator tissular-TFPI), de inflamacédo cronica como a
PCR us, interleucinas (6, 8 e 18) e proteina quimiotatica de monécito (MCP-1)"°. Os
autores concluiram que o tratamento para reducdo da homocisteina em pacientes
com DAP sintomética é questionavel quanto ao controle do processo inflamatério
cronico inerente a aterosclerose e interrogaram sobre o efeito da hiper-
homocisteinemia na inflamacdo cronica e na coagulacdo de pacientes com DAP
sintomética. A utilizagdo de vitaminas antioxidantes como o alfa-tocoferol, &cido
ascorbico, beta-caroteno, associadas ao acido félico e a vitamina B1, por 15 dias, foi
mais efetiva em reduzir significantemente a oxidagdo da LDL in vitro em pacientes

com doenca arterial coronariana®.
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Tendo em vista o conjunto destes trabalhos, para se combater formas leves de
hiper-homocisteinemia, a adequacdo dietética ou a utilizagdo de alimentos
fortificados com acido félico seria a maneira mais indicada, e nos casos de hiper-
homocisteinemia moderada, a suplementacdo medicamentosa com acido félico seria

a mais recomenda por ser mais eficiente em reduzir a homocisteinemia.

Efeitos do tratamento da hiper-homocisteinemia sobre a morbidade e

mortalidade por doengas vasculares

Atualmente, diversos estudos prospectivos foram realizados para avaliar os
efeitos da suplementagdo com as vitaminas envolvidas no metabolismo da
homocisteina, sobre a prevaléncia e/ou a progressao das lesbes ateroscleréticas nos
diversos setores vasculares.

Em estudo pioneiro, 232 pacientes adultos portadores de DAP sintomatica,
sendo 30% com hiper-homocisteinemia (17,8 + 12,7 umol/L), foram estes tratados
com 500 ng de &cido félico associado a vitamina Bg (250 mg) por 2 anos. Houve
reducdo significante da concentracdo de homocisteina (17,8 + 12,7 para 8,2 + 2,2
umol/L) e da freqliéncia da progressdo da DAP, mas nao da incidéncia de novos
eventos cerebrais ou coronarianos nos pacientes hiper-homocisteinémicos apds o
tratamento vitaminico em comparacdo com 0Ss normo-homocisteinémicos nao
tratados. Neste estudo, os diagnosticos de progressao foram: 1- sintomatologia
juntamente com a reducédo do indice de presséao tornozelo-brago e/ou por angiografia

para DAP; 2- presenca de ataque isquémico transitério ou acidente vascular cerebral,
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para doenca cerebral ; 3- presenca do infarto agudo do miocardio ou progressao da
angina pectoris para doenca arterial coronariana®. Em outro estudo, pacientes com
doenca vascular periférica, coronariana ou cerebral, a suplementacdo com &cido
félico (500 ug) associada a vitamina Bg (250 mg) quando comparado com o grupo
placebo, mostrou somente reducdo da taxa anormal do teste eletrocardiografico no
exercicio, mas nenhum efeito sobre o indice de pressdo tornozelo-braco ou na
regressado de lesdes ateroscleréticas na carétida e artéria femoral®.

Em concordancia com o estudo anterior, a suplementagdo com 500 pg de
acido folico por 2 anos, ndo reduziu a recorréncia de eventos cardiovasculares em
300 pacientes®®.

Com o objetivo de verificar a recorréncia de acidente vascular cerebral (AVC),
novos eventos coronarianos e morte, foi realizado um estudo multicéntrico duplo-
cego randomizado controlado denominado VISP (The Vitamin Intervention for Stroke
Prevention) que avaliou 3.680 adultos e idosos com diagndstico prévio de AVC. Os
participantes que apresentavam homocisteina plasmatica abaixo de 10 umol/L foram
distribuidos em dois grupos distintos, um recebendo altas doses de acido fdlico,
vitamina Bg e B2 (2.500 pg, 25 mg e 400 pg, respectivamente) e outro recebendo
baixas doses (20 ug, 0,2mg e 6 ug, respectivamente). Apds 2 anos de seguimento, a
suplementacdo com baixas doses das vitaminas foi mais eficiente em reduzir a
homocisteina, o risco de AVC (10% p=0,05), de eventos coronarianos (26% p<
0,001) e de morte (16% p=0,001). Uma provavel explicacdo para o tratamento com

altas doses ndo ter sido eficiente, estaria associado a homocisteinemia no pré-
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tratamento, uma vez que a resposta ao tratamento vitaminico sabidamente é mais
eficiente em individuos hiper-homocisteinémicos®*.

A fortificacdo de cereais com &cido félico, bem como o uso de suplementos
reduziu o risco relativo de doenca coronariana de 8% a 23% em mulheres com idade

acima de 55 anos e 11 a 13% em homens com mais de 45 anos®8®

, € de acordo
com os autores, pode ser uma estratégia benéfica, ndo onerosa somente nos casos
de hiper-homaocisteinemia.

Diante dos resultados conflitantes desses estudos prospectivos, uma recente
revisdo sistematica da Cochrane Library®’ concluiu que estudos bem desenhados
deveriam ser realizados urgentemente para avaliar o impacto do tratamento da hiper-

homocisteinemia sobre a progressdo da DAP. Os autores enfatizaram que a

homocisteina é facil de ser avaliada, e mais importante, facil e barata de ser tratada.

Consideracdes finais

As informacdes atualmente disponiveis evidenciam que a suplementacdo
combinada de folato, vitamina Bi, e Bg pode ser utilizada no tratamento da hiper-
homocisteinemia. De fato a suplementacdo ou, a fortificagcdo, ou a adequacéo
dietética isolada do folato promove reducao eficiente da homocisteina plasmatica e
configura-se um procedimento custo-efetivo que apresenta eficacia, sem reacdes
adversas tratando-se, portanto, de um coadjuvante terapéutico com uma relacédo
risco/beneficio bastante favoravel no controle da homocisteinemia. Quanto ao
impacto da suplementacdo sobre a morbi-mortalidade por doencas vasculares, os

estudos mostraram-se divergentes e inconclusivos.
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Resumo

Venancio LS. Efeitos da suplementagdo vitaminica de &acido folico sobre a
concentracdo de homocisteina e marcadores de inflamacdo em individuos
portadores de doenca arterial periférica. (tese). Botucatu/SP: UNESP - Universidade
Estadual Paulista, Faculdade de Medicina de Botucatu; 2006.

Diversos estudos, indicam que a homocisteina esta envolvida na génese da aterosclerose,
sendo considerada um importante e prevalente fator de risco para doencas vasculares,
inclusive na doenca arterial periférica. A hiper-homocisteinemia é devida principalmente "a
deficiéncia nutricional das vitaminas Be, B, € em especial do folato, envolvidas no
metabolismo deste aminoacido. Objetivo: Avaliar os efeitos da suplementacdo
medicamentosa de acido félico sobre a concentragdo de homocisteina em individuos
portadores de doenca arterial periférica (Isquemia Cronica de Membros-ICM), observando
também os efeitos desta suplementacdo sobre marcadores inflamatérios, como a proteina C
reativa ultra-sensivel (PCR us) e LDL-oxidada. Casuistica e Métodos: Foi realizado um
ensaio clinico prospectivo controlado casualizado duplo cego no Servico de Cirurgia
Vascular do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP. Os
individuos do estudo foram submetidos a um protocolo de suplementacdo vitaminica
medicamentosa por 2 meses, e foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos:
Grupo Controle (sem ICM e sem suplementac¢éo-n=20), Grupo ICM tratado com &cido fdlico
(400 pg/dia- n=20) e Grupo ICM tratado com placebo (n=20). Todas as andlises foram
obtidas antes e apés os tratamentos (acido félico ou placebo). Resultados: A homocisteina
plasmética, a freqiiéncia de hiper-homocisteinemia e a concentracdo de homocisteina nos
portadores do genotipo heterozigotos (C/T) da enzima metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR), foram significantemente superiores nos sub-grupos ICM tratados com &acido félico
ou placebo, e a concentracao sérica de folato e o consumo das vitaminas Bgs € By, foram
significantemente inferiores nos sub-grupos ICM tratados com acido félico ou placebo. Com
relagdo as outras variaveis estudadas, os grupos foram semelhantes. Apds 2 meses de
tratamento, foi observada reducéao significante (18%) e normalizacdo dos valores médios de
homocisteina plasmatica (p= 0,0193) e aumento significante na concentragcdo média de
folato sérico (54%; p <0,0001) somente no sub-grupo ICM tratado com &acido félico. As
médias das concentragfes de LDL-oxidada se mantiveram constantes apds os tratamentos
nos grupos controle e no sub-grupo ICM tratado com acido félico. As concentragfes séricas
médias de PCR us ndo se alteram com os tratamentos. A presenca do polimorfismo
677C—T da enzima MTHFR, ndo influenciou a resposta aos tratamentos realizados nos
grupos estudados. Conclusdo: Em pacientes portadores de ICM, a suplementagéo
vitaminica de &cido félico (400 ug) por 2 meses mostrou-se eficiente em reduzir e normalizar
a homocisteinemia, independente da presenca do polimorfismo 677C—T da enzima MTHFR
e, por outro lado, mostrou-se ineficiente em reduzir a concentracdo sérica dos marcadores
inflamatdrios crénicos da aterosclerose.

Palavras-chave: Homocisteina; doenca arterial periférica; suplementagéo vitaminica; acido
félico; marcadores de inflamacéo.
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Abstract

Venancio LS. The effects of folic acid vitamin supplementation on homocysteine
concentration and marker of vascular inflammation in peripheral arterial disease.
(Thesis) Botucatu/SP: UNESP — S&o Paulo State University, Botucatu Medical
School; 2006.

Many studies indicate that homocysteine is involved in the genesis of atherosclerosis and
therefore is considered an important and prevalent risk factor for vascular diseases including
the peripheral arterial disease. The hiper-homocystinemia can be specially attributed to the
nutritional vitamin condition which is a deficient of vitamins B¢ and B;, and especially of folate
involved in the metabolism of this amino acid. Objective: To evaluate the effects of a medical
supplementation of folic acid on the homocysteine concentration on patients with peripheral
arterial disease (Chronic Limb Ischemia - CLI), observing as wheel the effects of this
supplement on the inflammatory markers of the ultra-sensitive reactive C protein (PCR us)
and LDL oxidized. Casuistic and Methods: A clinical prospective double blind, placebo-
controlled in the Vascular Surgery Center at the Hospital of the Clinics of Botucatu Medical
School - UNESP. The individuals participating in the study were submitted to a protocol of
medical vitamin supplementation for two months, divided in the following groups: Control
Group (without CLI and without supplements n=20), CLI Group treated with folic acid (400
png/day n=20) and CLI Group treated with placebo (n=20). All of the analyses were obtained
before and after the treatments with folic acid and placebo. Results: The plasmatic
homocysteine, the frequency of hiper-homocystinemia and the concentration of homocysteine
in the patients with the genotype heterozygote (C/T) of the enzyme
methylenetetrahydrofolate redutase (MTHFR) were significantly higher on the sub groups CLI
treated with folic acid or placebo, and the concentration of folate and the consumption of
vitamins Bgs and Bi, were significant lower in the sub groups CLI treated with folic acid or
placebo. After two months of treatment only in the sub group CLI treated with folic acid a
significant decrease (18%) was observed and the normalization of normal values of plasmatic
homocysteine (p=0,0193) and a significant increase in the regular concentration of folate
(54%) (p<0,0001). The measurements of concentration of LDL-oxidized were unchanged
after the treatments in the control groups and on the sub group CLI treated with folic acid.
The average concentrations of PCR us were not altered with the treatments. The presence of
polymorphism 677C—T of the enzyme MTHFR did not influence the results of the treatments
that took place in the studied groups. Conclusion: Patients with CLI, the vitamin supplement
of folic acid (400 pg) for two months was efficient in reducing and normalizing the
homocystinemia regardless the presence of polymorphism 677C—T of the enzyme MTHFR,
but was inefficient in reducing the concentration of the chronic inflammatory markers of
atherosclerosis.

Keywords: Homocysteine; peripheral arterial disease; vitamin supplementation; folic acid;
markers of inflammation.
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Introducao

A doenca arterial periférica (DAP) que atinge a aorta, seus ramos e artérias
dos membros, € definida como uma doenca arterial obstrutiva de extremidades que
reduz o fluxo sanguineo durante o exercicio ou, em estadgios avancados, em
repouso, e apresenta uma alta prevaléncia’. Estudos epidemiolégicos apontam
prevaléncia de DAP entre 1,6% e 12%. Outros estudos que utilizaram testes nao
invasivos para deteccéo objetiva da DAP, mostraram prevaléncia de 3,8% a 33%. Em
nosso meio, ndo se conhecem dados epidemiolégicos referentes a sua incidéncia,
mas estima-se que nao deva ser diferente de outros paises. Acredita-se que a
prevaléncia de DAP na populacdo em geral seja subestimada por permanecer
assintomatica por longo tempo®.

As lesdes ateroscleroticas sao responsaveis por 85% dos casos de DAP, 95%
das coronariopatias, e 75% dos acidentes vasculares cerebrais. Entre os pacientes
com doenca aterosclerética sintomatica, 15,9% tem doenca polivascular sintomética
(doenca arterial periférica, cardiovascular e cerebrovascular)®. Além disso, na fase
de claudicacdo intermitente, cerca de 60% dos individuos apresentam
comprometimento  simultdineo e importante dos setores coronariano e
cerebrovascular, e aproximadamente 30% dos pacientes com doenca vascular
coronariana ou cerebral apresentam doenca arterial periférica®. Deste modo, a DAP é
um preditor importante de morbi-mortalidade por doencas cardiovasculares e

cerebrovasculares®.
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Dentre os fatores de risco mais tradicionais para a doenca aterosclerética
destacam-se a idade, sexo masculino, dislipidemia, habito tabagico, hipertenséo
arterial, diabetes melito, obesidade, sedentarismo e fatores genéticos ou histéria
familiar de doenca aterosclerética®. Muitos estudos clinicos e experimentais,
nacionais e internacionais, mostraram que homocisteina, um aminoéacido sulfurado,
esta envolvido na génese da aterosclerose e, assim, é considerado um fator de risco
para a DAP® e atinge cerca de 60% dos pacientes com esta enfermidade’ .

Dentre as causas de hiper-homocisteinemia, o estado nutricional relacionado
as deficiéncias das vitaminas Bi,, Bs € principalmente de folato, além de altamente
prevalente, parece ser também o fator mais importante na regulacdo da
concentragdo da homocisteina na DAP. A adequacdo no consumo oOu a
suplementacdo vitaminica medicamentosa, em especial com acido folico, € benéfica,
€ custo-efetiva e pode ser adotada como uma terapia adjuvante em pacientes com
doenca aterosclerética sintomatica ou ndo, bem como na prevencdo do
aparecimento da DAP®. Considera-se que a dose diaria minima de folato que
apresenta eficacia maxima na reducdo da homocisteina plasmética seja de
aproximadamente 400 nug® . Em nosso meio, em particular, a caréncia de recursos,
como reflexo de fatores socioecondmicos e culturais, favorece a deficiéncia de
folatos na dieta e ocorréncia de hiper-homocisteinemia , conforme demonstrado em
estudo prévio’.

Outro aspecto a ser observado quanto a elevacdo da concentracdo de
homocisteina € a influéncia das mutacbes genéticas na codificacdo de enzimas

envolvidas no metabolismo da homocisteina, sobretudo o polimorfismo 677C—T no
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gene da metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), o qual acomete
aproximadamente 5 a 20% da populagéo geral e reduz a atividade da enzima em até
30% nos casos de homozigose™.

Atualmente, aterosclerose é definida como um processo cronico, progressivo e
sistémico, conseqlente a uma resposta inflamatoria e fibroploriferativa causada por

agressdo a superficie arterial™

. A importancia do processo inflamatorio na sua
génese pode ser avaliada inclusive na DAP'?, pela elevacdo da proteina C reativa
(PCR), considerada como um dos marcadores mais importantes do processo
inflamatério. Além disso, ha evidéncias de que a concentracdo de homocisteina
correlaciona-se positivamente com marcadores inflamatérios como a PCR™ e a LDL
(low density lipoprotein)-oxidada®®, embora o possivel mecanismo desta associacdo
ainda nédo tenha sido inteiramente elucidado.

Considerando que a prevaléncia de hiper-homocisteinemia € alta e constitui-se
em fator de risco para aterosclerose, este estudo visa estudar a contribuicdo da
suplementacdo vitaminica medicamentosa de &cido félico no controle da
homocisteina, e sua influéncia sobre alguns marcadores inflamatdérios em pacientes

com DAP em nosso meio, tendo em vista as peculiaridades culturais, socio-

econdmicas e alimentares desses pacientes em relagdo aos de outros paises.
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Objetivo

O proposito do presente trabalho foi avaliar os efeitos da suplementacéo
medicamentosa de acido folico na concentracdo de homocisteina em individuos
portadores de doenca arterial periférica (Isquemia Cronica de Membros), observando
também os efeitos desta suplementacdo sobre marcadores inflamatérios, como a

proteina C reativa ultra-sensivel (PCR us) e LDL-oxidada.
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Casuistica e Métodos

Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu (UNESP-SP) e pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) (Anexo 1). Todos os sujeitos que participaram do presente estudo foram
informados em detalhes sobre os procedimentos a que seriam submetidos e

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice).

Amostra

No periodo de marco de 2004 a dezembro de 2005, foram recrutados
sequencialmente, a medida que chegavam para consulta, 40 pacientes adultos, com
Isquemia Crdnica de Membros (Grupo ICM) do Ambulatério de Claudicacdo da
Disciplina de Cirurgia Vascular do Departamento de Cirurgia e Ortopedia da
Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP), todos com grau de isquemia |
(categorias 1 a 3) segundo Rutherford™ e indice de Pressdo Tornozelo-Braco (IPTB)
igual ou inferior a 0,90, constituindo, portanto uma amostra ndo probabilistica. O
grupo controle (Grupo Controle) constituiu-se de 20 individuos adultos, de ambos os
sexos, sem ICM (com IPTB maior que 0,90), procedentes da mesma regiao
geogréfica, participantes voluntarios do Projeto de Extensdo Universitaria “Mexa-se
Pro-Saude” desenvolvido pelo Centro de Metabolismo em Exercicio e Nutricdo
(CeMENutri) do Departamento de Saude Publica da Faculdade de Medicina de
Botucatu (UNESP). Os sujeitos do Grupo Controle foram selecionados

sequencialmente, de modo a proporcionarem pareamento por sexo e idade em
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relacdo ao Grupo ICM, por meio de consulta aos prontuérios do projeto de extensao,

constituindo também amostra ndo probabilistica.

Desenho do Estudo

Foi realizado um ensaio clinico prospectivo controlado casualizado duplo
cego, em que se comparou a eficiéncia da ministracdo de &cido folico ou placebo
orais na redugcdo da homocisteinemia e de marcadores inflamatorios em individuos
com Isquemia Crdnica de Membros. Os participantes do estudo foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos: Grupo Controle (sem ICM), Grupo ICM tratado com
acido félico e Grupo ICM tratado com placebo.

Os critérios de inclusédo para o Grupo ICM foram: idade superior a 18 anos,
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, grau de isquemia
(categorias 1 a 3) segundo Rutherford™ e indice de Pressdo Tornozelo-Braco (IPTB)
igual ou inferior a 0,90. Os critérios de inclusdo para o Grupo Controle foram: idade
superior a 18 anos, assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, IPTB
maior que 0,90 , auséncia de outras doencas clinicamente manifestas e pareamento
por sexo e idade em relacdo ao outro grupo.

Os critérios de exclusdo adotados para os grupos (Controle e ICM) foram:
cirurgia planejada durante o periodo do estudo, portadores de amputacfes prévias,
presenca de alteracdo laboratorial hepética ou renal, gestacdo, diagnéstico de HIV,
cancer, ou enfermidades com proliferacdo celular, insuficiéncia cardiaca e/ou
respiratoria, presenca de doenca infecciosa e/ou inflamatoria (hepatite A ou B,

pneumonia, bronquite, Ulcera péptica, periodontites e gengivites), uso de terapia
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nutricional via parenteral ou enteral, uso cronico de antiinflamatoérios, uso crénico de
suplementos de acido folico, polivitaminicos e/ou de medicamentos que pudessem
interferir no metabolismo da homocisteina.

Pacientes com Isquemia Crbénica de Membros foram tratados aleatoriamente
com 400 pg/dia de &cido félico ou placebo por um periodo de 2 meses. O acido félico
foi adquirido do laboratério farmacéutico Purifarma (Alemanha) (Anexo 2) e a lactose
monohidratada do laboratério Galena (Argentina) (Anexo 3) e foram preparados por
manipulacao por profissional farmacéutico (Anexo 4).

A ocultacdo da aleatorizacao foi feita mediante 2 codigos numéricos secretos
impressos nos frascos, sendo um correspondente ao contetado de acido folico e o
outro ao placebo (lactose), mas de conhecimento exclusivo do farmacéutico
responsavel pela preparacdo das matérias-primas. De acordo com a entrada dos
pacientes no estudo era fornecido alternadamente e consecutivamente aos sujeitos,
um frasco com um cd6digo ou outro.

Os desfechos primarios avaliados foram: reducdo das concentracdes séricas
de homocisteina e aumento nas concentracfes de folato sérico, apds 2 meses de
tratamento. Os desfechos secundarios foram: reducdo das concentracdes séricas de
PCR us, LDL-oxidada e influéncia dos genétipos 677C—T da enzima MTHFR sobre
a concentracao seérica de homocisteina apos 2 meses de tratamento.

Possiveis reacdes adversas sdo desconhecidas com a ministracdo do acido

folico.
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Andalises Laboratoriais

Antes e apdés 2 meses de estudo foi colhido de sangue (20 ml) em veia
periférica, com pun¢do Unica, no sistema fechado a vacuo (Vacutainer®) pela
manhd, apos periodo de repouso e jejum de 8 a 12 horas. Com essa amostra de
sangue, foram dosadas no Laboratério de Bioquimica e Sorologia do Setor de
Andlises Clinicas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu
(UNESP) as concentracdes séricas de glicose, colesterol total, triacilglicerol, vy-
glutamil transferase e creatinina pelo método de quimica seca. A fracdo LDL-
colesterol foi calculada segundo a férmula de Friedewald et al.*®: LDL-colesterol =
Colesterol Total — (triacilglicerol/5 + HDL (high density lipoprotein)-colesterol), para
valores de triacilglicerol até 300 mg/dL. A HDL-colesterol foi analisada pelo método
de quimica seca-magnético. A concentracdo seérica da proteina C reativa ultra-
sensivel (PCR us) foi analisada pelo método da quimioluminescéncia (DPC-
MEDLAB), com valores de normalidade indicados pelo kit (0,0 a 1,0 mg/dL). O folato
sérico foi determinado pelo método da quimioluminescéncia (DPC- MEDLAB), com
valor de normalidade indicado pelo método variando entre 3 a 17 ng/mL para ambos
os sexos. A dosagem de PCR ultra-sensivel e do folato sérico foi realizada no
CeMENutri da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP-SP). A quantificacdo da
LDL-oxidada foi analisada no Laboratdrio de Bioquimica e Sorologia do setor de
Andlises Clinicas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu
(UNESP) pelo método ELISA (IMMCO), com valor positivo acima de 25 EU/mL.

As concentracdes de homocisteina plasmética total de jejum foram dosadas

no CeMENutri da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP-SP) por
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Cromatografia Liquida de Alta Precisdo (High Performance Liquid Chromatografy-
HPLC- Shimadzu-LC-10AD), através de derivatizacdo pré-coluna com SBD-F e
posterior deteccdo por fluorescéncia, segundo padronizacdo proposta por Araki &
Sako'’ modificada por Ubbink et al.'®. Os niveis normais de homocisteina total foram
definidos entre 5 e 15umol/L, conforme Ueland et al.*.

A identificacdo do polimorfismo 677C—T variante termoldbil no gene da
enzima MTHFR foi realizada no Laboratoério de Nutricdo do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP) por meio de extracdo do DNA de
sangue periférico venoso com EDTA, utilizando-se a técnica de extracdo Super
Quick Gene (DNA Isolation Kit — Analytical Genetic Testing Center. INC, USA). A
reacdo em cadeia da polimerase, a ampliagdo e a identificacdo dos gendtipos foi
realizada segundo as seqiiéncias preconizadas por Frosst et al.*’. Foram
identificados os trés possiveis gendtipos para este polimorfismo: C/C (gendtipo
homogizoto normal), C/T (genotipo heterozigoto- 65% da atividade da enzima) e T/T
(genétipo homozigoto mutante- 30% da atividade da enzima).

Para obter informacfes quantitativas do consumo alimentar foi utilizado o
método do recordatdrio de 24 horas antes e apds 2 meses de estudo. As medidas
caseiras foram convertidas em grama ou mL para o calculo da metionina, vitamina
B12, Be € folato, através do programa de computador NutWin (Programa de Apoio a
Nutricdo) do Departamento de Informatica em Salde da Universidade Federal de
Séo Paulo (UNIFESP). Os valores obtidos foram comparados posteriormente, com

as cotas diarias de ingestdo preconizadas pela Dietary Reference Intakes?’. Durante
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o periodo do estudo, os participantes foram orientados a manter a alimentacdo
habitual.

O indice de Pressdo Tornozelo-Braco (IPTB) foi realizado com Doppler
ultrassom (Imbracrios-Direcional-DD 702-portétil) e aparelho de pressao de mercurio
(Oftec). O calculo do IPTB foi obtido da relacdo entre a maior pressao sistélica da
artéria-alvo (tibial, poplitea, pediosa) e a maior pressao sistdlica da artéria braquial®.
O indice de Massa Corporal (IMC) foi obtido da relagéo entre o peso corporal atual
(Kg) e a estatura (m?)*'. A medida da circunferéncia da cintura foi realizada com uma

fita métrica flexivel na altura da cicatriz umbilical®?.

Analise Estatistica

A analise de poder do teste (5%), considerando a variavel homocisteina para
os trés grupos estudados (Controle, ICM Acido félico e ICM Placebo), forneceu
tamanho minimo de amostra de 33 individuos, e foram apresentados 60, com 87%
de poder para detectar diferenca entre os grupos.

Os dados  socio-demograficos, clinicos, bioquimicos, medidas
antropométricas, concentracdo sanguinea de homocisteina, LDL-oxidada, folato,
PCR us, consumo das vitaminas Bg, B1,, folato e metionina, e genétipos da enzima
MTHFR foram comparados entre o Grupo Controle, Grupo ICM Acido Félico e Grupo
ICM Placebo no momento inicial do estudo para verificar diferencas significantes
entre os grupos. Para comparacdo das variaveis qualitativas como sexo, raga/cor,
ocupacdao, procedéncia, habito tabagico, presenca de hipertenséo arterial e diabetes

melito, freqiéncia de hiper-homocisteinemia, genétipos da enzima MTHFR e
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caracteristicas clinicas dos pacientes com ICM foram utilizados os testes do Qui-
Quadrado e Exato de Fisher. Para a comparagdo das variaveis quantitativas como
idade, IPTB, medidas antropométricas, exames bioquimicos, concentracao
sanguinea de homocisteina, LDL-oxidada, folato, PCR us, consumo das vitaminas
Bs, Bi2, folato e metionina foram utilizados os testes F (Anova) e Tukey no nivel de
5% de significancia.

Para a comparacgdo antes e apos dois meses de suplementagédo ou placebo,
as variaveis homocisteina, folato sérico e alimentar, LDL-oxidada e PCR us, foram
analisadas pelo Teste t pareado. A comparacg&o entre os grupos Controle, ICM Acido
félico e ICM Placebo para as varidveis homocisteina, folato sérico e alimentar, LDL-
oxidada e PCR us apo0s o tratamento, foram analisadas pelo Teste de Tukey no nivel
de 5% de significancia. Em todas as analises estatisticas, o nivel de significancia
adotado foi de 5%. Empregou-se, para as analises, o programa estatistico SAS

(Statistical Analyses System) Verséo 8.02.
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Resultados

Comparacao basal entre os grupos estudados: Grupo Controle, Grupo ICM

Placebo e Grupo ICM Acido Félico

Nas Tabelas 1 e 2 sédo apresentadas as caracteristicas socio-demograficas,
clinicas, laboratoriais e de medidas antropométricas comparativas entre 0s grupos

Controle, ICM Placebo e ICM Acido Félico.

Tabela 1. Distribuicdo percentual e valores médios das caracteristicas sdcio-
demogréficas dos grupos estudados (Controle, ICM Placebo e ICM Acido Falico).

Caracteristicas Grupo Grupo ICM Grupo ICM Teste
Controle Placebo Acido Félico estatistico
n=20 n=20 n=20 p
n % n % n %
Sexo
Masculino 12 60 11 55 13 65 0,8119
Feminino 8 40 9 45 7 35
Idade
(anos) 61,00 (50 - 71) 62,65 (48 —76) 65,50 (47 — 77) 0,1507
Raca/Cor
Branca 20 100 18 90 19 95 0,7662
Nao branca - - 2 10 1 5
Ocupacéo
Aposentados 11 55 10 50 14 70 0,5111
Ativos 9 45 10 50 6 30
Procedéncia
Botucatu 20 100 5 25 7 35 < 0,0001*
Outras cidades - - 15 75 13 65

ICM: Isquemia Crdnica de Membros; = valor de p indica diferenca estatistica significante entre os grupos; Sexo:
Teste do Qui-quadrado; raca/cor, ocupacao, procedéncia: Teste Exato de Fisher; Idade: Teste F (Anova)

Os individuos do Grupo Controle apresentaram valores médios de IPTB

significantemente superiores em relacdo aos Grupos ICM Placebo e Acido Fdlico, e
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menor frequéncia de individuos fumantes e ex-fumantes, com hipertensao arterial e

diabetes melito (Tabela 2).

Tabela 2.

Valores médios,

desvio-padrdo e distribuicdo percentual

das

caracteristicas clinicas, laboratoriais e de medidas antropométricas dos grupos
estudados (Controle, ICM Placebo e ICM Acido Félico).

Caracteristicas Grupo Grupo ICM Grupo ICM Teste

Controle Placebo Acido Folico estatistico
n=20 n=20 n=20 p

IPTB 0,99 + 0,02 2 0,61+£0,16 b 0,60 + 0,23 b <0,0001*

[>0,90]

IMC (Kg/m?) 26,91 + 3,52 27,70 + 5,47 25,49 + 3,48 0,2593

[18,5 - 24,9]

CC (cm) 93,79 £ 9,36 96,25 £ 12,20 96,23 +9,11 0,6901

[< 80 mulheres e < 94 homens]

Creatinina (mg/%) 0,64 + 0,15 1,02 +0,22 1,07 £ 0,24 0,1657

[0,7-1,2 mulheres e 0,8-1,5 homens]

GGT (mg%) 30,15 + 23,19 32,55 + 16,56 39,68 + 13,77 0,2594

[12-43 mulheres e 15-73 homens]

Colesterol total (mg/%) 193,40 £33,43 209,00 £53,33 225,95 + 44,59 0,0777

[< 200]

LDL-C (mg/%) 137,16 £31,73 123,65+42,55 132,39 + 30,64 0,4608

[< 130 saudaveis e < 100 aterosclerose]

HDL-C (mg/%) 50,25+ 15,06  49,55+14,19 47,95+14,90 0,8799

[>40]

Triacilglicerol (mg/%) 138,55+ 63,19 172,45+87,65 188,60+107,66  0,1950

[< 150]

Glicemia (mg/%) 107,35+ 22,41 124,15 +64,67 138,45+57,93 0,1732

[70 - 110]

Habito tabagico

Nao-fumantes 17 (85%) 1 (5%) 5 (25%) < 0.001*

Ex-fumantes e fumantes 3 (15%) 19 (95%) 15 (75%) ,

Hipertensao Arterial 8 (40%) 14 (70%) 11 (55%) 0,1623

Diabetes Melito - 6 (30%) 12 (60%) < 0,001*

ICM: Isquemia Crdnica de Membros; IPTB: indice de Presséo Tornozelo-Brago; IMC: indice de massa corporal;
CC: circunferéncia da cintura; GGT: gama glutaril transpeptidase; LDL-C: Low density lipoprotein; HDL-C: Hight

density lipoprotein;

"= valor de p indica diferenca estatistica significante entre os grupos; IPTB, IMC, CC,

creatinina, GGT, colesterol total, LDL-C, HDL-C, triacilglicerol, glicemia: Teste F (Anova); Héabito tabagico,
hipertenséo arterial, diabetes melito: Teste Exato de Fisher; [ ]= valores de normalidade. Médias seguidas de

mesma letra minuscula (linhas) nao diferem significantemente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.
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A Tabela 3 mostra a distribuicdo das caracteristicas clinicas do Grupo ICM
Placebo e Acido Félico. Todos os individuos apresentaram grau de isquemia | e a
maioria dos pacientes tinha categoria de isquemia 1 e 2 (77,5%), o que correspondeu
a frequéncia similar de individuos com claudicacdo moderada e leve e néo limitante
(77,5%). O tempo de diagndstico do processo isquémico variou de 6 meses a 24
anos. Treze (32,5%) individuos foram submetidos a algum tipo de cirurgia vascular
restauradora antes do estudo. Deste modo, os grupos estudados apresentaram

condicdes clinicas semelhantes de Isquemia Cronica de Membros.

Tabela 3. Distribuicdo percentual das caracteristicas clinicas dos Grupos ICM
Placebo e Acido Fdlico.

Dados Clinicos Grupo ICM  Grupo ICM Grupo Teste
Placebo Acido Folico ICM Total Exatode
n=20 n=20 n=40 Fisher
n % n % n %

Claudicacao*

Leve (> 100 metros) 8 40 7 35 15 375
Moderada (100 a 500 metros) 6 30 10 50 16 40,0 0.3678
Grave (< 100 metros) 6 30 3 15 9 22,5

Limitacdo da Claudicacao**

N&o limitante 14 70 17 85 31 77,5 0.4506
Limitante 6 30 3 15 9 22,5 '
Categoria de Isquemia*

1 8 40 7 35 15 37,5

2 6 30 10 50 16 40,0 03678
3 6 30 3 15 9 22,5

Membro Acometido

Membro Inferior Direito 11 55 5 25 16 40,0

Membro Inferior Esquerdo 4 20 10 50 14 350 0,1082
Bilateral 5 25 5 25 10 25,0

Cirurgia Vascular Prévia

Sim 6 30 7 35 13 32,5

Néo 14 70 13 65 27 67,5 1000

ICM= Isquemia Cronica de membros; n= total de pacientes; %= porcentagem absoluta (em relagdo ao nimero
total de pacientes); * Rutherford™ ** van Bellen®® .
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No Grupo Controle a concentracdo média de homocisteina foi normal e
significantemente inferior aos valores médios de homocisteina nos pacientes com
ICM (Placebo e Acido Félico) (Figura 1). As concentracdes de homocisteina variaram
de 4,18 a 33,22 umol/L no grupo ICM Acido Fdlico, de 6,74 a 32,22 umol/L no grupo

ICM Placebo e de 4,88 a 21,56 umol/L no grupo Controle.

30 - b
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17,5 +

12.5 - 11,15T

Homocisteina plasmatica (mmol/L)
[y
[6)]
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N N
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| I R |

Controle ICM Placebo ICM Acido Foélico

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (5%)

Figura 1. Distribuicéo dos valores médios de homocisteina plasmatica no momento
basal nos grupos estudados (Controle, ICM Placebo e ICM Acido Fdlico).

Quanto a distribuicdo de individuos com hiper-homocisteinemia, observou-se
frequéncia significantemente maior no Grupo ICM em relacdo ao Grupo Controle
(Controle versus ICM Placebo p= 0,0069; Controle versus ICM Acido Félico p=

0,0028 pelo teste do Qui-quadrado) (Figura 2).
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Valores seguidos de mesma letra néo diferem estatisticamente pelo Teste do Qui-quadrado (p=0,7491)

Figura 2. Distribuicdo da freqiiéncia de hiper-homocisteinemia (definida como maior
que 15 umol/L) nos grupos estudados (Controle, ICM Placebo e ICM Acido Folico).

Em relagcdo a PCR us, verificou-se concentragfes séricas semelhantes nos
grupos estudados (p=0,1209), sendo que as concentracdes médias de PCR us foram
normais nos controles e nos pacientes com ICM do sub-grupo placebo, e acima da
normalidade nos pacientes do com ICM do sub-grupo Acido Fdlico.

Quanto ao folato sérico, encontrou-se valores médios normais nos trés grupos,
mas significantemente superiores nos controles (p<0,0001). Nao foram encontradas
diferencas nas concentragcbes médias de LDL-oxidada entre os grupos (p=0,2631).
Os valores médios de consumo das vitaminas Bg (p=0,0345) e B, (p=0,0071) foram
significantemente maiores no Grupo Controle, e de folato (p=0,2617) e metionina
(p=0,1694) ndo foram diferentes entre os grupos. Verificou-se consumo médio

insuficiente de folato em todos os grupos estudados (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores séricos médios, desvio-padrédo e distribuicdo percentual acima da
normalidade de PCR us, LDL-oxidada e folato e valores médios e desvio-padréo de
consumo de folato, vitamina Bg Bi, € metionina alimentar dos grupos estudados
(Controle, ICM Placebo e ICM Acido Folico).

Caracteristicas Grupo Grupo ICM Grupo ICM
Controle Placebo Acido Fdlico
n=20 n=20 n=20 Teste F
Médiat %  Médiat %  Médiax % (Anova)
desvio- acC;ma desvio- acollma desvio- acdlma
~ 0 = ] = ¢}
padrao normal padrao normal padrao normal P
PCR us (mg/dL) 0,20 1 0,97 5 1,26 5
[0—1,00] +0,32 (5%) +1,93 (25%) +2,06 (25%) 0,1209
LDL-oxidada (EU/mL) 47,55 9 67,01 12 31,64 7
[< 25] +62,55 (45%) +83,51 (60%) +5355 (35%) 0,2631
Folato sérico (ng/mL) 16,57 8 9,50 11,45 2 .
(3-17] +595% (40%) +327° - +454° (10%)  <0,0001
Folato alimentar (ug) 293,87 4 239,71 3 229,96
1400] +156,37 (20%) +14194 (15%) +8500 - 02617
Vitamina Bg alimentar (mg) 1,65 7 1,09 2 1,04 2
*
[1,7 homens e 1,5 mulheres] +0,87 a (35%) +0,52 b (10%)  + 0,49 b (10%) 0,0345
Vitamina B,, alimentar (ug) 3,88 15 2,51 10 2,87 14
241 +1,99% (75%) +169° (50%) +1,24% (70%)  0.0071*
Metionina alimentar 20,00 18 20,00 13 20,00 14
(mg/Kg de peso) +10,00 (90%) +10,00 (65%) +10,00 (70%) 0,1694

[19]

PCR us: Proteina C reativa ultra-sensivel; LDL-C oxidada: Low density lipoprotein oxidada analisada na base log;

[ ]= valores de normalidade; = valor de p indica diferenca estatistica significante entre os grupos. Médias
seguidas de mesma letra minuscula (linhas) néao diferem significantemente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.

Entre os pacientes com ICM tratados com placebo, 74% tinham o alelo
mutante da enzima MTHFR, sendo 58% heterozigotos e 16% homozigotos. No sub-
grupo ICM tratado com acido folico, 50% tinha o alelo mutante, sendo 28,5%
heterozigotos e 21,5% homozigotos. Entre os controles, 64% eram portadores do
alelo mutante heterozigoto. Nao foram encontradas diferencas quanto a distribuicédo
dos gendtipos entre os grupos (p=0,1804). A mutacdo homozigética T/T foi

identificada somente nos pacientes com ICM (Figura 3). Os valores médios de
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homocisteina foram significantemente superiores nos pacientes dos sub-grupos com
ICM (Placebo e Acido Félico) portadores do alelo mutante heterozigoto (C/T) da

enzima MTHFR (p=0,0077) (Figura 4).

a a a
100% -~
80%
70% -+ o,
60% o e BT/T
58%
50% - aoc/T
40% - acC/C
30%
50%
20% - 36% .
10% | 26%
0%
Controle ICM Placebo ICM Acido Félico

Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste Exato de Fisher (p=0,1804)

Figura 3. Distribuicdo da frequéncia dos genotipos (677C—T) da enzima
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) nos grupos estudados (Controle, ICM
Placebo e ICM Acido Folico).
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Figura 4. Valores médios de homocisteina plasmética de acordo com os

genotipos (677C—T) da enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)
nos grupos estudados (Controle, ICM Placebo e ICM Acido Fdlico).
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Comparacdo entre 0os grupos antes e ap0s 0s tratamentos placebo ou acido
folico

Na Tabela 5 encontram-se os resultados das analises laboratoriais e de
consumo de folato apés os tratamentos. No grupo Controle, bem como nos pacientes
com ICM tratados com placebo, a concentragdo média de homocisteina se manteve
sem diferenca significante ao longo do tratamento. Somente no sub-grupo de
pacientes com ICM tratados com acido folico foi observada reducéo significante dos
valores médios de homocisteina plasmética (p= 0,0193) no mesmo periodo. Por
outro lado, observou-se que as concentra¢cdes médias finais de homocisteina apos
os tratamentos, nao diferiram estatisticamente entre os grupos ICM Placebo e ICM
Acido Félico, mas a concentracdo média de folato sérico aumentou significantemente
no grupo ICM apoés o tratamento com acido félico (p <0,0001). Observou-se reducao
significante do consumo meédio de folato entre os controles (p=0,0029) e nos
pacientes com ICM no sub-grupo tratados com placebo (p=0,0249) ao longo do
tratamento, e no sub-grupo ICM tratado com &cido félico o consumo médio de folato
se manteve. Porém, observou-se que o consumo meédio final de folato apds os
tratamentos, ndo diferiu estatisticamente entre os trés grupos estudados.

As meédias das concentracdes de LDL-oxidada se mantiveram constantes
apos os tratamentos nos grupos controle e no sub-grupo ICM tratado com &cido
félico, e reduziram no sub-grupo ICM placebo (p=0,0151). As concentracdes séricas
médias de PCR us ndo se alteram com os tratamentos (placebo ou acido félico), no
entanto, ao final do periodo observacional, ocorreu um aumento médio significante

desta variavel no grupo Controle (p=0,0157).
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Tabela 5. Valores sanguineos médios de homocisteina, folato, LDL-oxidada e PCR
us e valores médios e desvio-padrdo de consumo de folato antes e apés a
suplementacdo com &cido félico ou placebo dos grupos estudados (Grupo Controle,
Grupo ICM Placebo e Grupo ICM Acido Félico).

Basal Apos Teste t
Andlises Grupos de
Média + Média + Student
desvio-padrdo desvio-padrdo pareado
Homocisteina (umol/L)
[5-15] Controle 11,15+ 4,543 10,47+ 2,52 0,1108
ICM Placebo 18,53 + 8,518 16,08 + 7,208 0,1203
ICM Acido félico 18,03 +8,63%® 14,85+ 7,02 "B 0,0193*
Folato (ng/mL)
[3-17] Controle 16,56 + 5,95 1577+ 5,16 ¥ 0,7915
ICM Placebo 9,50 + 3,27 28 12,24 + 5,75 @ 0,0501
ICM Acido félico 11,45+454%  1761+5,37°® <0,0001*
Folato alimentar (ng)
[400] Controle 293,87+156,37*" 217,19 + 128,64°*  0,0029*
ICM Placebo 239,71+141,94* 189,54 + 124,10°®  0,0249*
ICM Acido félico 229,95 + 85,00 270,27 + 140,13**  0,1279
LDL-oxidada (EU/mL)
[< 25] aA aA
Controle 47,55 + 62,65 26,87 + 44,60 0,2057
ICM Placebo 67,00 + 83,51 * 13,16 + 19,25 °* 0,0151*
ICM Acido félico 31,64 +53,55* 13,86 + 18,64 0,1520
PCR us (mg/dL)
[0-1,00] aA bA
Controle 0,20 £ 0,32 0,40 + 0,59 0,0157*
ICM Placebo 0,97 +1,93* 0,52 + 0,41 B 0,2607
ICM Acido félico 1,25 + 2,06 0,92 + 0,69 0,4393
PCR: Proteina C reativa; LDL-C oxidada: Low density lipoprotein oxidada analisada na base log; "= valor de p

indica diferenca estatistica significante entre o momento basal e apés a suplementacéo ou placebo. Médias
seguidas de mesma letra mindscula (linhas) ndo diferem significantemente pelo Teste t de Student pareado ao
nivel de 5%. Médias seguidas de mesma letra mailscula (coluna) ndo diferem significantemente pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5%.
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O polimorfismo 677C—T da enzima MTHFR estava presente em igual

frequéncia nos grupos estudados, tanto em homozigose como em heterozigose, e

sua presenca ndo influenciou a resposta aos tratamentos realizados nos grupos

estudados (Tabela 6).

Tabela 6. Valores médios de homocisteina plasmatica de acordo com 0s genotipos
(677C—T) da enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) antes e apo0s a
suplementacdo de acido folico ou placebo nos grupos estudados (Grupo Controle,
Grupo ICM Placebo e Grupo ICM Acido Félico).

Homocisteina (umol/L)

Genétipos Grupos Basal Apés Testet de
Student
Média + Média + pareado
desvio-padrao desvio-padrao
C/C Controle 12,23+6,28%  10,13+3,02 0,5616
ICM Placebo 13,72 +5,74 3 9,16 + 2,70 0,2003
ICM Acido félico 17,14 +9,19 14,43 + 8,90 ** 0,6152
cIT Controle 9,49 + 3,14 9,87 +£2,17 0,7900
ICM Placebo 20,26 + 8,55 16,72 +7,13* 0,3294
ICM Acido félico 19,06 + 7,32 13,61 + 5,22 @ 0,2712
T/IT Controle
ICM Placebo 16,51 +11,83*  17,58+4,35%* 0,8903
ICM Acido félico 17,77 +5,72 12,98 + 7,75 0,4383

C/C: gendtipo homogizoto normal; C/T: gendtipo heterozigoto mutante; T/T: genétipo homozigoto mutante.
Médias seguidas de mesma letra minascula (linhas) ndo diferem significantemente pelo Teste t de Student
pareado ao nivel de 5%. Médias seguidas de mesma letra mailscula (coluna) ndo diferem significantemente pelo
Teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Discussao

Amostra

A DAP sintomatica na forma de isquemia crénica de membros com
claudicacdo intermitente, investigada no presente estudo, € uma doenga grave e
prevalente, a qual deve ser analisada quanto aos fatores relacionados ao seu
aparecimento, progressao e tratamento. Os pacientes com isquemia cronica de
membros recrutados ambulatorialmente para este estudo apresentavam a
claudicacdo intermitente como principal sintoma, portanto estagio de menor
gravidade isquémica. Nenhum paciente referiu dor em repouso (isquemia critica) ou
apresentou lesdes troficas caracteristicas de um processo isquémico mais intenso.

Esta investigacdo com individuos portadores de DAP (isquemia cronica de
membros) usuérios do sistema de satde publica do Brasil (Sistema Unico de Satde-
SUS) é importante uma vez que, em sua maioria, possuem condi¢cdes peculiares
socioecondmicas e de escolaridade com habitos alimentares e de vida proprios da
regido onde residem, e portanto, poderiam apresentar um comportamento distinto de
outros contingentes nacionais e internacionais, quanto aos fatores de risco para
aterosclerose relacionada como a homocisteina e marcadores inflamatérios, além da
resposta ao tratamento proposto para o controle dos fatores de risco. Os individuos
com ICM que participaram do presente estudo eram em sua maioria do sexo
masculino, da raca/cor branca, idosos (com idade igual ou superior a 60 anos de
idade), com excesso de peso e gordura corporal, dislipidemia, com histéria de

tabagismo pregressa ou atual e portadores de hipertensdo arterial e/ou diabetes
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melito. Deste modo configurou-se uma populagdo com mdltiplos fatores que

determinam o aparecimento e a progressao da doenca vascular aterosclerotica.

Hiper-homocisteinemia e doenca arterial periférica

As evidéncias cientificas disponiveis mostram que a hiper-homocisteinemia &
um fator de risco para doencas vasculares e € prevalente em pacientes com doenca
arterial periférica (DAP) (28 a 60%)’?*. As concentracdes médias de homocisteina
em pacientes com diversas manifestacoes de DAP mostraram-se significantemente

superiores aos encontrados nos controles’. No Brasil, estudos com pacientes

25-27 7,28,29

portadores de doenca arterial coronariana e periférica mostraram alta
prevaléncia de hiper-homocisteinemia (20 a 60%) e concentracdo elevada de
homocisteina nos doentes em relacdo aos controles. Portanto, a alta prevaléncia de
hiper-homocisteinemia e concentracdo elevada de homocisteina em pacientes com
isquemia crbénica de membros observados no presente estudo, concorda com o0s
resultados publicados na literatura internacional e nacional. Portanto, é provavel que,
fatores culturais e sécio-econémicos cogitados e peculiares da presente amostra ndo
tenham influenciado diferentemente os niveis de homocisteinemia, em comparacao
a outras populacdes estudadas, inclusive internacionais.

A agressao ao endotélio € um dos mecanismos pelo qual a homocisteina leva
a lesdo vascular, sendo o mais provavel a oxidacdo das lipoproteinas de baixa
densidade. O grupo sulfidrila (SH) presente na homocisteina reagiria com o oxigénio

produzindo espécies reativas do metabolismo de oxigénio (superoxido e peroxido de

hidrogénio), as quais iniciam a peroxidagéo lipidica, tanto na superficie endotelial
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como nas particulas de LDL. Uma vez oxidada dentro do tecido arterial, essa LDL
induziria um acumulo de mondcitos, 0os quais penetrariam na parede da artéria onde
se diferenciariam em macréfagos, que contém receptores nas membranas para a
LDL, principalmente para as LDL oxidadas. Esses receptores scavenger presentes
nos macrofagos seriam capazes de captar pequenas quantidades de LDL, mas
quando excesso de LDL é oferecido, os macrofagos na camada intima da artéria
fagocitariam as LDL oxidadas que se acumulariam no seu citoplasma sob a forma de
vacuolos, transformando-os em células espumosas e, consequientemente, em estrias
gordurosas, caracteristicas de lesées ateroscleréticas®. No entanto, estudos atuais
mostraram o papel dubio dos macrofagos, de um lado limitando a oxidacdo da LDL
pela fagocitose e, de outro, favorecendo o processo de oxidagéo juntamente com as
células musculares lisas e endoteliais, disponibilizando espécies reativas do
oxigénio. O processo de fagocitose da LDL-oxidada com liberacdo de espécies
reativas de oxigénio induziria a producdo de grandes quantidades de proteases
digestivas pelos macrofagos, como a mieloperoxidase, as quais sairiam da matriz
extracelular aumentando ainda mais a sintese de muitas espécies reativas de
oxigénio, que amplificariam o processo de recrutamento de células musculares lisas
da camada média do vaso, para a camada intima®'.

Pesquisas experimentais recentes reforcaram o papel da hiper-
homocisteinemia (no caso, induzida pelo alto consumo de metionina), na formacao
de placa aterosclerética de aorta de suinos e artéria iliaca de coelhos. Apos periodo
de 30 ou 60 dias de dieta rica em metionina, houve aumento significante nas

concentracdes de homocisteina e a formagdo de placas aterosclerdticas por
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macréfagos espumosos, mas ndo foram observadas células musculares lisas,
cristais de colesterol ou células inflamatérias®?33,

Um estudo realizado em homens idosos portadores de claudicacéo
intermitente moderada procedentes do mesmo servico de cirurgia vascular do
presente estudo, demonstrou aumento significante de concentracdes plasmaticas
de citocinas pro-inflamatorias (interleucina 6-1L-6, fator de necrose tumoral-alfa-TNF-
a, interferon-gama-IFN-y), anti-inflamatérias (interleucina 10-IL-10 e fator
transformador de crescimento beta-TGF-B) e PCR us quando comparados aos
controles. No entanto, foi observada uma associagéo inversa entre as citocinas pro-
inflamatdrias e ativacdo de mondcitos, revelando um processo de hipoatividade dos
mondcitos nos pacientes com claudicacéo intermitente®*.

Embora a oxidacdo da fragcdo LDL através da homocisteina seja um dos
mecanismos mais aceitos para a formacdo da placa aterosclerdtica, no presente
estudo observou-se que as concentragbes basais de LDL-oxidada foram
semelhantes nos controles e nos pacientes com ICM. Apds 2 meses de tratamento, o
grupo ICM tratado com placebo apresentou inexplicavelmente uma reducao
significante de LDL-oxidada circulante, porém as concentracdes médias finais de
LDL-oxidada nao diferiram estatisticamente entre os grupos controle, ICM tratado
com acido félico e ICM tratado com placebo. Talvez nos individuos com ICM, outros
fatores possam ter interferido na avaliacédo final da LDL-oxidada, como o sistema de
defesa antioxidante, mas este aspecto deve ser objeto de outros estudos, de

preferéncia em grandes amostras da populacéo.
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Tratamento nutricional da hiper-homocisteinemia

O tempo, o suplemento vitaminico e a dose de tratamento utilizados nos
diversos estudos que objetivaram a reducdo da homocisteina foram muito variaveis
e, no presente estudo, 400 ug de &cido félico administrado por dois meses
pareceram ser suficientes para a reducdo homocisteina, mas insuficientes para
alterar as concentragdes de LDL-oxidada.

O processo aterosclerético é sistémico e de carater inflamatério*. Estudos
recentes sugerem que individuos com doenca aterotrombotica coronariana, cerebral
ou periférica ou, em risco de desenvolverem tais enfermidades, apresentam niveis
plasmaticos elevados de alguns marcadores sistémicos da resposta inflamatéria
crénica, especialmente a PCR'. A influéncia da elevacdo (ou reducdo) da
concentracdo de homocisteina sobre marcadores inflamatorios sistémicos da
aterosclerose como a PCR, ainda € controversa na doenca arterial periférica. Os
resultados do presente estudo, obtidos apos 2 meses de tratamento com 400 pg/dia
de &cido folico em pacientes com isquemia crénica de membros mostraram reducéo
da homocisteina, mas sem alteracdo das concentracdes de PCR. Resultados
semelhantes foram observados em um recente estudo com homens e mulheres
saudaveis com idade entre 50 e 70 anos que receberam 800 ug de &cido félico
(n=264) ou placebo (n=266) diariamente por 12 meses. Houve aumento de 400% na
concentracdo de folato sérico, reducdo significante nas concentracbes de
homocisteina (28%) e manutencdo das concentracdes de PCR us e LDL-oxidada®.
Em outro estudo controlado duplo-cego, semelhante ao anterior, com 65 pacientes

hiperhomocisteinémicos portadores de DAP sintomatica recebendo placebo, ou
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combinacéo de vitaminas do complexo B (B1, Bs € B12), ou &cido folico (500 nug) por 6
meses, observou-se que o tratamento para reducdo da homocisteina néo alterou os
marcadores de hemostasia (fator tissular-TF e inibidor da via do fator tissular-TFPI) e
inflamacado crénica como a PCR us, interleucinas (6,8 e 18) e proteina quimiotatica
de mondcito (MCP-1)*. Os autores questionaram se o tratamento para reducdo da
homocisteina em pacientes com DAP sintomatica controlaria o processo inflamatorio
cronico inerente a aterosclerose e também se haveria  efeito da hiper-
homocisteinemia na inflamacdo cronica e na coagulacdo de pacientes com DAP
sintomatica. Por outro lado, em outro estudo, a associacdo de vitaminas
antioxidantes como o alfa-tocoferol, acido ascorbico, beta-caroteno, com o &cido
félico e vitamina B, por 15 dias, foi mais efetiva em reduzir significantemente a
oxidacdo da LDL in vitro em pacientes com doenca arterial coronariana®’.

Uma recente revisdo sistematica da Cochrane Library concluiu que estudos
bem desenhados deveriam ser realizados urgentemente para avaliar o impacto do
tratamento da hiper-homocisteinemia sobre a progressdao da DAP. Os autores
enfatizaram que a homocisteina é facil de ser avaliada, e mais importante, facil e
barata de ser tratada®®.

O presente ensaio clinico, em pacientes com ICM, mostrou reducgéo (18%) e
normalizacdo da homocisteina plasméatica e aumento do folato sérico (54%) com a
suplementacdo medicamentosa diaria de 400 ug de acido félico em apenas 2 meses
de tratamento. Uma possivel limitagdo do mesmo poderia ser o fato de todos os
pacientes com ICM terem sido tratados com acido félico ou placebo,

independentemente da sua condicdo de homocisteinemia basal, prévia ao



Artigo Original 74

tratamento. No entanto, tendo em vista a escassez desta intervencdo em individuos
portadores de DAP em nosso meio, este estudo contribuiu para sugerir essa conduta
terapéutica frente a hiper-homocisteinemia nesses pacientes.

Desde que a hiper-homocisteinemia foi apontada como fator de risco para
doencas vasculares, diversos estudos utilizaram o acido folico para reduzir as
concentracdes sanguineas deste aminoacido em varias situacdes. Uma meta-analise

realizada por Boushey et al.?*

em 1995 mostrou resultados pioneiros do efeito do
tratamento com acido folico sobre a homocisteinemia. Nesta meta-analise, nove
estudos de intervencdo apontaram reducdo da homocisteina e normalizacdo do
folato sérico apos suplementacdo isolada de &cido folico (mais que 400 ug/dia) e
concluiram que o consumo de aproximadamente 200 pg de folato dietético (3
por¢cdes ou mais de frutas e vegetais ao dia) reduziria em 4 umol/L as concentracbes
de homocisteina na doenca cardiovascular, cerebrovascular e arterial periférica.
Entretanto, nem todas doencas vasculares associadas a hiper-homocisteinemia
seriam prevenidas com a suplementacéo de acido folico, e a fortificacdo ou aumento
no consumo de alimentos com folato teria provavelmente um impacto preventivo
maior. Em outra meta-analise com 12 estudos randomizados e 1114 individuos®, os
efeitos redutores do acido félico sobre a homocisteina na doenca vascular também
foram verificados. A utilizacdo diaria de 50 a 500 ug de acido félico entre 3 e 12
semanas reduziu em 25% a concentracdo de homocisteina, e a reducao foi maior em
individuos hiperhomocisteinémicos (maior que 12 umol/L) e com deficiéncia sérica de
folato (menor que 12 nmol/L) antes do tratamento com &cido félico. Os autores

relataram ainda que a suplementacdo com vitamina Bi, potencializou a reducdo da



Artigo Original 75

homocisteina em 7% e a vitamina Be ndo teve efeito adicional na reducdo da
homocisteina. Pelo menos dois estudos prévios em individuos procedentes da
mesma regiao do presente estudo, confirmaram estes achados (ref|) . Em um estudo
caso-controle com a suplementacdo de acido folico (500 ng) associado a vitamina
B1> (40 mg) em 40 pacientes com DAP sintomética acompanhados no servico de
cirurgia vascular do presente estudo, mostrou eficiéncia na normalizacdo da
homocisteinemia em 4 semanas de tratamento (antes 18,80 + 7,73 umol/L e apds
11,34 umol/L p<0,001), ao contrario da suplementacdo com vitamina Bg (250 mg)
que n&o alterou a homocisteinemia®®. Da mesma forma, outro estudo do tipo cruzado
realizado com individuos adultos hipertensos praticantes de exercicio fisico
supervisionado (n=69), mostrou reducdo significante das concentracbes meédias de
homocisteina apds 2 meses de tratamento com &cido folico (500 pg) na auséncia do
uso de diurético*’. Esses resultados reforcam a indicacéo de adequado suprimento
dietético do folato, como adjuvante terapéutico nas doencas vasculares, pelo menos
quanto a reducao da homocisteinemia.

A dose de 400 pg de acido fdlico utilizada no tratamento da hiper-
homcisteinemia no presente estudo est4d de acordo com a Recommended Dietary
Allowace (RDA) ou Recomendacdes de Cotas Alimentares preconizadas pela Dietary
Reference Intakes®™, definidas como nivel de consumo alimentar suficiente para
satisfazer as necessidades de quase todo individuo saudavel (entre 97 e 98%)
compreendido num determinado grupo, faixa etaria e estagio da vida. No Brasil
desde 2004, entrou em vigor uma resolucdo que torna obrigatoria a fortificacdo de

cereais como farinha de trigo e milho com 150 ug de &cido félico por 100 g de cereal,
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0 que representa 37% da RDA para adultos, com o objetivo de prevenir defeitos do
tubo neural em recém-nascidos*’. Entretanto, a dieta da maioria da populacdo
mundial ndo atinge as recomendacdes nutricionais de folato®®. Desse modo, é
importante o aumento da ingestdo de alimentos fontes de folato (visceras, cereais
integrais, soja, feijao, vegetais de folhas verdes, laranja, banana, batata) bem como
de vitamina Bg (banana, abacate, visceras, oleaginosas, cereais integrais) e vitamina
Bi» (visceras, carnes em geral, ovos, leite e queijos), embora a relacdo entre
consumo e concentracdo sérica destas vitaminas ainda seja imprecisa. Em um
estudo nacional com 40 idosos, 0s autores usaram instrumentos de investigacao
alimentar para estimar o consumo de folato e vitamina B;,, através do recordatério de
24 horas e do questionario semiquantitativo de frequéncia alimentar, e n&o
mostraram associacdo entre a estimativa de consumo aos niveis séricos destas
vitaminas**. Confirmou-se no presente estudo, no grupo ICM tratado com placebo,
qgue o consumo de folato, estimado pelo recordatério de 24 horas, nao foi compativel

com a concentracdo sérica de folato apds o tratamento.

Tratamento da hiper-homocisteinemia e polimorfismo 677C—>T da enzima

MTHFR

Embora o estado nutricional das vitaminas Bi,, Bs e principalmente de folato,
seja um dos parametros mais importantes na regulagdo da homocisteinemia, a
influéncia das mutacdes genéticas deve ser considerada e foi investigada neste
estudo. As mutacBes genéticas associadas com hiper-homocisteinemia leve e

moderada (15 a 100 pumol/L) causam reducdo de 50% na atividade da enzima
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correspondente. Dentre essas mutagbes, as mais comuns sdo decorrentes de
heterozigoze para alteragbes moleculares associadas com deficiéncia das enzimas
MTHFR e cistationina p sintetase (CBS)*. Entretanto, elevacdes moderadas na
concentracdo de homocisteina ndo sdo encontradas em todos os portadores destas
variacdes genéticas*®, como observado no presente estudo, o que sugere que O
fendtipo deve ser influenciado por fatores ndo genéticos, extrinsecos, como estado
vitaminico, medicamentos, horménios e algumas doencas, que podem modificar a
expressao dos defeitos genéticos. Portanto, a investigagdo da causa da hiper-
homocisteinemia moderada, deve sempre incluir os diversos fatores externos que
afetam o metabolismo da homocisteina*’. Adicionalmente, uma interacéo entre o
genotipo para o polimorfismo e concentracdo reduzida de folato e cobalamina
poderia determinar a homocisteinemia®®. Individuos com a mutacéo para 677 C—T,
especialmente o gendtipo homozigoto, necessitam de doses diarias de folato acima
de 250 pg/dia para reduzir satisfatoriamente a homocisteinemia*. Em individuos
saudaveis portadores e ndo portadores do alelo mutante para MTHFR 677C—T a
presenca da mutacdo genética ndo alterou a resposta aos tratamentos aplicados. A
suplementacdo com L-5-MTHF, forma ativa do folato (113 pg), ou &cido folico (100

1g) em 24 semanas foi igualmente efetiva em reduzir a homocisteinemia *° .

Consideracdes finais

A andlise conjunta dos dados obtidos no presente estudo reforca a
necessidade de determinar os niveis de homocisteina plasmatica na ICM, bem como

a adequacdo da ingestdo de folato, seja com a fortificacdo de alimentos com &cido
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félico, seja a suplementacdo medicamentosa com acido félico na hiper-
homocisteinemia. Ambos séo procedimentos custo-efetivos que apresentam eficacia
e auséncia de reacdes adversas, com uma relacao risco/beneficio bastante favoravel
na prevencao e no controle da homocisteinemia associados a ICM. Considerando a
diversidade de resultados encontrados em estudos prospectivos quanto a influéncia
dos varios tratamentos vitaminicos sobre a incidéncia, progressdo e morte por lesdes
ateroscleréticas e sobre alguns marcadores do processo inflamatério crénico da
aterosclerose, a realizacdo de estudos adicionais nesta area serdo de extrema
importancia para esclarecer se a suplementacdo com &cido félico, nestas ou em
quantidades superiores, por periodos mais extensos ou ndo, associados a outras
condutas nutricionais complementares, seriam mais eficientes no combate a

progressao da DAP e no aparecimento de complicacdes inerentes & mesma.
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Conclusao

O presente estudo verificou reducdo e normalizagdo da homocisteina
plasmatica em pacientes com ICM apoés 2 meses de tratamento medicamentoso com
400 pg de &acido félico, mas nédo verificou alteracdo dos marcadores inflamatorios
cronicos da aterosclerose. A presenca do polimorfismo 677C—T da enzima MTHFR

nao influenciou a resposta aos tratamentos nos pacientes com ICM.
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Anexo 1

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saude
Comissao Nacional de Etica em Pesguisa - CONEP

PARECER N° 1132/2003
Registro CONEP = 7806 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto )

Registro CEP = 1228-2003 Processo n” 25000.054658/2003-13
Projeto de Pesquisa: “ Efeitos da suplementacdo vitamima de 4cido folico sobre a
homocisteina em individuos portadores de doengas arterial periférica.
Pesquisador Responsavel: Luciene de Souza Venancio
instituicdo : Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP
Area Tematica Especial : Genética Humana

Ao se proceder a anaiise das respostas ac Parecer 1040/2003. relatve ao
projeto em guestao, considerou-se que: '

a) foram atendidas as solicitagdss do referido parecer. Entretanto, a
linguagem do TCLE continua de dificil compreensao para os usuarios dos servigos de
saude pubiica. Recomenda-se que o processo de obtengac do consentimento seja
bastante cuidadoso.

b) o projeto preenche, de modo geral, os requisitos fundamentais da
Resolugao CNS 196/96 sobre Diretrizes e Normas Reguiamentadoras de Pesquisas
Envelvendo Seres Humanos:

¢) o projeic foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesguisa da
instituicao supracitada .

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa -
CONEP, de acordo com as atribuigbes definidas na Resolugao CNS 196/96,
manifesta-se pela aprovagac do projetc de pesquisz proposto, com a
recomendacao explicitada no item a} , a ser acompanhada pelo CEP

Situagéo : Projeto aprovado com recomendacéo
Brasitia, 25 de julho de 2003

WILLIAM SALD HOSSNE
Coordenador da CONERP/CNS/MS
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Apéndice

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo: Efeitos da suplementacdo vitaminica de &cido félico sobre a homocisteina em individuos
portadores de doenca arterial periférica.

Objetivo: Avaliar os efeitos da suplementacdo de &cido fdlico no controle da concentragdo de
homocisteina em individuos portadores de doenca arterial periférica.

Amostra: Individuos portadores de doenca arterial periférica (Isquemia Crbnica de Membros)
atendidos no Ambulatério de Claudicacdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu (UNESP).

Individuos néo portadores de doenca arterial periférica participantes do Projeto de Extenséo “Mexa-se
pré6 Saude” do Centro de Metabolismo em Exercicio e Nutricdo (CeMENutri) da Faculdade de
Medicina de Botucatu (UNESP).

Orientador: Prof. Adjunto Winston Bonetti Yoshida

Autora da Pesquisa: Luciene de Souza Venancio - aluna da pés-graduacdo em Bases Gerais da
Cirurgia - Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP).

Prezado colaborador

Esse termo de consentimento que vocé devera assinar foi elaborado de acordo com a
Resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Saude - Ministério da Saude, sobre Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos. Neste estudo vocé sera submetido aos procedimentos listados abaixo:

- Avaliagdo da composicdo corporal com determinacdo do peso, estatura, dobras cuténeas,
circunferéncia do braco, circunferéncia muscular do braco e célculo do indice de Massa Corporal,
através da antropometria e impedéancia bioelétrica;

- Aplicacéo de questionario contendo perguntas sobre o habito alimentar recente.

- Dosagens laboratoriais, de homocisteina de jejum, além de outros exames bioquimicos como
glicemia, lipideos plasméticos, provas de funcdo hepatica e renal, folato, proteina C reativa (PCR),
LDL oxidada e genétipo da enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR).

- Para obtenc¢do dos dados laboratoriais serdo necessérios 20 ml de sangue.

- Suplementagéo vitaminica com a oferta de 400ug/dia de &cido félico ou placebo por um periodo de
2 meses, ou sem suplementagéo.

Para seu esclarecimento informamos ainda, os resultados obtidos em andlise serdo arquivados e
mantidos em sigilo conforme normas da ética.

Ciente do teor e implicagdes desta pesquisa, assino abaixo, meu consentimento em participar da
mesma, com a liberdade de sair desse protocolo em qualquer momento da execugado desse projeto
sem penalizacao.

Botucatu (SP), de de
Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador
Pesquisador: Luciene de Souza Venancio Orientador: Prof. Adj. Winston Bonetti Yoshida
Endereco: Rua Chico Padre, 44/31 Enderec¢o: Rua Dr. Domingos Minicucci Filho, 231
Centro- Botucatu (SP)-CEP. 18611-310 Vila Sénia- Botucatu (SP)- CEP. 18607-030
Telefone: (14) 3882-6570 / 9798-2711 Telefone: (14) 3882-4118

e-mail: lucienenutri@yahoo.com.br e-mail: winston@fmb.unesp.br
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Autorizo a reproducdo deste trabalho.

Botucatu, 15 de dezembro de 2006.

LUCIENE DE SOUZA VENANCIO
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