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RESUMO 
 
GOMES, G. W. Ácido fólico em excesso: efeitos sobre o metabolismo das vitaminas 
B2 e B6, o catabolismo do triptofano e a resposta imune. 2019. 135f. Tese (Doutorado) 
–Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019 
 
Introdução: A suplementação com ácido fólico (AF) é recomendada em algumas 
condições para evitar a deficiência de folato, como para mulheres no período 
periconcepcional e durante a gestação. Atualmente, existe uma preocupação quanto ao 
consumo excessivo de AF pela população pelo uso de suplementos com altas doses 
dessa vitamina. As vitaminas B6 e B2 agem como cofatores no metabolismo de um 
carbono, e o uso de altas doses de AF pode influenciar o metabolismo de ambas vitaminas 
e, consequentemente, interferir em metabolismos importantes das quais elas participam, 
como a via das quinureninas, e no sistema imune. Objetivo: Avaliar os efeitos da 
intervenção diária com uma alta dose de AF (5 mg) por 90 dias sobre marcadores do 
estado das vitaminas do complexo B, e as consequências sobre os metabólitos da via das 
quinureninas e o sistema imune em adultos saudáveis. Material e Métodos: 64 indivíduos 
saudáveis foram submetidos à intervenção diária com 5 mg de AF por 90 dias. Coletas de 
sangue foram realizadas antes (baseline) e após 45 e 90 dias de intervenção. As 
concentrações séricas de folato e vitamina B12 foram avaliadas por métodos 
microbiológicos. As concentrações séricas das vitaminas B6 (piridoxal 5’-fosfato (PLP), 
piridoxal (PL) e ácido 4-piridóxico (PA)), B2 (riboflavina e flavina mononucleotídeo (FMN)), 
B1 (tiamina e tiamina monofosfato (TMP)) e B3 (ácido nicotínico, nicotinamida e N1-
metilnicotinamida), bem como de triptofano, quinurenina e metabólitos, foram avaliadas 
por LC-MS/MS. A proteína C-reativa ultrassensível (PCRus) foi determinada por 
imunoturbidimetria, e as concentrações séricas de interleucina (IL)-6, IL-8, IL-10, 
interferon gama (IFN-γ) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) foram avaliadas por ensaio 
multiplex. A expressão de RNAm de DHFR (dihidrofolato redutase), MTHFR 
(metilenotetrahidrofolato redutase), IL8, TNFA e IFNG em leucócitos mononucleares 
(PBMC) foram avaliadas por PCR em tempo real. O número de células T regulatórias 
(Treg) (CD3+, CD4+, CD25high, FoxP3+, CD127-) foi avaliado após incubação dos PBMC 
com PMA e ionomicina ou veículo por 18h, por imunofenotipagem. Resultados: Houve 
um grande aumento das concentrações de folato sérico após 45 e 90 dias de intervenção 
com AF. Não houve diferença nas concentrações de vitamina B12 antes e após a 
intervenção. As concentrações séricas de PLP foram semelhantes antes e após a 
intervenção, entretanto, um aumento de PL sérico foi observado após 45 e 90 dias, e de 
PA após 45 dias, quando comparado ao baseline. Riboflavina e FMN foram maiores após 
45 e 90 dias em relação ao baseline. A tiamina sérica foi menor após 45 dias, e as 
concentrações de TMP foram maiores após 90 dias quando comparados aos períodos 
anteriores. Não houve diferença nas concentrações de vitamina B3 antes e após a 
intervenção. Dentre os metabólitos da via das quinureninas, apenas o ácido antranílico 
apresentou aumento após 45 e 90 dias, enquanto o ácido picolínico diminuiu após 90 dias. 
PCRus, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-γ e TNF-α séricos foram semelhantes no baseline e após a 
intervenção. Um aumento da expressão de RNAm de DHFR e TNFA foi observado após, 
respectivamente, 90 dias e 45 e 90 dias de intervenção. Após 90 dias de intervenção com 
AF, foi observada diminuição do número de células Treg após estímulo com PMA e 
ionomicina. Conclusão: O uso diário de 5 mg de AF foi associado a alterações nas 
concentrações séricas de marcadores do estado de vitaminas do complexo B e da via das 
quinureninas, bem como a diminuição do número de células Treg. 
 

Palavras-chave: ácido fólico, vitamina B6, vitamina B2, vitamina B1, vitamina B3, via 

das quinureninas, células T regulatórias, estudo de intervenção.  



ABSTRACT 
 
GOMES, G. W. Folic acid excess: effects on vitamin B2 and B6 metabolism, 
tryptophan catabolism and immune response. 2019. 135f. Tese (Doutorado) –
Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019 
 
Introduction: Folic acid (FA) supplementation is recommended in some conditions to 
avoid folate deficiency, as women during periconceptional period and pregnancy. 
Currently, there is a concern about the excessive consumption of FA by population by 
using supplements with high doses of this vitamin. Vitamins B6 and B2 are cofactors of 
enzymes of one carbon metabolism and, consequently, may disturb key metabolism in 
which they participate, as kynurenine pathway, and the immune system. Aim: To assess 
the effects of a daily intervention with high dose of FA (5 mg) for 90 days on biomarkers of 
complex B vitamins status and its outcomes in kynurenine pathway metabolites and 
immune system in healthy adults. Material and Methods: 64 healthy individuals were 
submitted to a daily intervention with 5 mg of FA for 90 days. Blood samples were collected 
before (baseline) and after 45 and 90 days of intervention. Serum folate and vitamin B12 
were assessed by microbiological assays. Serum vitamin B6 (pyridoxal 5’-phosphate 
(PLP), pyridoxal (PL) and 4-pyridoxic acid (PA)), vitamin B2 (riboflavin and flavin 
mononucleotide (FMN)), vitamin B1 (thiamin and thiamin monophosphate)) and vitamin 
B3 (nicotinic acid, nicotinamide and N1-methylnicotinamide), as well as tryptophan, 
kynurenine and metabolites, were assessed by LC-MS/MS. C-reactive protein (hs-CPR) 
was assessed by immunoturbidimetry, and serum interleukin (IL)-6, IL-8, IL-10, interferon 
gamma (IFN-γ) and tumor necrosis factor alpha (TNF-α) were assessed by multiplex 
assay. Mononuclear leukocytes mRNA expression of DHFR (dihydrofolate reductase), 
MTHFR (methylenetetrahydrofolate reductase), IL8, TNFA and IFNG were assessed by 
real time PCR. Regulatory T Cell (Treg) number (CD3+, CD4+, CD25high, FoxP3+, CD127-) 
was determined after mononuclear leukocytes incubation with PMA and ionomycin or 
vehicle for 18h, by immunophenotyping. Results: A great increase on serum folate was 
observed after 45 and 90 days of FA intervention. No differences in serum vitamin B12 
were observed before and after intervention. Serum PLP was similar before and after 
intervention, however, an increase in serum PL was observed after 45 and 90 days, and 
in PA after 45 days, when compared to baseline. Riboflavin and FMN were increased after 
45 and 90 days than in baseline. Serum thiamine was decreased after 45 days than in 
baseline. Serum TMP was increased after 90 days when compared with previous 
timepoints. No differences in vitamin B3 were observed after and before FA intervention. 
Among kynurenine pathway metabolites, anthranilic acid was increased after 45 and 90 
days, while picolinic acid was decreased after 90 days. hs-CPR, serum IL-6, IL-8, IL-10, 
IFN-γ and TNF-α were similar at baseline and after intervention. An increase on mRNA 
expression of DHFR and TNFA was observed after, respectively, 90 days and 45 and 90 
days of intervention. After 90 days of FA intervention, it was observed a decrease on Treg 
cell number after PMA and ionomycin stimulation. Conclusion: Daily use of 5 mg of FA 
was associated with changes in serum markers of B-complex vitamins status and 
kynurenine pathway, as well as decreased number of Treg cells. 
 
Keywords: folic acid, vitamin B6, vitamin B2, vitamin B1, vitamin B3, kynurenine pathway, 

regulatory T cells, intervention study. 
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1. INTRODUÇÃO 

O folato é uma vitamina do complexo B (B9) que participa de diversas reações 

de transferência de grupamentos metil no organismo, sendo essencial para a 

duplicação celular1. Para evitar a deficiência de folato, a suplementação com ácido 

fólico (AF) é recomendada em algumas condições clínicas, tais como anemias 

hemolíticas2; 3 e para mulheres no período periconcepcional e durante a gestação para 

prevenir a ocorrência de defeitos do fechamento do tubo neural (DFTN) no feto4. 

Atualmente, existe uma preocupação em relação ao consumo excessivo de AF pela 

população, seja pela ingestão de alimentos fortificados, ou pelo uso de suplementos 

e medicamentos contendo doses elevadas dessa vitamina5; 6. 

Embora a Organização Mundial da Saúde recomende que a suplementação 

periconcepcional com AF deva ocorrer na dosagem de 0,4 mg por dia para mulheres 

sem história de DFTN4, doses até 5 mg têm sido utilizadas por essa população no 

Brasil7; 8. No entanto, essa quantidade é cinco vezes maior do que o limite de ingestão 

máxima tolerável (UL) para indivíduos saudáveis, gestantes e lactantes (1 mg, idade 

igual ou superior a 19 anos)9. 

A ingestão de quantidades superiores ao UL pode levar à ocorrência de eventos 

adversos à saúde. No caso do AF, o UL foi estabelecido de acordo com o seu potencial 

em precipitar ou exacerbar a neuropatia decorrente da deficiência de vitamina B129. 

No entanto, outros eventos adversos têm sido associados à suplementação com AF, 

incluindo câncer10, déficit cognitivo11 e perturbação da resposta imune12; 13. 

Os efeitos da suplementação com altas doses de AF não são completamente 

elucidados, e não se se sabe se o consumo elevado dessa vitamina pode impactar o 

estado nutricional de outras vitaminas do complexo B. Uma vez que as vitaminas B6 

e B2 agem como cofatores de enzimas chaves do metabolismo de transferência de 

um carbono14; 15, levanta-se a hipótese de que o uso de altas doses de AF pode 

influenciar o metabolismo de ambas vitaminas. Além disso, é importante destacar que 

as vitaminas B6 e B2 também são cofatores de enzimas da via das quinureninas de 

catabolismo do triptofano, sendo que concentrações circulantes dessas vitaminas 

influenciam as concentrações séricas de várias quinureninas16. Estudos já 

demonstraram o papel imunoregulatório e/ou neurotóxico apresentado por algumas 

quinureninas, e sua associação a condições clínicas como câncer, doenças 

neurodegenerativas e autoimunes17-20.  
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1.1. Ácido fólico (AF) 

O ácido fólico (AF) é uma vitamina do complexo B (B9) que participa de diversas 

reações de doação de grupamentos metil no organismo. É um micronutriente 

essencial para a duplicação celular, uma vez que participa da síntese de purinas e 

timidilato, bem como da conversão de homocisteína a metionina1. 

O termo ácido fólico é normalmente utilizado para descrever a forma sintética 

dessa vitamina, não encontrada em alimentos. Estruturalmente, o AF é composto por 

um anel pteridina, uma molécula de ácido p-aminobenzóico e um único resíduo de 

glutamato (monoglutamato). Essa forma, por ser mais oxidada no anel pteridina e mais 

estável em diferentes condições de temperatura e pH, além de apresentar alta 

biodisponibilidade, é a utilizada na fortificação de alimentos e nos suplementos e 

fármacos contendo AF21-24. Por sua vez, os folatos presentes naturalmente nos 

alimentos são derivados poliglutamatos do AF e apresentam, em geral, um estado de 

oxidação mais reduzido do anel pteridina do que o AF, sendo encontrados 

predominantemente na forma de 5-metiltetrahidrofolato (5-metilTHF)23; 25 (Figura 1).  

 

Figura 1. Estrutura química do (A) ácido fólico e do (B) folato presente naturalmente 

nos alimentos 

Adaptado de Kim, 200723. 
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A biodisponibilidade dos folatos é relativamente variável quando comparada ao 

AF26; 27.  A absorção intestinal dos folatos presentes nos alimentos (forma de 

poliglutamatos) depende de sua hidrólise à monoglutamatos por uma enzima 

ancorada a membrana apical dos enterócitos, denominada glutamato 

carboxipeptidase II (GCP2)28. Tanto o AF quanto os folatos naturalmente presentes 

alimentos (na forma de monoglutamatos) são internalizados pelos enterócitos 

principalmente via transportador de folato próton-acoplado (PCFT), também 

localizado na membrana apical dessas células29; 30 (Figura 2). 

Outros transportadores também estão envolvidos na absorção intestinal dos 

folatos, como o carreador de folato reduzido 1 (RFC1). Embora o RFC1 apresente 

ampla expressão ao longo da membrana apical da borda em escova do trato 

gastrointestinal31, acredita-se que este transportador tenha uma função menos 

eficiente do que o PCFT, uma vez que o RFC1 apresenta pH ótimo de 7,4, enquanto 

a atividade do PCFT é maior em baixo pH (pH ótimo próximo a 5,5), semelhantemente 

ao pH encontrado na superfície da mucosa intestinal29; 30; 32. Além disso, ao contrário 

do PCFT, que apresenta alta afinidade por todas as formas de folato, o RFC1 tem alta 

afinidade por formas reduzidas de folato, como 5-metilTHF e 5-formiltetrahidrofolato 

(5-formilTHF), mas afinidade muito baixa pelo AF30. 

Uma vez internalizado, o folato dos alimentos é reduzido, se necessário, e 

metilado, e atinge a circulação sanguínea predominantemente na forma de 5-

metilTHF33. Em contrapartida, o AF não apresenta função fisiológica, sendo 

necessária sua conversão a formas mais reduzidas antes de incorporar o pool 

circulante de folato na forma de 5-metilTHF. Para isso, o AF deve ser reduzido 

inicialmente a dihidrofolato (DHF) e em seguida a tetrahidrofolato (THF) pela enzima 

dihidrofolato redutase (DHFR), uma enzima expressa principalmente no fígado e em 

outros tecidos12; 34; 35 (Figura 2). 
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Figura 2. Absorção intestinal do folato naturalmente presente nos alimentos e do 

ácido fólico 

A enzima glutamato carboxipeptidase II (GCPII) hidroliza os folatos naturalmente presentes nos alimentos na forma 

de poliglutamatos a monoglutamatos. Os folatos monoglutamatos e o ácido fólico sintético são internalizados pelos 

enterócitos predominantemente por transporte ativo mediado pelo transportador de folato próton-acoplado (PCFT). 

Uma vez dentro da célula, o ácido fólico é reduzido a dihidrofolato (DHF) e, em seguida, a tetrahidrofolato (THF) 

pela enzima dihidrofolato redutase (DHFR). O THF é convertido em seguida a 5-metiltetrahidrofolato (5-metilTHF), 

a principal forma de folato encontrada na circulação. O consumo frequente de ácido fólico em quantidades acima 

da capacidade de redução da DHFR pode levar ao aparecimento de ácido fólico não metabolizado na circulação. 

Adaptado de Laanpere et al. (2010)29 e Visentin et al. (2014)30. 

 

Após atingir a circulação sanguínea, o 5-metilTHF é capturado pelas células do 

organismo por transportadores como os receptores de folato (FRs)29; 36. Três 

isoformas de FR, FRα, FRβ e FRγ atuam na captação celular de folatos por 

endocitose. A isoforma FRα apresenta alta afinidade pelo 5-metilTHF quando 

comparada às isoformas FRβ e FRγ. O 5-metilTHF também pode ser captado pela 

célula através do RFC1, embora este apresente menor afinidade por esta forma de 

folato do que o FRα37 (Figura 3). 

Após ser incorporado pela célula, o 5-metilTHF passa a integrar uma série de 

reações de transferência de grupamento metil, que são essenciais ao metabolismo 

celular1, e estão esquematizadas na Figura 3. A forma de 5-metilTHF é necessária 

para a remetilação da homocisteína (Hcy) à metionina e formação do tetrahidrofolato 

(THF), catalisada pela enzima metionina sintase (MTR) e depende de vitamina B12 

na forma de metilcobalamina e vitamina B2 na forma de flavina adenina dinucleotídeo 
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(FAD). A enzima metionina sintase redutase (MTRR) catalisa a redução da vitamina 

B12 oxidada (cob(II)alamina) a metilcobalamina38. 

O THF, por sua vez, recebe um grupamento metil da serina em presença da 

enzima serina hidroxilmetiltransferase (SHMT) e vitamina B6 na forma de piridoxal 5’-

fosfato (PLP), formando 5,10-metilenoTHF e glicina. O 5,10-metilenoTHF pode ser 

usado na síntese de timidina, sendo convertido a DHF, que posteriormente será 

reduzido a THF pela DHFR39; 40. O 5,10-metilenoTHF pode ainda ser convertido a 

5,10-metenilTHF, 10-formilTHF e THF pela ação da enzima metilenotetraidrofolato 

desidrogenase (MTHFD1). O 5,10-metilenoTHF também pode ser reconvertido a 5-

metilTHF na presença da enzima metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR), que é 

FAD dependente. A atividade da MTHFD1 é essencial para síntese do DNA, provendo 

10-formilTHF e 5,10-metilenoTHF para síntese de novo de purinas e timidilato41-43 

(Figura 3).  

A Hcy é um aminoácido sulfidrílico que não compõe a estrutura de proteínas e 

é normalmente encontrado na circulação sanguínea. É sintetizado a partir do 

aminoácido metionina, através dos intermediários S-adenosilmetionina (SAM) e S-

adenosilhomocisteína (SAH) (Figura 3). A SAM, por sua vez, age como um importante 

doador de grupamentos metil, sendo utilizado por diversas metiltransferases em 

reações de metilação de DNA, RNA, histonas, entre outros. O produto dessas reações 

de metilação, SAH, é então convertido à homocisteína. As concentrações de Hcy são 

mantidas por duas vias principais: a remetilação da Hcy à metionina, já citada acima, 

e a transsulfuração da homocisteína à cistationina e, posteriormente, à cisteína, numa 

reação dependente de vitamina B6 na forma de piridoxal 5’-fosfato (PLP) que ocorre 

no fígado44. 
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Figura 3. Captação e metabolismo celular do folato 

AICAR: 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotídeo; BHMT: betaína-homocisteína metiltransferase; CBS: 

cistationina β-sintase; CH3Cbl: metilcobalamina; CTH: cistationina γ-liase; DHF: dihidrofolato; DHFR: dihidrofolato 

redutase; FAD: flavina adenina dinucleotídeo; FAICAR: formil-5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotídeo; 

FGAR: formilglicinamida ribonucleotídeo; FR: receptor de folato; GAR: glicinamida ribonucleotídeo; MAT: metionina 

adenosiltransferase; MTHFD1: metilenotetrahidrofolato desidrogenase; MTHFR: metilenotetrahidrofolato redutase; 

MTR: metionina sintase; MTRR: metionina sintase redutase; PLP: piridoxal 5’-fosfato; RFC: carreador de folato 

reduzido; SAH: S-adenosilhomocisteína; SAHH: S-adenosilhomocisteína hidrolase; SAM: S-adenosilmetionina; 

SHMT: serina hidroximetiltransferase; THF: tetrahidrofolato; TS: timidilato sintase. Adaptado de: Ebara (2017)36 e 

Hiraoka e Kagawa (2017)37. 

 

As principais fontes de folato da dieta incluem vegetais de folhas verde-escuras, 

legumes, algumas frutas e, após a implementação da política de fortificação 

mandatória de alimentos com AF, farinha de trigo e milho e seus produtos45. A 

Ingestão Dietética de Referência (DRI) para o folato, que são valores de referência 

para estimativas quantitativas de ingestão do nutriente para fins de planejamento e 

avaliação de dieta para indivíduos saudáveis, engloba parâmetros como a Ingestão 

Dietética Recomendada (RDA), Necessidade Média Estimada (EAR) e Limite Superior 

Tolerável de Ingestão (UL). A RDA é a média do consumo diário suficiente para 

cumprir o requerimento nutricional de indivíduos saudáveis considerando sexo e faixa 

etária; EAR é definida como o valor do consumo diário do nutriente que estima-se 
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cumprir o requerimento nutricional de metade dos indivíduos saudáveis de 

determinado grupo; e UL é definido como o maior valor de consumo diário do nutriente 

que não possui risco de efeitos adversos a maioria dos indivíduos da população em 

geral. É importante destacar que, para o folato, enquanto a RDA e o EAR englobam o 

consumo de todas as formas de folato, o UL está relacionado apenas ao AF, utilizado 

na fortificação e suplementação9 (Quadro 1). 

 

Quadro 1. Ingestão Dietética Recomendada (RDA), Necessidade Média Estimada 

(EAR) e Limite Superior Tolerável de Ingestão (UL) para o folato 

Faixa etária Sexoa RDAb EARb ULb 

0 a 6 meses F e M 65c NDd NDd 

7 a 12 meses  F e M 80c NDd NDd 

1 a 3 anos F e M 150 120 300 

4 a 8 anos  F e M 200 150 400 

9 a 13 anos F e M 300 250 600 

14 a 18 anos F e M 400 330 800 

19 anos ou mais F e M 400 320 1.000 

Gestantes     

14 a 18 anos  F 600 520 800 

19 a 50 anos F 600 520 1.000 

Lactantes     

14 a 18 anos F 500 450 800 

19 a 50 anos F 500 450 1.000 

aF: feminino; M: masculino; bµg/dia; cNão determinado; nesses casos, utiliza-se a ingestão adequada (AI); dND: 

não determinado. Fonte: Institute of Medicine (1998)9 

 

Vários marcadores têm sido utilizados para caracterizar a deficiência de folato, 

como a concentração sérica e eritrocitária dessa vitamina, e marcadores funcionais 

como a homocisteína total (tHcy) e ácido metilmalônico (MMA). A deficiência de folato 

é caracterizada, de acordo com critérios da Organização Mundial de Saúde (OMS), 

por concentrações de folato sérico < 3 ng/mL (6,8 nmol/L)46. Além disso, é possível 

avaliar a deficiência funcional de folato, adotando como parâmetros concentração 

sérica de folato < 5,0 ng/mL, tHcy > 13,9 µmol/L e MMA < 271 nmol/L47.  

A deficiência de folato nos seres humanos pode ser causada por vários fatores, 

tais como ingestão insuficiente, má absorção (alcoolismo, enteropatias, entre outros), 

aumento das necessidades (como ocorre durante a gestação, anemias hemolíticas, 
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entre outros), uso de determinados fármacos (como os antifolatos) ou ainda 

decorrente da realização de hemodiálise36. A deficiência de folato foi associada em 

diversos estudos ao aumento do risco de ocorrência de defeitos de fechamento do 

tubo neural (DFTN) no feto durante a gestação23; 48; 49. Os DFTN são malformações 

congênitas graves do sistema nervoso central que ocorrem como resultado de uma 

falha no fechamento do tubo neural no início da gestação (24 a 28 semanas após a 

concepção), e são responsáveis por substancial morbidade e mortalidade de recém-

nascidos1; 50.  

Para prevenir a ocorrência desse problema, é recomendado que mulheres em 

idade reprodutiva façam uso de suplementos de AF diariamente na dosagem de 400 

µg (0,4 mg), idealmente antes da concepção, a fim de garantir um estado adequado 

dessa vitamina. No caso de mulheres com história prévia de gerar uma criança com 

DFTN, a dosagem recomendada é de 4 mg/dia4. Entretanto, como muitas das 

gestações não são planejadas e o fechamento do tubo neural ocorre logo no início da 

gestação, a suplementação com AF nem sempre atinge o objetivo de prevenir a 

ocorrência de DFTN. 

Visando aumentar a ingestão diária de AF pela população, principalmente por 

mulheres no período periconcepcional e, dessa forma, reduzir a incidência de DFTN, 

diversos países adotaram a fortificação de alimentos com este micronutriente51. Nos 

Estados Unidos, a fortificação de alimentos com AF iniciou-se em 1998, seguida pelo 

Canadá no mesmo ano, e pelo Chile em 2000. No Brasil, a fortificação mandatória 

teve início a partir de julho de 2004, após a publicação da RDC nº 344 de 13 de 

dezembro de 2002, da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). Ficou 

estabelecido que as farinhas de trigo e milho fossem fortificadas com no mínimo 150 

µg de AF e 4,2 mg de ferro para cada 100 g de farinha52. Recentemente, foi publicada 

a RDC n° 150 de 13 de abril de 2017, que atualiza a RDC nº 344 de 2002. Dentre 

outras alterações, ficou estabelecido um limite mínimo e máximo de adição desses 

micronutrientes, de forma que as farinhas de trigo e milho deveriam ser fortificadas 

com 140 a 220 µg de AF e 4 a 9 mg de ferro para cada 100 g de farinha53. 

Apesar de a fortificação com AF em países como o Brasil, Chile e Argentina ter 

sido associada à redução dos casos de DFTN54, muitos estudos têm questionado a 

exposição da população a quantidades elevadas dessa vitamina por um longo 

período, como o que vem acontecendo nas populações dos países que praticam a 

fortificação obrigatória55; 56. Smith et al. (2008) estimam que, para cada DFTN 
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prevenido, cerca de 370 a 780 mil pessoas seriam expostas a fortificação com AF no 

Reino Unido57. 

Estudo de Steluti et al. (2011) sugere que, na população brasileira, o consumo 

de AF (forma sintética, usada na fortificação e nos suplementos) corresponde a 59,1% 

do total de folato consumido58. Uma revisão recente de nosso grupo mostrou que, 

após a fortificação das farinhas de trigo e milho, as concentrações séricas de folato 

aumentaram de forma considerável na população brasileira, quando comparado à era 

pré-fortificação59. Nos Estados Unidos, após a fortificação com AF, concentrações de 

folato sérico superiores a 45 nmol/L foram observadas em 23% da população, sendo 

43% de crianças menores que 5 anos e em 38% dos idosos57. 

Em adição à fortificação de alimentos com AF, recomenda-se que 

determinados grupos da população sujeitos à deficiência de folato façam uso dessa 

vitamina, como portadores de anemias hemolíticas2; 3, gestantes e mulheres no 

período periconcepcional4. Embora a recomendação da OMS para prevenção da 

ocorrência de DFTN seja o uso de 400 µg/dia de AF, um manual técnico publicado 

pelo Ministério da Saúde do Brasil em 2005 recomendava a dosagem de 5 mg/dia, ou 

seja, mais de dez vezes a preconizada pela OMS7. Apesar de uma nova 

recomendação, dessa vez concordante com a proposta pela OMS, ter sido publicada 

em 2013 com a implementação do Programa Nacional de Suplementação com Ferro 

pelo Ministério da Saúde60, acredita-se que muitas mulheres e gestantes acabam 

fazendo uso da dose de 5 mg/dia no Brasil por uma questão cultural.  

A Relação Nacional de Medicamentos (RENAME), elemento técnico-científico 

que orienta a oferta, a prescrição e a dispensação de medicamentos nos serviços do 

Sistema Único de Saúde, relaciona o AF como um dos Componentes Básicos da 

Assistência Farmacêutica, ou seja, voltado aos principais agravos e programas de 

saúde da Atenção Básica. Na RENAME, estão presentes as formas farmacêuticas de 

comprimido, na dosagem de 5 mg, e solução oral, de 0,2 mg/mL61. Entretanto, uma 

busca realizada entre os medicamentos registrados pela ANVISA 

(http://portal.anvisa.gov.br/medicamentos/consultas, acesso em 01/10/2018), 

considerando apenas medicamentos com registro válido e excluindo as associações 

vitamínicas, demonstrou que, das 94 apresentações farmacêuticas contendo AF como 

princípio ativo, apenas 9 (9,6%) apresentavam-se na dosagem de 0,2 mg/mL, portanto 

fracionável para a dosagem preconizada pela OMS. O restante das apresentações é 

produzido nas doses de 2 ou 5 mg (Figura 4 e APÊNDICE 1). Embora formulações 

http://portal.anvisa.gov.br/medicamentos/consultas
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em associação com ferro ou vitamina E tenham registro na ANVISA com doses de AF 

de 0,4 mg, essas apresentações não estão disponíveis no RENAME. 

 

 

Figura 4. Número de apresentações medicamentosas contendo ácido fólico como 

princípio ativo registrados no Brasil pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) de acordo com a dosagem 

Dados apresentados como número de apresentações (porcentagem). Busca realizada em 

http://portal.anvisa.gov.br/medicamentos/consultas, data de acesso: 01/10/2019. Foram considerados apenas os 

medicamentos com registro válido na data de acesso; foram excluídas as associações medicamentosas. 

 

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram que o uso 

diário de altas doses de AF pode elevar consideravelmente as concentrações dessa 

vitamina no organismo. Pacientes com esferocitose hereditária em uso de 5 mg/dia 

de AF apresentaram concentrações de folato sérico 2,0 vezes maiores que controles 

sem a doença e que não faziam uso dessa vitamina62. Em indivíduos saudáveis 

submetidos à intervenção diária com 5 mg de AF, o folato sérico aumentou em 3,8 

vezes após 45 dias quando comparado ao período antes da intervenção13.  

Embora o AF possa ser incorporado ao pool de folato após redução pela DHFR, 

estudos têm demonstrado que essa enzima apresenta uma capacidade limitada de 

metabolização do AF63. Dessa forma, o AF não metabolizado (UMFA) pode ser 

absorvido e chegar à circulação sanguínea1; 64 (Figura 2).  

http://portal.anvisa.gov.br/medicamentos/consultas
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Inicialmente, foi proposto que o consumo de quantidades superiores a 200 µg 

por dia poderia levar ao aparecimento de UMFA na circulação sanguínea, de forma 

que, considerando os padrões de fortificação de alimentos nos Estados Unidos, a 

fortificação de alimentos com AF provavelmente não seria capaz de levar a aparição 

dessa forma sintética na circulação63. Entretanto, um estudo conduzido com 

população representativa dos Estados Unidos observou concentrações séricas de 

UMFA em >95% dos indivíduos, inclusive em não usuários de suplementos contendo 

AF (média geométrica: 0,758 (IC 95%: 0,714 - 0,804) nmol/L)65. No Brasil, estudo de 

nosso grupo realizado com indivíduos saudáveis expostos apenas à fortificação com 

AF (sem uso de suplementos e medicamentos contendo AF) demonstrou correlação 

direta entre as concentrações séricas de UMFA e o consumo de AF, além de maior 

consumo de folato total e AF nos indivíduos pertencentes ao grupo que apresentava 

maiores concentrações de UMFA sérico (> 0,69 nmol/L) quando comparado aos 

indivíduos com menores concentrações (< 0,40 nmol/L)66. Dessa forma, esses 

estudos sugerem que até mesmo a fortificação de alimentos com AF pode levar ao 

aparecimento de UMFA na circulação. No entanto, ainda não está claro se a presença 

de UMFA na circulação pode provocar algum efeito adverso ao organismo.  

Estudo de Troen et al. (2006) observou diminuição da capacidade citotóxica 

das células natural killer (NK) em mulheres no período pós-menopausa, com UMFA 

detectável quando comparado às que o UMFA era indetectável. Além disso, quando 

se considerou apenas as participantes com idade superior a 60 anos, estratificadas 

de acordo com os tercis das concentrações de UMFA, observou-se que as mulheres 

pertencentes ao maior tercil apresentavam menor capacidade citotóxica das células 

NK quando comparadas às participantes do primeiro quartil12. De forma semelhante, 

em estudo recentemente publicado por nosso grupo, realizado com indivíduos 

saudáveis de ambos os sexos, a intervenção com 5 mg/dia de AF foi associada à 

redução não apenas da capacidade citotóxica, como também do número de células 

NK13. 

Embora diversos estudos tenham demonstrado a diminuição das 

concentrações de marcadores inflamatórios após a suplementação ou terapêutica 

com AF, a grande maioria destes foi realizada com portadores de alguma doença de 

base67-69, sendo escassos os estudos que avaliaram o efeito do uso de altas doses de 

AF em indivíduos saudáveis. Duthie et al. (2010) demonstraram o aumento da 

expressão do componente C3 do sistema complemento em indivíduos submetidos à 
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intervenção diária com 1,2 mg de AF por 12 semanas70. Estudo prévio de nosso grupo 

demonstrou, também em indivíduos saudáveis, o aumento da expressão de RNAm 

dos genes de citocinas inflamatórias após 45 e 90 dias de uso diário de 5 mg de AF13. 

Tais resultados suportam a hipótese de que o uso frequente de doses elevadas de AF 

pode estar associado a efeitos adversos sobre o sistema imune. 

Ainda em relação aos possíveis efeitos adversos que o consumo excessivo de 

AF possa provocar, tem sido proposto que o AF em excesso pode potencializar os 

efeitos da deficiência de vitamina B1245; 71. Em concordância com essa hipótese, 

Morris et al. (2010) observaram, em indivíduos americanos idosos, que a detecção de 

UMFA foi associada ao risco aumentado de anemia em etilistas. Além disso, 

considerando apenas os indivíduos com concentrações de vitamina B12 <148 pmol/L 

ou MMA ≥ 210 nmol/L (indicadores de deficiência de vitamina B12), a presença de 

UMFA foi relacionada a menores pontuações em testes cognitivos, bem como a um 

menor volume corpuscular médio72. 

As implicações do uso de quantidades elevadas de AF sobre o metabolismo 

das vitaminas B6 e B2 não estão totalmente esclarecidas, devido à escassez de 

estudos na literatura. É necessária a melhor compreensão desses efeitos, uma vez 

que ambas as vitaminas são fundamentais para reações metabólicas importantes do 

organismo. 

 

1.2. Vitamina B6 

Vitamina B6 é um termo genérico usado para designar um grupo de vitaminas 

hidrossolúveis que compartilham a estrutura química 3-hidroxi-2-metil-5-

hidroximetilpiridina. As várias formas da vitamina B6 diferem de acordo com o grupo 

químico ligado ao carbono 4 do anel piridina: piridoxina (PN), quando o substituinte é 

um álcool; piridoxamina (PM), quando o substituinte é uma amina; e piridoxal (PL), 

quando o substituinte é um aldeído; e seus análogos fosforilados na posição 5’-

hidroximetil, formando, respectivamente, piridoxina-5’-fosfato (PNP); piridoxamina-5’-

fosfato (PMP); e PLP73 (Figura 5). A vitamina B6, tanto nas formas fosforiladas quanto 

nas não-fosforiladas, é encontrada em uma variedade de alimentos, incluindo peixes, 

aves, grãos integrais, vegetais folhosos, legumes, batatas e tomates74; 75. Os produtos 

de origem animal contêm principalmente PLP e PMP, enquanto os de origem vegetal 

possuem principalmente PN e PNP15. 
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Figura 5. Estruturas químicas das várias formas da vitamina B6 

(A) Estrutura básica da vitamina B6; (B) piridoxina (PN); (C) piridoxamina (PM); (D) piridoxal (PL); (E) piridoxina-

5’-fosfato (PNP); (F) piridoxamina-5’-fosfato (PMP); (G) piridoxal-5’-fosfato (PLP). Em azul está indicada a 

numeração dos carbonos do anel piridina. Em vermelho está indicado o substituinte 4’, que discrimina os diferentes 

vitâmeros. Adaptado de Gregory (1996)73. 

 

 

Os vitâmeros fosforilados da vitamina B6 dependem de uma reação de 

desfosforilação para serem absorvidos, e essa reação é catalisada por uma fosfatase 

alcalina ligada à membrana da célula intestinal. Já os vitâmeros não-fosforilados são 

absorvidos por difusão passiva no jejuno e íleo76. Em seguida, chegam ao fígado 

através da circulação portal, onde são fosforilados pela enzima PL quinase a seus 

respectivos 5’-fosfato ésteres. Além disso, PN, PM e PL, bem com as suas formas 

fosforiladas, podem ser convertidas a PLP por ação da PMP oxigenase77; 78. A forma 

de PLP é liberada pelo fígado e chega ao plasma, onde circula ligada a albumina79. 

Para ser captada pelas células e tecidos do organismo, essa forma precisa ser 

desfosforilada a PL pela ação de fosfatases alcalinas15. O principal produto do 

catabolismo de PLP é o ácido 4-piridóxico (PA), que é formado pela aldeído oxidase 

1 no fígado e eliminado na urina80 (Figura 6). 
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Figura 6. Absorção e metabolismo da vitamina B6 em humanos.  

PLP: piridoxal 5’-fosfato; PL:  piridoxal; PMP: piridoxamina 5’-fosfato; adaptado de Ueland et al. (2015)14 e Jaeger 

et al. (2016)81. 

 

A vitamina B6 na forma de PLP age como coenzima em mais de 140 reações 

enzimáticas envolvidas na síntese e catabolismo de aminoácidos82; 83, síntese de 

aminas bioativas84; 85, síntese e função da hemoglobina86, glicogenólise87 (e 

metabolismo de esfingolipídios88. Além disso, o PLP age como cofator de algumas 

enzimas que catalisam reações de transferência de um carbono, como a SHMT89, a 

cistationina β-sintase (CBS)90 e a betaína-homocisteína metiltransferase (BHMT), que 

catalisa uma das duas principais reações de remetilação da homocisteína, a 
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transferência de um grupamento metil da betaína para a Hcy, formando dimetilglicina 

e metionina91 (Figura 3). 

As DRIs para a vitamina B6 estão descritas no Quadro 29. A deficiência de 

vitamina B6 devido à diminuição da ingestão dietética é rara, uma vez que essa 

vitamina é encontrada amplamente nos alimentos. Por sua vez, a deficiência de 

vitamina B6 pode ocorrer devido à má absorção (como ocorre na doença celíaca)92, 

uso de fármacos que interagem com a vitamina B692; 93, alcoolismo94, e diálise renal, 

que aumenta a perda de vitâmeros da circulação92.  

 

Quadro 2. Ingestão Dietética Recomendada (RDA), Necessidade Média Estimada 

(EAR) e Limite Superior Tolerável de Ingestão (UL) para a vitamina B6 

Faixa etária Sexoa RDAb EARb ULb 

0 a 6 meses F e M 0,1c NDd NDd 

6 a 12 meses F e M 0,3c NDd NDd 

1 a 3 anos F e M 0,5 0,4 30 

4 a 8 anos F e M 0,6 0,5 40 

9 a 13 anos F e M 1,0 0,8 60 

14 a 18 anos F 1,2 1,0 80 

14 a 18 anos M 1,3 1,0 80 

19 a 50 anos F e M 1,3 1,1 100 

51 anos ou mais F 1,5 1,3 100 

51 anos ou mais M 1,7 1,1 100 

Gestantes     

14 a 18 anos F 1,9 1,6 80 

19 a 50 anos F 1,9 1,6 100 

Lactantes     

14 a 18 anos F 2,0 1,7 80 

19 a 50 anos F 2,0 1,7 100 

aF: feminino; M: masculino; bmg/dia; cNão determinado; nesses casos, utiliza-se a ingestão adequada (AI); dND: 

não determinado. Fonte: Institute of Medicine (1998)9. 

 

O marcador mais utilizado para avaliar as concentrações de vitamina B6 em 

humanos é o PLP plasmático. Além de ser considerada a forma ativa da vitamina B6, 

esse marcador parece refletir o conteúdo de PLP no fígado95; 96 e apresenta correlação 

forte com o consumo de vitamina B697; 98; 99; 100.  
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Já a forma de transporte da vitamina B6, o PL plasmático, tem sido sugerida 

como um marcador adicional do estado da vitamina B6101, uma vez que apresenta 

correlação forte e positiva com o PLP no plasma (rho = 0,80; P < 0,001)102. O PA 

também apresenta correlação positiva com o PLP (rho = 0,67; P < 0,001) e PL (rho = 

0,79; P < 0,001)  no plasma102, e a dosagem plasmática e urinária desse catabólito 

também têm sido propostos como marcadores do estado da vitamina B6. Além disso, 

o aumento da razão PAr (PA/(PL+PLP)) se destaca como um marcador do aumento 

do catabolismo da vitamina B6 que ocorre durante o estado inflamatório103. 

Além dos biomarcadores diretos do estado da vitamina B6 já citados, 

marcadores funcionais que refletem os efeitos metabólicos desse micronutriente têm 

sido propostos, como a avaliação da atividade de transaminases, quinureninas, 

aminoácidos e metabólitos plasmáticos14. Como a vitamina B6 participa como cofator 

de enzimas do metabolismo do triptofano pela via das quinureninas (comentado de 

forma aprofundada mais à frente), concentrações plasmáticas desses metabólitos, 

bem como razões entre estes têm sido avaliadas como marcadores do estado dessa 

vitamina. Recentemente, foi demonstrado que a razão HKr (HK/(KA + XA + HAA + 

AA)) apresentava associação mais forte em modelos de regressão multivariada para 

a variável dependente PLP em comparação com as demais quinureninas plasmáticas 

e razões destas anteriormente propostas, em estudos longitudinal e transversal 

conduzidos na Noruega104. 

As concentrações de cistationina frequentemente apresentam-se elevadas na 

inadequação do estado nutricional da vitamina B6105; 106; 107. Esse aumento pode ser 

explicado pelas diferentes sensibilidades das enzimas CBS e cistationina γ-liase 

(CSE) às variações na concentração de vitamina B6. Enquanto a deficiência 

moderada leva à diminuição da atividade da CSE no fígado, a atividade da CBS é 

mantida, levando ao aumento da cistationina107.  

Embora estudos realizados com populações diversas de indivíduos tenham 

encontrado associações entre as concentrações de folato e PLP108 ou entre folato e 

PA109, os efeitos do AF sobre o estado da vitamina B6 ainda não foram completamente 

elucidados. Abbenhardt et al. (2014) observaram correlações inversas entre as 

concentrações plasmáticas de PLP e o marcador inflamatório proteína C reativa (PCR) 

em mulheres na pós-menopausa, tanto no período anterior (r = -0,17; P < 0,01; N = 

1792) quanto ao posterior à fortificação de alimentos com AF (r = -0,33; P < 0,001; N 

= 1792). No entanto, essa diferença nos valores do coeficiente de correlação quando 
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ao período pós-fortificação e período pré-fortificação leva a hipótese de que, na 

presença de uma maior biodisponibilidade de folato, maiores quantidades de PLP são 

necessárias para as reações do metabolismo de um carbono que são ligadas ao 

processo inflamatório108. 

Diversos estudos têm demonstrado o papel de baixas concentrações de PLP 

em um grande número de patologias, tais como artrite reumatoide110, doença 

inflamatória intestinal111 e aterosclerose112, entre outras, o que sugere que não apenas 

a deficiência evidente de vitamina B6 aumenta o risco de determinadas doenças 

crônicas, mas mesmo a deficiência marginal dessa vitamina pode estar associada ao 

aumento de risco dessas doenças.  

Em estudo realizado em pacientes internados em unidade de terapia intensiva, 

as concentrações plasmáticas de PLP e PA foram associadas à resposta imune, o 

que não ocorreu com o consumo de vitamina B6 através da dieta, sugerindo que o 

aumento da resposta inflamatória estaria associado a um aumento do catabolismo 

dessa vitamina113. Corroborando com essa hipótese, estudos demonstraram que a 

enzima SHMT dependente de PLP tem a atividade aumentada em 5 a 20 vezes em 

condições que existe alta duplicação celular, como em leucemias e durante a ativação 

de linfócitos114-116, o que poderia levar a um aumento das necessidades de vitamina 

B6 durante o processo inflamatório. 

Uma vez que a vitamina B6 está envolvida na síntese de ácidos nucleicos e, 

consequentemente, na síntese de proteínas, a produção de citocinas e outros 

polipeptídeos mediadores durante o processo inflamatório poderia necessitar de 

maiores quantidades dessa coenzima117. Esse modelo é consistente com a 

observação de que a deficiência dessa vitamina foi associada ao prejuízo da 

diferenciação e maturação de macrófagos e linfócitos T 118. Foi observado, também, 

que a vitamina B6 é capaz de alterar a regulação da produção de interleucina (IL)-

2119. 

 

1.3. Vitamina B2 

A vitamina B2 é uma vitamina hidrossolúvel que está presente em muitos 

alimentos como leite e derivados, carnes, peixes, ovos, frutas e vegetais, 

especialmente aqueles de folhas verdes escuras120. Quimicamente, essa vitamina 

pode ser descrita como uma estrutura tricíclica, contendo um anel isoaloxazina (grupo 
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flavina) e uma cadeia lateral ribitil121, e pode se apresentar de três formas distintas: 

riboflavina livre e duas formas coenzimáticas, flavina adenina dinucleotídeo (FAD) e 

(3) flavina mononucleotídeo (FMN)121, Figura 7).  

Figura 7. Estruturas químicas das formas da vitamina B2: riboflavina, flavina 

mononucleotídeo (FMN) e flavina adenina dinucleotídeo (FAD) 

Fonte: Wolak et al. (2017)121. 

 

Nos alimentos, a riboflavina aparece principalmente na forma de FAD, com 

menores quantidades de FMN e riboflavina livre. Para serem absorvidas FAD e FMN 

precisam ser hidrolisadas à riboflavina livre por fosfatases não específicas na borda 

em escova do enterócito. A absorção ocorre no intestino delgado proximal por 

transporte ativo120; 121. Após a captação da riboflavina livre pelos enterócitos, ela é 

transportada no plasma ligada a albumina, e pode ser fosforilada por ação da 

flavoquinase citosólica, formando FMN; entretanto, a maior parte da riboflavina é 

convertida a FAD a partir de FMN pela FAD sintase120. O excesso de riboflavina que 

não é requerido pelos tecidos é excretado principalmente na urina na forma livre ou 

como metabólitos122. 

As formas biologicamente ativas mais importantes da riboflavina, FAD e FMN, 

funcionam como transportadores de elétrons e desempenham papéis centrais em 

numerosos processos metabólicos, participando de diversas reações do metabolismo 

oxidativo de carboidratos, ácidos graxos, aminoácidos, colina, betaína e outros 

metabólitos122. No metabolismo de unidades de carbono, FAD é requerida para a 

reciclagem de 5-metilTHF pela MTHFR, que é requerido para a remetilação da Hcy  à  

metionina123. Indivíduos com deficiências moderadas de folato e vitamina B2 (em 

concentrações que normalmente não seriam indicativas de deficiência vitamínica) 

apresentam menores concentrações da proteína MTHFR e maiores de Hcy124. 
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Embora o papel da vitamina B2 no metabolismo do AF seja conhecido, ainda não está 

claro se altas concentrações de AF podem interferir nos marcadores do estado da 

vitamina B2. 

A FAD também atua como cofator da enzima MTRR. Outra ligação entre a 

riboflavina e vitaminas do complexo B diz respeito à enzima PMP oxidase, a qual 

converte a vitamina B6 da dieta em sua forma biologicamente ativa, o PLP, e tem 

como cofator a FMN125; 126.  

As DRI para a vitamina B2 estão descritas no Quadro 3. Uma vez que a 

riboflavina está envolvida em diversos processos importantes do organismo, os 

impactos da sua deficiência são usualmente muito rápidos e graves121. A deficiência 

de riboflavina é classicamente associada a uma síndrome oral-ocular-genital, 

caracterizada por queilite angular, fotofobia e dermatite escrotal, mas pode também 

levar a anemia, retardo de crescimento, inchaço gengival, lesões de pele e 

enfraquecimento da visão 127. Essa deficiência pode acarretar  distúrbios no 

metabolismo intermediário, prejudicando o funcionamento de processo oxidativos, 

como a β-oxidação e a geração de energia, as defesas contra radicais livres, o ciclo 

do folato e os processos de metilação120. Ainda, a deficiência grave pode prejudicar o 

metabolismo da vitamina B6 e a conversão de triptofano para niacina125. 
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Quadro 3. Ingestão Dietética Recomendada (RDA), Necessidade Média Estimada 

(EAR) e Limite Superior Tolerável de Ingestão (UL) para a vitamina B2 

Faixa etária Sexoa RDAb EARb ULb 

0 a 6 meses F e M 0,3c NDd NDd 

6 a 12 meses F e M 0,4c NDd NDd 

1 a 3 anos F e M 0,5 0,4 NDd 

4 a 8 anos F e M 0,6 0,5 NDd 

9 a 13 anos F e M 0,9 0,8 NDd 

14 a 18 anos F 1,0 0,9 NDd 

14 a 18 anos M 1,3 1,1 NDd 

19 anos ou mais F 1,1 0,9 NDd 

19 anos ou mais M 1,3 1,1 NDd 

Gestantes     

14 a 18 anos F 1,4 1,2 NDd 

19 a 50 anos F 1,4 1,2 NDd 

Lactantes     

14 a 18 anos F 1,6 1,3 NDd 

19 a 50 anos F 1,6 1,3 NDd 

aF: feminino; M: masculino; bmg/dia; cNão determinado; nesses casos, utiliza-se a ingestão adequada (AI); dND: 

não determinado. Fonte: Institute of Medicine (1998)9. 

 

A deficiência de vitamina B2 é mais prevalente nas populações 

subdesenvolvidas e que possuem baixa ingestão dietética de produtos lácteos e 

carnes. Entretanto, a prevalência elevada de baixas concentrações séricas de 

riboflavina foi reportada em alguns países desenvolvidos como Estados Unidos e 

Reino Unido128. Gestantes e lactantes apresentam maior risco de deficiência de 

vitamina B2 devido ao aumento das necessidades e à perda pelo leite materno 129. 

Neonatos e crianças também se encontram nesse grupo de risco, dependendo do 

conteúdo de riboflavina do leite materno e considerando que as necessidades de 

riboflavina aumentam com o crescimento120; 130. Idosos podem sofrer de deficiência de 

vitamina B2 por uma diminuição da absorção no intestino131. 

 

1.4. Vitamina B1 (tiamina) 

A molécula de tiamina é estruturalmente composta por um anel pteridina ligada 

a um anel tiazólico substituído. Os compostos de tiamina podem também estar 

presentes em suas formas fosforiladas: tiamina monofosfato (TMP), tiamina difosfato 
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(TDP), tiamina trifosfato (TTP), e os recém descobertos adenosina TDP (ATDP) e 

adenosina TTP (ATTP), sendo que a função de ambos ainda não é conhecida121 

(Figura 8). Os principais alimentos de origem vegetal fontes de tiamina são as nozes 

e legumes, cereais, pães, pescados, carne (especialmente suína) e leite121. 

 

 

Figura 8. Estruturas químicas das formas da vitamina B1: Tiamina, tiamina 

monofosfato (TMP), tiamina difosfato (TDP), tiamina trifosfato (TTP), adenosina TDP 

(ATDP) e adenosina TTP (ATTP). 

Fonte: Wolak et al. (2017)121. 

 

A tiamina ingerida através do consumo de alimentos fontes é absorvida no 

jejuno e íleo e então distribuída pela circulação sanguínea. A absorção através dos 

enterócitos é mediada pelos transportadores de tiamina 1 (THTR1) e 2 (THTR1), pelo 

mecanismo de transporte ativo antiporte (tiamina/H+)132; 133. A tiamina livre é 

internalizada na membrana apical do enterócito via THTR2 e liberada para a 

circulação via THTR2. Além disso, a tiamina pode ser convertida no epitélio intestinal 

a TMP e liberada do enterócito pelo RFC1. THTR1 e THTR2 também estão envolvidos 

na captação de tiamina da circulação pelas células do organismo, enquanto RFC1 

realiza a captação de TMP pelas células134 (Figura 9). 

Após a absorção, a tiamina se acumula no fígado e nos eritrócitos 121. O plasma 

humano contém cerca de 10 a 20 nmol/L de tiamina, sendo cerca de 10% na forma 

de TMP135. Após ser transportada para o interior das células, a tiamina é rapidamente 

convertida a TDP, forma necessária para o funcionamento adequado de enzimas 

mitocondriais121 (Figura 9). A TDP é cofator para vários processos fisiológicos, 

estando envolvida em estágios não-oxidativos da via das pentoses, ciclo do ácido 

tricarboxílico e catabolismo de aminoácidos136. 
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(A) 

 
 

(B) 

 

 

Figura 9. (A) Absorção no intestino, (B) captação e metabolismo celular da tiamina  

Tiamina livre é transportada através da membrana apical do enterócito por ação de THTR2; na membrana basal, 

a tiamina é liberada por ação de THTR1; parte da tiamina é convertida no enterócito a TMP, sendo liberado para 

a circulação pelo RFC1. A tiamina circulante é transportada para o interior das células via THTR1 ou THRT2; dentro 

da célula, é convertida à forma de TDP, cofator para enzimas importantes do metabolismo mitocondrial. THTR: 

transportador de tiamina; RFC1: carreador de folato reduzido 1; TMP: tiamina monofosfato; TDP: tiamina difosfato. 

Adaptado de Brown (2014)134. 
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No Quadro 4 estão apresentadas as DRIs para a vitamina B19. A deficiência 

de tiamina em países desenvolvidos não costuma ocorrer devido à ingestão deficiente, 

mas pode se desenvolver secundária ao prejuízo da absorção, uso abusivo de álcool, 

aumento da excreção urinária e estresse metabólico agudo, como o que ocorre na 

cetoacidose diabética e na sepse121; 137. A primeira condição associada à deficiência 

de tiamina foi a beribéri, doença que afeta primariamente o sistema nervoso periférico, 

levando à neurodegeneração seletiva, e o sistema cardiovascular, associado à 

insuficiência cardíaca, cardiomegalia e taquicardia121. A deficiência de tiamina pode 

afetar também o sistema nervoso central, sendo referida como encefalopatia de 

Wernicke e psicose de Korsakoff, com sintomas característicos, tais como neuropatia 

periférica ou desordens de memória138. 

 

Quadro 4. Ingestão Dietética Recomendada (RDA), Necessidade Média Estimada 

(EAR) e Limite Superior Tolerável de Ingestão (UL) para a tiamina 

Faixa etária Sexoa RDAb EARb ULb 

0 a 6 meses F e M 0,3c NDd NDd 

6 a 12 meses F e M 0,3c NDd NDd 

1 a 3 anos F e M 0,5 0,4 NDd 

4 a 8 anos F e M 0,6 0,5 NDd 

9 a 13 anos F e M 0,9 0,7 NDd 

14 a 18 anos F 1,0 0,9 NDd 

14 a 18 anos M 1,2 1,0 NDd 

19 anos ou mais F 1,1 0,9 NDd 

19 anos ou mais M 1,2 1,0 NDd 

Gestantes     

14 a 18 anos F 1,4 1,2 NDd 

19 a 50 anos F 1,4 1,2 NDd 

Lactantes     

14 a 18 anos F 1,4 1,2 NDd 

19 a 50 anos F 1,4 1,2 NDd 

aF: feminino; M: masculino; bmg/dia; cNão determinado; nesses casos, utiliza-se a ingestão adequada (AI); dND: 

não determinado. Fonte: Institute of Medicine (1998)9. 

  

1.5. Vitamina B3 (niacina) 

O termo niacina refere-se ao ácido nicotínico (NA) e seu derivado nicotinamida 

(NAM). Ambas são importantes para geração de formas ativas dessa vitamina, 
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nicotinamida dinucleotídeo (NAD+) e seu éster 2’-fosfato (NADP+), essenciais para o 

ciclo de Krebs e a via das pentoses, reações importantes para o metabolismo 

energético humano121. É importante destacar que, apesar da dieta ser importante para 

a obtenção de NAD+ e NADP+, o metabolismo do triptofano pela via das quinureninas 

no fígado (discutido mais adiante) é responsável pela geração de aproximadamente 

90% do total de NAD+ e NADP+ do organismo17. 

As principais fontes de niacina da dieta incluem carne, pescados e grãos. As 

DRIs para a niacina estão apresentadas no Quadro 5121. A deficiência de niacina, 

clinicamente denominada pelo termo pelagra, se desenvolve principalmente pela dieta 

deficiente de niacina ou triptofano, embora possam ocorrer devido a síndromes de má 

absorção. A pelagra se caracteriza pela ocorrência de lesões na pele bilateralmente 

simétricas, principalmente em partes do corpo expostas ao sol. As lesões no trato 

gastrointestinal se manifestam como inflamação da mucosa e ulceração, que pode 

resultar em perda de apetite, dores abdominais, náusea e vômito. Os sintomas 

neurológicos aparecem de forma tardia, e englobam fotofobia, fadiga, ataxia, 

alucinações e irritabilidade. Os três órgãos atingidos (pele, trato gastrointestinal e 

sistema nervoso) sofrem devido à deficiência de NAD+ resultante da grande demanda 

exigida para a alta demanda energética desses tecidos17; 139. 
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Quadro 5. Ingestão Dietética Recomendada (RDA), Necessidade Média Estimada 

(EAR) e Limite Superior Tolerável de Ingestão (UL) para a niacina 

Faixa etária Sexoa RDAb EARb ULb 

0 a 6 meses F e M 2c NDd NDd 

6 a 12 meses F e M 4c NDd NDd 

1 a 3 anos F e M 6 5 10 

4 a 8 anos F e M 8 6 15 

9 a 13 anos F e M 12 9 20 

14 a 18 anos F 14 11 30 

14 a 18 anos M 16 12 30 

19 anos ou mais F 14 11 35 

19 anos ou mais M 16 12 35 

Gestantes     

14 a 18 anos F 18 14 30 

19 a 50 anos F 18 14 35 

Lactantes     

14 a 18 anos F 17 13 30 

19 a 50 anos F 17 13 35 

aF: feminino; M: masculino; bmg/dia; cNão determinado; nesses casos, utiliza-se a ingestão adequada (AI); dND: 

não determinado. Fonte: Institute of Medicine (1998)9. 

 

1.6. Metabolismo do triptofano: via das quinureninas 

As formas ativas da vitamina B6 e B2 também agem como cofatores para várias 

enzimas da degradação do triptofano pela via da indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO). 

Essa enzima possui expressão ubíqua em tecidos não hepáticos e é induzível pela 

ação de IFN-γ em células do sistema imune como macrófagos, células dendríticas e 

monócitos140. A degradação do triptofano por essa via possui uma relação importante 

com os fenômenos de resposta imune e tolerância imune. Embora no tecido hepático 

a degradação do triptofano seja iniciada pela triptofano 2,3-dioxigenase (TDO), essa 

enzima não está envolvida com a inflamação141. 

Tanto a IDO quanto a TDO (em tecido extra-hepático e hepático, 

respectivamente) catalisam a oxidação do triptofano a formilquinurenina, que, por sua 

vez, é rapidamente convertida a quinurenina por ação da quinurenina formidase. A 

quinurenina é então convertida a 3-hidroxiquinurenina (HK) por ação da quinurenina 

monoaminooxidase (KMO), uma enzima dependente de FAD, que por sua vez é 

clivada a ácido 3-hidroxiantranílico (HAA) por ação da enzima PLP-dependente 
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quinureninase (KYNU). A KYNU também catalisa a conversão de quinurenina a ácido 

antranílico (AA). Outra enzima PLP-dependente desse metabolismo, a quinurenina 

transaminase (KAT), catalisa a formação de dois produtos finais dessa via: ácido 

quinurênico (KA) e ácido xanturênico (XA). O HAA, por sua vez, pode ser convertido 

a um metabólito intermediário que, por sua vez, é convertido a ácido picolínico por 

ação enzimática ou a ácido quinolínico (QA), por uma reação não-enzimática14; 142 

(Figura 10). 

 

 

Figura 10. Representação esquemática da via das quinureninas de catabolismo do 

triptofano 

IDO: indoleamina 2,3-dioxigenase; TDO: triptofano 2,3-dioxigenase; KMO: quinurenina 

monooxigenase; KAT: quinurenina aminotransferase; KYNU: quinreninase; PLP: piridoxal 5’-fosfato; 

FAD: flavina adenina dinucleotídeo. Adaptado de Paul et al. (2013)142 e Ueland et al. (2015)14. 

 

A principal função da via das quinureninas no fígado é a produção de NAD+ a 

partir de QA. O QA é metabolizado por ação da quinolato fosforribosiltransferase a 

ácido nicotínico mononucleotídeo. Este, por sua vez, é convertido a ácido nicotínico 

adenina dinucleotídeo pela enzima ácido nicotínico/nicotinamida mononucleotídeo 

adeniltransferase, que, por ação da NAD+ sintase, é convertido a NAD+ (Figura 11)139. 
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Como descrito anteriormente, a biossíntese de NAD+ também pode ocorrer a 

partir de NA e a NAM provenientes da dieta. O NA é convertido a ácido nicotínico 

mononucleotídeo pela nicotinato fosforribosiltransferase e sendo posteriormente 

convertido a NAD+ como descrito para o QA. Já a NAM é primeiramente convertida a 

nicotinamida mononucleotídeo pela nicotinamida fosforribosiltransferase e 

posteriormente à NAD+ pela enzima ácido nicotínico/nicotinamida mononucleotídeo 

adeniltransferase (Figura 11)139.  
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Figura 11. Metabolismo da nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) a partir de ácido quinolínico (proveniente da degradação do 

triptofano) e ácido nicotínico e nicotinamida (provenientes da dieta) 

 NMAT: ácido nicotínico/nicotinamida mononucleotídeo adeniltransferase. Adaptado de: Yang e Sauve (2016)139  
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Estudos demonstram que a atividade da IDO é necessária para prevenir a 

rejeição de fetos alogênicos mediada por linfócitos T em fêmeas grávidas de 

camundongos143. A indução da degradação de triptofano pela via da IDO em 

macrófagos e células dendríticas permite a estas suprimir a ativação de células T, 

resultando em tolerância imunológica144.  

Os metabólitos da via das quinureninas têm sido objeto de estudo nas últimas 

décadas com a descoberta de seu papel nas funções neuronal e imune. Uma 

descoberta marcante nesse contexto foi a identificação do QA e KA como, 

respectivamente, agonista e antagonista dos receptores N-metil D-Aspartato (NMDA) 

de glutamato145. Inclusive, o KA já foi associado a fisiopatologia da esquizofrenia146, e 

estratégias visando diminuir a formação desse metabólito através da inibição da KAT 

têm sido estudadas para o tratamento dessa doença147; 148; 149. O QA, por sua vez, 

exerce efeitos excitotóxicos e tem sido implicado no desenvolvimento de várias 

condições neurológicas, tais como epilepsia, doença de Huntington, trauma e 

hipóxia17. 

Em relação aos metabólitos da via das quinureninas e a resposta imune, já foi 

demonstrado que o HAA induz a apoptose de células do eixo de resposta imune T 

helper (Th)1, que são responsáveis pela resposta autoimune, mas não de células Th2, 

responsável pela imunidade à patógenos extracelulares111. É descrito, também, que o 

HAA e a HK inibem a produção das citocinas do eixo Th1 IL-2, TNF-α e IFN-γ, trocando 

o perfil da resposta imune Th1 para Th2112. 

Além disso, o HAA e a HK são capazes de promover a diferenciação de células 

T regulatórias (Treg)150; 151; 152. As células Treg tem a função de suprimir a atividade 

de linfócitos, e são importantes para a prevenção de doenças autoimunes e 

manutenção da tolerância imunológica153. 

A relação existente entre a vitamina B6 e os metabólitos da via das 

quinureninas de catabolismo do triptofano tem sido demonstrada em diversos estudos. 

Foram observadas correlações inversas entre as concentrações plasmáticas de PLP 

e a razão quinurenina/triptofano (KTR) em diversos estudos de base populacional16; 

154; 155. Além disso, KTR foi positivamente correlacionada a  PA e a razão PAr, ambos 

indicadores de catabolismo da vitamina B6155. A KTR tem sido considerada um 

marcador importante da resposta imune ativada por IFN-γ, uma vez que essa citocina 

é produzida por linfócitos Th1156. 
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Ao que se sabe, a relação entre vitamina B2 com as quinureninas plasmáticas 

não havia sido investigada até recentemente. Em estudo de Theofylaktopoulou et al. 

(2014), foram observadas correlações positivas entre as concentrações de riboflavina 

e os metabólitos XA (r = 0,13; P < 0,001, n = 6931) e HAA (r = 0,19; P < 0,001, n = 

6931), ambos produtos secundários da degradação da quinurenina catalisada pela 

enzima FAD-dependente KMO. Curiosamente, a HK plasmática, o produto imediato 

da reação catalisada pela KMO, não foi correlacionada às concentrações de 

riboflavina16. 

Uma vez que as vitaminas B6 e B2 atuam como cofatores de enzimas da via 

das quinureninas, pode-se dizer que elas apresentam um papel importante na 

manutenção dessa via. Pressupondo que o AF, em altas doses, pode interferir no 

estado das vitaminas B2 e B6, existe a hipótese de que o AF, indiretamente, possa 

interferir nas reações da via das quinureninas. Além disso, uma vez que a KTR é 

afetada pelo estado das vitaminas B6 e B2 do indivíduo, hipotetiza-se que o AF possa 

ter um papel importante na resposta imune nesse cenário. 
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2. OBJETIVO 

2.1. Geral 

Avaliar os efeitos da intervenção diária com uma alta dose de AF (5 mg) por 90 

dias sobre biomarcadores do estado das vitaminas do complexo B, e as 

consequências sobre os metabólitos da via das quinureninas em adultos saudáveis. 

 

2.2. Específicos 

• Avaliar se o uso diário de 5 mg de AF por 90 dias está associado a alterações 

nas concentrações séricas de marcadores diretos e/ou funcionais do estado 

das vitaminas B6, B2, B1 e B3; 

• Verificar se o uso diário de 5 mg de AF por 90 dias está associado a 

modificações nas concentrações séricas dos metabólitos da via das 

quinureninas; 

• Avaliar se existe associação entre o uso diário de 5 mg de AF e alterações nas 

concentrações séricas dos marcadores inflamatórios PCR ultrassensível, IL-6, 

IL-8, IL-10, IFN-γ e TNF-α; 

• Determinar se existe associação entre o uso diário de 5 mg de AF e a 

expressão de RNAm em leucócitos mononucleares dos genes DHFR, MTHFR, 

IL8, TNFA e IFNG; 

• Verificar se existe associação entre o diário de 5 mg de AF e o número de 

células Treg. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Casuística e desenho do estudo 

Foram incluídos 68 indivíduos saudáveis no presente estudo, dentre os quais 

30 eram provenientes de um estudo anterior do grupo (FAPESP 2012/12912-1, CAEE 

04389512.2.000.0067). Estes indivíduos foram recrutados na Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (FCF-USP) e foram consultados sobre 

a vontade de participar. Havendo o interesse, os participantes da pesquisa assinaram 

o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O projeto foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da FCF-USP (CAAE: 60501516.7.0000.0067). O 

estudo foi registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clínicos (ReBEC, 

www.ensaiosclinicos.gov.br), sob identificação RBR-85fsrb. 

Os critérios de exclusão incluem idade inferior a 18 ou superior a 45 anos, 

mulheres gestantes, etilistas crônicos, indivíduos que tenham feito uso de AF e 

polivitamínicos ou realizado transfusões sanguíneas nos 6 meses anteriores ao início 

do estudo, bem como portadores de alergias, doenças inflamatórias, e outras doenças 

crônicas (diabetes, hipertensão, hipercolesterolemia, doenças da tireoide, etc.). 

Os participantes foram submetidos à intervenção com 1 comprimido de 5 mg 

de AF por dia pelo período de 90 dias. Foram coletadas amostras de sangue periférico 

dos participantes após jejum de 8 horas, antes do início da intervenção com AF 

(baseline) e após 45 e 90 dias de uso dessa vitamina. Nas coletas referentes a 45 e 

90 dias, foi tomado o cuidado de se realizar a coleta após, no mínimo, 15 horas do 

último uso de AF. As amostras foram coletadas em tubos à vácuo (sistema 

Vacutainer®). Os tubos sem anticoagulante foram armazenados a temperatura 

ambiente por 30 minutos até a formação do coágulo e centrifugados a 1500 x g por 

15 minutos para a obtenção de soro, que foi separado em alíquotas e armazenado a 

-80°C até a análise. Tubos contendo K2EDTA foram utilizados para a realização de 

hemograma, e contendo heparina para a obtenção de células mononucleares do 

sangue periférico (PBMC). 

Do total de 68 indivíduos incluídos, 4 foram excluídos: 2 porque não concluíram 

a etapa de 45 e 90 dias de uso de AF; enquanto 2 indivíduos não completaram a etapa 

de 90 dias de uso de AF. Dessa forma, 64 indivíduos concluíram o uso regular diário 

de 5 mg de AF por 90 dias. 

 

http://www.ensaiosclinicos.gov.br/
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3.2. Hemograma completo e contagem de reticulócitos 

O hemograma foi avaliado utilizando o contador eletrônico Pentra 120 (Horiba). 

A contagem de reticulócitos foi realizada pelo método de azul de cresil brilhante. 

 

3.3. Avaliação das concentrações séricas de folato e vitamina B12  

As concentrações de folato sérico e vitamina B12 foram avaliadas por métodos 

microbiológicos, utilizando cepas de Lactobacillus casei157 e Lactobacillus 

leishmannii158; 159. Os limites de detecção (LOD) foram, respectivamente, 0,03 nmol/L 

e 36,9 pmol/L. O valor de folato sérico > 45 nmol/L é usualmente considerado um valor 

de corte para concentrações “elevadas”, embora seja importante ressaltar que esse 

termo tenha sido baseado na capacidade do limite superior dos métodos usualmente 

utilizados para avaliar as concentrações dessa vitamina sem diluição, e não nas 

implicações biológicas para a saúde46. 

 

3.4. Determinação das concentrações séricas de vitamina B6, vitamina B2, 

vitamina B1, vitamina B3 e metabolitos da via das quinureninas e outros 

As determinações das concentrações séricas de vitamina B6 (PLP, PL, PA e 

PN), vitamina B2 (riboflavina e FMN), vitamina B1 (tiamina e TMP), vitamina B3 (NA, 

NAM e mNAM), neopterina, triptofano, quinurenina e seus metabólitos (KA, AA, HK, 

XA, HAA, QA e ácido picolínico), cistationina, cotinina e trans-3’-hidroxicotinina 

(ambos marcadores do uso e exposição ao tabaco) foram avaliados por cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS)160; 161, no 

Laboratório Bevital A/S, Bergen, Noruega. Os limites de detecção de cada analito 

avaliado por esse método estão listados no Quadro 6. 
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Quadro 6. Dados de limite de detecção (LOD) dos analitos avaliados por 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) 

Analito Unidade LOD Analito Unidade LOD 

Piridoxal 5’-fosfato nmol/L 0,2 Ácido quinurênico nmol/L 0,4 

Piridoxal nmol/L 0,2 Ácido antranílico nmol/L 0,7 

Ácido 4-piridóxico nmol/L 0,5 3-hidroxiquinurenina nmol/L 2 

Piridoxina nmol/L 1 Ácido xanturênico nmol/L 0,5 

Tiamina nmol/L 0,25 Ácido 3-hidroxiantranílico nmol/L 2 

Tiamina monofosfato nmol/L 0,5 Ácido picolínico nmol/L 0,5 

Riboflavina nmol/L 0,2 Ácido quinolínico nmol/L 1,6 

Flavina mononucleotídeo nmol/L 0,4 Ácido nicotínico nmol/L 20 

Cistationina µmol/L 0,005 Nicotinamida nmol/L 20 

Neopterina nmol/L 0,7 N1-metillnicotinamida nmol/L 5 

Triptofano µmol/L 4 Cotinina nmol/L 1 

Quinurenina µmol/L 0,007 Trans-3'-hidroxicotinina nmol/L 2 

Fonte: www.bevital.no; acesso em 08/10/2019. 

 

A razão PAr foi calculada como PA [nmol/L] / (PLP [nmol/L] + PL [nmol/L])14. A 

tiamina total foi obtida pela soma entre tiamina [nmol/L] e TMP [nmol/L]. A razão HKr 

foi determinada por HK [nmol/L] / (KA [nmol/L] + AA [nmol/L] + XA [nmol/L] + HAA 

[nmol/L])104. A razão quinurenina/triptofano (KTR) foi calculada como quinurenina 

[nmol/L] / triptofano [µmol/L]. Além disso, as razões AA/kyn (AA [nmol/L] / quinurenina 

[nmol/L]), KA/kyn (KA [nmol/L] / quinurenina [nmol/L]) e HK/kyn (HK [nmol/L] / 

quinurenina [nmol/L]) também foram calculadas162. 

 

3.5. Avaliação das concentrações de proteína C-reativa ultrassensível (PCR-us) 

e citocinas séricas 

A PCR-us foi determinada em amostras de soro por meio de ensaio 

turbidimétrico, utilizando o kit Roche-CRPL e o equipamento Cobas 8000 (Roche 

Diagnostics), de acordo com as instruções do fabricante. As concentrações séricas de 

interleucina (IL)-6, IL-8, IL-10, interferon gama (IFN-γ) e fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) foram avaliados utilizando o imunoensaio multiplex MILLIPLEX MAP Human 

High Sensitivity T Cell Panel (EMD Millipore Corporation) e o equipamento Bio-PLex 

200 (Bio-Rad Laboratories, Inc.). 

 

http://www.bevital.no/


57 
 

3.6. Isolamento de leucócitos mononucleares do sangue periférico (PBMC) 

Os PBMC foram separados a partir de sangue coletado em tubos contendo 

heparina sódica pela técnica de centrifugação por gradiente de densidade, utilizando 

a solução Histopaque® 1077, densidade 1,077 g/mL (Sigma-Aldrich), de acordo com 

protocolo estabelecido pelo fabricante. As células foram contadas em câmara de 

Neubauer e utilizadas para avaliar a expressão de RNAm e o número de células Treg. 

 

3.7. Avaliação da expressão de RNAm de DHFR, MTHFR, IL8, TNFA e IFNG em 

PBMC 

Cerca de 5 x 106 PBMC por amostra foram utilizadas para extração de RNA 

total. As células foram lisadas com 1 mL de TRIzol™ (Invitrogen™) e armazenadas a 

-80°C até o momento da extração, realizada de acordo com o protocolo estabelecido 

pelo fabricante. O RNA obtido foi quantificado por absorbância a 260 nm, e a pureza 

avaliada pelas razões 260/280 nm e 260/230 nm, utilizando o espectrofotômetro 

Nanodrop® ND-1000 (Nanodrop Technologies). 

A partir de 500 ng de RNA total por amostra, foi sintetizado o DNA 

complementar (cDNA) por meio de transcriptase reversa, utilizando o kit High-

Capacity RNA-to-cDNA™ (Applied Biosystem™). A análise da expressão de RNAm 

de DHFR, MTHFR, IL8, TNFA e IFNG foi realizada por reação em cadeia da 

polimerase (PCR) em tempo real, utilizando o sistema TaqMan® (Applied 

Biosystems™). As reações foram realizadas no equipamento ABI 7500 Fast (Applied 

Biosystems™) utilizando os ensaios TaqMan® Gene Expression Assays (Applied 

Biosystems™) descritos no Quadro 7. A análise da expressão de RNAm foi realizada 

pelo método de quantificação relativa163, que utiliza os valores de Cycle Threshold 

(CT), ou limiar da amplificação, que se caracteriza pelo início da amplificação do 

produto de PCR. Foram utilizados os genes de referência hipoxantina 

fosforribosiltransferase 1 (HPRT1) e β-actina (ACTB) como controles endógenos13. A 

quantificação da expressão foi calculada pela fórmula: 

 

Expressão= 2-ΔC
T

 

onde ΔCT = CT gene de interesse - CT gene de referência 
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Quadro 7. Características dos ensaios TaqMan® utilizados para as análises de 

expressão de RNAm 

Gene Espécie Identidade do ensaio Tamanho do fragmento 

amplificado (pb) 

TNFA Homo sapiens Hs01113624_g1 143 

IFNG Homo sapiens Hs00989291_m1 73 

IL8 Homo sapiens Hs01553824_g1 91 

DHFR Homo sapiens Hs00758822_s1 75 

MTHFR Homo sapiens Hs00195560_m1 95 

HPRT1 Homo sapiens Hs02800695_m1 82 

ACTB Homo sapiens Hs01060665_g1 63 

pb: pares de bases; TNFA: fator de necrose tumoral α; IFNG: interferon γ; IL8: interleucina 8; DHFR: dihidrofolato 

redutase; MTHFR: metilenotetrahidrofolato redutase; HPRT1: hipoxantina fosforribosiltransferase 1; ACTB: β-

actina. 

 

3.8. Determinação do número de células T regulatórias (Treg) 

A identificação e quantificação de células Treg foi realizada por meio de ensaios 

de imunofenotipagem por citometria de fluxo. O esquema da parte experimental dessa 

etapa está resumido na Figura 12. 

 

Figura 12. Esquema do desenho experimental utilizado na quantificação de células 

Treg em indivíduos saudáveis antes e após o uso de 5mg/dia de ácido fólico 

 

Para a avaliação do número de células Treg, foram utilizados os reagentes 12-

O-tetradecanoilforbol-13-acetato (PMA) e ionomicina, que possuíam DMSO como 

veículo. Ensaios com PMA + ionomicina são frequentemente utilizados para estudar 

a ativação de linfócitos, além de estimular a indução de determinados tipos celulares, 

como as células Treg164. PMA estimula a transdução de sinal via proteína quinase 

C165; 166, e ionomicina aumenta a concentração intracelular de cálcio167; 168; 169. 
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 Os PBMC de cada paciente foram colocados em meio de cultura RPMI 1680 

com concentração de 20 ng/mL de AF. Em seguida, os leucócitos mononucleares 

foram divididos em duas alíquotas de 1 x 106 células/mL em placas de 6 poços, sendo 

que uma delas foi incubada com 10 ng/mL de PMA (total de 10 µL adicionados) e 1 

µg/mL de ionomicina (total de 3,33 µL adicionados), e a outra foi incubada com 13,33 

µL de DMSO. As placas foram colocadas em estufa de CO2 a 5% por 18 horas. 

Após a incubação com PMA e ionomicina, as células foram lavadas e 

incubadas com o reagente Fixable Viability Stain 780 (FVS780, Becton Dickinson, San 

Jose/CA, EUA), um marcador de exclusão utilizado para discriminação de células 

viáveis de não-viáveis. Esse reagente é excitado pelo laser vermelho, e emite 

fluorescência máxima no comprimento de onda de 780 nm, sendo a leitura realizada 

no canal do APC-Cy7 do citômetro. 

 Após esta incubação, procedeu-se à identificação e quantificação de células 

Treg por meio de ensaios de imunofenotipagem por citometria de fluxo. As 

características dos anticorpos utilizados estão descritas no Quadro 8. As células Treg 

são imunofenotipicamente descritas como CD3+, CD4+, CD25alto, FoxP3+ e CD127-164. 

Uma vez que o tratamento com PMA + ionomicina leva a redução da expressão de 

CD4 pelos linfócitos CD4+164, prejudicando a análise, utilizou-se como estratégia a 

marcação com o anticorpo anti-CD8, de forma que as células CD8- foram 

consideradas CD4+. 

Após incubação com os anticorpos, a leitura foi realizada no equipamento 

FACS Canto II (BD Biosciences, San Jose, EUA). Para cada tubo de reação, foram 

analisados 50.000 eventos. 

 

Quadro 8. Descrição dos anticorpos utilizados no ensaio de imunofenotipagem para 

identificação da população de células T regulatórias 

Descrição Identificação Clone Marca Volume 

por reação 

APC Mouse Anti-Human CD3 555342 HIT3a BD* 20 µL 

PerCP Mouse Anti-Human CD8 347314 SK1 BD* 20 µL 

BB515 Mouse Anti-Human CD25 564467 2A3 BD* 5 µL 

PE Mouse Anti-Human FoxP3 560046 259D/C7 BD* 20 µL 

PE-Cy™7 Mouse Anti-Human CD127 560822 HIL-7R-M21 BD* 5 µL 

*BD Biosciences, San Jose/CA, EUA 
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A estratégia utilizada para detecção de células Treg está exemplificada na 

Figura 13. Após seleção dos linfócitos dentro do pool de mononucleares utilizando os 

parâmetros FSC e SSC (A), foram selecionadas apenas os linfócitos viáveis (B). 

Dentro desse gate, foram selecionados os linfócitos não marcados para CD8 

(representando células CD4+) (C), marcados para CD25 e FoxP3 (D), e não marcados 

para CD127 (E). A proporção de células Treg (%) foi obtida em função dos linfócitos 

totais obtidos pela análise do citômetro. O número de células foi obtido em função do 

número de eventos.  

 
(A)

 

(B)

 

(C) 

 

(D) 

 

(E) 

 

 

 

Figura 13. Estratégia utilizada para detecção de células T regulatórias (Treg) por 

imunofenotipagem por citometria de fluxo 

Após selecionado o gate em linfócitos (A), foram selecionadas as células negativas para FVS780 

(viáveis) (B), CD3+ e CD8- como representantes dos linfócitos CD4+ (C), CD25alto e FoxP3+ (D) e CD127- 

(E). 
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3.9. Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando os softwares IBM® SPSS® 

Statistics, Version 22 (IBM Corporation, New York, USA) e Minitab 18.1 (Minitab, Inc, 

State College, USA). Os gráficos foram feitos utilizando o software GraphPad Prism® 

(GraphPad Software, San Diego, USA). Com o objetivo de comparar as variáveis no 

baseline e após 45 e 90 dias de intervenção diária com 5 mg de AF, os testes de qui-

quadrado, likelihood ratio ou exato de Fisher foram utilizados para as variáveis 

categóricas, e o teste de análise de variância (ANOVA) de medidas repetidas foi 

utilizado para as variáveis numéricas. As correlações entre os vitâmeros ou 

metabólitos foi verificada pela correlação de Pearson utilizando os dados convertidos 

por meio da transformação Box-Cox. 

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Anderson-Darling. Para as 

variáveis que não apresentavam distribuição normal, foi aplicada a transformação 

Box-Cox antes do uso de testes paramétricos. Os dados categóricos foram 

apresentados como número (porcentagem) e as variáveis numéricas como média 

(intervalo de confiança de 95%) após a reconversão. 

Modelos de regressão linear foram utilizados para as variáveis dependentes PL 

sérico e AA sérico (após transformação Box-Cox), considerando todos os dados 

referentes ao baseline, 45 e 90 dias de intervenção combinados. As variáveis 

independentes foram inseridas sem transformação. As variáveis independentes com 

P < 0,05 nos modelos de regressão linear univariada foram selecionadas como 

variáveis independentes para modelos de regressão linear multivariada com stepwise. 

Uma vez que o folato sérico e a intervenção diária com 5 mg de AF foram 

correlacionadas, as mesmas não foram inseridas juntamente num mesmo modelo. 

Tiamina, TMP e tiamina total também não foram inseridas em um mesmo modelo. Foi 

aplicada a correção de Bonferroni, demonstrada no rodapé das tabelas de regressão 

linear. 

O nível de significância adotado foi de α = 5% (P < 0,05). 
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4. RESULTADOS 

4.1. Características gerais da população estudada 

A mediana (intervalo interquartílico) da idade e do índice de massa corpórea 

dos 64 participantes do presente estudo foi de 27,5 (25,0 – 30,0) anos e 22,4 (20,3 – 

25,1) kg/m², respectivamente. Trinta e sete (57,8%) eram mulheres. Do total de 

indivíduos, 52 (81,3%) se autodeclararam brancos, 3 (4,7%) negros, 6 (9,4%) pardos 

e 3 (4,7%) amarelos. 

As concentrações de folato sérico e vitamina B12 estão apresentadas na 

Tabela 1. Foi observado um grande aumento das concentrações de folato sérico após 

45 dias e 90 de intervenção com 5 mg/dia de AF quando comparado ao baseline (3,4 

e 3,5 vezes, respectivamente). A frequência de indivíduos com folato sérico > 45 

nmol/L aumentou após a intervenção. Não foi observada diferença nas concentrações 

séricas de vitamina B12. 

 

Tabela 1. Concentrações séricas de folato e vitamina B12 em 64 indivíduos saudáveis 

antes e após 45 e 90 dias de intervenção diária com ácido fólico (AF) 

  Intervenção diária com 5 mg de AF  

 Baseline 45 dias 90 dias P 

Folato sérico (nmol/L)1 15,6 (13,3 – 18,4)a 68,7 (59,1 – 79,8)b 70,8 (62,2 – 79,8)b < 0,001 

Folato sérico > 45 nmol/L2 1 (1,6) 51 (81,0) 55 (87,3) < 0,001 

Vitamina B12 (pmol/L)1 372 (342 – 404) 372 (342 – 404) 380 (350 – 412) 0,705 

As variáveis numéricas foram convertidas por transformação Box-Cox e apresentadas como média (intervalo de 
confiança de 95%) após reconversão; as variáveis categóricas foram apresentadas como número (porcentagem). 
1ANOVA de medidas repetidas; 2Teste de Qui-quadrado. Letras diferentes entre colunas representam diferenças 
significativas de acordo com o teste de Tukey. 

 

Os parâmetros hematológicos dos participantes do presente estudo estão 

descritos na Tabela 2. Nenhum parâmetro apresentou diferença antes e após a 

intervenção com AF. 
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Tabela 2. Parâmetros hematológicos de 64 indivíduos saudáveis antes e após 45 e 

90 dias de intervenção diária com ácido fólico (AF) 

  Intervenção diária com 5 mg de AF  

 Baseline 45 dias 90 dias P* 

Eritrócitos (x106/mm3) 4,72 (4,62 – 4,83) 4,71 (4,60 – 4,82) 4,75 (4,65 – 4,86) 0,309 

Hemoglobina (g/dL) 14,3 (14,0 – 14,7) 14,3 (14,0 – 14,7) 14,4 (14,1 – 14,8) 0,450 

Reticulócitos (x103/mm3) 43,4 (38,3 – 48,9) 38,8 (34,6 – 43,2) 44,0 (38,3 – 49,8) 0,173 

Leucócitos totais (x103/mm3) 5,83 (5,49 – 6,30) 5,74 (5,33 – 6,20) 5,83 (5,41 – 6,30) 0,831 

As variáveis numéricas foram convertidas por transformação Box-Cox e apresentadas como média (intervalo de 
confiança de 95%) após reconversão; as variáveis categóricas foram apresentadas como número (porcentagem). 
*ANOVA de medidas repetidas. 

 

4.2. Associação entre intervenção diária com 5 mg de AF sobre os marcadores 

séricos do estado das vitaminas B6, B2, B1 e B3 

Correlações positivas entre PLP, PL e PA foram observadas quando os dados 

referentes ao baseline, após 45 e 90 dias de intervenção foram considerados 

combinados ou separadamente (Tabela 3). Embora as concentrações séricas de PLP 

observadas antes e após a intervenção com AF tenham sido semelhantes, maiores 

concentrações de PL foram observadas após 45 e 90 dias quando comparado ao 

baseline. Além disso, as concentrações de PA foram maiores após 45 dias, mas não 

após 90 dias de intervenção, em relação ao baseline (Figura 14(A)). Não foram 

observadas diferenças na razão PAr entre o baseline (0,298 (0,270 – 0,327)) e os 

períodos após 45 (0,316 (0,289 – 0,343)) e 90 dias de intervenção (0,298 (0,271 – 

0,326), P = 0,276).  

 

Tabela 3. Correlações de Pearson entre as variáveis PLP, PL e PA séricos no baseline 

e após 45 e 90 dias de intervenção diária com 5 mg de AF, e considerando os dados 

relativos aos três tempos combinados 

 PLP  PL 

 

Baseline 

(N = 64) 

45 dias 

(N = 64) 

90 dias 

(N = 64) 

Três tempos 

combinados 

(N = 192) 

 

Baseline 

(N = 64) 

45 dias 

(N = 64) 

90 dias 

(N = 64) 

Três tempos 

combinados 

(N = 192) 

PLP - - - - 
 r = 0,883 

P < 0,001 

r = 0,850 

P < 0,001 

r = 0,843 

P < 0,001 

r = 0,850 

P < 0,001 

PA 
r = 0,502 

P < 0,001 

r = 0,641 

P < 0,001 

r = 0,608 

P < 0,001 

r = 0,582 

P < 0,001 

 r = 0,580 

P < 0,001 

r = 0,682 

P < 0,001 

r = 0,634 

P < 0,001 

r = 0,632 

P < 0,001 

Todas as variáveis foram convertidas por transformação Box-Cox. PLP: piridoxal 5’-fosfato; PL: piridoxal; PA: ácido 

4-piridóxico. 
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Figura 14. Concentrações séricas de marcadores do estado das vitaminas (A) B6, (B) B2, (C) B1 e (D) B3 de 64 indivíduos saudáveis 
antes e após 45 e 90 dias de intervenção diária com 5 mg de ácido fólico (AF) 
Todas as variáveis foram transformadas por Box-Cox e apresentadas como média e intervalo de confiança de 95% após reconversão. Comparação entre colunas realizada por 
ANOVA de medidas repetidas. Letras diferentes entre as colunas representam diferenças de acordo com o teste de Tukey. PLP: piridoxal 5’-fosfato; PL: piridoxal; PA: ácido 4-
piridóxico; FMN: flavina mononucleotídeo; TMP: tiamina monofosfato; NAM: nicotinamida; mNAM: N1-metilnicotinamida. 
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Todos os indivíduos apresentaram concentrações séricas de PN abaixo do 

LOD no baseline, e apenas um indivíduo apresentou concentrações acima do LOD 

após 45 e 90 dias de intervenção com AF (respectivamente, 115 e 88,5 nmol/L).  

Em relação aos marcadores funcionais do estado da vitamina B6, a cistationina 

sérica antes (0,155 (0,143 – 0,169) µmol/L) e após 45 (0,146 (0,131 – 0,163) µmol/L) 

e 90 dias de intervenção com AF (0,149 (0,138 – 0,161) µmol/L) foi semelhante (P = 

0,438). Quanto a razão HKr, não foram observadas diferenças antes e após a 

intervenção com AF. 

Modelos de regressão linear univariada foram utilizados para a variável 

dependente PL sérico (Tabela 4, Modelos 1 a 19). As variáveis independentes 

associadas ao aumento de PL foram sexo masculino, intervenção diária com 5 mg de 

AF, folato sérico, vitamina B12, FMN, tiamina, TMP e tiamina total, enquanto as 

variáveis PCRus e IL-8 foram associadas à diminuição da variável dependente. 

Em seguida, dois modelos de regressão de regressão linear multivariada 

stepwise para a mesma variável dependente foram utilizados: no primeiro, as variáveis 

inseridas foram sexo masculino, intervenção diária com 5 mg de AF, vitamina B12, 

PCRus, FMN, tiamina e IL-8 (Tabela 4, Modelo 20); no segundo, as mesmas variáveis 

foram inseridas, com exceção da intervenção diária com 5 mg de AF, substituída pelo 

folato sérico (Tabela 4, Modelo 21). No Modelo 20, a tiamina sérica e o sexo 

masculino foram associados ao aumento de PL, e a IL-8 à diminuição; no Modelo 21, 

além da tiamina e do sexo masculino, o folato sérico também foi associado ao 

aumento da variável dependente, enquanto IL-8 foi associado à diminuição desta. 
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Tabela 4. Modelos de regressão linear para a variável dependente piridoxal sérico1 

Modelo Variável independente Β SE R² P 

Modelos de regressão linear univariada 

1 Sexo masculino 12,695 4,011 - 0,002 

2 Idade (anos) -0,506 0,479 - 0,292 

3 IMC (kg/m²) -0,689 0,573 - 0,231 

4 Intervenção diária com 5 mg de AF 5,540 2,457 - 0,025 

5 Folato sérico (nmol/L) 0,134 0,043 - 0,002 

6 Vitamina B12 (pmol/L) 0,040 0,016 - 0,015 

7 PCRus (mg/dL) -12,414 6,198 - 0,047 

8 Riboflavina (nmol/L) 0,105 0,061 - 0,088 

9 FMN (nmol/L) 0,320 0,137 - 0,021 

10 Tiamina (nmol/L) 3,715 0,691 - < 0,001 

11 TMP (nmol/L) 2,592 1,041 - 0,014 

12 Tiamina + TMP (nmol/L) 4,293 0,751 - < 0,001 

13 Cotinina (nmol/L) -0,015 0,036 - 0,671 

14 Trans-3’-hidroxicotinina (nmol/L) -0,056 0,110 - 0,613 

15 TNF-α (pg/mL) -0,822 0,616 - 0,183 

16 IFN-γ (pg/mL) 0,089 0,138 - 0,520 

17 IL-6 (pg/mL) 1,668 1,407 - 0,237 

18 IL-8 (pg/mL) -3,348 0,829 - < 0,001 

19 IL-10 (pg/mL) -0,124 0,084 - 0,141 

      

Modelos de regressão linear multivariada com stepwise2 

20 Tiamina (nmol/L) 3,699 0,643 0,153 < 0,001 

 IL-8 (pg/mL) -3,274 0,762 0,091 < 0,001 

 Sexo masculino 10,390 3,601 0,043 0,004 

 Intervenção diária com 5 mg de AF 4,917 2,164 0,027 0,024 

      

21 Tiamina (nmol/L) 3,765 0,628 0,163 < 0,001 

 IL-8 (pg/mL) -2,894 0,753 0,075 < 0,001 

 Folato sérico (nmol/L) 0,144 0,039 0,070 < 0,001 

 Sexo masculino 12,295 3,556 0,061 0,001 

Todos os dados referentes ao baseline, 45 e 90 dias de intervenção diária com 5 mg de AF combinados foram 
considerados. 1A variável dependente foi convertida por transformação Box-Cox (λ = -1) e multiplicada por 103. 
2Variáveis independentes inseridas no Modelo 20: sexo masculino, intervenção diária com 5 mg de AF, vitamina 
B12 (pmol/L), PCRus (mg/dL), FMN (nmol/L), tiamina (nmol/L) e IL-8 (pg/mL); variáveis independentes inseridas 
no Modelo 21: sexo masculino, folato sérico (nmol/L), vitamina B12 (pmol/L), PCRus (mg/dL), FMN (nmol/L), 
tiamina (nmol/L) e IL-8 (pg/mL). IMC: índice de massa corporal; AF: ácido fólico; PCRus: proteína C-reativa 
ultrassensível; FMN: flavina mononucleotídeo; TMP: tiamina monofosfato; TNF-α: fator de necrose tumoral alfa; 
IFN-γ: interferon gama; IL: interleucina). Valor crítico de correção de Bonferroni: 0,0125. 

 

Foi observado aumento das concentrações séricas de riboflavina e FMN após 

45 dias de intervenção, que se mantiveram elevadas após 90 dias, em comparação 

ao baseline (Figura 14(B)). As concentrações de tiamina foram menores após 45 dias 

de intervenção quando comparado ao baseline e após 90 dias de intervenção. Não 
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houve diferença entre as concentrações séricas de TMP no baseline e após 45 dias 

de intervenção, porém, as concentrações de TMP foram maiores após 90 dias quando 

comparados aos períodos anteriores. A tiamina total foi menor após 45 dias de 

intervenção do que no baseline; no entanto, não foram observadas diferenças entre o 

período após 90 dias de intervenção e o baseline ou o período após 45 dias (Figura 

14(C)). Não foi observada diferença entre as concentrações séricas de NAM e mNAM 

antes e após a intervenção com AF (Figura 14(D)). As concentrações séricas de NA 

apresentaram-se inferiores ao LOD em todos os indivíduos nos três períodos 

avaliados.  

 

4.2. Efeito da intervenção diária com 5 mg de AF sobre as concentrações séricas 

de neopterina, triptofano, quinurenina e metabólitos da via das quinureninas 

As concentrações séricas de neopterina, triptofano e quinurenina e KTR foram 

similares antes e após a intervenção diária com 5 mg de AF (Tabela 5). Foi observada 

correlação positiva entre a neopterina e KTR quando foram utilizados todos os valores 

referentes aos três tempos (baseline, 45 e 90 dias intervenção). Resultados similares 

foram observados quando os dados referentes ao baseline, 45 e 90 dias foram 

considerados separadamente (Tabela 6).  
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Tabela 5. Concentrações séricas de biomarcadores da via das quinureninas de 64 

indivíduos saudáveis antes e após 45 e 90 dias de intervenção diária com 5 mg de 

ácido fólico (AF) 

  Intervenção diária com 5 mg de AF  

 Baseline 45 dias 90 dias P* 

Neopterina (nmol/L) 17,0 

(15,8 – 18,3) 

18,4 

(16,7 – 20,1) 

17,0 

(15,3 – 18,7) 

0,209 

Triptofano (µmol/L) 69,4 

(66,7 – 72,2) 

70,1 

(68,0 – 73,0) 

70,1 

(67,4 – 73,0) 

0,845 

Quinurenina (µmol/L) 1,49 

(1,42 – 1,59) 

1,51 

(1,44 – 1,61) 

1,51 

(1,42 – 1,59) 

0,883 

KTR (nmol/µmol) 214 

(201 – 227) 

213 

(201 – 226) 

212 

(199 – 226) 

0,975 

3-hidroxiquinurenina 

(nmol/L) 

42,5 

(39,3 – 45,6) 

42,1 

(38,9 – 45,6) 

41,3 

(38,1 – 44,3) 

0,668 

Ácido quinurênico (nmol/L) 45,2 

(40,9 – 50,4) 

43,8 

(40,0 – 48,4) 

42,9 

(38,5 – 47,5) 

0,381 

Ácido xanturênico (nmol/L) 16,0 

(14,2 – 18,2) 

15,3 

(13,5 – 17,5) 

14,7 

(12,8 – 16,8) 

0,339 

Ácido antranílico (nmol/L) 14,5 

(13,3 – 15,6)a 

16,7 

(15,5 – 18,0)b 

18,0 

(16,5 – 19,4)b 

<0,001 

Ácido 3-hidroxiantranílico 

(nmol/L) 

36,2 

(33,4 – 39,6) 

36,6 

(33,1 – 40,0) 

34,8 

(32,1 – 38,1) 

0,574 

Ácido picolínico (nmol/L) 36,6 

(32,5 – 40,9)a 

33,8 

(30,0 – 37,7)a,b 

31,2 

(28,2 – 34,8)b 

0,012 

Ácido quinolínico (nmol/L) 328 

(307 – 353) 

338 

(313 – 366) 

335 

(312 – 363) 

0,600 

Razão AA/kyn 9,6 

(9,0 – 10,3) 

11,0 

(10,3 – 11,8) 

11,9 

(11,0 – 12,9) 

<0,001 

Razão KA/kyn 30,0 

(27,4 – 33,1) 

28,8 

(26,8 – 31,2) 

28,2 

(25,8 – 31,2) 

0,249 

Razão HK/kyn  27,7 

(26,3 – 29,2) 

27,4 

(25,8 – 29,2) 

26,8 

(25,3 – 28,6) 

0,389 

Todas as variáveis foram transformadas por Box-Cox e apresentadas como média (intervalo de confiança de 95%) 
após reconversão. *ANOVA de medidas repetidas. Letras diferentes entre as colunas representam diferenças de 
acordo com o teste de Tukey. KTR: razão quinurenina-triptofano; AA/kyn: razão ácido antranílico-quinurenina; 
KA/kyn: razão ácido quinurênico-quinurenina; HK/kyn: razão 3-hidroxiquinurenina-quinurenina. 
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Tabela 6. Correlações de Pearson entre as variáveis neopterina sérica e KTR no 

baseline e após 45 e 90 dias de intervenção diária com 5 mg de AF, e considerando 

os dados relativos aos três tempos combinados 

 Neopterina 

 Baseline 

(N = 64) 

45 dias 

(N = 64) 

90 dias 

(N = 64) 

Três tempos combinados 

(N = 192) 

KTR 
r = 0,400 

P = 0,001 

r = 0,559 

P < 0,001 

r = 0,459 

P < 0,001 

r = 0,469 

P < 0,001 

Todas as variáveis foram convertidas por transformação Box-Cox. KTR: razão 

quinurenina-triptofano; AF: ácido fólico. 

 

Em relação aos demais metabólitos da via das quinureninas, foi observado um 

aumento tanto das concentrações séricas de AA quanto da razão AA/kyn após 45 e 

90 dias de intervenção em relação ao baseline. Além disso, as concentrações séricas 

de ácido picolínico foram menores após 90 dias quando comparado ao baseline, 

embora tenham sido semelhantes ao período após 45 dias de intervenção (Tabela 5). 

Para compreender as variáveis implicadas com o aumento do AA sérico, 

modelos de regressão linear univariada foram utilizados tendo o AA sérico como 

variável dependente (Tabela 7, Modelos 1 a 18). Através dessas análises, foi 

observado que o sexo masculino, intervenção diária com 5 mg de AF, folato sérico, 

vitamina B12, KTR e TNF-α foram associados ao aumento do AA sérico. Dessa forma, 

dois modelos de regressão linear multivariada com stepwise para o AA sérico como 

variável dependente foram utilizados: no primeiro, as variáveis inseridas foram sexo 

masculino, intervenção diária com 5 mg de AF, vitamina B12, KTR e TNF-α (Tabela 

7, Modelo 19); no segundo, as mesmas variáveis foram inseridas, com exceção da 

intervenção diária com 5 mg de AF, substituída pelo folato sérico (Tabela 7, Modelo 

20). No Modelo 19, foi observado que KTR, intervenção diária com 5 mg de AF e 

vitamina B12 foram associados ao aumento do AA sérico, enquanto no Modelo 29, 

KTR, folato sérico, sexo masculino e vitamina B12 foram positivamente associados à 

variável dependente. 
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Tabela 7. Modelos de regressão linear para a variável dependente ácido antranílico 

sérico1 

Modelo Variável independente Β SE R² P 

Modelos de regressão linear univariada 

1 Sexo masculino 14.354 5.854 - 0.015 

2 Idade (anos) -0.227 0.694 - 0.745 

3 IMC (kg/m²) 1.042 0.828 - 0.210 

4 Intervenção diária com 5 mg de AF 13.453 3.462 - < 0.001 

5 Folato sérico (nmol/L) 0.157 0.063 - 0.013 

6 Vitamina B12 (pmol/L) 0.083 0.023 - < 0.001 

7 PCRus (mg/dL) -2.909 8.987 - 0.747 

8 PLP (nmol/L) 0.022 0.068 - 0.748 

9 Riboflavina (nmol/L) 0.072 0.089 - 0.415 

10 FMN (nmol/L) 0.036 0.201 - 0.857 

11 KTR 2.579 0.441 - < 0.001 

12 Cotinina (nmol/L) 0.071 0.051 - 0.167 

13 Trans-3’-hidroxicotinina (nmol/L) 0.113 0.159 - 0.478 

14 TNF-α (pg/mL) 3.045 0.866 - 0.001 

15 IFN-γ (pg/mL) 0.120 0.200 - 0.548 

16 IL-6 (pg/mL) -0.016 2.040 - 0.994 

17 IL-8 (pg/mL) 2.218 1.237 - 0.075 

18 IL-10 (pg/mL) -0.044 0.122 - 0.719 

      

Modelos de regressão linear multivariada com stepwise2 

19 KTR 2.401 0.413 0.154 < 0.001 

 Intervenção diária com 5 mg de AF 13.379 3.069 0.092 < 0.001 

 Vitamina B12 (pmol/L) 0.058 0.021 0.040 0.006 

 Sexo masculino 11.360 5.125 0.026 0.028 

      

20 KTR 2.489 0.421 0.158 < 0.001 

 Folato sérico (nmol/L) 0.193 0.056 0.060 0.001 

 Sexo masculino 13.801 5.267 0.035 0.010 

 Vitamina B12 (pmol/L) 0.055 0.021 0.035 0.010 

Todos os dados referentes ao baseline, 45 e 90 dias de intervenção diária com 5 mg de AF combinados foram 
considerados. 1A variável dependente foi convertida por transformação Box-Cox (λ = -0,5) e multiplicada por 103. 
2Variáveis independentes inseridas no Modelo 19: sexo masculino, intervenção diária com 5 mg de AF, vitamina 
B12 (pmol/L), KTR e TNF-α (pg/mL); variáveis independentes inseridas no Modelo 20: sexo masculino, folato sérico 
(nmol/L), vitamina B12 (pmol/L), KTR e TNF-α (pg/mL). IMC: índice de massa corporal; AF: ácido fólico; PCRus: 
proteína C-reativa ultrassensível; PLP: piridoxal 5’-fosfato; FMN: flavina mononucleotídeo; KTR: razão triptofano-
quinurenina; TNF-α: faor de necrose tumoral alfa; IFN-γ: interferon gama; IL: interleucina. Valor crítico de correção 
de Bonferroni: 0,0125. 
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4.4. Associação entre a intervenção diária com 5 mg de AF sobre as 

concentrações séricas de PCRus, IFN-γ, TNF-α, IL-6, IL-8 e IL-10 

As concentrações do marcador inflamatório PCRus e das citocinas séricas IFN-

γ, TNF-α, IL-6, IL-8 e IL-10 foram semelhantes antes e após a intervenção com AF 

(Tabela 8). 

 

Tabela 8. Concentrações de PCRus e citocinas séricas de 64 indivíduos saudáveis 

antes e após 45 e 90 dias de intervenção diária com 5 mg de ácido fólico (AF) 

  Intervenção diária com 5 mg de AF  

 Baseline 45 dias 90 dias P* 

PCRus (mg/dL)1 0,122 (0,097 – 0,155) 0,108 (0,081 – 0,138) 0,122 (0,091 – 0,165) 0,311 

IFN-γ (pg/mL) 11,6 (8,72 – 15,0) 12,4 (9,57 – 15,7) 12,7 (9,77 – 16,0) 0,363 

TNF-α (pg/mL) 5,65 (4,88 – 6,44) 5,69 (4,95 – 6,49) 5,99 (5,14 – 6,86) 0,201 

IL-6 (pg/mL) 1,23 (0,98 – 1,54) 1,38 (1,10 – 1,67) 1,42 (1,10 – 1,76) 0,274 

IL-8 (pg/mL) 5,20 (4,58 – 5,86) 5,38 (4,84 – 5,95) 5,24 (4,71 – 5,86) 0,785 

IL-10 (pg/mL) 7,51 (5,95 – 9,24) 7,08 (5,57 – 8,76) 7,24 (5,71 – 9,00) 0,623 

Variáveis convertidas por transformação Box-Cox e apresentadas como média (intervalo de confiança de 
95%) após reconversão. *ANOVA de medidas repetidas. PCRus: proteína C-reativa ultrassensível; IFN-γ: 
interferon gama; TNF-α: fator de necrose tumoral alfa; IL: interleucina. 

 

4.5. Associação entre a intervenção diária com 5 mg de AF e a expressão de 

RNAm de DHFR, MTHFR, IL8, TNFA e IFNG em PBMC 

Em relação às expressões de RNAm avaliadas nos PBMC, foi observado que, 

para o gene DHFR, a expressão aumentou após 90 dias de uso de AF quando 

comparada ao baseline, embora tenha sido semelhante ao período após 45 dias de 

intervenção. A expressão de RNAm de TNFA foi maior após 45 e 90 dias de 

intervenção com AF do que no baseline. Não houve diferença nas expressões dos 

genes MTHFR, IL8 e IFNG frente à intervenção com 5 mg de AF (Figura 15). 
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Figura 15. Expressão de RNAm em leucócitos mononucleares do sangue periférico 

de (A) DHFR, (B) MTHFR, (C) IL8, (D) IFNG e (E) TNFA em indivíduos saudáveis 

antes e após 45 e 90 dias de intervenção diária com 5 mg de ácido fólico (AF) 

Variáveis convertidas por transformação Box-Cox e apresentadas como média e intervalo de confiança de 95% 
após reconversão. Comparação entre colunas realizada por ANOVA de medidas repetidas. Letras diferentes entre 
as colunas representam diferenças de acordo com o teste de Tukey. DHFR: dihidrofolato redutase; MTHFR: 
metilenotetrahidrofolato redutase; IL8: interleucina 8; IFNG: interferon gama; TNFA: fator de necrose tumoral alfa. 
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4.6. Associação entre a intervenção diária com 5 mg de AF e o número de 

eventos de células Treg 

A Figura 16 apresenta os resultados do ensaio de avaliação da proporção de 

células Treg nas diferentes condições experimentais. Foi possível observar que nas 

células estimuladas por PMA + ionomicina, houve uma redução do células Treg após 

90 dias de uso diário de AF, enquanto nas células não-estimuladas (incubadas apenas 

com o veículo, DMSO), não foi observada diferença antes e após o uso de AF. 

 

Figura 16. Número de eventos de células T regulatórias (Treg) de indivíduos antes e 

após 45 e 90 dias intervenção diária com 5 mg de ácido fólico 

Células incubadas com PMA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato) + ionomicina (esfera vazia) ou veículo (DMSO, 

esfera cheia) por 18h. Variáveis convertidas por transformação Box-Cox e apresentadas como média e intervalo 

de confiança de 95% após reconversão. Comparação entre colunas realizada por ANOVA de medidas repetidas. 

Letras diferentes entre as colunas representam diferenças de acordo com o teste de Tukey.  
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5. DISCUSSÃO 

Com o objetivo de reduzir a incidência de DFTN, a OMS e organizações de 

saúde de diversos países têm desenvolvido recomendações relacionadas à 

suplementação com AF no período periconcepcional. Nesse contexto, o Brasil 

encontra-se em uma situação única, uma vez que é o único país que recomenda a 

dosagem diária de 5 mg para mulheres saudáveis, mesmo sem história de filhos com 

DFTN, o que contradiz a recomendação da OMS e de diversos outros países, que 

recomendam o uso de 400 μg/dia. Além disso, nenhuma evidência científica sustenta 

a recomendação de uma dosagem diária tão elevada para todas as mulheres no 

período periconcencional8. Atualmente, existe uma preocupação da comunidade 

científica em relação aos potenciais eventos adversos que o consumo de altas doses 

de AF possa trazer à saúde. 

No presente estudo, foi demonstrado que o uso diário de 5 mg de AF por 

indivíduos saudáveis está associada a alterações nas concentrações séricas de 

vitamina B2, B6 e B1, assim como do metabólito da via das quinureninas AA. Dentro 

do nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo a mostrar alterações no estado de 

vitaminas do complexo B após o uso diário de uma dose alta de AF por adultos. A 

única exceção é para a vitamina B12, para a qual a associação entre o consumo 

elevado de AF e a exacerbação da deficiência de vitamina B12 tem sido bem descrita 

desde a década de 1940, especialmente na população de idosos6; 9; 170. 

Alinhado com o previamente descrito por nosso grupo13, porém em um número 

amostral maior, o presente estudo demonstrou um aumento grande do folato sérico e 

da frequência de indivíduos com folato sérico > 45 nmol/L. Esse valor de corte do 

folato sérico foi estabelecido baseando-se na capacidade do limite superior dos 

métodos usualmente utilizados para avaliar as concentrações dessa vitamina sem 

diluição46. Nossos dados demonstram que concentrações tão elevadas são facilmente 

e rapidamente atingíveis através do uso diário de 5 mg de AF, e a real necessidade 

do uso de tais doses deve ser ponderada e mais bem estudada.  

Embora não houve diferença entre as concentrações das formas de vitamina 

B6 presentes no soro antes e após a intervenção com AF (PLP > PA > PL), as 

concentrações encontradas no presente estudo foram similares às observadas em 

outros estudos com diferentes populações16; 171; 172. Foi observado o aumento de PL 

sérico após a intervenção com AF, embora as concentrações de PLP e cistationina, 
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bem como HKr não tenham se alterado frente à intervenção. Entretanto, de acordo 

com dados previamente publicados na literatura científica16; 171; 172, as concentrações 

de PL foram positivamente correlacionadas às de PLP em nosso estudo.  

Mkrtchyan et al. (2015) demonstraram que a tiamina é capaz de inibir a PL 

quinase in vitro173, enzima que fosforila PL a PLP. Uma vez que observamos 

diferenças nas concentrações séricas de vitamina B1 antes e após a intervenção com 

AF, levanta-se a hipótese de que a tiamina esteja relacionada ao PL sérico em nosso 

estudo, levando a diminuição da fosforilação a PLP. Em harmonia com essa 

proposição, os resultados de regressão linear multivariada demonstraram 

associações positivas entre tiamina, folato sérico e sexo masculino e a variável 

dependente PL sérico. Sendo nossos achados inéditos, acreditamos que mais 

estudos são necessários no sentido de compreender a relação entre o AF e a vitamina 

B6, e o papel da vitamina B1 nesse contexto. 

Indivíduos que apresentam deficiências leves de folato e vitamina B2 (com 

concentrações circulantes que não indicam deficiência vitamínica) apresentam 

menores concentrações da proteína MTHFR e de homocisteína124. Como dito 

anteriormente, MTHFR realiza a redução 5,10-metilenoTHF a 5-metilTHF numa 

reação que usa FAD como cofator. Estudo anterior de nosso grupo demonstrou que 

as concentrações séricas de 5-metilTHF aumentam após o uso diário de 5 mg de AF13. 

Dessa forma, pressupõe-se que a conversão de 5,10-metilenoTHF a 5-metilTHF 

esteja diminuída. Consequentemente, maiores concentrações séricas de vitamina B2 

seriam observadas como resultado do menor consumo de FAD pela MTHFR, o que é 

consistente com o aumento de riboflavina e FMN sérica após a intervenção com AF 

observada em nosso estudo. Corroborando com esta hipótese, Christensen et al. 

(2015) demonstraram que animais alimentados com dieta rica em AF (dez vezes 

superior à dieta controle) apresentaram menor atividade da MTHFR no cérebro e 

fígado do que animais alimentados com dieta controle174. 

Como esperado, a neopterina sérica foi diretamente correlacionada à KTR em 

todos os períodos da intervenção com AF. A neopterina é produzida a partir de 

guanosina trifosfato (GTP) pela GTP ciclohidrolase I por células do sistema imune175; 

176. Assim como a IDO, a expressão dessa enzima é induzida por IFN-γ140; 177. Sendo 

assim, tanto neopterina quanto KTR são considerados marcadores da resposta imune 

mediada por essa citocina, de forma que se espera que ambos estejam positivamente 
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correlacionados, como já demonstrado previamente178; 179, de acordo com o 

observado no presente estudo. 

A respeito dos metabólitos da via das quinureninas, nosso estudo mostrou que 

o AA sérico aumentou com a intervenção com AF. Theofylaktopoulou et al. (2014) 

demonstraram que tanto a riboflavina quanto FMN são positivamente relacionadas ao 

AA16, o que se encontra em harmonia com o aumento concomitante desses três 

compostos observado após a intervenção com AF. Embora usualmente pressuponha-

se que o AA seja um metabólito inativo, concentrações aumentadas já foram descritas 

em diversas condições, como esquizofrenia180, artrite reumatoide181 e diabetes tipo I 

182. Além disso, um estudo recente sugere que o AA pode ter um papel em alterações 

na fibrinólise de pacientes com doença renal crônica183. 

Birner et al. (2017) propuseram que as razões HK/kyn, KA/kyn e AA/kyn 

refletem as atividades das enzimas KMO, KAT e KYNU, respectivamente162, que são 

responsáveis pelas três vias de metabolização da quinurenina. Considerando que 

apenas AA/kyn aumentou após a intervenção com AF, é possível que o aumento da 

atividade de KYNU, mas não a diminuição da atividade de KAT e KMO, tenha 

contribuído para o aumento das concentrações séricas de AA após a intervenção. 

A KYNU e KAT são enzimas PLP-dependentes, e KMO é FAD-dependente. 

Diversas associações entre vitamina B6 e vitamina B2 circulantes e os metabólitos da 

via das quinureninas já foram demonstradas em indivíduos saudáveis16. Embora 

nosso estudo tenha observado o aumento tanto das concentrações séricas de 

vitamina B2 quanto de AA, nenhuma relação entre o AA e as formas de vitamina B2 

foram observadas nos modelos de regressão linear. De acordo com nossos 

resultados, os principais determinantes do AA sérico foram KTR, uso diário de 5 mg 

de AF, folato sérico e sexo masculino. Esse dado aponta para um possível efeito direto 

de quantidades excessivas de AF sobre a via das quinureninas, e precisa ser 

investigado em outros futuros estudos, de uma perspectiva funcional. 

Em concordância com estudo prévio de nosso grupo de pesquisa13, não foram 

observadas alterações nas concentrações séricas de IFN-γ, TNF-α, IL-6, IL-8 e IL-10 

após a intervenção com AF quando comparado ao baseline. Entretanto, um aumento 

da expressão de RNAm de TNFA foi observado após a intervenção com AF nos 

PBMC. Provavelmente esse efeito não tenha sido observado nas concentrações 

séricas de TNF-α pelo tempo limitado de intervenção. Outra hipótese para essa 

observação seja de que a expressão de RNAm desse gene não reflita nas 
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concentrações séricas TNF-α, uma vez que essa citocina é produzida principalmente 

por macrófagos, mas também por linfócitos B, T e NK184. 

Nosso estudo demonstrou também o aumento da expressão de RNAm de 

DHFR após 90 dias de intervenção com AF, como previamente descrito13. Como o AF 

precisa ser reduzido pela DHFR para ser incorporado ao pool de folato ativo no 

organismo, esse resultado sugere um aumento da expressão dessa enzima frente a 

uma grande quantidade de AF obtida através do uso diário de 5 mg de AF por 90 dias. 

Essa hipótese ainda precisa de mais esclarecimentos através de estudos que avaliem 

não apenas a expressão de RNAm, mas também a expressão da proteína DHFR e 

sua atividade em resposta a uma quantidade elevada de AF. 

Nossos dados demonstram uma diminuição do número de células Treg 

(estimuladas por 18h com PMA + ionomicina) após 90 dias de uso de 5 mg de AF 

quando comparado ao baseline. As células Treg são um subconjunto de linfócitos T 

CD4+, que expressam altas quantidades do receptor de IL-2 (CD25) e o fator de 

transcrição FoxP3, essencial para a função dessas células, que é a supressão de 

respostas imunológicas e a manutenção da imunotolerância185. Dessa forma, as 

células Treg estão envolvidas na supressão do desenvolvimento de doenças 

autoimunes e alérgicas186. É importante destacar que diversos estudos já 

demonstraram que o número e/ou função de células Treg apresentavam-se reduzidos 

em doenças inflamatórias e/ou autoimunes, tais como fase aguda de lúpus 

eritrematoso sistêmico187 e diabetes tipo I188, miastenia gravis189; 190 e esclerose 

múltipla191; 192. 

Já foi demonstrado em modelos experimentais murinos que as células Treg 

expressam constitutivamente o receptor de folato 4 (FR4), e em maiores quantidades 

quando comparadas a outras células T virgens ou ativadas186, e que o folato é 

essencial para a sobrevivência delas193. Em contraste com o observado em nosso 

estudo, foi demonstrado que a deficiência de folato em camundongos levou à redução 

população de células Treg do baço194, cólon195 e intestino delgado193.  No entanto, 

Socha-Banasiak et al., 2016, demonstraram, em crianças alérgicas, uma correlação 

negativa (r = -0,339, P < 0,05, N = 83) entre a expressão de FoxP3 em células Treg e 

as concentrações de folato sérico196. Considerando que FoxP3 é um fator de 

transcrição crítico para o desenvolvimento e função de células Treg, sendo 

responsável pela diferenciação de células T para a linhagem reguladora185, esses 

resultados encontram-se em conformidade com os observados no presente estudo, 



78 
 

no qual um menor número de células Treg foi observado após a intervenção diária 

com 5 mg de AF. 
As limitações do presente estudo incluem um período limitado de intervenção 

diária. No entanto, visto que as concentrações séricas de folato aumentaram muito 

após 45 e 90 dias de intervenção, optou-se por não prolongar o período de intervenção 

com AF devido à preocupação de que o AF possa provocar efeitos adversos à saúde. 

A despeito disso, nosso estudo demonstra como indivíduos adultos saudáveis 

respondem a altas doses (5 mg/dia) de AF com respeito ao estado das vitaminas B6, 

B2 e B1, à via das quinureninas e o número de células Treg. É importante destacar 

que as vitaminas do complexo B, bem como a via das quinureninas, são importantes 

para o funcionamento adequado de metabolismos essenciais do organismo, bem 

como à resposta imune. Alterações no estado das vitaminas e na via das quinureninas 

podem trazer sérias consequências para a saúde humana. Sendo assim, nossos 

resultados vêm complementar o debate sobre a segurança e real necessidade de 

doses tão altas de AF, e estimular futuros estudos focando na associação entre o uso 

de altas doses de AF e desfechos de relevância clínica. 
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6. CONCLUSÃO 

 

• O uso diário de 5 mg de AF foi associado ao aumento das concentrações 

séricas de vitamina B6 (PL) e vitamina B2 (riboflavina e FMN); 

• Houve um aumento de 24% nas concentrações séricas de AA e diminuição de 

15% de ácido picolínico após 90 dias de intervenção diária com 5 mg de AF em 

indivíduos saudáveis; 

• O uso de 5 mg de AF por dia por 90 dias não foi associado a alterações nas 

concentrações séricas de PCRus, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-γ e TNF-α; 

• A expressão de RNAm de TNFA e DHFR em PBMC aumentou após 90 dias de 

intervenção com 5 mg de AF; 

• O número de eventos de células Treg de 5 mg diminuiu em 76% nos PBMC 

tratados com PMA + ionomicina após 90 dias de intervenção com 5 mg de AF. 
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APÊNDICE 1. Lista de medicamentos que possuem ácido fólico como princípio ativo 

com registro na Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 
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APÊNDICE 1 

Nome do produto (empresa detentora do 
registro) 

Forma Farmacêutica Dosagem Descrição 

Acfol (Cazi Química Farmacêutica Indústria e 
Comércio LTDA) 

 
  

 
Comprimido simples 5 mg 40 unidades  
Solução oral 5 mg/mL 1 frasco de 10 mL  
Comprimido simples 5 mg 500 unidades*  
Comprimido simples 5 mg 30 unidades 

Afolic (Natulab Laboratório S.A.) 
 

   
Comprimido revestido 2 mg 10 unidades  
Comprimido revestido 2 mg 20 unidades  
Comprimido revestido 2 mg 30 unidades  
Comprimido revestido 2 mg 100 unidades*  
Comprimido revestido 2 mg 200 unidades*  
Comprimido revestido 2 mg 300 unidades*  
Comprimido revestido 2 mg 500 unidades*  
Comprimido revestido 2 mg 600 unidades*  
Comprimido revestido 2 mg 1000 unidades*  
Comprimido revestido 5 mg 10 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 20 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 30 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 100 unidades*  
Comprimido revestido 5 mg 200 unidades*  
Comprimido revestido 5 mg 300 unidades*  
Comprimido revestido 5 mg 500 unidades*  
Comprimido revestido 5 mg 600 unidades*  
Comprimido revestido 5 mg 1000 unidades* 

Afolic infantil (Natulab Laboratório S.A.) 
 

   
Solução oral 0,2 mg/mL 1 frasco de 15 mL*  
Solução oral 0,2 mg/mL 1 frasco de 20 mL*  
Solução oral 0,2 mg/mL 1 frasco de 30 mL*  
Solução oral 0,2 mg/mL 50 frascos de 15 mL*  
Solução oral 0,2 mg/mL 50 frascos de 20 mL*  
Solução oral 0,2 mg/mL 50 frascos de 30 mL*  
Solução oral 0,2 mg/mL 100 frascos de 15 mL*  
Solução oral 0,2 mg/mL 100 frascos de 20 mL*  
Solução oral 0,2 mg/mL 100 frascos de 30 mL* 

Afopic (Laboratório Teuto Brasileiro S/A) 
 

   
Comprimido simples 5 mg 100 unidades*  
Comprimido simples 5 mg 20 unidades 

Bravitan (Droxter Indústria, Comércio e 
Participações LTDA) 

 
  

 
Comprimido revestido 2 mg 10 unidades  
Comprimido revestido 2 mg 20 unidades  
Comprimido revestido 2 mg 30 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 10 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 20 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 30 unidades 

Endofolin (Marjan Indútria e Comércio LTDA) 
 

   
Comprimido revestido 2 mg 30 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 30 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 60 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 90 unidades 

Farmanguinhos ácido fólico (Fundação Oswaldo 

Cruz) 

 
  

 
Comprimido simples 5 mg 500 unidades  
Comprimido simples 5 mg ATIVA 500 unidades 

Femme fólico (Aché Laboratórios Farmacêuticos 
S.A.) 

 
  

 
Comprimido revestido 5 mg 30 unidades  
Comprimido revestido 5 mg ATIVA 60 unidades 
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APÊNDICE 1. (continuação) 

Nome do produto (empresa detentora do 
registro) 

Forma Farmacêutica Dosagem Descrição 

Folacin (Arese Pharma Ltda) 
 

   
Comprimido revestido 5 mg 20 unidades  
Comprimido revestido 5 mg ATIVA 30 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 8 unidades 

Folantine (Sun Farmacêutica do Brasil LTDA) 
 

   
Comprimido simples 5 mg 30 unidades  
Comprimido simples 5 mg ATIVA 500 unidades  
Comprimido simples 5 mg 510 unidades  
Comprimido simples 5 mg ATIVA 1005 unidades 

Folifolin (EMS S/A) 
 

   
Comprimido simples 5 mg 500 unidades  
Comprimido simples 5 mg ATIVA 30 unidades  
Comprimido simples 5 mg 40 unidades  
Comprimido simples 5 mg ATIVA 60 unidades 

Folin (Geyer Medicamentos S.A.) 
 

   
Comprimido revestido 5 mg 100 unidades  
Comprimido revestido 5 mg ATIVA 30 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 20 unidades 

Folonin (Geolab Indústria Farmacêutica S/A) 
 

   
Comprimido revestido 5 mg 20 unidades  
Comprimido revestido 5 mg ATIVA 40 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 500 unidades  
Comprimido revestido 5 mg ATIVA 30 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 60 unidades  
Comprimido revestido 5 mg ATIVA 450 unidades* 

Funed ácido fólico (Fundação Ezequiel Dias – 
FUNED) 

 
  

 
Comprimido simples 5 mg 500 unidades  
Comprimido simples 5 mg ATIVA 500 unidades 

Hipofol (Hipolabor Farmacêutica LTDA) 
 

   
Comprimido simples 5 mg 40 unidades  
Comprimido simples 5 mg ATIVA 500 unidades 

Mater folic (Farmoquímica S/A) 
 

   
Comprimido simples 5 mg 30 unidades  
Comprimido simples 5 mg ATIVA 60 unidades  
Comprimido simples 5 mg 90 unidades 

Neo fólico (Brainfarma Indústria Química e 

Farmacêutica S.A.) 

 
  

 
Comprimido revestido 5 mg 20 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 500 unidades* 

Nesh fólico (Nunesfarma Distribuidora de 
Produtos Farmacêuticos LTDA) 

 
  

 
Comprimido simples 5 mg 100 unidades*  
Comprimido simples 5 mg 30 unidades 

Pratifolin (Prati Donaduzzi & Cia LTDA) 
 

   
Comprimido revestido 5 mg 20 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 30 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 400 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 1000 unidades 

Pré-folic (Laboratório Farmacêutico Elofar LTDA) 
 

   
Comprimido simples 5 mg 30 unidades  
Comprimido simples 5 mg 300 unidades* 

Vitalfolic (Mariol Industrial LTDA) 
 

   
Comprimido revestido 5 mg 30 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 300 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 30 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 3000 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 3000 unidades*  
Comprimido revestido 5 mg 3000 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 3000 unidades*  
Comprimido revestido 5 mg 300 unidades* 

Befolik (Cimed Indústria de Medicamentos LTDA) 
 

   
Comprimido revestido 5 mg 20 unidades  
Comprimido revestido 5 mg 30 unidades 

*Embalagem hospitalar. Busca realizada em http://portal.anvisa.gov.br/medicamentos/consultas, data de acesso: 
01/10/2019. Foram considerados apenas os medicamentos com registro válido na data de acesso; foram 
excluídas as associações medicamentosas. 
 

 

http://portal.anvisa.gov.br/medicamentos/consultas
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ANEXOS 

 

ANEXO 1. Informações para os Membros de Bancas Julgadoras de Doutorado 

ANEXO 2. Cópia do Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo 

ANEXO 3. Ficha do aluno 

ANEXO 4.  Currículo Lattes do aluno 

ANEXO 5. Manuscrito submetido à revista The Journal of Nutrition 
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